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1 Einleitung

1.1 Interleukin-6 und der Interleukin-6 Rezeptor

IL-6 (Interleukin-6) gehort neben IL-11, IL-27, IL-30, IL.31, OSM, CT-1, CNTF, CLC, LIF, NP-
1 zur Familie der Interleukin-6-artigen Zytokine und wird von vielen Zelltypen, wie T-und B-
Lymphozyten, Monozyten, Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, aber auch von einigen
Tumorzellen produziert (Kishimoto et al., 1995). Daraus resultiert eine physiologische
Konzentration von IL-6 im Blut um etwa 5 pg/ml, die unter pathologischen Umstinden um das
mehrere tausendfache gesteigert sein kann (Robak et al., 1999; Scambia et al., 1994; Wierzbowska
et al, 1999). Es besteht aus 184 Aminosiduren und hat — je nach Glykosylierung — ein
Molekulargewicht von 20-28 kDa (Rose-John et al., 1993). Es wirkt tiber Homodimere des (-
Rezeptors Glykoptrotein 130 (gp130), welcher ubiquitir auf nahezu allen Zellen des Korpers
exprimiert wird. IL-6 bindet an einen membranstindigen a-Rezeptor (IL-6R), der auf einigen
Leukozyten-Subpopulationen, wie z.B. Monozyten, neutrophilen Granulozyten, T-und B-
Lymphozyten und Hepatozyten vorkommt (Chalaris et al., 2011). Der IL-6R kommt aber auch in
16slicher Form (sIL-6R) im Blut in einer Konzentration von ca. 50 ng/ml unter physiologischen-
und bis zu 170 ng/ml unter pathologischen Bedingungen vor (Mitsuyama et al., 1995; Monteto-
Julian, 2001). In einem Versuch mit konditionalen IL-OR-£nock-ont Miusen wurde festgestellt,
dass der im Serum enthaltene sIL-6R vor allem von Hepatozyten und myeloiden Zellen stammt
(McFarland-Mancini et al., 2010). Die Entstehung des sIL-6R begrindet sich hauptsichlich durch
limitierte Proteolyse des membranstindigen Proteins durch Proteasen der ADAM (A Disintegrin
and Metalloproteinase)-Familie (Matthews et al., 2003; Mullberg et al.,, 1993). Dieser Vorgang
wird als ectodomain shedding, kurz Shedding bezeichnet Auch alternatives Spleilen der mRNA des
IL-6R mit Verlust der Transmembranregion und verkiirztem C-Terminus fihrt zu einer Form
des sIL-6R (Muller-Newen et al., 1996). Beide Formen dieses sIL-6R sind in der Lage, IL-6 zu
binden und als IL-6/sIL6R-Komplex tibet den membranstindigen B-Rezeptor gp130 nahezu alle
Zellen des Korpers zu stimulieren. Diese Form der alternativen Signaliibertragung wird #rans-
signaling genannt (Rose-John and Heinrich, 1994) und erweitert das Wirkspektrum von IL-6
erheblich. Im Allgemeinen kann die Wirkweise des #rans-signaling eher als pathophysiologisch und

die des classic-signaling eher als regenerativ bezeichnet werden (Rose-John, 2012).

Die Wirkung von IL-6 unterliegt einer natiirlichen Antagonisierung durch natiirliches 16sliches
gp130 (sgp130). Es liegt in einer Konzentration von 100-400 ng/ml im Blut vor und ist in der
Lage, unter physiologischen Bedingungen alles freie I1L.-6 in IL.-6/sIL.-6R /sgp130-Komplexen zu



binden und somit vor allem systemisches IL.-6-frans-signaling zu unterdriicken (Garbers et al,,
2011b; Jostock et al., 2001; Muller-Newen et al., 1998). Anhand des Designerproteins sgp130Fc,
welches aus zwel Uber den Fc-Teil eines IgG1 verbundenen sgp130 Einheiten besteht, konnte
gezeigt werden, dass sgp130 nur einen Komplex aus IL-6/sIL-6R binden kann und somit das
klassische 1L-6-szgnaling unberthrt lisst (Jostock et al., 2001). Dabei bindet sgp130Fc mit 10-fach
hoherer Affinitit als monomeres sgp130 und hat sich als ein wichtiges Werkzeug zur

Erforschung der Rolle des I1.-6-#rans-signaling in Modellen humaner Krankheiten in Maiusen

IL-6/1sl. IL-6R sgp130Fc @

erwiesen.

Klassisches signaling Trans-signaling Inhibition via sgp130Fc

Abbildung 1.1 Interleukin-6 Signalwege

Sowohl beim frans-signaling, als auch beim classic-signaling wird der Komplex aus IL-6 und
membranstindigen/sIL-6R hochaffin von zwei gp130 Proteinen gebunden, welche schon als
Dimer auf der Zelloberfliche vorkommen (Tenhumberg et al., 20006). Dies fuhrt zur Anndherung
und Aktivierung von Janus-Kinasen, welche nicht-kovalent mit den zytoplasmatischen Regionen
von gp130 assoziiert sind. Durch diese findet eine Phosphorylierung mehrerer Tyrosinreste an
gp130 statt (Hirano et al.,, 1997). Dieses Ereignis ist die Grundvoraussetzung fiur die Haupt-
Signaltransduktionswege. Der eine fihrt tber Rekrutierung von SHP-2 (Src homology 2 domain-

759

containing phosphatase) zum Tyr™" und deren Aktivierung durch die Janus-Kinasen tber mehrere

Zwischenschritte zur Aktivierung des Erk (extracellular-signal-related kinase)/ MAPK (mitogen-activated
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protein kinase) Signalweges. Dieser miindet in die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
NFE«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) oder C/EBPR (CCAAT/ -enhancer
binding protein f). Der andere fithrt tber Rekrutierung von STAT-1 und 3 (signal transducer and
activator of transcription) und Aktivierung durch die Janus-Kinasen zu deren Homo- oder
Heterodimerisierung mit folgender Translokation in den Nukleus, wo sie direkt die Transkription
bestimmter Zielgene steuern (Eulenfeld et al., 2012; Heinrich et al., 2003). Ein dritter Signalweg
fithrt zur Janus-Kinase-abhingigen Aktivierung des PI3K-Signalweges. Uber diese Signalwege
steuert IL-6 die Expression einer Vielzahl von Proteinen in einer breiten Anzahl von Zellen, aus

deren Summe sich die biologische Wirkung des IL-6/IL-6R-Systems ergibt.

IL-6 ist an der Entstehung von Fieber beteiligt und induziert viele Akut-Phase-Proteine in der
Leber, wie Amyloid A, C-Reaktives Protein, o,-AGP (a,-acid glykoprotein), o,-Antichymotrypsin,
Fibrinogen, oder Caeruloplasmin (Banks et al., 1995; Chen et al., 2006). Unter Fieber induziert es
auch ICAM (intracellular adbaesion molecule)-1 und CCL2 (CC chemokine ligand) in Endothelzellen und
L-Selectin in Lymphozyten via frans-signaling. Es fordert somit den Austritt von Leukozyten aus
der Blutbahn (Chen et al., 2006; Chen et al., 2004). Auch steuert IL.-6 die Proliferation und
Differenzierung von Leukozyten, wie Lymphozyten, Neutrophile und Makrophagen (Chomarat
et al., 2000; Dominitzki et al., 2007; Walker et al., 2008). Apoptotische neutrophile Granulozyten
in entziindetem Gewebe shedden ADAM-17-vermittelt ihren IL-6R, der zusammen mit IL-6 aus
den neutrophilen Granulozyten und Monozyten via frans-signaling in umliegenden Endothelzellen
die Produktion Monozyten-chemotaktischer Stoffe, wie z.B. MCP (monocyte chemoattractant protein)-
1 anregt. Gleichzeitig kommt es zu einer Unterdriickung neutrophiler Chemokine (Chalaris et al.,
2007; Rabe et al, 2008) und zu einer IL-6-trans-signaling gesteuerten Induktion des M-CSF-
Rezeptors auf Monozyten (Chomarat et al., 2000). Somit vermittelt I1.-6 die Resolution der
initialen Infiltration durch Neutrophile, indem es deren Elimination durch Makrophagen einleitet.
Es wirkt dabei einer tibermiBligen Gewebeschidigung durch sezernierte Proteasen und radikaler

Sauerstoffspezies entgegen.

IL-6 ist ebenfalls an der Kontrolle des Glukagon-Spiegels und damit des Glucose-Haushaltes
beteiligt, indem es die Zellmasse der a-Zellen des Pankreas beeinflusst (Ellingsgaard et al., 2008).
Auch steuert IL-6 die Leberregeneration. So wurden stark erhohte IL-6-Werte bei Patienten nach
partieller Hepatektomie festgestellt (Trautwein et al., 1996). 1L.-6-&nock-out Mause (IL6") sind zu
keiner Leberregeneration fihig (Cressman et al, 1996), wobei interessanterweise unter
Verwendung IL-6/sIL-6R transgener Miuse gezeigt wurde, dass die effektive Regeneration der
Hepatozyten einen durch 1L-6-#rans-signaling gesteuerten Prozess darstellt (Peters et al., 1997). Es
konnte auch ein FEinfluss von IL-6-frans-signaling auf den Knochenstoffwechsel beobachtet

3



werden. IL-6 induzierte RANKIL (Receptor Activator of NF-xB Ligand) -abhingige
Osteoklastogenese kann nur bei Vorhandensein von sIL-6R stattfinden, indem es im
Osteoblasten die Expression des RANK-Liganden steuert (Hashizume et al.,, 2008). Auch hier
sind weibliche- T1.6” Miuse in einem murinen Osteoporose-Modell vor Knochenschwund

geschiitzt (Poli et al., 1994).

Verinderungen in der Konzentration von IL-6 und des sIL-6R konnten in zahlreichen Krebs-
assoziierten- und entziindlichen Erkrankungen festgestellt werden. So spielt 1L.-6-trans-signaling
eine wichtige Rolle im Verlauf der Rheumatoiden Arthritis (RA) und es besteht eine Korrelation
zwischen der Schwere der Gelenkschiden und der Konzentration an IL-6 und des sIL-6R in der
Synovialfliissigkeit (Robak et al., 1998). Fir den Pathomechanismus der RA und einiger anderer
Autoimmunerkrankungen zeigen sich vornehmlich sogenannte proinflammatorische TH, Zellen
verantwortlich, eine Effektor T-Zell-Subpopulation, die normalerweise in Schleimhiuten zur
Abwehr pathogener Bakterien und Pilze vorkommt (Weaver et al., 2007). Ihre Rekrutierung, ihr
Uberleben und ihre Differenzierung aus naiven CD4" T-Zellen ist abhingig von TGF-8
(transforming growth factor f) und 11.-6 (Bettelli et al., 2006), wobei die Exposition gegeniiber IL-
6/sIL-6R dariiber entscheidet, wieviel Prozent der naiven T-Zellen sich zu antiinflammatorisch
regulierenden T-Zellen oder zu proinflaimmatorischen TH; Zellen entwickeln (Dominitzki et al.,
2007). Die STAT3 Phosphorylierung in den aktivierten TH,, Zellen via IL-6-trans-signaling
bestimmt dabei deren Aktivitit (Nowell et al., 2009). IL-6’~ Miuse, oder Miuse, bei welchen IL-
O-trans-signaling durch sgp130Fc-Injektion unterbunden ist, sind in Krankheitsmodellen mit
kiinstlich induzierter Arthritis gegen diese geschiitzt (Nowell et al., 2003). Auch in anderen TH,,
abhingigen Autoimmunerkrankungen wie z.B. MOG (Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein)
induzierte experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis - ein Krankheitsmodell fiir humane

Multiple Sklerose - zeigen sich T1.6” Miuse geschiitzt (Okuda et al., 1998).

Pro- und antientztiindliche Wirkweisen des IL-6-Systems werden in Modellen von entztindlichen
Darmerkrankungen besonders deutlich. So wurden bei Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn pathologisch verinderte
Konzentrationen verschiedener Zytokine, darunter auch erhéhte I1L-6 und sIL-6R-Spiegel,
nachgewiesen (Atreya et al., 2000). In SAMP1/Yit Mdusen, welche spontan eine Morbus Crohn-
dhnliche Ileitis entwickeln, konnte nachgewiesen werden, dass IL-6-#rans-signaling und die folgende
STAT3 Aktivierung fir diesen Prozess unabdingbar sind. Mause, bei denen das 1L-6-frans-signaling
durch Injektion von rekombinanten sgpl30Fc unterbunden wurde, zeigten sich hierbei
gegentiber der Entwicklung der Ileitis geschiitzt (Mitsuyama et al., 2006). Auch in Modellen von
AOM (Azoxymethan)/DSS(Dextransulfat)- induziertem entziindlichen Darmkrebs konnte mit
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Hilfe von rekombinantem sgpl130Fc und anti-sIL-6R-Antikorpern gezeigt werden, dass die
Entstehung entzindlicher Colon-Karzinome IL-6-frans-signaling bedarf (Becker et al., 2004;
Matsumoto et al., 2010). Erstaunlicherweise zeigen I1.-67~ Mause, welche mit DSS behandelt
wurden, mehr Schiden des Verdauungstrakts als Wildtyp-Tiere. Grund ist die regenerative und
antientziindliche Wirkung des klassischen IL-6-signaling auf Darmepithelzellen, die den
membranstindigen IL-6R exprimieren (Grivennikov et al, 2009). Sehr deutlich wird die
Wichtigkeit dieser proliferativen Wirkweise auch in gentechnisch verinderten Miusen, die extrem
wenig ADAM-17 exprimieren. Hier fihrt der Verlust von wichtigen Faktoren, z.B. der Liganden
tir den EGF-R (e¢pidermal-growth-factor) nach DSS-Behandlung zum Zusammenbruch der
Darmbartiere mit massiver Infiltration von Immunzellen, und schlieflich zu starkem

Gewichtsverlust und Tod (Chalaris et al., 2010).

Diese Ergebnisse zeigen, wie vielversprechend die selektive Blockade des sIL-6R und damit des
IL-6-trans-signaling zur Behandlung vieler entztiindlicher Erkrankungen ist. Ein tieferes Verstindnis
fir die Entstehung des sIL-6R ist notwendig und es gilt zu kliren, von welchen Zelltypen und

von welchen Proteasen die Freisetzung des sIL-6R abhingig ist.

1.2 Vom Monozyt zum Makrophagen

Am Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts gelang es Ilja Iljitsch Metschnikow erstmals,
Phagozytose im Darmgewebe der Seeanemone zu beobachten und zu beschreiben (Karnovsky,
1981; Metschnikoff, 1891). Er prigte die Begriffe Makro- und Mikrophagen und erkannte die
Bedeutung dieser Zellen fiir die Immunabwehr. Fir diese richtungsweisenden Arbeiten wurde er
1908 zusammen mit Paul Ehrlich mit dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin gewtirdigt

und gilt als ,,Vater der natiirlichen Immunitit™ (Gordon, 2008).

Monozyten reprisentieren etwa 10% der im humanen Blut zirkulierenden Leukozyten. Sie
kénnen sowohl von natiirlichen Killerzellen und neutrophilen Granulozyten als Zellen des
angeborenen Immunsystems, als auch von den Vertretern des adaptiven Immunsystems - den T-
und B-Lymphozyten - unterschieden werden. Sie stellen eine weit verbreitete heterogene
Zellpopulation dar, deren Aufenthaltszeit im Blut durchschnittlich drei Tage betrdgt (van Furth
and Cohn, 1968). Nach Verlassen des Blutkreislaufs ersetzen sie dann nach spezifischen
Differenzierungsprozessen einen GrofBteil der gewebsstindigen Makrophagen und einigen
dendritischen Zellen, besonders unter entziindlichen Bedingungen (Hume, 2006; Randolph et al.,
1999). Im Menschen sind drei unterschiedliche Subpopulationen von Monozyten bekannt,
welche anhand der Expression von CD14 und CD16 (FcyR-III) identifiziert werden kénnen und

unterschiedliche physiologische Funktionen aufweisen (Shen et al., 1983; Ziegler-Heitbrock et al.,
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1991). Etwa 90% der im Blut zirkulierenden Monozyten sind positiv fir CD14, aber CD16
negativ. Diese ,klassischen Monozyten exprimieren dartber hinaus hohe Mengen des
Chemokin-Rezeptors CCR2 und sind stark phagozytotisch aktiv. Nach LPS Stimulation werden
von diesen eher antientziindliche Zytokine wie 11.-10 produziert (Ziegler-Heitbrock et al., 1992).
Die CD14" und CD16" Monozyten zeichnen sich durch hohe Expression des Fraktalkin-
Rezeptors CX3CR1 aus, wirken entziindungsférdernd und wurden als Hauptquelle fiir TNFo
identifiziert (Ancuta et al.,, 2003; Belge et al, 2002). Ihre Zahl ist bei Patienten mit akuten
Infektionen und Infektionskrankheiten erhoht (Ancuta et al,, 2004; Horelt et al.,, 2002). Eine
kleine Population von Monozyten ist ebenfalls CD16", exprimiert jedoch sehr geringe Mengen
CD14. Wachstum und Differenzierung der Monozyten und Makrophagen wird vor allem durch
das Zytokin hM-CSF (macrophage - colony stimulating factor) gesteuert (Bonifer and Hume, 2008).
Dieses kommt ubiquitir im Organismus vor und wird von Endothel, Fibrozyten und
Osteoblasten  gebildet. Monozyten besitzen nicht nur auf Grund unterschiedlicher
Subpopulationen ein sehr mannigfaltiges Differenzierungspotenzial und zeigen eine hohe
Plastizitit gegeniiber der Umgebung, in der sie sich befinden. Die hohe Anzahl an verschiedenen
Oberflichenrezeptoren erméglicht es ithnen, Mikroorganismen, Lipide oder sterbende Zellen zu
erkennen und zu phagozytieren (Mosser, 2003). So spielen sie eine wichtige Rolle in Wachstum
und Homdostase des Organismus, riumen sie doch apoptotische Zellen ab und neutralisieren
toxische Verbindungen (Nathan et al., 1983). Monozyten stellen einen grofen Pool potenzieller
Effektorzellen im Blutkreislauf dar und sind unter entziindlichen Bedingungen die Quelle einer
groBen Anzahl unterschiedlicher Zytokine und Effektormolekile, wie TNFa (Tumor Nekrose
Faktor), Prostaglandine, VEGY (vascular endothelial growth factor), 11L-18, 1L-6, 1L-8, 11.-10, 11.-12,
Stickstoffmonoxid und anderer reaktiver Sauerstoffspezies. Dabei ist die Produktion dieser
Molekiile, von manchmal sogar gegensitzlicher Funktion, abhingig von unterschiedlichen
stimulierenden Faktoren und der Ausdruck der Komplexitit dieser Zellspezies (Mantovani et al.,
2002). Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen stellen als Antigen-prisentierende
Zellen das Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitit dar und steuern die
Immunantwort (Cao et al., 1989). Doch so effizient und wertvoll die Bedeutung der durch
Monozyten und Makrophagen gesteuerten Immunabwehr ist, bergen entziindliche Prozesse ein
hohes Risiko der Schiadigung und Alterung betroffener Gewebe. Funktionsstérungen und
alternative Aktivierungswege monozytirer Zellen sind an der Entstehung und Unterhaltung vieler
Erkrankungen beteiligt. Dazu gehéren u.a. entziindliche Erkrankungen, wie Atherosklerose,
Rheumatoide Arthritis und entziindliche Darmerkrankungen (Auffray et al., 2009). Tumor-
assoziierte Makrophagen infiltrieren Tumorgewebe wund produzieren antientziindliche
Botenstoffe, wie I.-10, TGF-$ und andererseits angiogenetische Wachstumsfaktoren, wie VEGF
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und FGF (fibroblast growth factor). Damit tragen sie zu einem Milieu bei, dass Tumorprogression

tordert (Mantovani et al., 2002).

Die Funktionen von Monozyten und Makrophagen zu erforschen ist daher niitzlich, um die
Anfilligkeit des Organismus gegeniiber Entziindungen zu verstehen und wichtiger noch, um
einen Zugang und Kontrolle tber die unerwiinschten schadhaften Nebenwirkungen

entziindlicher Prozesse zu erlangen.

1.3 Wichtige Proteasen der Zelloberfliche monozytirer Zellen

Umsatz der extrazelluliren Matrix, Immunabwehr, Entziindung, Wundheilung, Blutgerinnung
und Fibrinolyse sind einige der wichtigsten Funktionen von Leukozyten und gewebsstindigen
Zellen. Um diese Funktionen zu erfiillen, produzieren diese Zellen eine ganze Reihe von
spezifischen Proteasen. Die Mechanismen der Regulation dieser Proteasen sind Gegenstand
aktueller Forschung. Um FEinfluss auf die unmittelbare Umgebung zu nehmen, z.B. durch
Modifizierung der extrazelluliren Matrix oder um Zellmembranrezeptoren wie den IL-6-
Rezeptor zu spalten, sind viele dieser Proteasen auf der Zelloberfliche oder in Zelloberflichen-
nahen Kompartimenten lokalisiert. Monozyten und Makrophagen in unterschiedlichen
Differenzierungs- und Aktivierungszustinden unterscheiden sich teilweise erheblich in der
Expression spezifischer Oberflichenproteasen (Mantovani et al., 2002; Martinez et al., 20006). So
exprimieren ~ Makrophagen beispielsweise unter physiologischen Bedingungen keine
Serinproteasen (Dollery et al., 2003). Frisch isolierte Monozyten produzieren dagegen grof3e
Mengen an Matriptase und anderen Serinproteasen, wie neutrophile Elastase (NE), Cathepsin G
(CG) oder Proteinase 3 (PR3) (Kilpatrick et al., 2006; Owen et al., 1994). Fir die Freisetzung von
IL-18 und TNFa von THP-1 Zellen konnte bereits nachgewiesen werden, dass neben den
,»klassischen® Konvertierungs-Enzymen auch die von neutrophilen Granulozyten freigegebenen
Serinproteasen PR3 und NE einen signifikanten Anteil an der proteolytischen Umwandlung der
membrangebundenen Vorgingermolekiile besitzen koénnen (Coeshott et al, 1999).
Nichtsdestotrotz ist die Freisetzung des sIL-6R und von TNFa hauptsichlich abhingig von der
limitierten Proteolyse ihrer membrangebundenen Vorgingermolekile durch ADAM-Proteasen,
namentlich ADAM-17 und ADAM-10 (Matthews et al., 2003). Diese werden im Folgenden niher

beleuchtet.

1.3.1  Metalloproteasen der A Disintegrin And Metalloproteinase (ADAM)- Klasse

Die Gruppe der ADAM-Proteasen umfasst im humanen Erbgut 21 Gene, wobei 13 dieser Gene
fir funktionelle Proteasen kodieren (Edwards et al., 2008). Zusammen mit den ADAM-TS-
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Proteasen (a disintegrin  and  metalloproteinase with  thrombospondin  motifs) gehoren sie zur
Metalloproteinase-Untergruppe  der  Adamalysine. Wihrend die ADAM-TS-Proteasen
extrazellulire, 16sliche Proteinasen darstellen, handelt es sich bei den ADAM-Proteinasen um
Typ-1 Transmembranproteine (Seals and Courtneidge, 2003). Wie Matrix-Metalloproteasen
besitzen auch ADAM-Proteinasen eine Multi-Dominen-Struktur bestehend aus einer
Prodomaine, einer katalytischen (Metalloproteinase-) Domine, einer Disintegrin-Domane, einer
Zystein-reichen Domaine, welche eine EGF-ihnliche Domine enthilt, einer Transmembran-
Domine und einer intrazellulir gelegenen zytoplasmatischen Domine. ADAM-10 und -17
weichen in ihrer Struktur leicht von diesem Schema ab und besitzen anstatt einer Zystein-reichen
Domine eine sogenannte membranproximale Domine (Dusterhoft et al., 2013). Obwohl alle
ADAM-Proteinasen tber eine Metalloproteinase-Domine verfiigen, besitzen nur ca. 50% das
Zn* -lon im katalytischen Zentrum (Seals and Courtneidge, 2003), fiir die letztlich auch eine
proteolytische Aktivitit vorausgesagt werden kann. Die Expression der ADAM-Proteasen in
Saugetieren erstreckt sich Uber nahezu alle Gewebetypen, wobei in Leukozyten ADAM-8, -10, -
15, -17 und -28 nachgewiesen werden konnen. Andere Vertreter der ADAM-Proteinasen nehmen
Funktionen bei der Spermatogenese war (z.B. ADAM-2, -7, -18, -20, -21, -29, -30) oder kommen
nur in Geweben des zentralen und peripheren Nervensystems vor (z.B. ADAM-11, -22, -

23)(Edwards et al., 2008; Reiss and Saftig, 2009).

Fiar ADAM-10 und -17, wie auch fur einige andere ADAM-Proteasen gilt, dass sie als Zymogene
synthetisiert werden und die Prodomine das Zn**-Ton im aktiven Zentrum iiber einen Zystein-
Rest inaktiviert. Wihrend des Transports zur Zelloberfliche wird die Prodomine durch die
Proprotein-Konvertase Furin im Trans-Golgi-Netzwerk entfernt und somit das aktive Zentrum
der katalytischen Domaine freigegeben (Schlondorff et al., 2000). Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Prodomine als isoliertes Peptid als Inhibitor einiger ADAM-Proteasen wirken
kann (so z.B. fir ADAM-10 und -17) (Gonzales et al., 2004; Moss et al., 2007). Auch fir andere
Proteine, wie z.B. Rhomboide (z.B. iRhom2) oder Tetraspanine (z.B. Tspanl5, Tspan29),
konnten essenzielle Funktionen bei der Reifung und Kontrolle von ADAM-10 und -17
nachgewiesen werden (Gutierrez-Lopez et al., 2011; Mcllwain et al., 2012; Prox et al., 2012). Die
letztendliche Lokalisation der ADAM-Proteasen ist zum Grofiteil in intrazelluliren
Kompartimenten, wihrend sich ein geringerer Teil maturer Proteine auf der Zellmembran

befindet (Schlondorff et al., 2000).

Die biologische Aktivitit der ADAM-Proteasen umfasst u.a. Funktionen in der Immunitit,
Zellteilung, Zellzyklus, Zellmigration, Angiogenese, des Herzens und des Nervensystems sowie

der Befruchtung. Betont werden muss die Fihigkeit, Transmembranproteine proteolytisch zu
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verarbeiten und deren Ektodomine von der Zelloberfliche freizusetzen - ein Vorgang, der als
ectodomain  shedding, kurz Shedding bezeichnet wird. Dabei unterliegt eine grofle Bandbreite
verschiedener Transmembranproteine dem Shedding durch ADAM-Proteasen, wobei es aber auch

weitreichende Ubetlappungen in der Substratspezifitit gibt (Reiss and Saftig, 2009).

Speziell fur ADAM-17 sind bis heute weit tiber 70 Substrate entdeckt worden, darunter
verschiedene Zytokine und Rezeptoren, sowie Zelladhdsionsmolekile. Wichtige Substrate stellen
z.B. TNFa, TGFa und andere EGF-R Agonisten oder der IL-6R dar (Reiss and Saftig, 2009).
ADAM-17 wird in nahezu allen Geweben des Korpers exprimiert und ADAM-17-defiziente
Miuse sind nicht lebensfihig (Scheller et al., 2011). In der Vergangenheit konnten durch Maus-
Modelle, in denen ADAM-17 gewebsspezifisch oder gesamtsystemisch herabreguliert war,
wichtige Rickschlusse auf die biologische Funktion von ADAM-17 gezogen werden. So ist z.B.
die Regeneration des Darmepithels stark gestort in hypomorphen ADAM-17-Mausen, in denen
die ADAM-17-Expression artifiziell verindert wurde. Durch fehlende Stimulation des EGF-R
sind diese Miduse in Modellen entziindlicher Darmerkrankungen einer verstirkten
Entziindungsantwort ausgesetzt (Chalaris et al.,, 2010). ADAM-17 schiitzt Hepatozyten vor
Liganden-induzierter Apoptose; es schiitzt vor Osteoporose und seine erhohte Aktivitit ist in
vielen Tumoren und chronisch entziindeten Geweben nachweisbar. Miuse, deren Leukozyten
kein ADAM-17 exprimieren, sind vor einer experimentellen Sepsis geschiitzt, was mit der
fehlenden TNFa-Aktivitit erklirt wird (Scheller et al., 2011). Diese Erkenntnisse spiegeln die
auflerordentliche Wichtigkeit von ADAM-17 einerseits fur entziindliche Prozesse und

andererseits fir die Regulation von Zelliiberleben, Differenzierung und Regeneration wieder.

Wichtige bekannte Aktivatoren von ADAM-17 sind uw.a. PMA (#p-Phorbol-12-Myristate-13-Acetat)
und bakterielle Toxine. Induktion von Apoptose und der Entzug von Cholesterin aus der Zelle
fihren zu einer verstirkten ADAM-17-Aktivitit. Stimulation von purinergen Rezeptoren, wie
P2X7 und folgender Ca®* Einstrom hat ebenfalls eine starke Aktivierung von ADAM-17 zur
Folge (Chalaris et al., 2007; Chanthaphavong et al., 2012; Jones et al., 1998; Matthews et al., 2003;
Qu and Dubyak, 2009). Insgesamt ist tiber die Regulation von ADAM-17 jedoch wenig bekannt.
Es wird angenommen, dass ADAM-17 auf unstimulierten Zellen tberwiegend dimerisiert
vorliegt, wobei es effizient durch TIMP3 (Zissue inhibitor of metalloproteinase) gehemmt wird. Nach
Phosphorylierung des Threonin735-Rests von ADAM-17 durch MAP (mitogen-activated protein)-
Kinasen wie z.B. p38 und ERK (extracellular signal-regulated kinase) mit folgender Monomerisierung
wird die Bindung von TIMP3 aufgehoben und die Aktivitit erhéht (Xu et al,, 2012). Diese
Phosphorilierung soll auch unabdingbar bei dem Transport von ADAM-17 gen Zelloberfliche
sein (Soond et al., 2005).



Inhibiert wird ADAM-17 wie beschrieben natiirlicherweise von TIMP3. Weitere, besonders im
Folgenden wichtige spezifische und unspezifische Inhibitoren sind der Breitspektrum-
Metalloproteaseinhibitor Marimastat, GW208264X, GI254023X (wobei ADAM-10 ca. 100-fach
effizienter inhibiert wird) oder der rekombinante inhibitorische AK D1(A12) (2003; Ludwig et
al., 2005; Tape et al., 2011).

1.3.2  Serinproteasen: Cathepsin G (CG), Proteinase3 (PR3), neutrophile FElastase (NE),

Matriptase

Bei CG, PR3 und NE handelt es sich um stark kationische Glykoproteine von ca. 200 AS Linge
(Pham, 2000). Sie befinden sich sowohl 16slich in azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten
und Monozyten, als auch in geringeren Mengen membrangebunden auf deren Zelloberfliche. Bei
neutrophilen Granulozyten kénnen bakterielle Toxine, Zytokine und andere Stimulanzien eine
Steigerung dieser Zelloberflichen-gebundenen Serinproteasen um das 6 bis 20-fache bewirken
(Owen et al, 1995). Eine genaue Charakterisierung der Oberflichenexpression von
Serinproteasen von unterschiedlichen Monozyten-Subpopulationen und in unterschiedlichen
Aktivierungszustinden hat noch nicht stattgefunden. In ihrem l6slichen Zustand sind PR3, CG
und NE in der ILage, Bakterien zu eliminieren, einige Zelltypen mit entsprechenden
Oberflichenrezeptoren zu aktivieren und diverse Proteine zu spalten, wie z.B. Komponenten der
extrazelluliren Matrix, Entziindungsmediatoren (z.B. IL13 und TNF«) und Zelloberflichen-
Rezeptoren (Pham, 2006). Das Wirkspektrum der membrangebundenen Formen ist sehr dhnlich.
Auf Monozyten spielen NE und CG eine wichtige Rolle bei Koagulationsprozessen. Ihre
Aktivitat fithrt zu Becherzell-Degranulation. Auflerdem ist membrangebundenes CG in der Lage,
Angiotensin I zu Angiotensin II zu konvertieren (Owen, 2008). Der wichtigste Unterschied
jedoch besteht darin, dass die membrangebundenen Formen dieser Serinproteasen nicht durch
ubiquitir vorkommende physiologische Inhibitoren, wie ol-Proteinaseinhibitor und ol-
Antichymotrypsin, inhibiert werden kénnen (Owen, 2008). Weitere wichtige physiologische
Inhibitoren dieser Serinproteasen sind das von Epithelzellen gebildete Elafin und SLPI
(sekretorischer Leukozyten-Proteinase Inhibitor) sowie a2-Makroglobulin (Kramps et al., 1991;
Wiedow et al, 1990) und das synthetische Sulfonylfluorid ~AEBSF  (4-(2-
AminoEthyl)BenzenSulfonylFluorid).

Bei Matriptase handelt es sich um eine membrangebundene Serinprotease, bestehend aus zwei
Ketten von einer Grofle von 80-90 kDa. Mittlerweile konnte es auf3er in malignen Epithelzellen
auch in Monozyten und B-Lymphozyten nachgewiesen werden. Es wird in frisch isolierten

Monozyten und THP-1 Zellen hochgradig exprimiert, wihrend es in U937 Zellen nicht
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nachgewiesen werden kann (Kilpatrick et al., 2006). Uber seine biologische Funktion ist noch
wenig bekannt, jedoch soll es eine Rolle bei der Entstehung von Plasmin auf der Zelloberfliche
von Monozyten spielen. In atherosklerotischen Lisionen wird es in hohem Maf3e von Monozyten
gebildet und trigt Uber die gesteigerte Freisetzung von Entziindungsmediatoren zur
Aufrechterhaltung dieser Liasionen bei. Sein Haupt-Inhibitor ist HAI (Hepatozyten

Wachstumsfaktor-Aktivator Inhibitor), ein Kunitz-Typ Inhibitor (Owen, 2008).

1.4 Problemstellung

1L-6-trans-signaling spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Entstehung und dem Verlauf hiufiger
entziindlicher Erkrankungen, wie z.B. Rheumatoider Arthritis oder den entziindlichen
Darmerkrankungen. Auch in einigen Krebsformen konnte eine Beteiligung dieses Signalwegs an
Tumorbildung und -wachstum nachgewiesen werden (Chalaris et al., 2011). Im Zentrum dieser
Vorginge steht die Entstehung des sIL-6R. Das Verstindnis dafur, was zu seiner Freisetzung
fithrt und wie diese funktioniert, ist unerlasslich. Es gilt, therapeutische Ansitze zu finden und zu
realisieren, die es ermdglichen, eine ganze Reihe an Erkrankungen zu behandeln, die zu den
hiufigsten unserer Gesellschaft gehoren. Dabei liegt es nahe, jene Zelltypen zu untersuchen,
welche ebenfalls enorme Bedeutung bei der Entstehung und dem Verlauf der genannten
Erkrankungen besitzen. Frithere Untersuchungen hatten haufig Systeme zur Grundlage, in denen
entweder der humane IL-6R und/oder bekannte proteolytische Enzyme wie ADAM-10 und

ADAM-17 kiinstlich in die zu untersuchenden Zellen eingebracht wurden.

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, welche Proteinasen natirlicherweise an der Freisetzung des
sIL-6R durch humane monozytire Zellen beteiligt sind. Dariiber hinaus soll festgestellt werden,
ob und inwiefern der Differenzierungsprozess, dem diese Zellen unterliegen, Einfluss auf die

Fahigkeit der Monozyten und Makrophagen hat, den sIL-6R zu bilden.
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2 Material

Im Folgenden werden die der Arbeit zu Grunde liegenden Chemikalien und andere Materialien

beschrieben.

2.1 Chemikalien

Roth, Katlsruhe
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

2-Mercaptoethanol
43-Phorbol-12-Myristate-13-Acetat (PMA)

AEBSF

Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxiddisulfat
Ampicillin-Natriumsalz

BM blue, 16sliches POD-Substrat
Bromophenolblau

BSA Fraction V ph 7.0

BzATP

Complete Proteaseinhibitor Tabletten

Concanavalin A Sepharose®-Konjugat

D(+)-Saccharose

dATP, dCTP, dGTP, dGTP
DMSO Rotipuran®

EDTA

Elafin

Ethanol Rotipuran®
Ethanol, vergillt mit 1% Petrolether
Ficoll, Histopaque 1077
Fotales Kalberserum

GI 254023

Glycerol

Glycin Pufferan®
Guanidin-Hydrochlorid
GW208264X

Hyper IL-6

Isopropanol Rotipuran®
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Glutamin

Marimastat

MEM Nichtessentielle Aminosiduren
Methanol

Milchpulver

NaCl

Natriumacetat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Merck, Darmstadt

Biozym, Hess, Oldendorf

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
PAA GmbH, Pasching, Osterreich
Toctris Bioscience, Bristol, UK
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Roth, Katlsruhe

Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

PD Dr.Dr. Meyer Hoffert, UKSH, Kiel

Roth, Katlsruhe

Walter CMP, Kiel

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
PAA GmbH, Pasching, Osterreich
IRIS Biotech GmbH, Marktredwitz
Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

IRIS Biotech GmbH, Marktredwitz
AG Grétzinger, CAU, Kiel

Roth, Karlstruhe

Roth, Katlsruhe

Roth, Karlstruhe

Roth, Katlsruhe

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Walter CMP, Kiel

Roth, Karlstruhe

Roth, Katlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Katlsruhe

Roth, Karlstuhe
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Natriumpyruvat

NP40

Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Peressigsaure

Rekombinantes, humanes M-CSF
Rotiphorese® Acrylamid Lsg.
Salzsdure

Schwefelsdure Rotipuran®

SDS Pellets

SLPI

Supersignal® West Femto Substrate
TEMED

Ttris Pufferan®

TritonX-100

Tween®

2.2 Puffer und Medien

10x PBS

81,82 ¢ NaCl
2,01 ¢ KCl

14,20 ¢ Na,HPO
2,45 ¢ KH,PO,

10x SDS-PAGE Laufpuffer
144 ¢ Glycin

30 g Tris

10 g SDS

add 1000ml ddH,O

10x Transferpuffer
30,3 g Tris

144,1 g Glycin

add 1000ml ddH,O

1x Transferpuffer
100 ml 10x Transferpuffer
200 ml Methanol

add 1000ml ddH,0

Roth, Katlsruhe

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Merck, Darmstadt

PAA GmbH, Pasching, Osterreich
AppliChem, Darmstadt
Immunotools, Friesoythe

Roth, Katlsruhe

Walter CMP, Kiel

Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

R&D Systems, Minneapolis, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

10% Trenngel

3,87 ml H,O

2,55ml 1,5 M Tris/HCl oH 8,8
100 ul 10% SDS

3,33 ml Polyacrylamid

100 pl 10% APS
10 wl TEMED

4% Sammelgel

1,86 ml H,O

312 pl 0,5 M Tris/HCl oH 8,8
25 pl 10% SDS

335 pl Polyacrylamid

25 pl 10% APS

5 Wl TEMED

4x Limmlipuffer

10,00 ml 1M Ttis ph 6,8
3,20g SDS

8,00ml 2-Mercaptoethanol
20,16mg Glycerol

ad 40,00ml ddH,O

5,00 mg Bromphenplblau
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10x TBS

12,1 g Tris

87,6 g NaCl,

add 1000ml ddH,O

TBS-T
100 ml 10x TBS
500 pl Tween 20

add 1000 ml ddFH,0O

6% Milchpulver in TBS-T
100 ml TBS-T
6g Magermilchpulver

10% APS

1 g APS
10 ml ddH,O

Einfriermedium
90% Kulturmedium
10% DMSO

Puffer PBMC-Isolation
PBS ph 7,2
2mM EDTA

MACS® Puffer
PBS ph 7,2
2mM EDTA
0,5% BSA

2.3 Gro3enmarker, Enzyme und Enzympuffer

Accutase

FastAP™
PageRuler Plus™

Prestained Protein Marker™

Trypsin-EDTA
Streptavidin-POD Konjugat

Zelllysispuffer
50 mM Tris/HCl

150 mM NaCl

2mM EDTA

1 % NP-40

1 % Triton X-100

1 Complete Tablette/50ml

FACS-Puffer
1% BSA
PBS

Kulturmedium primire
Monozyten
RPMI 1680

10% FCS

1% Natriumpyruvat
19%NEAS

2mM L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

Kulturmedium THP-1 /U937
RPMI 1680

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

Stimulationsmedium
RPMI 1680
1 % BSA

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Fermentas, St.L.eon-Rot
Fermentas, St.L.eon-Rot

Fermentas, St.L.eon-Rot

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Roche, Mannheim
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2.4  Antikérper

Maus anti-hIT.-6R AK 4-77

Maus anti-ADAM-17 AK 4300

biotinylierter Ziege anti-hIL-6R AK Baf227
HRP konjugierter Ziege anti-Maus IgG AK
biotinylierter Ziege anti-TNFa AK

Maus anti-TNFo AK

FITC konjugierter Maus anti-hTACE AK
FITC konjugierter Maus IgG, Isotyp Kontrolle
FITC konjugierter Maus anti-hCD14 AK
APC konjugierter Ratte Anti-Maus IgG, AK
PE konjugierter Maus anti-hCD14

MicroBead konjugierter Maus anti-hCD14 AK
anti hADAM-17 IgG AK D7(A712)

2.5 Zelllinien

THP-1
U937

2.6 Kits

BCA Protein Assay Kit Pierce®
MACS CD14 Microbead Kit
Human TNF-alpha DuoSet®

2.7 Verbrauchsmaterialien

96-Loch Mikrotiterplatte nunc™ Multisorp
96-Loch-Platte flat/round bottom
Aluminiumfolie

MACS LS-Siulen

Multi-Adapter fur S-Monovette®
Multifly® Nadel

Parafilm

PVDF-Transfermebran Immobilon-P®
ReaktionsgefiBle 1,5 ml/ 2 ml/ 15ml/ 50ml
Scott-Flaschen 100ml/ 250ml/ 500ml/ 1000ml
Serologische Pipetten 5ml/ 10ml
S-Monovette® EDTA K,-gel

Whatman Papier

Zihlkammer Cellometer®

(Chalaris et al., 2007)

(Trad et al., 2011)

R&D Systems Minneapolis, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
R&D Systems Minneapolis, USA
R&D Systems Minneapolis, USA
R&D Systems Minneapolis, USA
R&D Systems Minneapolis, USA
BD Biosciences, San jose, USA
ebioscience Inc. San Diegeo, USA
R&D Systems Minneapolis, USA
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
(Tape et al., 2011)

DMSZ, Braunschweig
DMSZ, Braunschweig

Thermo Scientific, Waltham, USA
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
R&D Systems, Minneapolis, USA

Thermo Scientific, Roskilde, Dinemark
Sarstedt, Numbrecht

Roth, Karlstruhe

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Bemis, Neenah, USA

Merk Millipore, Billerica, USA
Sarstedt, Numbrecht

Schott, Mainz

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Roth, Karlstuhe

Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA



Z.ellkulturflaschen T75
Zellkulturplatten Cellstar®

2.8 Gerite

Autoklav

Blot Imaging
Blotter, Semi-Dry
Durchflusszytometer
Einfrierkarussell

Inkubatoren
Inkubatoren
Inkubatoren
Laborschuttler
Laborwaage

MACS

Mikroskop

ph-Meter

Photometer

Real-Time PCR System
Reinstwasseranlage
SDS-PAGE Zubehor
Spannungsgeber
Zellzihler

Zentrifugen

Sarstedt, Numbrecht
Greiner bio-one, Frickenhausen

HAST 4-5-6
FluorChemQ®
Trans-Blot SD
FACS Canto
Frosty-Box-18

WTB binder

Hera Cell

US AutoFlow
Vortex-Genie 2
Kern EW

Multi Stand
QuadroMACS Separator
Telaval 31

776 Calimatic®
SLT Rainbow
LightCycler 480 11
Milli Q-Plus

Power Pac 300, Basic
Cellometer® Auto T4
5415 R

5417 R

Function line Labofuge
Jouan CR31

Megafuge 1.0
Multifuge 3 SR

Arbus Technology, Bad Grund
CellBiosciences, Santa Clara, USA
Bio-Rad Minchen

BD Biosciences, San Jose, USA

Kister Biotech GmbH & Co. KG,
Steinfurth
WTB binder Tuttlingen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Nuaire, Plymouth, USA

Scientific Industries Inc., New York, USA
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Miltenyi Biotech, Bergisch Gledbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gledbach
Zeiss, Jena

Knick, Berlin

Tecan, Maennedorf, Schweiz

Roche, Grenzach

Millipore; Massachusetts, USA
Bio-Rad Minchen

Bio-Rad Minchen

Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

DJB Labcare Ltd, Newport, UK
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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3 Methoden

Im Folgenden werden die der Arbeit zu Grunde liegenden Methoden beschrieben.

3.1 Isolation primirer humaner Monozyten aus Blut

3.1.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte von drei unterschiedlichen gesunden Donoren mit Hilfe des Sarstedt

S-Monovetten®-Systems.

3.1.2 Isolation der mononukleiren Zellfraktion mittels eines Ficoll® Gradienten

Die Isolation der mononukledren Zellfraktion (periphery blood mononuclear cell, PBMC) fand nach
dem Protokoll ,Isolation of mononuclear cells from peripheral blood by density gradient
centrifugation® von Miltenyi Biotech statt. Abweichend wurde statt Ficoll-paque™ Histopaque
1077 verwendet. Dazu wurde das Blut aus zwei Sarstedt S-Monovetten® auf ein Gesamtvolumen
von 35ml mit Puffer fiir die PBMC-Isolation aufgefiillt, was ungefihr einer Verdinnung von 1:2
entsprach. Die verdinnte Blutprobe wurde vorsichtig in ein 50ml Reaktionsgefi3 Gibertragen,
indem es auf einen bereits vorgelegten Spiegel von 15ml Histopaque 1077 aufgebracht wurde.
Dabei wurde darauf geachtet, dass es zu keiner Durchmischung beider Flissigkeiten
unterschiedlicher Dichte kam. Nach Zentrifugation bei 400g fiir 30 min bei abgestellter Bremse
wurde der Gradient entnommen und der Serumanteil verworfen. Der entstandene ringférmige
Anteil zwischen Serum und Ficoll®, der die PBMC Fraktion darstellte, wurde mit Hilfe einer
Pipette entnommen und mehreren Waschschritten mit Isolationspuffer unterzogen, um den
Anteil an Thrombozyten bestméglich zu verringern. Nach Aufnahme der PBMC-Fraktion in

MACS® Puffer wurde umgehend mit dem Aufreinigen der primiren Monozyten begonnen.
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=  Serum

— verdiinnte Blutprobe
—  PBMC Fraktion
—  TFicoll

—  Ticoll — neutrophile Granulozyten

—  Erythrozyten

Abbildung 3.1 Der Ficoll® Gradient vor und nach Zentrifugation. (a) Die Blutprobe wurde
auf 35 ml mit Isolationspuffer aufgefiillt und vorsichtig mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette auf 15
ml Histopaque 1077 aufgebracht, um eine Durchmischung beider Komponenten zu verhindern.
(b) Nach 30 minttiger Zentrifugation stellt sich ein fiinfschichtiger Gradient dar. In der
Reihenfolge zunehmender Dichte trennen sich der Thrombozyten-enthaltende Serum-Anteil
vom Anteil der peripheren mononukleiren Zellen, also Monozyten, T-und B-Lymphozyten und
petiphere dendritische Zellen. Zwischen der Lage der Erythrozyten und dem Ficoll befindet sich
eine dunne Lage, die die neutrophilen Granulozyten darstellt.

3.1.3  Magnetic Activated Cell Sorting - MACS®

Das Aufreinigen der primiren Monozyten aus der mononukleiren Zellfraktion mittels einer
positiven Selektion geschah nach dem Arbeitsprotokoll ,,CD14 MicroBeads von Miltenyi
Biotech. Es wurden LS Sdulen (Produktname) benutzt. Das Prinzip basiert auf einer Markierung
der Zellen mit magnetischen Nanopartikeln, welche an bestimmte Antikérper gekoppelt sind.
Die Spezifitit dieser Antikérper fir ein bestimmtes Oberflichenprotein fuhrt zur selektiven
Markierung der gewtinschten Zielzellpopulation. Um aus den separierten PBMCs monozytire
Zellen zu selektieren, wurde das Oberflichenprotein CD14 gewihlt. CD14 bildet zusammen mit
dem TLR4 (to/l-like receptor 4) und dem Lymphozyten-Antigen96 den Lipopolisaccharid-
Rezeptorkomplex und wird vor allem von Monozyten und Makrophagen und in geringem Mal3e
von dendritischen Zellen und neutrophilen Granulozyten exprimiert. Die Zellsuspension wird
auf eine Sdule aufgebracht, welche mit ferromagnetischen Partikeln gefillt ist. Diese mit einer
zellfreundlichen Beschichtung versehenen Sphiren potenzieren das magnetische Feld, in das die
Sdule gesetzt wird. Dieses Magnetfeld sorgt fiir das Festhalten der markierten Zellen in der Saule
bei gleichzeitigem Durchfluss aller nichtmarkierten Zellen. Nach Entfernen der Siule aus dem
Magnetfeld kann die markierte Zellpopulation eluiert werden. Der Erfolg der Isolation CD14"
Zellen wurde tber eine durchflusszytometrische Untersuchung unter Verwendung eines PE

gekoppelten anti-human CD14 Antikérpers aus der Maus (siche 2.4) validiert.
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3.2 Zellkultur

3.2.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der monozytiren Zelllinen THP-1 und U937 erfolgte in T75 Zellkulturflaschen
bei 37°C und 5% CO,. Das Kulturmedium wurde regelmiBig mindestens alle 3 Tage gewechselt
und es wurde darauf geachtet, dass die Zellzahl nicht tiber 10° Zellen/ml anstieg. Dazu wurden
20Ul der Zellsuspension entnommen und in eine Cellometer®-Zihlkammer Ubertragen, mit
deren Hilfe eine Zihlung im Cellometer® Auto T4 durchgefithrt wurde. Nach Zentrifugation der
Zellen bei 1200 U/min fur 5min und Entfernung des Kulturmediums durch Absaugen wurden
die Zellen mit einer Dichte von ca. 3x10° ausgesit. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer
sterilen Sicherheitswerkbank durchgefiihrt, die vor und nach Benutzung durch Wischdesinfektion
desinfiziert wurde. Arbeitsmittel der Zellkultur wurden ebenfalls vor und nach Benutzung
desinfiziert, Absauganlagen mit 70% Ethanol gespilt. FEine eventuelle Mykoplasmen-

kontamination konnte durch regelmif3ige Kontrollen ausgeschlossen werden.

3.2.2 Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

Im Folgenden wird das Vorgehen bei der Differenzierung von monozytiren Zellen zu den

Makrophagen-ahnlichen Zellen beschrieben.

3.2.2.1 THP-1 und U937

Die Differenzierung von monozytiren Zelllinien, wie z.B. THP-1 und U937 Monozyten zu
einem Makrophagen-ihnlichen Phinotyp, wird standardmiBig mit 4@3-Phorbol-12-Myristate-13-
Acetat (PMA) induziert (Back et al., 2009; Daigneault et al., 2010; Murao et al., 1983). Dazu
wurden die Zellen wie in 3.2.1 beschrieben pelletiert und in einer Dichte von ca. 8x10° Zellen/ml
in Zellkulturschalen ausgesit. Durch Zugabe von PMA in einer Endkonzentration von 50 nM
(THP-1) bzw. 100 nM (U937) zum Kulturmedium wurde die Differenzierung induziert, wobei
beide Zelllinien dem Stimulus tiber drei Tage ausgesetzt wurden. Nach diesen drei Tagen wurden
die nun adhirenten Zellen nach Absaugen des Kulturmediums dreimal mit sterilem PBS
gewaschen und mit neuem Medium versorgt. Zur Erlangung eines ausgeprigten Makrophagen-
dhnlichen Phinotyps wurden beide Zelllinien noch sieben Tage unter regelmifligem Medium-
Wechsel kultiviert. Die Weiterverarbeitung der Zellen, 2z.B. durch Stimulation oder
Lysatherstellung, fand also insgesamt mindestens zehn Tage nach Induktion der Differenzierung

statt.
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3.2.2.2  Primdre Monozyten

Mittels humanem Makrophagen-Kolonie stimulierendem Faktor (buman macrophage  colony
stimualting factor, hM-CSF) lisst sich die Differenzierung primarer Monozyten zu Makrophagen in
vitro induzieren (Dong et al., 2013; Geissmann et al., 2010). Nach erfolgreicher Isolation der
primdren Monozyten aus Blut mittels des MACS® Systems wurden die Zellen entweder direkt
stimuliert und weiterverarbeitet, oder in einer Konzentration von etwa 8x10° Zellen/ml in 10ml
Kulturmedium fiir primire Monozyten in einer Zellkulturschale ausgesit. Durch Zugabe von
hM-CSF in einer Endkonzentration von 100 ng/ml wurde die Differenzierung zu Makrophagen
induziert. Das Kulturmedium wurde nach fiinf Tagen Inkubation im Brutschrank erneuert und
die Zellen fir weitere finf Tage im Brutschrank gelagert. Weitere Experimente, wie z.B.
Stimulationsversuche oder Durchflusszytometrie, fanden somit mindestens zehn Tage nach

Induktion der Differenzierung statt.

3.2.3 Kryokonservierung der Zellen

In der Zellkultur sollte, wenn immer moglich, mit Zelllinien gearbeitet werden, welche wenig
Passagen aufweisen und nicht mit heterogenen Zellen, Bakterien oder Pilzen kontaminiert sein
sollten. Dazu wurden von den Zelllinien bei moglichst niedriger Passagenzahl Reservealiquote
durch Kryokonservierung angelegt. Daftir wurden die Zellen, wie in 3.2.1 beschrieben pelletiert
und in einer Konzentration von ca. 8x10° Zellen/ml in 1,5 ml Einfriermedium (Kulturmedium +
10% DMSO) resuspendiert und in ein KryorShrchen uberfihrt. Nach adiquater Beschriftung
wurden die Aliquote tiber Nacht in einem Isopropanol-enthaltendem Einfrierkarussell bei -80 °C
eingefroren. Die dauerhafte Lagerung des Zellmaterials fand bei -150 °C statt. Bei Bedarf erfolgte
das Auftauen zlgig mit schrittweiser Resuspendierung in 15 ml auf 37 °C vorgewirmten
Kulturmedium. Nach Pelletierung wurden die Zellen erneut in Kulturmedium aufgenommen und
in T-75 Zellkulturflaschen bzw. Zellkulturschalen Gberfiihrt. Die weitere Kultivierung erfolgte,

wie unter 3.2.1 beschrieben.

3.2.4 Stimulation der Zellen

Stimulationsversuche stellen eine zentrale Methode dieser Dissertation dar. Ziel ist es,
physiologische Einfliisse auf die Monozyten und Makrophagen durch gewisse Stimulantien zu
simulieren und das Verhalten der Zelle auf biochemischer Ebene durch verschiedenste Methoden
zu analysieren. Spezifische Inhibitoren sind dabei wichtig, um die limitierte Proteolyse zu

betrachtender Proteine, wie z.B. des hIL-6R, bestimmten daflir verantwortlichen Proteasen
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zuordnen zu konnen. Alle verwendeten Stimuli und Inhibitoren mit dazugehérigen

Konzentrationen sind in Tabelle 3.1.4 aufgefiihrt.

Tabelle 1 Stimuli und Inhibitoren

Stimulans Endkonzentration Inkubationszeit
PMA 100 nM 60 min THP-1/U937
120 min primire Zellen

BzATP 500 uM 20 min
LPS 1 pug/ml 120 min
Inhibitor Priinkubationszeit Zielprotease
Marimastat 3 uM 20-30 min Metalloproteasen
GI254023X 3 uM 20-30 min ADAM-10
GW208264X 3 uM 20-30 min ADAM-17,

ADAM-10
antt hADAM-17 D7(A72) 100 nM 20-30 min ADAM-17
AEBSF 250 uM 20-30 min Serinproteasen
SLPI 2,5uM 20-30 min Cathepsin G; NE
Elafin 20 pg/ml 20-30 min Protease 3; NE

Suspensionszellen und adhirente Zellen wurden vor der Stimulation unterschiedlich
vorbehandelt. Die Stimulation fand in 24-Loch Zellkulturschalen statt. Suspensionszellen
wurden, wie unter 3.2.1 beschrieben pelletiert und nach einmaliger Wasche in sterilem PBS in
Stimulationsmedium fiir 30-60min aufgenommen, gezahlt und unmittelbar vor der Stimulation in
einer Konzentration von 10° Zellen/ml in 200 ul Stimulationsmedium pro Ansatz ausgesit.
Primire, direkt vor der Stimulation wie in 3.1 beschrieben isolierte Monozyten wurden sofort in
Stimulationsmedium aufgenommen. Adhirente Zellen wurden zwei Tage vor Stimulation mit
Hilfe von Akkutase 10-20min von ihrer Unterlage abgelost, pelletiert und in einer Konzentration
von 2x10° Zellen pro Ansatz in 1 ml Kulturmedium ausgesit. Am Tage der Stimulation wurde
das Kulturmedium abgesaugt und die wieder adhdrierten Zellen einmal mit sterilem PBS
gewaschen. Danach inkubierte man die adhirenten Zellen fir 30-60 min in 0,5-1 ml
Stimulationsmedium,  welches dann  unmittelbar vor Stimulation durch 200 pl
Stimulationsmedium erneuert wurde. Um eine adidquate Hemmung der Proteasen zu erzielen,
wurde mit den spezifischen Inhibitoren eine Priinkubation durchgefiihrt, nach welcher dann der
Stimulus hinzugefiigt wurde. Auf Grund der hohen endogenen IL-6R-Expression der THP-1
Zellen (Jones et al., 1998) und der U937 Zellen (Nakajima et al., 1992) wurde fiir diese eine etwas
kiirzere PMA-Inkubationszeit von 60 min festgelegt. Nach abgeschlossener Inkubationszeit im
Brutschrank wurden die 24-Loch Zellkulturplatten bei 1200 U/min fir 5 min und 4 °C

zentrifugiert. Die Uberstande wurden je in ein 1,5 ml Reaktionsgefil3 iibertragen und fiir 1 min
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bei 12000 U/min zentrifugiert, um enthaltene Zellen und Detritus zu entfernen. Der so
entstandene Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefil3 iibertragen und bei -20 °C bis
zur  Durchfithrung des ELISA  eingefroren. Die in der 24-Loch Zellkulturplatte
zurickgebliebenen Suspensions- bzw. adhirenten Zellen wurden entweder verworfen, zur
Herstellung von Lysaten herangezogen oder im Durchflusszytometer weitergehend analysiert.

Ernte und Lysatherstellung erfolgte, wie in 3.2.5 beschrieben.

3.2.5 Ernte der Zellen und Herstellen von Lysaten

Die Ernte der Zellen erfolgte bei den Suspensionszellen durch Pelletieren bei 1200 U/min in
einem 50 ml Reaktionsgefd. Es folgte ein Waschschritt mit sterilem PBS. Adhirente Zellen
wurden noch in der Zellkulturschale mit sterilem PBS gewaschen und mit einem Zellschaber
abgelost und ebenfalls bei 1200 U/min in einem 50 ml Reaktionsgefi3 pelletiert. Die
gewonnenen Zellpellets wurden je nach GroBe in 200-500 pl 4 °C kaltem Lysis-Puffer + 3 uM
Marimastat resuspendiert und in 1,5 ml Reaktionsgefil3e Gibertragen. Die Lysate wurden fiir 1-2 h
bei 4 °C auf dem Rollermixer inkubiert und anschlieBend fir 12000 U/min bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde von den pelletierten Detritus abgenommen und bei -20 °C eingefroren. Es
folgte die Bestimmung der Proteinkonzentration, wie in 3.8 beschrieben. Um eine Anreicherung
glykosylierter Proteine, wie z.B. ADAM-10/-17 oder des IL-6R, zu etreichen, wurden die
gewonnenen Lysate mit Concanavalin-A konjugierter Sepharose® behandelt. Concanavalin-A ist
ein Speicherprotein der Jack Bohne (Canavalia ensiformis) und gehort zur Gruppe der Lektine. Es
bindet vorrangig terminale 0-D-Mannosereste und andere strukturverwandte Zucker (Goldstein
et al., 1965). Dazu wurde nach Bestimmung der Proteinkonzentration eine Menge von 400 pg
Protein mit 50 pl Concanavalin A-Sepharose® in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3 iiber Nacht bei
4°C auf dem Rollermixer inkubiert. Danach wurde die Sepharose® standardmifig bei 3000 g fiir
7min pelletiert, der Uberstand entfernt und mit 1 ml sterilem PBS gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde die gesamte Restfliissigkeit mit einer Mikroliterspritze abgenommen und
die Probe mit 50 ul 4x Laimmli-Probenpuffer fir 20 min bei 95 °C aufgekocht. Der nach erneuter
Zentrifugation gewonnene Uberstand wurde entweder sofort auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen (SDS-PAGE, 3.4), oder in ein 1,5 ml Reaktionsgefi3 uberfiihrt und bei -20 °C

eingefroren.

33 qRT-PCR

Um die Expression bestimmter Proteine auch auf RNA-Ebene nachweisen zu kénnen, wurde
eine Echtzeit quantitative reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (real time quantitative

Reverse  Transcription Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR) durchgefiihrt. Diese bestand aus
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mehreren Teilen: der RNA Isolation, der cDNA Synthese und der eigentlichen qPCR. Die
Isolation der RNA aus den Zellpellets der primiren Monozyten/Makrophagen fand nach
Protokoll des Gene]ET RNA Purification Kit von Fermentas statt. AnschlieBend erfolgte die
cDNA Synthese. Dazu wurden 500 ng der gewonnenen RNA mit 1 pl Random Hexamer und
12,5 pl DEPC-H,O fiir 5 min bei 65 °C inkubiert. Nach der Anlagerung der Primer
(Konzentration 2 uM) erfolgte die reverse Transkription. Die Inkubation erfolgte in drei
Schritten von 10 min bei 25 °C tber 60 min bei 42 °C bis 10 min bei 70 °C. Die cDNA wurde
bei -20 °C bis zur Weiterverwendung eingefroren, ihr Gesamtvolumen betrug ca. 20 ul/Probe.

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes gestaltete sich wie folgt:

RNA/Random Hexamer Gemisch

4 ul 5x Reactionbuffer

0,5 ul RibolLock RNase Inhibitor

2 ul ANTP's

1 ul RevertAid H Minus Reverse Transkriptase

Mit der synthetisierten cDNA erfolgte nun die Echtzeit PCR. Als endogene Kontrolle diente
GAPDH. Insgesamt fanden 40 Zyklen statt. Sowohl fiir ADAM-17 als auch fiir GAPDH wurden
Dreifachbestimmungen durchgefithrt. Die Zusammensetzung des PCR Ansatzes und das

Programm des LightCycler war wie folgt:

Tabelle 2 PCR Zyklusprogramm

5 ul Maxima SYBR green qPCR Master Mix (2x) |50 °C 120 sec (nur beim ersten Durchgang)

0,5 ul Primermix (2 pM) 95 °C 15 sec (beim ersten Durchgang 600 sec)
3,5 ul Nukleasefreies H,O 60 °C 30 sec
1 ul cDNA (200 ng) 72°C 30 sec

40 °C 30 sec (nur beim letzten Durchgang)

Die Berechnung der mRNA Expression erfolgte schlieBlich auf Grundlage der Delta Delta-CP
(= Crossing Poinf) Methode, wie beschrieben (Livak and Schmittgen, 2001).

3.4 SDS-PAGE

Zur Analyse der zu untersuchenden Proteine aus Zelllysaten und Zelliberstinden wurde die
Standardmethode der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE)
angewandt. Es wurden diskontinuierliche Gele verwendet, d.h. dem Trenngel wurde ein
Sammelgel vorgeschaltet, damit das Proteingemisch vor dem Eintritt in das Trenngel an einem

Startpunkt konzentriert vorlag. Die Zusammensetzung der Gele ist Abschnitt 2.2 zu entnehmen
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und es wurden ausschlieflich Gele mit 1,5 mm Dicke und 10 Taschen verwendet. Die
ausgehirteten Gele wurden in die Elektrophoresekammern uberfihrt, welche mit 1x SDS-
Laufpuffer aufgefillt wurden. Nach Auftragen der Proben und des Proteinmarkers wurde eine
Spannung von 180 V fir 60-90 min angelegt. Nach erfolgter Elektrophorese wurden die
Acrylamidgele aus der Elektrophoresekammer deinstalliert, das Sammelgel und die nicht

proteintragenden Anteile beschnitten. Die Weiterverarbeitung erfolgte im Western Blot.

3.5 Western Blot

Zur Identifikation bestimmter Proteine, die zuvor im SDS-PAGE Verfahren aufgetrennt wurden,

kamen zwei unterschiedliche Proteintransfer-Methoden zum Einsatz.

Beim Semi-Dry Blot wird das im SDS-PAGE auf das Polyacrylamid tibertragene Proteingemisch in
einer Blotkammer durch eine vertikal angelegte Spannung auf eine PVDF-Membran iibertragen.
Dazu wurde die zugeschnittene PVDF Membran zuvor fir 15-30 s in Methanol aktiviert und
danach - wie auch das Whatman Papier - in Transferpuffer equilibriert. Auf den Boden der
Blotkammer wurden dann je vier Lagen Whatman Papier, die PVDF Membran, das Acrylamidgel
und schlieBlich wieder vier Lagen Whatman Papier eingebracht und mit einem Roller
eingeschlossene Luftblasen beseitigt. Die Kammer wurde geschlossen und fir 120 min eine

Spannung von 120 V angelegt.

Beim Wer-Blot Verfahren geschiecht der Proteintransfer entlang einer horizontal angelegten
Spannung in einem Blot-Tank, der ganz und gar mit Transferpuffer aufgefullt wird. Die
Vorbehandlung der einzelnen Papiere und Membranen ist der Sewz-Dry Methode gleich, wobei
die einzelnen Komponenten in einem Transferpufferbad zusammengefiigt und flankiert von zwei
Kunststoffschwimmen in eine Kassette eingebracht wurden. Nachdem die Kassette im Blot-
Tank versenkt wurde, wurde tiber 120 min eine Spannung von 90 V angelegt. Der Tank befand

sich wihrend des Blot-Vorgangs auf Eis.

Nach erfolgtem Transfer wurden die PVDF Membran der Blotkammer entnommen und mit
einem Kugelschreiber die transferierten Markerbanden leicht nachgezeichnet. AnschlieBend
wurde die PVDF Membran in ein 50 ml Reaktionsgefi3 uberfihrt und in einer

1%Milchpulver/TBS-T Loésung fir 1 h bei RT auf dem Rollenmischer blockiert, um eine

unspezifische Bindung nachfolgend verwendeter Antikérper zu unterbinden.
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Die nun verwendeten Antikérper und ihre Verdinnungen wurden wie folgt eingesetzt:

Tabelle 3 Western Blot Antikérper

Antikorper Verdinnung

Maus anti-hIL.-6R AK 4-77 1:1000 in 5 ml 1% Milchpulver/TBS-T
Maus anti-ADAM-17 AK 4300 1:1000 in 5 ml 1% Milchpulver/TBS-T
HRP konjugierter Ziege anti-Maus IgG AK 1:5000 in 10 ml 1% Milchpulver/TBS-T

Die Inkubation mit dem Erstantikérper erfolgte ebenfalls in 1% Milchpulver/TBS-T bei 4 °C
tber Nacht. Darauf erfolgten drei Waschschritte in TBS-T fiir jeweils 10 min und die Inkubation
mit dem HRP-konjugierten Sekundirantikbrper in 1% Milchpulver/TBS-T fur 2 h bei RT.
AbschlieBend erfolgten wiederum zwei Waschschritte mit TBS-T und mit PBS. Die Entwicklung
erfolgte mit Hilfe des Supersignal® West Femto Substrates im Mischungsverhaltnis 1:1 und dem
Imager FluorchemQ® von CellBiosciences. Um weitere Proteine auf der PVDF Membran
nachzuweisen, wurde dieser mit Restore™ Western Blot Stripping Buffer laut Herstellerprotokoll

von Thermo Scientific behandelt und es wurde erneut mit dem Blockieren begonnen.

3.6 ELISA

Dem Nachweis des sIL-6R und TNFa in den Zelliberstinden und Zelllysaten diente ein
wsandwich® ELISA (engl. Engyme linked immunosorbent assay). Alle Standardwerte und Proben
wurden in technischen Triplikaten analysiert. Der ELISA wurde auf nunc™ Multisorp Platten

nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 4 ELISA Protokoll
Arbeitsschritt Anti shIL-6R Anti hTNFa
erster Antikorper,  Maus anti-hIL-6R 4-77 Maus anti TNFoa AB
o/n RT Verdunnung 1:1000 in PBS Verdinnung 1:180 in PBS
1,0 pg in 50pl PBS/Ansatz 4 ug in 50 ul PBS/Ansatz
Waschen dreimal mit PBS-T aus Spritzflasche dreimal ~ mit  PBS-T  aus
Spritzflasche
Blockieren, 2h RT 1% BSA/PBS 200 pl 1 % BSA/PBS 200 pl
Standard, 2h RT Hyper IL-6 in 7 Werten von 2000 rekombinantes hTNFax in 7
pg/ml Werten
bis 31,25 pg/ml von 1000 pg/ml bis 15,62 pg/ml
Proben 50 ul als Triplikate 50 pl als Triplikate
Waschen dreimal mit PBS-T aus Spritzflasche dreimal ~ mit  PBS-T  aus
Spritzflasche
zweiter Antikorper, biotinylierter Ziege anti-hIL.-6R AK biotinylierter Ziege anti-TNFo
Baf227 AK
2h RT Verdinnung 1:1000 in 1 % BSA/PBS  Verdunnung  1:180 in 1%
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BSA/PBS

200 ng/ml/Ansatz 500 ng/ml/Ansatz
Waschen dreimal mit PBS-T aus Spritzflasche dreimal ~ mit  PBS-T  aus
Spritzflasche
Streptavidin-HRP,  Streptavidin-POD conjugate Streptavidin-POD conjugate
45min RT/dunkel ~ Verdunnung 1:10000 in 1% BSA/PBS  Verdunnung 1:10000 in
1% BSA/PBS
Waschen dreimal mit PBS-T aus Spritzflasche dreimal ~ mit  PBS-T  aus
Spritzflasche
Entwicklung, BM blue, 16sliches POD-Substrat BM blue, 16sliches POD-Substrat
10-30min RT 75 ul 75 pl
Abstoppen 1,8 M H2504 1,8M H2504
75 pl 75 ul

Zur letztendlichen Messung der Absorption diente das Spektrophotometer SL'T Rainbow. Die
Proteinkonzentrationen der Proben wurden anhand der Absorption der Standardwerte ermittelt
und die Mittelwerte und Standardabweichungen aus den technischen und biologischen

Triplikaten errechnet.

3.7 Durchflusszytometrie

Der Analyse der Oberflichenexpression von Proteinen wie hIL-6R, ADAM-17, ADAM-10 und
CD14 diente die Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting, FACS). Dabei werden
Proteine der Zelloberfliche mit Hilfe fluoreszenzmarkierter AntikOrper nachgewiesen. Der
fluoreszenzmarkierte Antikérper wird im Durchflusszytometer von einem Laser angeregt und die
Intensitit des emittierten Spektrums wird gemessen. Die gemessene Intensitit ist der Expression

des zu analysierenden Proteins auf der Zelloberfliche proportional.

Dazu wurden die Suspensionszellen (THP-1-, U937-, primare Monozyten) nach Stimulation in
FACS-Puffer bei 4 °C aufgenommen und 10° Zellen/Vertiefung einer 96-Loch Platte mit
rundem Boden tbertragen. Die adhirenten Makrophagen wurden mit einem Zellschaber vom
Boden der Zellkulturschale nach erfolgter Stimulation abgel6st und ebenfalls in 4 °C FACS-
Puffer aufgenommen und umgesetzt. Nach Zentrifugation bei 1500 U/min fir 5 min und
Abwurf des Uberstandes wurden die Zellen mit 5 pl human Fe-Receptor binding inbibitor in 100 pl
FACS-Puffer blockiert, um eine unspezifische Bindung der Antikérper durch die Fe-Rezeptoren
zu unterbinden. Es folgte die Inkubation mit den Antikérpern in 100 pl FACS-Puffer fiir jeweils
30 min bei 4 °C. Die Antikérper, deren Reihenfolge und ihre Endkonzentration wurden wie folgt

angewendet:
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Tabelle 5 FACS Antikorper

Antikoérper Verdinnung

Fiarbung ADAM-10/17, hIL-6R, Lebendkontrolle

Maus anti-hIL-6R AK 4-77 1:400
APC konjugierter Ratte Anti-Maus IgG; AK 1:1000
FITC konjugierter Maus anti-hTACE AK 1:30
Propidium Jodid 1:50

Isotyp Kontrollen (je eine Farbung)

APC konjugierter Ratte Anti-Maus IgG; AK 1:1000
FITC konjugierter Maus IgG, Isotyp Kontrolle 1:10
CD14-FACS

FITC konjugierter Maus anti-hCD14 AK 1:5

Zwischen den Inkubationen wurde zweimal mit 200 ul FACS-Puffer gewaschen, dazu wurde bei
1500 U/min fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgeworfen. Die Firbung der Proben
fand in Duplikaten statt. Da eine Mehrfachfirbung durchgefithrt wurde und die einzelnen
Emissionsspektren der Fluorophore sich geringfiigig iiberlappten, wurden auch Einzelfirbungen
vorgenommen, um eine Kompensation der Spektren zu ermdglichen. Dariiber hinaus wurden
Isotyp-Kontrollen zu den Einzelfiarbungen erstellt. Die Messungen erfolgten mit Hilfe des FACS
Canto Gerites von BD Biosciences, die Weiterverarbeitung der FCS-Daten mit Hilfe der

Software FlowJo von Tree Star, Inc.

3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate fand unter Verwendung des BCA

Protein Assay Kit von Pierce® nach Herstellerprotokoll statt.
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4 Ergebnisse

Diese Dissertation soll Aufschluss dariiber geben, wie der humane sIL-6R durch Monozyten und
Makrophagen freigesetzt wird. Es soll festgestellt werden, ob neben ADAM-10 und ADAM-17
weitere Proteasen an seiner limitierten proteolytischen Verarbeitung beteiligt sind und ob
Verinderungen der Zelle wihrend des Differenzierungsprozesses Einfluss auf die Fihigkeit von
Monozyten und Makrophagen nehmen, l6sliche Formen wichtiger Entziindungsfaktoren wie
TNFa und sIL-6R zu produzieren. Dazu wurde ausschlieBlich mit Zellen humanen Ursprungs

gearbeitet und nur endogen exprimierte Proteine untersucht.

4.1 Untersuchungen zur Expression von ADAM-17 in Monozyten und Makrophagen

Es ist bekannt, dass zahlreiche wichtige Enzyme mononukleirer Zellen wie Matrix-
Metalloproteinasen wihrend der Differenzierung vom Monozyten zum Makrophagen in ihrer
Expression reguliert werden (Newby, 2008). Im Folgenden wurde untersucht, ob auch eine
Verinderung in  der Expression von ADAM-17 wihrend des monozytiren
Differenzierungsvorgangs stattfindet. Es wurden sowohl die humanen monozytiren Zelllinien

THP-1 und U937 als auch primar isolierte Zellen humaner Spender betrachtet.

4.1.1 Differenzierung der monozytiren Zelllinien THP-1 und U937 2zu Makrophagen-

ahnlichen Zellen

Der Differenzierungsvorgang der Zelllinien erfolgte wie beschrieben unter Verwendung von 443-
Phorbol-12-Myristate-13-Acetat (PMA) als Stimulus (Baek et al., 2009; Daigneault et al., 2010;
Murao et al., 1983), welcher 72 h auf die Zellen einwirkte. Die Differenzierung zu einem
Makrophagen-ihnlichen Phinotyp konnte lichtmikroskopisch nachgewiesen werden. Es fand
eine Adhision der sonst als Monozyten in Suspension vorliegenden Zellen an den Boden der
Zellkulturschale statt. FEine VergroBerung des Zellvolumens wund die Ausprigung
unterschiedlicher Granula wurden sichtbar. Eine weitere Zunahme der Zellzahl konnte nicht

beobachtet werden (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1 Differenzierungsprozess der Zelllinien THP-1 und U937. (a,c) THP-1 und
U937 Zellen in Suspension. Sie zeigen einen monozytiren Phinotyp. (b,d) Nach 72 h PMA-
Behandlung (50 nM fiir THP-1 Zellen und 100 nM fiir U937 Zellen) kam es zur Adhision der
Zellen an den Boden der Zellkulturschale. Eine Zunahme des Zellvolumens und die Ausprigung
typischer Granula wurden beobachtet. Ein Anstieg der Zellzahl fand nicht mehr statt.

4.1.2  Isolation der primiren Monozyten und deren Differenzierung

Die Gewinnung der primiren Monozyten aus der PBMC-Fraktion humaner Blutproben erfolgte
mittels eines Ficoll®-Gradienten und nachfolgender magnetaktivierter Zellsortierung - MACS®.
Die erfolgreiche Isolation der CD14" Zellen wurde am Durchflusszytometer unter Verwendung
eines FITC-gekoppelten antiCD14 Antikorpers aus der Maus und einer entsprechenden FITC-
gekoppelten Maus IgG, Isotyp-Kontrolle sichergestellt (Abbildung 4.2).

Sample Name Mean, 250K
FITC-A
Specimen_001_cd14 1.fcs 2508 200K ]
Specimen_001_iso 1.fcs 190
Specimen_001_unst1 fcs 132
§ < 150K
o Q
© &

100K

50K 5n: i

primary
0. 0 89,6%
) ) ! ' T T T T T
2 3 4 5
0 10 10 10 10 0 50K 100K _ 150K 200K 250K
FITC-A FSC-A

Abbildung 4.2 Nachweis der Isolation CD14" Zellen. Direkt nach Isolation der primiren
Monozyten mit Hilfe eines Ficoll® Gradienten und des MACS® Systems wurden die isolierten
Zellen mit einem Fluoreszin Isothiozyanat (FITC)-gekoppelten IgG, antiCD14 Antikérper aus
der Maus (rot) und eine zweite Gruppe mit einer entsprechenden Isotyp-Kontrolle inkubiert
(blau). Eigenfluoreszenz ungefirbter Zellen (grau).

Sofort nach der Isolation wurden die primdren Monozyten in Kulturmedium aufgenommen und

durch Hinzufiigen von hM-CSF in einer Endkonzentration von 100 ng/ ml die Differenzierung
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zu Makrophagen eingeleitet. Auch hier war nach 72 h eine deutliche Verinderung des Phinotyps
lichtmikroskopisch zu beobachten. Adhision an den Boden der Kulturschale, Zunahme des
Zellvolumens und verstirkte Ausprigung intrazellulirer Granula deuteten auf eine erfolgreiche

Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen hin (Abbildung 4.3).

Monozyten Makrophagen

Abbildung 4.3 Differenzierung der primiren Monozyten. Schon nach ca. 24 h der
Kultivierung der frisch isolierten Monozyten (a) konnte eine Adhision der Zellen an den Boden
der Kulturschale beobachtet werden. Nach 72 h der Kultivierung in hM-CSF-haltigem Medium
zeigten die Zellen einen Makrophagen-dhnlichen Phanotyp mit Bildung intrazellulirer Granula,
Ausbildung von Pseudopodien und deutlicher Volumenzunahme (b).

41.3 ADAM-17-Expression in Monozyten und Makrophagen der Zelllinien U937 und THP1

Um eine Veridnderung der Expression von ADAM-17 feststellen zu kénnen, wurden sowohl von
den U937- und THP-1 Monozyten, als auch von den mittels PMA differenzierten Makrophagen
(siche 3.2.2) Zelllysate hergestellt und eine Menge von 400 pg Gesamtprotein mit Concanavalin
A-Sepharose® gefillt, um glykosylierte Proteine, wie ADAM-17 anzureichern. Die Probe wurde
mittels SDS-Page aufgetrennt und per Western-Blot Verfahren auf eine PVDF Membran
tbertragen. Der Nachweis von ADAM-17 erfolgte mit Hilfe des spezifischen Antikérpers A300
(Trad et al., 2011) (Abbildung 4.4).

30



o ADAM17 A300

120 ——

85 =—

Abbildung 4.4 ADAM-17-Expression in Monozyten und Makrophagen der Zelllinien
THP-1 und U937 Der Antikorper A300 war in der Lage, eine klare Bande in Héhe von 120kD
sowohl bei den Monozyten als auch bei den differenzierten Makrophagen der jeweiligen Zelllinie
zu detektieren. Sowohl bei den THP-1 als auch bei den U937 Zellen ist eine deutlich intensivere
Bande bei den Makrophagenderivaten nachweisbar, entsprechend der Pro-form von ADAM-17.
Zusitzlich lasst sich bei THP-1 Monozyten eine klare Bande auf ca. 110 kD Héhe und bei den
THP-1 Makrophagen auf ca. 85 kD Hohe detektieren, entsprechend der maturen Form von
ADAM-17.

414 ADAM-17-Expression in primaren humanen Monozyten und Makrophagen

Um die Expression von ADAM-17 in primiren Zellen nachzuweisen, wurden aus dem Blut
gesunder Spender mittels Ficoll-Gradient und MACS® CD14" Monozyten isoliert (siche 3.1).
Ein Teil dieser Monozyten wurde mit Hilfe von hM-CSF tber einen Zeitraum von 10 d zu
Makrophagen differenziert (siche 4.1.2). Es wurden von isolierten Monozyten und differenzierten
Makrophagen dreier Donoren Zelllysate hergestellt und 400 pg Protein mit Hilfe von
Concanavalin A-Sepharose® gefillt. Nach Auftrennen der Probe per SDS-Page wurden die
Proteine durch einen Western-Blot auf eine PVDF Membran tbertragen. Zum spezifischen
Nachweis von ADAM-17 wurden dieselben Antikérper benutzt, wie bei den Zelllinien THP-1
und U937 (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5 Die Expression von ADAM-17 in primiren Monozyten und Makrophagen
Sowohl bei den Monozyten, als auch den Makrophagen aller drei Donoren konnte auf Hohe von
ca. 90 kD eine klare Bande detektiert werden, welche auf Seiten der Makrophagen eine deutlich
intensivere Ausprigung zeigte. Zusitzlich konnte je eine schwache Bande auf Hohe von ca. 120
kD bei den Makrophagen aus Donor 1 und 3 nachgewiesen werden.

Um eine Verinderung des ADAM-17-Expressionsmusters nicht nur auf Protein-Ebene, sondern
auch auf Ebene der Transkription nachweisen zu koénnen, wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt.
Dazu wurde aus den Monozyten und differenzierten Makrophagen der Donoren 1 und 2 RNA
isoliert. Pro Probe dienten 500 ng gewonnene RNA als Vorlage fiir die reverse Transkription. Als
endogene Kontrolle fiir die qRT-PCR wurde GAPDH verwendet. Die Auswertung erfolgte
mittels der AAcP-Methode. Bei beiden Donoren konnte ein ca. 5-facher Anstieg der ADAM-17-
mRNA der Makrophagen gegeniiber den Monozyten nachgewiesen werden (Abbildung 4.06).

n-facher Expression
[
1

N
0 | .

Monozyten  Makrophagen = Monozyten = Makrophagen
Donor 1 Donor 1 Donor 2 Donor 2

Abbildung 4.6 ADAM-17-mRNA Expression primidrer Monozyten und Makrophagen
Nach 40 Zyklen der Polymerase Kettenreaktion kann bei beiden Donoren ein ca. 5-facher
Anstieg der ADAM-17-mRNA Expression nach Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen nachgewiesen werden.

32



Zusammenfassend lasst sich also eine klare Expressionssteigerung sowohl auf mRNA als auch
auf Protein-Ebene von ADAM-17 nach Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

feststellen.
4.2 Die Entstehung des humanen I6slichen Interleukin-6 Rezeptors

4.2.1 Stimulationsversuche mit Monozyten und Makrophagen der humanen Zelllinie THP-1

THP-1 Monozyten sowie daraus abgeleitete Makrophagen wurden jeweils in Stimulationsmedium
aufgenommen und in biologischen Triplikaten zu 2¥10°/200 ul, d.h. in einer Konzentration von
10°/ml ausgebracht. Im Stimulationsmedium wurde 10% FCS mit 1% sterilen BSA ersetzt, um
Wechselwirkungen der darin enthaltenen natirlichen Proteaseinhibitoren mit den zu
untersuchenden Proteasen auszuschlieBen. Nach 6 h Inkubation mit spezifischen Protease-
inhibitoren wurden die Zellen durch Zentrifugation depletiert und der Uberstand mit Hilfe eines
sIL-6R-ELISA analysiert. Die in jeweils technischen Triplikaten gemessene Konzentration an
sIL-6R lieferte hierbei Riickschliisse auf die am konstitutiven Shedding des membranstindigen IL-
OR beteiligten Proteasen. Die Untersuchung des induzierten Sheddings durch Stimulation mit 100
nM PMA oder 500 uM BzATP erfolgte analog, jedoch mit verkiirzter Inkubationszeit von 1 h fir
PMA bzw. 20 min fir BzATP. Dabei gilt PMA als klassisches Stimulanzium ADAM-17-
abhingiger Proteolyse. Es wurde aul3erdem eine Priinkubation mit den entsprechenden Protease-
Inhibitoren von 30 min durchgefithrt. Auch wurde eine Kontrolle mit DMSO durchgefiihrt, um
einen Einfluss desselbigen auf das I1.-6R-Shedding auszuschlieBen. Der Ubersichtlichkeit halber
sind in folgenden Diagrammen nicht immer unbehandelte Proben und DMSO-Kontrolle
zusammen aufgefithrt, sofern diese in der Konzentration des sIL-6R keinen signifikanten
Unterschied aufwiesen. Ein nach Inhibition verbleibender Basalspiegel an sIL-6R im Uberstand
ist zu erwarten, da THP-1 Zellen auch grofle Mengen an sIL-6R durch alternatives Spleilen

erzeugen und ausschutten (Jones et al., 1998).
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4.2.1.1  Konstitutive Entstebung des lislichen I1-6 Rezeptors
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Abbildung 4.7 Die konstitutive Freisetzung des sIL-6R durch monozytire THP-1 Zellen
Der Zelliiberstand wurde fiir 6 h von unbehandelten und von mit spezifischen Protease-
inhibitoren behandelten Zellen gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew.
3 uM. AEBSF 250 puM. SLPI 2,5 uM. Elafin 20 ug/ml.)Die Konzentration des im Uberstand
befindlichen sIL-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert (n=3
unabhingige Experimente).

Die Messung der sIL-6R-Spiegel im Zelliiberstand der THP-1 Monozyten nach bereits 6 h zeigte
relativ hohe Konzentrationen von ca. 3,5-4 ng/ml, was fiir ein stark ausgeprigtes konstitutives
Shedding in dieser Zelllinie spricht. Mit dem Breitspektrum-Metalloproteinase-Inhibitor
Marimastat und im Detail mit dem ADAM-10-spezifischen Inhibitor GI konnte die sIL-6R
Konzentration auf unter 2 ng/ml verringert werden. Die Abhingigkeit des konstitutiven Sheddings
von ADAM-17, dargestellt durch GW, einem Inhibitor von ADAM-10 und -17, war nur marginal
(Abbildung 4.7a). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Gruppe um Jones (Jones et al., 1998),
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welche mit einem ADAM-17-spezifischen Inhibitor nach 8 h Inkubation im Uberstand von
THP-1 Monozyten keinen Einfluss dessen auf die Generierung des sIL-6R feststellen konnten.
Auch mit Hilfe des unspezifischen Serinprotease-Inhibitors AEBSF konnte der Spiegel an sIL-6R
auf ca. 55% des Ursprungsniveaus gesenkt werden. Die nihere Bestimmung der verantwortlichen
Serinprotease war nicht eindeutig. Sowohl fir den Inhibitor von CG und NE: SLPI als auch fir
den Inhibitor von PR3 und NE: Elafin konnte eine Verringerung der Konzentration des
konstitutiv prozessierten sIL.-6R nachgewiesen werden (auf ca. 75% des Ausgangswertes), nicht

jedoch auf das gleiche Niveau wie AEBSF (Abbildung 4.7b).
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Abbildung 4.8 Konstitutive sIL-6R-Freisetzung durch THP-1-Makrophagen Monozytire
THP-1 Zellen wurden mittels 50nM PMA fir 3d zu Makrophagen differenziert. Nach weiteren
7d Ruhezeit wurde fiir 6h von unbehandelten und von mit spezifischen Proteaseinhibitoren
behandelten Zellen der Zelliberstand gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI,
GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM.) Die Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL.-6R
wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert, wobei n=3 unabhingige
Experimente.

Die konstitutive Entstehung des sIL-6R bei THP-1 Makrophagen konnte den Monozyten
dhnlich klar durch Marimastat, GI und GW gleichermallen auf ein Niveau von ca. 60-70%
gesenkt werden, wobei auch hier also ADAM-10 und nicht ADAM-17 fir das Shedding des hlL-
OR verantwortlich ist. Da THP-1 Zellen nach Differenzierung zu Makrophagen Serinproteasen
wie CG nicht mehr exprimieren (siche 1.3), ist eine Inhibition des hIL-6R-Sheddings durch den
Serinprotease-Inhibitor AEBSF nicht zu erwarten (Rivera-Marrero et al., 2004). Das Resultat des
Stimulationsversuchs bestitigte diese Annahme und wirft somit einen deutlichen Unterschied

zum monozytiren THP-1-Phanotyp auf.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ADAM-17 weder bei den THP-1 Monozyten
noch Makrophagen zur konstitutiven Entstehung des sIL-6R beitrigt, wihrend fir beide
Diffenenzierungsstadien eine deutliche Aktivitit von ADAM-10 nachgewiesen werden konnte.
Des Weiteren ist die Aktivitit einer oder mehrerer Serinproteasen bei der konstitutiven
Generierung des sIL-6R bei THP-1 Monozyten sehr wahrscheinlich. Nach abgeschlossenem
Differenzierungsprozess und dem damit verbundenen Verlust aktiver Serinproteasen bei den
Makrophagen verschwindet dieser Effekt jedoch. Generell ist zu beobachten, dass die THP-1
Zellen in ihrem monozytiren Phinotyp konstitutiv mehr sIL-6R produzieren als die

Makrophagen.

4.2.1.2  Entstehung des loslichen I1.-6-Rezeptors durch Stimulation mit 45-Phorbol-12-Myristate-13-Acetat
(PMA)

Es ist bekannt, dass eine durch PMA induzierte Aktivierung von Proteinkinase C zu einem
ADAM-17-abhangigen Shedding des hIL-6R fithrt (Jones et al,, 1998; Kveiborg et al.,, 2011).
ADAM-10 wird bei dieser Art des induzierten Sheddings nur eine geringe Rolle zugeschrieben.
Diese Ergebnisse sollten mittels verschiedener Protease-Inhibitoren anhand der THP-1
Monozyten und Makrophagen nachvollzogen werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob
die Expressionssteigerung von ADAM-17 wihrend des Differenzierungsprozesses zu
Makrophagen einen qualitativen oder quantitativen Einfluss auf das IL-6R-Shedding in THP-1
Zellen besitzt. Die Zelliberstinde der stimulierten Monozyten und Makrophagen wurden per
ELISA auf die Konzentration an sIL-6R untersucht. Wenn Shedding des 1L-6R an der Anderung
der sIL-6R-Spiegel im Uberstand beteiligt wire, wirde es eine Anderung der
Oberflichenexpression des IL-6R auf den Zellen geben. Dies wurde per Durchflusszytometrie
der THP-1 Monozyten evaluiert und festgestellt, ob nach PMA-Stimulation die Dichte an
membrangebundenem IL-6R abgenommen hat. Auch wurde untersucht, ob eine Anderung der

Oberflichenexpression von ADAM-17 nach PMA-Stimulation stattgefunden hat.

36



THP-1 Monozyten

1500 -
=
E 1000
&0
N>
&
bt
| 500 - I
o
®
0 A T T T T T T
s > 8 s D %
b&% Q&Q & R e % & @ﬁ,\% %3,0%
'&Q & &Qr Q\ X
& &

Abbildung 4.9 sIL-6R-Freisetzung nach Stimulation der THP-1 Monozyten mit 100nM
PMA Der Zelliberstand wurde fiir 1h von unbehandelten und von mit PMA behandelten Zellen
gesammelt. Als Negativkontrolle diente DMSO. Es fand eine 30 min Priinkubation mit den
spezifischen Proteaseinhibitoren statt. (Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew. 3
uM. AEBSF 250 uM. D1(A12) 100 uM). Die Konzentration des im Uberstand befindlichen sII.-
OR wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert, wobei n=3 unabhingige
Experimente.

Nach einstiindiger Stimulation der THP-1 Monozyten mit PMA kann im Uberstand eine ca.
1,9fach erhohte Konzentration an sIL-6R nachgewiesen werden. Mit dem ADAM-17-selektiven
inhibitorischen Antikérper D1(A12), Marimastat und GW (inhibiert ADAM-10 und -17) kann
dieses PMA-induzierte Shedding vollstindig aufgehoben werden. Wihrend mit dem Serinprotease-
Inhibitor AEBSF kein Effekt auf das Shedding ausgetibt werden kann, bewirkt eine Inkubation mit
dem ADAM-10-spezifischen Inhibitor GI eine Verminderung der sIL-6R-Konzentration um ca.
14% (Abbildung 4.9).

Um das Ergebnis der Untersuchung der Uberstinde zu festigen und zu ermitteln, ob ADAM-17
eine quantitative Anderung auf der Zelloberfliche nach PMA-Stimulation erfihrt, wurde eine
Immunfirbung an den THP-1 Monozyten durchgeftihrt und die Oberflichenexpression von IL-
OR und ADAM-17 im Durchflusszytometer bestimmt. Bevor die Monozyten mit den jeweils wie
in 3.7 beschriebenen fir IL-6R und ADAM-17-spezifischen fluoreszenz-gekoppelten
Antikérpern inkubiert wurden, wurde eine Blockierung des natiitlich auf den Monozyten
vorkommenden Fc-Rezeptors vorgenommen. Damit wird eine unspezifische Bindung der
Antikorper auf der Zelloberfliche verhindert. Eine Kontrolle dafiir stellt die durchgefihrte

Inkubation mit einem unspezifischen Antiképer dar, der in Antikérper-Klasse und Fluorophot-
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Konjugation (APC fur IL-6R, FITC fir ADAM-17) dem spezifischen Antikorper gleich ist - im
Weiteren als Isotyp-Kontrolle bezeichnet. Es zeigte sich, dass die Fluoreszenz des IL-6R-
spezifischen Antikorpers nach PMA-Stimulation um ca. die Hilfte abnimmt. Dieser Effekt ldsst
sich durch Priinkubation mit den ADAM-17-Inhibitoren GW und D1(A12) nahezu auftheben,
wihrend mit dem ADAM-10-Inhibitor GI kein beobachtbarer Effekt induziert werden kann.
Dieses Ergebnis entspricht sehr genau den Beobachtungen der Analyse des sIL-6R im Uberstand

der stimulierten THP-1 Monozyten.
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Abbildung 4.10 Oberflichenexpression des IL-6R der THP-1 Monozyten nach 100 nM
PMA Stimulation THP-1 Zellen wurden fir 1 h mit 100 nM PMA stimuliert. Es fand eine
30min Prainkubation mit den spezifischen Proteaseinhibitoren statt. (KKonzentration Inhibitoren:
GI, GW jew. 3 uM. D1(A12) 100 uM.) Mit einem anti-hIL-6R-AK (4-11) aus der Maus und
einem APC konjugierten sekundir AK wurde eine Firbung des hIL-6R durchgefiihrt und die
Fluoreszenz bestimmt. Als Negativkontrolle diente die einmalige Inkubation der Isotyp-
Kontrolle a) Auswahl der zu betrachtenden homogenen Zellpopulation im FSC/SSC Diagramm
b) IL-6R-Oberflichenexpression der THP-1 Monozyten ¢) IL-6R-Oberflichenexpression der
mit PMA und spezifischen Inhibitoren inkubierten THP-1-Monozyten; Experiment exemplarisch
d) IL-6R-Oberflichenexpression c¢) dargestellten Experiments im Balkendiagramm, um zu
verdeutlichen, wie ,,deckungsgleich* die Anderung der Oberflichenexpression des IL-6R zu der
in Abbildung 4.9 gezeigten Anderungen des sIL.-6R-Spiegels im Zelliiberstand ist.
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In THP-1 Zellen konnte nachgewiesen werden, dass nach PMA-Stimulation eine deutliche
Reduktion der ADAM-17-Oberflichenexpression auftritt (Doedens and Black, 2000). Dies zeigt
auch die hier durchgefithrte Untersuchung der ADAM-17-Oberflichenexpression im
Durchflusszytometer. Nach PMA-Stimulation verringert sich die ADAM-17-spezifische
Fluoreszenz um ca. 28%. Dieser Effekt kann teilweise durch eine Pridinkubation mit dem
ADAM-10/-17-spezifischen Inhibitor GW aufgehoben werden. Nach Priinkubation mit GI und
AEBSF kann kein Effekt beobachtet werden (Abbildung 4.11). Ein Versuch, mit Hilfe
spezifischer AKs (A300) und vorangegangener ConA-Fillung des Uberstands ADAM-17 zu

detektieren, schlug fehl (nicht gezeigt). Dies deckt sich mit bereits beschriebenen Beobachtungen.
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Abbildung 4.11 Oberflichenexpression von ADAM-17 der THP-1 Monozyten nach 100
nM PMA Stimulation THP-1 Zellen wurden fir 1 h mit 100 nM PMA stimuliert. Es fand eine
30 min Priinkubation mit den spezifischen Proteaseinhibitoren statt. (Konzentration Inhibitoren:
GI, GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM.) Mit einem FITC-konjugierten anti-hADAM-17 AK wurde
eine Firbung von ADAM-17 durchgefithrt und die Fluoreszenz bestimmt. Als Negativkontrolle
diente eine einmalige Inkubation mit dem FITC-konjugierten Isotyp-AK. a) ADAM-17-
Oberflichenexpression der THP-1-Monozyten b) ADAM-17-Oberflichenexpression der mit
PMA und spezifischen Inhibitoren inkubierten Monozyten ¢) ADAM-17-Oberflichenexpression
des in b) gezeigten Experiments im Balkendiagramm, um die deutliche Abnahme der ADAM-17-
Oberflichenexpression zu verdeutlichen; man beachte den aufthebenden Effekt von GW.

THP-1-Makrophagen wurden zwei Tage vor Stimulation mit Hilfe von Akkutase 10-20 min
von ihrer Unterlage abgelost, pelletiert und in einer Konzentration von Zellen 10°/ml
Kulturmedium ausgesit. Am Tage der Stimulation wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
wieder adhirierten Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen. Danach inkubierte man die
adhirenten Zellen fiir 30-60 min in 0,5-1 ml Stimulationsmedium, welches dann unmittelbar vor
Stimulation durch 200 ul Stimulationsmedium erneuert wurde. Um eine adiquate Hemmung der

Proteasen zu erzielen, wurde mit den spezifischen Inhibitoren eine Priinkubation fir 30 min
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durchgefiihrt, nach welcher dann PMA in einer Endkonzentration von 100 nM hinzugefiigt
wurde. Die Stimulation sowie die Abnahme des Uberstandes der Monozyten und Makrophagen

und die Analyse mittels ELISA fand zu jeder Zeit parallel statt.
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Abbildung 4.12 sIL-6R-Freisetzung nach Stimulation der THP-1 Makrophagen mit 100
nM PMA Monozytire THP-1 Zellen wurden mittels 50 nM PMA fir 3 d zu Makrophagen
differenziert. Nach weiteren 7 d Ruhezeit wurde der Zelliberstand fiir 1 h von unbehandelten
und von mit PMA behandelten Zellen gesammelt. Als Negativkontrolle diente DMSO. Es fand
eine 30 min Priinkubation mit den spezifischen Proteaseinhibitoren statt. (Konzentration
Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM. D1(A12) 100 puM.) Die
Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL.-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch
Fehlerbalken reprasentiert, wobei n=3 unabhingige Experimente.

Die THP-1 Makrophagen zeigen nach einstiindiger Stimulation mit PMA eine 2,5 fach erhohte
Konzentration an sIL-6R im Uberstand. Ahnlich den Monozyten konnte durch Priinkubation
mit jeweils D1(A12), Marimastat und GW dieses PMA-induzierte Shedding vollstindig
aufgehoben werden, welches eindeutig ADAM-17 als verantwortliche Protease fir das Shedding
identifiziert. Auch bei den Makrophagen konnte ein leicht inhibitorischer Effekt von GI auf das
PMA-induzierte Shedding von 17% und damit von ADAM-10 nachgewiesen werden. Eine
Wirkung von AEBSF und damit eine Involvierung von Serinproteasen am PMA-induzierten
Shedding kann - wie erwartet - nicht gezeigt werden. Vergleichend ist zu beobachten, dass die
THP-1-Makrophagen zu keiner Zeit mehr sIL-6R produzierten als die gleiche Anzahl an THP-1-
Monozyten, obwohl eine deutliche Expressionssteigerung von ADAM-17 vorlag. Jedoch lag

relativ eine deutliche Steigerung der Fahigkeit der Makrophagen, unter PMA Stimulation den IL.-
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OR zu shedden, vor (1,9 fach Monozyten zu ca. 2,5 fach Makrophagen). Da wihrend der 60min der
Inkubation mit PMA neben dem induzierten Shedding des 1L-6R durch ADAM-17 vermutlich
auch ein konstitutives Shedding durch vorrangie ADAM-10 stattfand, konnte bei beiden

Differenzierungsstadien auch eine Inhibition durch GI zwischen 14-17% nachgewiesen werden.

4.2.2  Stimulationsversuche mit Monozyten und Makrophagen der humanen Zelllinie U937

Unterschiedliche monozytire Zelllinien unterscheiden sich teilweise erheblich in der Expression
threr Oberflichen-Proteasen, so exprimiert die humane Zelllinie U937 z.B. keine Matriptase
(Kilpatrick et al., 2006). Daher wurde auch die humane Zelllinie U937 hinsichtlich ihres Shedding-
Verhaltens des IL-6R - konstitutiv und stimuliert - untersucht. Stimulation der U937 Zellen
erfolgten analog zu den THP-1 Monozyten und Makrophagen. Die Analyse des Zelliiberstands
auf sIL-6R mittels ELISA und die Ermittlung der Oberflichenexpression von IL-6R und
ADAM-17 per Durchflusszytometrie fand ebenfalls streng analog zu den THP-1 Zellen statt.

4.2.2.1  Konstitutive Entstehung des lislichen 11-6-Rezeptors
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Abbildung 4.13 Die konstitutive Freisetzung des sIL-6R durch U937 Zellen Der
Zelliberstand wurde fiir 6 h von unbehandelten und von mit spezifischen Proteaseinhibitoren
behandelten U937 Monozyten gesammelt a,b. Des Weiteren wurden monozytire U937 Zellen
mittels 50 nM PMA fiir 3 d zu Makrophagen differenziert. Nach weiteren 7 d Ruhezeit wurde fir
6h von unbehandelten und von mit spezifischen Proteaseinhibitoren behandelten U937
Makrophagen cebenfalls der Zelliberstand gesammelt c. (Konzentration Inhibitoren:
Marimastat, GI, GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM. SLPI 2,5 uM. Elafin 20 pg/ml) Die
Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL.-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch
Fehlerbalken reprasentiert, wobei n=3 unabhingige Experimente.

Nach sechsstiindiger Inkubation der U937 Zellen ohne und mit den spezifischen Protease-
inhibitoren wurden die Uberstinde der Zellen gesammelt und mittels ELISA auf die
Konzentration des konstitutiv produzierten sIL-6R hin untersucht. Es zeigt sich eine Reduktion
der sI.-6R-Konzentration auf ca. 30% des Ausgangswertes in den Uberstinden der U937-
Monozyten, die mit ADAM-10 wirksamen Inhibitoren (Marimastat, GI, GW) inkubiert wurden.
Es ist also anzunehmen, dass ADAM-17 an der - auf Shedding basierten - konstitutiven
Produktion des sIL-6R keinen Anteil hat. Eine deutliche Reduktion des konstitutiven IL-6R-
Sheddings der Monozyten kann mit dem Breitspektrum Serinprotease-Inhibitor AEBSF erreicht
werden. Die Inkubation mit SLPI und Elafin hemmt die fortlaufende Freisetzung des sIL-6R auf
einem ahnlich effektiven Niveau. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass mind. eine
Serinprotease, und zwar wahrscheinlich NE an der konstitutiven Spaltung des IL-6R beteiligt ist.
Im Uberstand der Makrophagen-dhnlichen U937 Zellen ist die Konzentration an sIL-6R
gegentiber der unbehandelten Zellen in den Proben am geringsten, in denen ADAM-10 und -17
kombiniert inhibiert wurden (zwischen 45-35% Marimastat und GW), wihrend die alleinige
Inhibition von ADAM-10 mit GI einen weniger deutlichen Effekt erzielte (ca. 70%). Das
bedeutet, dass in den U937-Makrophagen nicht ADAM-10 allein, sondern auch eine Aktivitat

von ADAM-17 an der konstitutiven Entstehung des sIL-6R beteiligt ist. Die Konzentration an
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sIL-6R im Uberstand der U937 Makrophagen lisst sich durch Inkubation mit dem Serinprotease-
Inhibitor AEBSF - wie erwartet - nicht beeinflussen. Es konnte also bei den U937-Makrophagen
keine am konstitutiven Shedding des 1L-6R beteiligte Serinprotease detektiert werden. Dieses

Verhalten deckt sich weitestgehend mit dem der THP-1 Makrophagen.

Zusammenfassend ldsst sich also konstatieren, dass die konstitutive Freisetzung des sIL-6R der
U937 Zellen im Vergleich zu den THP-1 Zellen sehr dhnlich ist. Auch hier konnte ADAM-10 als
die dominante Protease fir die konstitutive Freisetzung des sIL-6R in Monozyten und
Makrophagen ermittelt werden. Wie bei den THP-1 Monozyten kann bei den U937 Monozyten
die Involvierung einer Serinprotease am konstitutiven IL-O0R-Shedding angenommen werden, bei

der es sich wahrscheinlich vorrangig um NE handelt.

4.2.2.2  Entstehung des lislichen 11.-6-Regeptors durch Stimulation mit 46-Phorbol-12-Myristate-13-Acetat
(PMA)

Das PMA induzierte Shedding des 1L-6R der U937 Zellen wurde ebenfalls analog zu den
Stimulationsversuchen an den THP-1 Zellen analysiert. Auch hier fand, um eine adiquate
Inhibition der Zielproteasen zu gewihrleisten, eine halbstindige Priinkubation mit den jeweiligen
Hemmstoffen statt, bevor flir eine Stunde mit PMA in einer Endkonzentration von 100nM
stimuliert wurde. Die Konzentration des sIL-6R im Zelliberstand der unterschiedlich
stimulierten Zellen wurde per ELISA ermittelt. Die Oberflichenexpression von ADAM-17 und
membrangebundenem IL-6R wurde mit Hilfe einer Immunfirbung der Zellen per

Durchflusszytometrie analysiert.
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Abbildung 4.14 sIL-6R-Freisetzung nach Stimulation der U937 Zellen mit 100 nM PMA
Der Zelliberstand wurde fir 1 h von unbehandelten und von mit PMA behandelten frischen
U937 Monozyten gesammelt, a. Als Negativkontrolle diente DMSO. Es fand eine 30 min
Priinkubation mit den spezifischen Proteaseinhibitoren statt. (Konzentration Inhibitoren:
Marimastat, GI, GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM. D1(A12) 100 uM.) Des Weiteren wurden im
Vorfeld monozytire U937 Zellen mittels 50 nM PMA fiir 3 d zu Makrophagen differenziert.
Nach weiteren 7 d Ruhezeit wurde fiir 1 h von unbehandelten und von mit PMA behandelten
U937 Makrophagen cbenfalls der Zelliberstand gesammelt b. Die Konzentration des im
Uberstand befindlichen sIL-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert
(n=3 unabhingige Experimente).
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Nach einstiindiger Stimulation der U937 Zellen mit PMA lief3 sich mittels ELISA bei beiden
Differenzierungsstadien eine gegeniiber den unbehandelten Zellen deutlich gesteigerte
Konzentration des sIL-6R im Zelliberstand nachweisen (Monozyten 3,3 fach und Makrophagen
3,7 fach). Durch Inkubation der Zellen mit Inhibitoren, die ADAM-17 potent blockieren, konnte
dieser Konzentrationsanstieg aufgehoben werden (Marimastat, GW, D1(A12)). Nach Inkubation
mit dem ADAM-10-spezifischen Inhibitor GI konnte bei U937 Monozyten und Makrophagen
kein Effekt auf das PMA-stimulierte Shedding nachgewiesen werden (Abbildung 4.14).

Wenn der membrangebundene IL-6R durch ADAM-17 von der Zelloberfliche proteolytisch
freigesetzt wird, so muss sich die Konzentration des IL-6R auf der Zellmembran verringern.
Deshalb sollte gezeigt werden, ob die Oberflichendichte des IL.-6R bei den U937 Zellen wie bei
den THP-1 Zellen nach PMA Stimulation einer Verinderung unterliegt. Es wurde zu diesem
Zweck eine spezifische Immunfirbung der U937 Zellen auf den IL-6R und ADAM-17
durchgefithrt und durch die Messung der Fluoreszenz im Durchflusszytometer die Dichte der
Proteine auf der Zelloberfliche bestimmt. Die Firbungen fanden analog zu den THP-1 Zellen

statt.
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Abbildung 4.15 Oberflichenexpression des IL-6R der U937 Monozyten nach 100 nM
PMA Stimulation Frische U937 Zellen wurden fiir 1 h mit 100 nM PMA stimuliert. Es fand
eine 30 min Priinkubation mit den spezifischen Proteaseinhibitoren statt. (Konzentration
Inhibitoren: GI, GW jew. 3 uM) Mit einem anti-hIL-6R AK (4-11) und einem APC konjugierten
sekundar AK wurde eine Firbung des hIL-6R durchgefithrt und die Fluoreszenz bestimmt. Als
Negativkontrolle diente einmalige Inkubation mit dem entspr. Isotyp-AK. a) Auswahl der zu
betrachtenden  homogenen  Zellpopulation im  FSC/SSC  Diagtamm b) IL-6R
Oberflichenexpression der U937-Monozyten c) IL-6R-Oberflichenexpression der mit PMA und
spezifischen Inhibitoren inkubierten U937-Monozyten; Experiment exemplarisch d) IL-6R-
Oberflichenexpression des in c) dargestellten Experiments im Balkendiagramm, um zu
verdeutlichen, wie ,,deckungsgleich® die Anderung der Oberflichenexpression des IL-6R zu der
in Abbildung 4.14 gezeigten Anderungen des sIL.-6R-Spiegels im Zelliiberstand ist.

Durch PMA Stimulation nimmt die IL-6R-Dichte auf der Zelloberfliche der Monozyten um ca.
60% ab. Dieser Effekt ldsst sich mit dem ADAM-10/-17-spezifischen Inhibitor GW um die
Hilfte reduzieren, jedoch nicht ganz autheben. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der FACS-
Analyse der THP-1-Monozyten. Die Inhibition von ADAM-10 hat keinen Einfluss auf die
Abnahme der IL-6R-Expression nach PMA Stimulation, was sich mit den Ergebnissen des sIL-
OR-ELISAs der Zelliberstinde deckt.
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Abbildung 4.16 Oberflichenexpression von ADAM-17 der U937 Monozyten Stimulation
mit PMA und LPS U937 Monozyten wurden jeweils fir 1h mit 100 nM PMA oder 500 uM LPS
stimuliert. Mit einem FITC konjugierten Maus anti-hADAM-17 AK wurde eine Firbung von
ADAM-17 durchgefihrt und die Fluoreszenz bestimmt. Als Negativkontrolle diente einmalige
Inkubation mit einem FITC-konjugierten Isotyp-AK a) FITC-Fluoreszenz der fir ADAM-17
gefirbten Zellen. b) FITC-Fluoreszenz der fir ADAM-17 gefirbten und mit PMA Zellen c)
FITC-Fluoreszenz der fir ADAM-17 gefirbten und mit LPS stimulierten Zellen.

Die ADAM-17-Oberflichenexpression der unterschiedlich behandelten U937 Monozyten zeigte
nach PMA Stimulation - anders als bei den THP-1 Monozyten - keine signifikante Verinderung.
Nach Vorbehandlung mit LPS aus Escherichia coli kann dagegen eine Zunahme der ADAM-17-

spezifischen Oberflichenfluoreszenz um ca. 22% beobachtet werden.

In den U937 Zellen mit Makrophagen-ihnlichem Phinotyp konnte eine erhéhte ADAM-17-
Expression festgestellt werden (siche 4.1.3). Insgesamt ist zu konstatieren, dass die U937
Makrophagen gegentuber den Monozyten eine erhohte sIL-6R-Produktion zeigen (sowohl
konstitutiv, als auch PMA-induziert). Relativ zu den jeweils unbehandelten Zellen gesehen ist
nach PMA-Behandlung ecin stirkeres Shedding bei den Makrophagen zu beobachten. Eine
Beobachtung, die sich auch bei den THP-1 Zellen zeigt.

4.2.3  Stimulationsversuche mit primiren CD14" Monozyten und Makrophagen

Monozytire Krebszelllinien wie U937 oder THP-1 unterscheiden sich teilweise erheblich im
Expressionsmuster der hier untersuchten Zytokine und Proteasen. Um einen wirklichen Einblick
zu erhalten, wie der sIL-6R durch humane Monozyten produziert wird, wurden, wie unter 3.1
beschrieben, von maximal drei gesunden Spendern primire Monozyten entnommen und isoliert.

Einerseits wurden diese teilweise sofort stimuliert und nahezu analog zu den THP-1/U937
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Zellen auf ihr Shedding-Verhalten des IL-6R hin untersucht. Andererseits wurde durch
Kultivierung der primiren Monozyten in hM-CSF -haltigen Kulturmedium eine Differenzierung
zu Makrophagen wie unter 3.2.2 beschrieben eingeleitet. Der einzige Unterschied bestand in der
Anwendung unterschiedlicher Inkubationszeiten. So wurde, um ein Shedding des sIL-6R zu
induzieren, mit PMA und LPS fur 2 h inkubiert. Die Konzentrationen der verwendeten
Stimulatoren und Protease-Inhibitoren blieben gegeniiber den Stimulationsversuchen der THP-1
und U937 Zellen unverindert und wie in 3.2.4 dargestellt. Dieses Vorgehen ist dem Umstand
geschuldet, dass primire Zellen nicht tiber so hohe endogene Level an IL-6R verfiigen, wie die
Krebszelllinien THP-1 und U937. Die Zellen wurden ebenfalls in einer Dichte von 2*10°/200 ml,
also in einer Konzentration von 10° Zellen/ml stimuliert. Danach wurde der Zelliiberstand per
ELISA auf die Konzentration an l6slichen IL-6R untersucht und im Durchflusszytometer die

Oberflichenexpression des membrangebundenen IL-6R ermittelt.

4.2.3.1  Konstitutive Entstehung des lislichen 11-6R
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Abbildung 4.17 Konstitutive Freisetzung des sIL-6R durch primire Monozyten CD14"
primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder Spender
isoliert. Es wurde fir 6 h von unbehandelten und von mit spezifischen Proteaseinhibitoren
behandelten Zellen der Zelliberstand gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI,
GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM. D1(A12) 100 uM.) Die Konzentration des im Uberstand
befindlichen sIL-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert, wobei
n=2 unabhingige Experimente. sIL-6R im Zelliiberstand primirer Monozyten Spender 2 a) und
primirer Monozyten Spender 1 b).

Nach 6h Inkubation zeigte der Zelliiberstand der frisch aus humanem Blut isolierten Monozyten
eine deutlich detektierbare Konzentration des sIL.-6R. Diese ist wie beschrieben interindividuell
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gewissen Schwankungen unterlegen (Robak et al., 1998; Robak et al., 1999; Wierzbowska et al.,
1999). Diese konstitutive Produktion an sIL-6R konnte mit dem Metalloprotease-Inhibitor
Marimastat und dem kombiniert ADAM-10/ADAM-17-inhibitorischen Molekiil GW um mehr
als 50% verringert werden. Die alleinige Inhibition von ADAM-10 durch GI hat eine
Verringerung der sIL-6R-Konzentration um ca. 25-35% zur Folge. Eine ebenfalls deutliche
Inhibition bis zu 45% wird mit Hilfe des ADAM-17-spezifischen inhibitorischen Antikérpers
D1(A12) erreicht. Somit kann fiir die Hilfte des im Uberstand befindlichen sIT-6R die limitierte
Proteolyse des membranstindigen IL-6R durch ADAM-10 und ADAM-17 gemeinsam
verantwortlich gemacht werden. Einen Hinweis darauf, dass die andere Hilfte des produzierten
sIL-6R auf die Aktivitit einer Serinprotease zuriickzufiihren ist, lieferte die deutlich verminderte
sIL-6R-Konzentration im Uberstand der Zellen, die mit dem Serinprotease-Inhibitor AEBSF

behandelt wurden (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.18 Konstitutive Freisetzung des sIL-6R durch primire Makrophagen CD14"
primare Monozyten wurden mittels hM-CSF iiber 10 d zu Makrophagen differenziert. Es wurde
fiir 6 h von unbehandelten und von mit spezifischen Proteaseinhibitoren behandelten Zellen der
Zelliberstand gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew. 3uM). Die
Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL.-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch
Fehlerbalken reprisentiert (n=2 unabhingige Experimente). a) sIL-6R im Zelliberstand
differenzierter Makrophagen Spender II b) sIL-6R im Zelliiberstand differenzierter Makrophagen
Spender III

Die mittels hM-CSF differenzierten primiren Makrophagen wurden ebenfalls 6h zeitgleich mit
denselben Proteaseinhibitoren inkubiert und der Zelluberstand auf die sIl.-6R-Konzentration
mittels ELISA Gberprift. Auch die Auswertung der hier dargestellten Ergebnisse fand zeitgleich
statt und die untersuchten Zellen stammen von denselben Spendern (Abbildung 4.18).
Unbehandelt kann bei den Makrophagen, wie bei den Monozyten eine individuell sehr

unterschiedliche II.-6R-Konzentration im Zelluberstand ermittelt werden. Die mit den
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Inhibitoren Marimastat und GW behandelten Zellen zeigten eine um ca. 70% verringerte
Konzentration an sIL-6R im Zelliberstand. Die sehr geringe Diskrepanz in der Effektivitit
dieser beiden Inhibitoren deutet darauf hin, dass keine andere Metalloprotease an dem
konstitutiven Shedding des humanen IL-6R beteiligt ist, als ADAM-10 und -17. Die alleinige
Blockade von ADAM-10 durch GI fthrte zu einer Verringerung der sIL-6R-Konzentration im
Uberstand um ca. 45%. Somit ist auch bei den Makrophagen das Entstehen des sIL-6R zu einem
erheblichen Teil auf limitierte Proteolyse des membranstindigen Rezeptors zuriickzufithren.
Dabei ist dieses konstitutive Shedding sowohl auf die Aktivitit von ADAM-10 als auch ADAM-17

zuruckzufuhren.

4.2.3.2  Entstehung des loslichen I1-6-Rezeptors durch Stimulation mit 45-Phorbol-12-Myristate-13-Acetat
(PMA)

Die Ergebnisse aus den Stimulationsversuchen mit THP-1 und U937 Zellen sollten anhand
primarer Monozyten und Makrophagen nachvollzogen werden. Wie beschrieben, wurden die aus
humanem Blut isolierten Zellen stimuliert und deren Uberstinde analog zu den bereits
durchgefiihrten Experimenten per ELISA auf die Konzentration an sIL-6R untersucht. Es wurde
auflerdem mit Hilfe der Durchflusszytometrie die Oberflichenkonzentration des IL-6R, ADAM-
10 und ADAM-17 bestimmt.
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Abbildung 4.19 PMA-induzierte Freisetzung des sIL-6R in primiten Monozyten CD14"
primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder Spender
isoliert. Es wurde fir 2 h mit 100 nM PMA stimuliert und von unbehandelten und von mit
spezifischen Proteaseinhibitoren vorbehandelten Zellen der Zelliberstand gesammelt.
(Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM. D1(A12) 100 uM.)

50



Die Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL-6R wurde per ELISA bestimmt. DMSO
als Negativkontrolle. SD durch Fehlerbalken reprisentiert (n=2 unabhingige Experimente).

Nach zweistindiger Inkubation mit PMA zeigte sich im Zelliiberstand der primaren Monozyten
eine ca. 1,7-fach erhohte sIL-6R-Konzentration gegeniiber den unbehandelten Zellen (respektive
gegeniiber den DMSO-Kontrollzellen). In gleichem Malle konnte diese erhohte sIL-6R-
Konzentration durch ADAM-17-spezifische Inhibitoren wie Marimastat, GW und den
Antikérper D1(A12) unterdrickt werden. Vorbehandlung mit dem rein ADAM-10-
inhibitorischen Molekiil GI fithrte zu keinem Effekt auf das durch PMA induzierte Shedding des
IL-6R. Interessanterweise konnte durch den pan-Serinproteaseinhibitor AEBSF ebenfalls ein
authebender Effekt von mehr als 50% erzielt werden (Abbildung 4.19). Um nachzuweisen, dass
der sIL-6R im Uberstand von der Zelloberfliche der Monozyten stammt, wurde eine
Immunfirbung durchgefihrt und die Fluoreszenz im Durchflusszytometer bestimmt. Auch die
Oberflichen-expression von ADAM-10 und ADAM-17 wurde auf diese Weise vor und nach

PMA-Stimulation untersucht.
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Abbildung 4.20 Obetflichenexpression des IL-6R vor und nach PMA-Stimulation CD14"
primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder Spender
isoliert und fir 2 h mit 100 nM PMA stimuliert. Die hIL-6R-Oberflichenexpression wurde per
FACS-Analyse bestimmt. Als Negativkontrolle diente einmalige Inkubation mit einem APC-
konjugierten Isotyp-AK. a) Auswahl der zu betrachtenden homogenen Zellpopulation im
FSC/SSC Diagramm b) Oberflichenexpression des I1.-6R auf CD14" Monozyten, Histogramm
c) Oberflichenexpression des IL.-6R auf CD14" Monozyten nach PMA-Stimulation.

Nach Immunfirbung der Monozyten mit einem hIL-6R-spezifischen AK wurde im

Durchflusszytometer die Oberflichenexpression des IL-6R bestimmt. Der IL-6R lief3 sich auf der
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Oberfliche der primiren Monozyten gut nachweisen, wobei nach PMA-Stimulation die I1.-6R-

Oberflichenexpression stark abnahm (um ca. 60%).
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Abbildung 4.21 Oberflichenexpression von ADAM-10 und ADAM-17 primirer
Monozyten unter PMA-Stimulation CD14" primire Monozyten wurden mittels Ficoll-
Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder Spender isoliert. Es wurde fiir 2 h mit 100 nM
PMA stimuliert. Die ADAM-17-(FITC)- und ADAM-10 (PE)-Oberflichenexpression wurde per
FACS-Analyse bestimmt. Als Negativkontrolle diente einmalige Inkubation mit einem APC-
konjugierten Isotyp-AK. a) deutlicher Nachweis der ADAM-17-Oberflichenexpression auf den
primiren Monozyten b) ADAM-17-Oberflichenexpression nimmt nach PMA-Stimulation um
ca. die Hilfte ab c) deutlicher Nachweis der ADAM-10-Oberflichenexpression auf primiren
Monozyten d) Abnahme der ADAM-10-Oberflichenexpression nach PMA-Stimulation.

Sowohl ADAM-10 als auch ADAM-17 konnten deutlich auf der Zelloberfliche der primiren
Monozyten nachgewiesen werden (Abbildung 4.21 a; c¢). Auf THP-1-Monozyten konnte nach

PMA-Stimulation eine Abnahme der ADAM-17-Oberflichenexpression nachgewiesen werden
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(siche 4.2.1.2) (Doedens and Black, 2000). Dass dieses Phinomen auch fiir primire Monozyten
und tber ADAM-17 hinaus auch fur ADAM-10 zutrifft, wurde noch nicht beschrieben. Im hier
dargestellten Experiment zur Untersuchung der Oberflichenexpression von ADAM-10 und -17
in primiaren Monozyten nach PMA-Stimulation konnte nun dieser Nachweis erbracht werden.
Dabei nimmt die ADAM-17-Oberflichenexpression um ca. 50%, die von ADAM-10 um ca. 40%
ab (Abbildung 4.21 b; d).

Die primiren Monozyten wurden weiterhin mit Hilfe von hM-CSF zu einem Makrophagen-
dhnlichen Zelltyp differenziert und zu 2¥10° Zellen/200 ml ausgesit. Es fand eine Stimulation
dieser Zellen zeitgleich mit den Monozyten statt. Stimuli und Inhibitoren besaBlen dieselben
Endkonzentrationen und Anwendungszeiten. Die Ermittlung der sIL-6R-Konzentration fand

analog per ELISA statt.
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Abbildung 4.22 PMA-induzierte Freisetzung des sIL-6R durch primire Makrophagen
CD14" primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder
Spender isoliert. Mittels hM-CSF Inkubation fiir 3 d wurden diese zu Makrophagen differenziert.
Nach weiteren 7 d Ruhezeit wurde fir 2 h mit 100 nM PMA stimuliert und von unbehandelten
und von mit spezifischen Proteaseinhibitoren vorbehandelten Zellen der Zelliiberstand
gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew. 3 uM. AEBSF 250 uM.
D1(A12) 100 uM.) Die Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL.-6R wurde per ELISA
bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert (n=2 unabhingige Experimente).

Nach zweistindiger Behandlung der primiaren Makrophagen mit dem Proteinkinase-C Aktivator
PMA konnte eine Steigerung der sIL-6R-Konzentration gegeniiber den unbehandelten Zellen um
den Faktor 3,3 ermittelt werden. Damit war auch fur primire Zellen bei Makrophagen ein -

relativ zu den jeweils unbehandelten Zellen - deutlich stirkeres PMA-induziertes Shedding
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gegeniiber den Monozyten nachweisbar (Abbildung 4.23). Diese gesteigerte sIL-6R-Produktion
war vor allem auf eine ADAM-17-Aktivitit zuriickzufiihren und lieB sich durch spezifische
Inhibitoren autheben (GW, Marimastat, D1(A12))(Abbildung 4.22). Durch Priinkubation mit
dem ADAM-10-spezifischen Inhibitor GI, als auch mit dem Serinprotease-Inhibitor AEBSF
konnte keine Aufhebung des PMA-induzierten Sheddings erreicht werden. Ergo konnte eine
Beteiligung von Serinproteasen oder ADAM-10 an diesem PMA-induzierten Shedding des 11.-6R
ausgeschlossen werden (Abbildung 4.22).

600 - Spender 2 Spender 3
—’-éT m unbehandelt
~ 400 - Opma
o p
&
&~
2
-
2 200 -

i B

Monozyten Makrophagen Monozyten Makrophagen

Abbildung 4.23 Vergleich des PMA induzierten IL-6R-Sheddings durch Monozyten und
Makrophagen unterschiedlicher Spender CD14" primire Monozyten wurden mittels Ficoll-
Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder Spender isoliert. Ein Teil wurde sofort mit 100
nM PMA stimuliert. Ein Teil wurde mittels hM-CSF Inkubation fir 3 d zu Makrophagen
differenziert. Nach weiteren 7 d Ruhezeit wurde fiir 2 h mit PMA stimuliert und von
unbehandelten und PMA-behandelten Zellen der Zelliiberstand gesammelt. Die Konzentration
des im Uberstand befindlichen sIL-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken
reprasentiert, wobei n=2 unabhingige Experimente.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass nach PMA-Stimulation in primiren Monozyten und
Makrophagen ein ADAM-17 vermitteltes Shedding des 1L-6R eintritt. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen aus den analogen Stimulationsexperimenten mit den humanen monozytiren
Zelllinien THP-1 und U937. Ebenfalls war sowohl bei beiden Zelllinien als auch den primiren
Zellen zu beobachten, dass die jeweils Makrophagen-dhnlichen Zellen insgesamt mehr sIL-6R
freisetzten. Auch wurde deutlich, dass die Antwort der Makrophagen-ihnlichen Zellen (im Sinne
der sIL-6R-Produktion) auf den gleichen Stimulus relativ geschen stirker ausfiel. Dies konnte
zum Teil auf eine gesteigerte Gesamt-Expression an ADAM-17  wihrend des

Differenzierungsvorgangs zurickgefithrt werden. Andererseits wurde eine eventuell zu Grunde
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liegende gesteigerte Expression des IL-6R nicht untersucht. FEine Anderung der IL-6R-

Expression wihrend der Makrophagendiffernzierung wurde bis jetzt nicht beschrieben.

4.2.3.3  Entstehung des loslichen 11_-6-Rezeptors durch Stimulation mit 1.PS

Monozytire Zellen exprimieren Rezeptoren zur Erkennung bakterieller und viraler Antigene, so
z.B. Toll-like Rezeptoren. Es ist bekannt, dass nach Aktivierung des To//-/ike Rezeptors 4 (TLR 4)
eine Expressionssteigerung von ADAM-17 und dessen Substraten, wie TNFa oder TNFRI1,
stattfindet (Chanthaphavong et al,, 2012). Dies fiihrt ebenfalls zu einem verstirkten Shedding
dieser Proteine. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die LPS-induzierte, TLR4-vermittelte
Aktivititssteigerung von ADAM17 auch zu einem vermehrten Shedding des 1L-6R in primiren
Monozyten fihren kann. Dazu wurden, 4ahnlich dem wunter 4.2.3.2 beschriebenen
Stimulationsexperiment die aus humanem Blut isolierten primiren Monozyten fir 2h mit LPS
(1pg/ml) stimuliert. Per ELISA wurde die im Zelliberstand ermittelte Konzentration an sIL-6R
mit der von unbehandelten Zellen verglichen. Ebenfalls fand eine Priinkubation mit

verschiedenen Inhibitoren statt, um die eventuell am Shedding beteiligte(n) Protease(n) zu

identifizieren.
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Abbildung 4.24 LPS-abhingige Produktion des sIL-6R durch primire monozytire Zellen
CD14" primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus dem Blut gesunder
Spender isoliert und fiir 2 h mit LPS stimuliert. Von unbehandelten und mit spezifischen
Proteaseinhibitoren behandelten Zellen wurde der Zelliberstand gesammelt (Konzentration
Inhibitoren: Marimastat, GI, GW jew. 3 pM. D1(A12) 100 nM. AEBSF 250 uM.) und die
Konzentration des im Uberstand befindlichen sII-6R per ELISA bestimmt. SD durch
Fehlerbalken reprisentiert (n=2 unabhingige Experimente).
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Nach zweistiindiger Behandlung der primiaren Monozyten konnte eine Erhohung des sIL-6R-
Spiegels im Zelluberstand um den Faktor 1,5 nachgewiesen werden. Diese Steigerung konnte
durch Vorbehandlung mit ADAM-17-spezifischen Inhibitoren (Marimastat, GW, D1(A12)) auf
ein Niveau unterhalb des Wertes der unbehandelten Zellen gesenkt werden (Abbildung 4.24). Die
Vorbehandlung mit GI und damit Inhibition von ADAM-10 bewirkt ebenfalls eine Reduktion
des sIL-0R-Spiegels, jedoch nur um etwa 22%. Auch die Priinkubation mit dem Serinprotease-
Inhibitor AEBSF bewirkt eine Reduzierung des sIL.-6R-Spiegels im Zelliiberstand von iiber 60%.
Verglichen mit dem Anstieg des sIL-6R im Uberstand von Zellen, die z.B. mit PMA oder
stimuliert wurden, ist das IL-OR-Shedding durch LPS-Stimulation aber eher als moderat

einzuschatzen.

4.2.3.4  Enstehung des lislichen 1L-6-Rezeptors durch Stimulation mit BxATP

Die Aktivierung von PKC durch PMA mit folgend erhohter ADAM-17-Aktivitit ist ein sehr
artifizieller Vorgang. Um eine differenzierteren Blick auf den Vorgang des IL-6R-Sheddings zu
erhalten, ist es notwendig, bekannte physiologische Stimuli von Monozyten und Makrophagen
einzusetzen. ATP ist ein physiologischer Stimulus, der in hoher Konzentration von sterbenden
Zellen und in entziindeten Geweben freigesetzt wird. Er wirkt tiber P2X7 Rezeptoren und fihrt
uwa. zur Freisetzung von IL-1f und IL-18. Auch ADAM-17-vermitteltes Shedding des
Zelladhisionsmolekils L-Selectin und des IL-6R durch ATP-induzierte Aktivierung des P2X7-
Rezeptors konnte nachgewiesen werden. Die lingerfristige Stimulation von Zellen mit dem
P2X7-Agonisten BzATP fithrt allerdings durch einen erhéhten Einstrom von groflen Kationen
wie z.B. Ca®* zum Zelltod (Qu and Dubyak, 2009). Um BzATP vermitteltes Shedding des 11.-6R
nachzuweisen, wurden primire Monozyten nach Isolation aus humanem Blut eines gesunden
Spenders wie in 3.1 beschrieben, analog den THP-1 Zellen fiir 20 min mit BZATP stimuliert. Es
fand ebenfalls eine 30 miniitige Priinkubation mit verschiedenen Protease-Inhibitoren statt, um
die am Shedding beteiligten Proteasen zu identifizieren. Die Konzentration an sIL-6R im
Zelliberstand wurde per ELISA standardmifig wie in den anderen hier bereits beschriebenen

Stimulationsversuchen ermittelt.
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Abbildung 4.25 BzATP-abhingige Produktion des sIL-6R durch primire monozytire
Zellen CD14" primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus dem Blut
gesunder Spender isoliert. Ein Teil wurde sofort mit 500 uM BzATP stimuliert, ein anderer Teil
mittels hM-CSF zu Makrophagen differenziert. Nach weiteren 7d Ruhezeit wurde fir 20min mit
BzATP stimuliert und von unbehandelten und mit spezifischen Proteaseinhibitoren behandelten
Zellen der Zelliberstand gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: GI, GW jew. 3 uM.) Die
Konzentration des im Uberstand befindlichen sIL-6R wurde per ELISA bestimmt. SD durch
Fehlerbalken reprisentiert, wobei n=2 unabhingige Experimente. sIL-6R im Zelliberstand mit
BzATP stimulierter primirer Monozyten a) und Makrophagen b).

Aufgrund der auf 20 min verkiirzten Inkubationszeit mit BzATP, um Nebeneffekte durch
absterbende Zellen zu minimieren, zeigen unbehandelte Zellen wenig sIL-6R im Uberstand. Im
Zelliberstand der primidren Monozyten konnte nach Behandlung mit BZATP ein deutlicher, ca.
3-facher Anstieg der sIL-6R-Konzentration ermittelt werden (Abbildung 4.25). Dieser Anstieg
konnte durch den ADAM-10-spezifischen Inhibitor GI nicht aufgehoben werden. Im Gegensatz
dazu fithrte eine Vorbehandlung mit dem pan-Metalloprotease-Inhibitor Marimastat, sowie dem
ADAM-10/ADAM-17-spezifischen Inhibitor GW zu einer Reduktion des erhéhten sIL-GR-
Spiegels im Zelliiberstand. Im Mittel betrug diese Verminderung ca. 34% fiir Marimastat bzw. ca.
60% fiir GW. Ein ca. 4-fach erhéhter Spiegel an sIL-6R konnte auch im Uberstand der primiren
Makrophagen nach 20 min BzATP Stimulation ermittelt werden. Diese - in Relation zu den
Monozyten - stirkere Generierung des sIL-6R nach BzATP Stimulation konnte im analogen
Experiment auch bei den THP-1 Zellen beobachtet werden. Ahnlich den primiren Monozyten
kann durch eine Priinkubation mit GI nur eine marginale Inhibition des IL-OR-Sheddings erreicht
werden. FEine Vorbehandlung der stimulierten Makrophagen mit Marimastat und GW fithrte zu
einer Verminderung des erhohten sIL-GR-Spiegels im Zelliiberstand um ca. 45% und 70%.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass nach Stimulation primarer Monozyten und
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Makrophagen mit dem P2X7-Agonisten BzATP ein starkes Shedding des 11-6R einsetzt und
dieser Effekt durch Inhibition von ADAM-17 nahezu aufgehoben werden kann. ADAM-10
scheint bei diesem Vorgang in primiren CD14" monozytiren Zellen nur eine untergeordnete

Rolle zu spielen.

4.2.3.5  Vergleich der TNFa Produktion von Monogyten und Makrophagen nach LPS-Stinmulation

Um besser zu verstehen, welche Auswirkung auf die in 4.1.4 beschriebene Expressionssteigerung
von ADAM-17 wihrend der Makrophagendifferenzierung auf das ectodomaine Shedding besitzt,
sollte auch das ADAM-17-abhingige Shedding von TNFua genauer betrachtet werden. TNFo wird
vor allem von Makrophagen produziert (Belge et al, 2002). Es stellt ein wichtiges
immunmodulatorisches Zytokin dar und ist unmittelbar an der Entstehung von Entziindung,

Apoptose und Fieber beteiligt (Hehlgans and Pfeffer, 2005).

Primidre Monozyten wurden wie oben beschrieben aus Blut isoliert, zu Makrophagen differenziert
und mit LPS aus Escherichia coli stimuliert. Die im Experiment betrachteten Monozyten und
Makrophagen stammen aus dem Blut desselben gesunden Spenders. Durch Zugabe spezifischer
Proteaseinhibitoren konnten Riickschlisse auf die am TNFoa-Shedding beteiligten Proteasen

gezogen werden.
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Abbildung 4.26 LPS induzierte Freisetzung von TNFa in primidren Monozyten und
Makrophagen CD14" primire Monozyten wurden mittels Ficoll-Gradient und MACS® aus
dem Blut gesunder Spender isoliert und ein Teil wurde sofort mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Ein
anderer Teil wurde mittels hM-CSF zu Makrophagen differenziert und nach weiteren 7 d
Ruhezeit fir 2 h mit LPS stimuliert. Der Zelliberstand wurde von unbehandelten und von mit
spezifischen Proteaseinhibitoren behandelten Zellen gesammelt. (Konzentration Inhibitoren: GI,
GW jew. 3 uM. D1(A12) 100 nM.) Die Konzentration des im Uberstand befindlichen TNFa
wurde per ELISA bestimmt. SD durch Fehlerbalken reprisentiert, wobei n=2 unabhingige
Experimente. TNFa im Zelliberstand mit LPS stimulierter primirer Monozyten a) und
Makrophagen b).

Die Prozessierung von proTNFa durch ADAM-17 und anderen Proteasen ist hinreichend
beschrieben (Black et al., 1997; Coeshott et al.,, 1999). Deutlich zeigt sich bei Monozyten und
Makrophagen nach LPS-Stimulation ein erhéhter TNFa-Spiegel im Uberstand (Abbildung 4.26).
Auch hier konnte bei Makrophagen ein deutlicherer Anstieg des TNFa-Spiegels (4,3-fach bei
Makrophagen gegentuber 2-fach bei Monozyten, jeweils gegeniber dem Ausgangswert
unbehandelter Zellen) nachgewiesen werden. Die Makrophagen-dhnlichen Zellen waren in der
Lage, mehr TNFa (ca. 6,5-fach mehr gegentiber den Monozyten) extrazellulir freizusetzen. Dabei
ist die Freisetzung von TNFa auf die Aktivitit von ADAM-17 (Hemmung der LPS-abhingigen
Freisetzung von TNFa durch D1(A12) um ca. 50%) zuriickzufithren, wohingegen die Inhibition
von ADAM-10 durch GI keinen Einfluss auf das LPS-induzierte Shedding von TNFo hatte.
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5 Diskussion

5.1 ADAM-17 unterliegt einer Expressionssteigerung wihrend der Makrophagen-

differenzierung

Der Differenzierungsprozess vom im Blut zirkulierenden Monozyten zum gewebsstindigen
Makrophagen ist aullerst komplex. Unterschiedliche Monozyten-Subtypen und deren heterogene
Rezeptorexpression ermoglicht es diesem Teil des angeborenen Immunsystems, sehr distinkt auf
verschiedene Einflisse, wie z.B. Gewebeschiden oder bakterielle Antigene, zu reagieren (Auffray
et al, 2009). Um diese Aufgaben wahrzunchmen, unterliegen einige Metalloproteasen
monozytirer Zellen einer Expressionssteigerung wihrend der Differenzierungs- und
Polarisierungsphase (Newby, 2008). In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass diese
Dynamik auch fir ADAM-17 zutrifft - eine Protease, die als hauptverantwortlich gilt fiir die
Freisetzung von wichtigen Entziindungsmediatoren wie sIL-6R oder TNFa und dessen
Rezeptoren. Zellen der humanen monozytiren Linien THP-1 und U937 wurden mittels PMA
wie beschrieben einem kunstlichen Differenzierungsprozess unterzogen (Baek et al., 2009;
Daigneault et al., 2010). Auch aus dem Blut dreier unterschiedlicher Spender gewonnene primare
CD14" Monozyten wurden mittels hM-CSF zu Makrophagen differenziert. Mit Hilfe von
Western Blots konnte ein quantitativer Vergleich der ADAM-17-Protein-Expression zwischen
Monozyten und Makrophagen durchgefiihrt werden. Es zeigte sich, dass eine deutliche
Expressionssteigerung von ADAM-17 in allen drei beobachteten Zelltypen wihrend des
Differenzierungsprozesses stattfand. Anhand einer qRT-PCR wurde in den primaren Monozyten
und Makrophagen die beobachtete Expressionssteigerung von ADAM-17 auf mRNA-Ebene (um
einen Faktor 5) bestitigt (Abbildung 4.06).

5.2 Die konstitutive Freisetzung des humanen sIL-6R durch monozytire Zellen

Zellen, die den IL-6R exprimieren, geben diesen stindig auch in l6slicher Form an den
extrazelluliren Raum ab (Matthews et al.,, 2003). Gemeinhin wird angenommen, dass fiir diese
konstitutive Freisetzung das Shedding des membrangebundenen Rezeptors durch ADAM-10 und
in einem gewissen Rahmen das alternative Spleilen der IL-6R-mRNA verantwortlich ist (Garbers
et al., 2011a; Muller-Newen et al., 1996). Auch die Involvierung anderer leukozytirer Proteasen
oder Mechanismen, wie die extrazellulire Freisetzung des hIL-6R tber Exosomen, konnten
nachgewiesen werden (Schumacher et al., 2015). Um zu charakterisieren, welche Proteasen die
konstitutive Freisetzung des IL-6R auf Monozyten und Makrophagen vermitteln, wurde der

Zelluberstand unbehandelter THP-1-, U937- und primirer Monozyten und Makrophagen tber 6
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Stunden gesammelt. Durch Zugabe spezifischer Inhibitoren konnten Riickschlisse auf die
Shedding-Aktivitit einzelner Proteasen getroffen werden. Primar muss festgestellt werden, dass wie
erwartet durch keinen Protease-Inhibitor allein eine vollstindige Suppression der sIL-6R-
Freisetzung erreicht werden kann. Weiterhin zeigte sich, dass vorrangig durch eine ADAM-10,
nicht jedoch durch eine ADAM-17-spezifische Inhibition bei THP-1 und U937-Monozyten cine
Freisetzung des sIL-GR unterdriickt werden kann. Dies galt im Ubrigen auch fiir THP-1-
Makrophagen. Eindeutig jedoch konnte fiir primire Monozyten und Makrophagen, sowie fiir
U937-Makrophagen festgestellt werden, dass nicht ausschlieSlich ADAM-10, sondern auch
ADAM-17 an der proteolytischen Freisetzung des IL-6R durch Shedding beteiligt ist. Anhand des
spezifischen inhibitorischen Antikérpers D1-A12 konnte nachgewiesen werden, dass in vitro
ADAM-17 in primiren Monozyten und Makrophagen sogar die bedeutendste Protease fir die

konstitutive Freisetzung des sIL-OR darstellt.

Fir wichtige Entzindungsmediatoren, wie TNFx, die von ADAM-17 prozessiert werden, ist
bekannt, dass auch leukozytire Serinproteasen, wie z.B. Proteinase 3, zu deren proteolytischen
Verarbeitung beitragen (Coeshott et al., 1999). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass der IL-6R in vitro
ein Substrat der Serinprotease Cathepsin G darstellt (Bank et al., 1999). Bei den THP-1
Monozyten konnte die konstitutive IL-6R-Freisetzung durch Vorbehandlung mit den
physiologischen Serinprotease-Inhibitoren Elafin und SLPI um ca. 25% verringert werden; durch
Vorbehandlung mit dem Breitspektrum-Serinproteaseinhibitor AEBSF sogar um 45%. Dieses
Ergebnis lisst mindestens zwei Szenarien zu. Zum einen kénnte im gleichen Maf3e CG und PR3
fir einen Teil des konstitutiven IL-6R-Sheddings verantwortlich sein. Eine Behandlung der Zellen
mit beiden Inhibitoren SLPI und Elafin gleichermallen wiirde dann dasselbe inhibitorische
Niveau wie AEBSF erreichen. Zum anderen konnte die jeweils gleich starke inhibitorische
Wirkung von Elafin und SLPI auf das konstitutive Shedding des 11.-6R auf die Beteiligung von NE
hinweisen. Dann misste jedoch fur die Differenz der inhibitorischen Wirkung von SLPI und
Elafin zu AEBSF eine andere Serinprotease verantwortlich sein, wie z.B. Matriptase.
Interessanterweise kann tatsiachlich diese Differenz zwischen SLPI/Elafin zu AEBSF in U937
Monozyten, die bekannterweise keine Matriptase exprimieren (Kilpatrick et al., 2000), nicht

beobachtet werden (Abbildung 4.13).

Die Ergebnisse der Stimulationsversuche deuten also stark darauf hin, dass sowohl in primiren
Monozyten als auch in monozytiren THP-1- und U937-Zellen endogene Serinproteasen an der
konstitutiven Produktion des sIL-6R beteiligt sind. Einerseits konnte mit spezifischen
kiinstlichen (AEBSF) -und natirlichen Inhibitoren (SLPI, Elafin) die sIL-6R-Konzentration im
Uberstand der Zellen signifikant gesenkt werden. Andererseits zeigten die jeweils mit dem
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Phorbol-Ester PMA differenzierten Makrophagen-ihnlichen Zellen dieses Verhalten nicht mehr.
Dies deckt sich mit der Beschreibung, dass diese Zellen, wenn sie in einen Makrophagen-
dhnlichen Zustand tbergehen, normalerweise einen GroBteil ihrer Serinproteasen verlieren
(Dollery et al., 2003), sei dies durch gedrosselte Expression, oder schlicht durch Ausschiittung
der azurophilen Granula, in der sich der gréBte Teil der Serinproteasen NE, CG und PR3
befinden (Lemansky et al., 2007; Rivera-Marrero et al., 2004). Diese wiirden unweigerlich durch
die im Serum stark vertretenen Serpine (x1-Proteinaseinhibitor, al-Antichymotrypsin und «2-
Makroglobulin, ca. 10% aller Plasmaproteine) neutralisiert. Hierbei ist es jedoch wichtig,
zwischen membrangebundenen Serinproteasen und solchen zu unterscheiden, die in azurophilen
Granula gespeichert werden. So findet sich auf Monozyten membrangebundenes aktives CG,
welches z.B. Koagulationsproteine aktiviert und nicht durch Serum-Serpine inhibiert wird (Allen
and Tracy, 1995; Owen, 2008). Diese Serinprotease konnte auch an der limitierten

proteolytischen Spaltung des IL-6R beteiligt sein.

Insgesamt muss man feststellen, dass diese Moglichkeit fiir die Serum sIL-6R-Konzentration 7#
vivo wahrscheinlich aber nur eine untergeordnete Rolle spielt. So wurde bei Patienten, die durch
eine Mutation im Cathepsin C-Gen an einem totalen Mangel an aktivem NE, CG und PR3
leiden, keine verinderte Serum-Konzentration an sIL-6R, im Vergleich zu gesunden Individuen,
beobachtet (Schumacher et al., 2015; Toomes et al., 1999). Dies schlie3t allerdings nicht aus, dass
es cine Bedeutung dieser Proteasen fiir eine gesteigerte sIL-O6R-Produktion in chronisch

entziindeten oder anderweitig pathologisch verinderten Geweben gibt.

5.3 Die Freisetzung des sIL-6R durch monozytire Zellen nach Stimulation

In den meisten wissenschaftlichen Arbeiten, die sich mit dem Shedding des 11.-6R oder anderen
Transmembranproteinen beschiftigten, wurden meist nur kiinstliche Stimulanzien wie PMA oder
Ionomycin verwendet. Die zu untersuchende Protease und/oder das Substrat wurden hiufig
durch Transfektion in die zu untersuchenden Zellen eingebracht und somit aus dem
physiologischen Kontext entfernt. In dieser Arbeit sollten zum einen die bestehenden
Erkenntnisse gefestigt werden. Es sollte aber auch durch die Verwendung von physiologischeren
Stimuli wie LPS und BzATP und durch die Betrachtung eines Zelltyps, der natiirlicherweise iiber
eine hohe endogene IL-6R-Expression verfigt, ein realistischeres Bild Gber die Entstehung des

sIL-6R gezeichnet werden.
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PMA gilt als klassischer Aktivator ADAM-17-vermittelten Sheddings diverser Oberflichen-
proteine. So ist die ADAM-17-abhingige Freisetzung des sIL-6R bereits hinldnglich beschrieben
(Garbers et al.,, 2011a; Jones et al.,, 1998). Trotzdem ist der Blick auf die freigesetzten sIL-GR-
Level interessant, wenn man Monozyten und Makrophagen gegeniiberstehend betrachtet.
Kiinstliche Uberexpression von ADAM-17 fiihrt nicht zu einer gesteigerten Shedding-Aktivitit

der betreffenden Zellen (Merlos-Suarez et al.,, 1998). So gilt auch fiir die Monozyten und

Makrophagen der hier betrachteten Krebszelllinien THP-1 und U937, dass trotz einer

erheblichen  natiirlichen  Steigerung  der ~ ADAM-17-Expression  wihrend  des

Differenzierungsprozesses in totum nach PMA-Stimulation nicht signifikant mehr sII.-6R von

den Makrophagen in den Zelliberstand abgegeben wurde. Dies kénnte daran liegen, dass der 1L-

OR wihrend der eher unphysiologischen, PMA-induzierten Makrophagendifferenzierung keiner
Expressionssteigerung unterliegt. In U937 Zellen wurde sogar die Abnahme der IL-6R-
Expression beobachtet (Oberg and Nilsson, 1992). Auch ist es denkbar, dass ADAM-17 noch
auf anderem Wege aktiviert werden muss. So fithrt eine Stimulation mit PMA zu einer
unmittelbaren Konformationsinderung von ADAM-17, die das aktive Zentrum rasch freigibt (Le
Gall et al, 2010). Auch ist bekannt, dass eine erhohte ADAM-17-Aktivitit eine
Phosphorylierung der Protease iiber ERK oder MAPK p38 voraussetzt (Xu et al., 2012). Diese
fihrt zum einen zu einem raschen Transport von ADAM-17 zur Zelloberfliche und zum
anderen zu dessen Monomerisierung mit folgender Dissoziation seines spezifischen Inhibitors

TIMP3.

Fir primire Monozyten und Makrophagen zeigte sich, dass die absolute Menge an
freigesetzten sIL-6R an den Extrazellulirraum nach PMA-Stimulation interindividuell sehr
unterschiedlich war. Dies ist wahrscheinlich die Konsequenz aus der primir genetisch
festgelegten Oberflichenexpression an IL-6R (Ferreira et al., 2013). Konsistent zeigte sich jedoch
fir alle betrachteten Zelltypen in den Stimulationsversuchen, dass die Mehrexpression an
ADAM-17 in den Makrophagen-idhnlichen Zellen relativ zum Ausgangswert gesehen

(unbehandelte Zellen) zu einer rapideren Steigerung der sIL-6R-Freisetzung fithrte. Zudem

konnte hier fiir alle Spender primirer Monozyten nachgewiesen werden, dass durch die

Makrophagen auch absolut mehr sII.-6R freigesetzt wird. Der Makrophage ist also fihig,

schneller und starker auf den distinkten Stimulus zu reagieren. Dies gilt auch fiir die Stimulation
durch BzATP sowie fiir die LPS-induzierte Freisetzung von TNFa (Abbildung 4.25Abbildung
4.26).
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Es konnte beobachtet werden, dass die Oberflichenexpression von ADAM-10 und ADAM-17 in
monozytiren Zellen nach PMA Stimulation abnimmt (siche 4.2.1.2; 4.2.3.2). Dieses Phinomen
wurde bereits fir ADAM-17 in THP-1 Zellen und einigen andere Zelltypen beschrieben, noch
nicht jedoch fiir primire Monozyten und nicht fir ADAM-10 (Doedens and Black, 2000). Die
Autoren gehen davon aus, dass ADAM-17 nach PMA-Stimulation internalisiert wird. So konnte
in Zelliberstinden PMA stimulierter Zellen kein ADAM-17 detektiert werden (siche 4.2.1.2;
(Doedens and Black, 2000)). AuB3erdem konnte mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Aufnahmen die
spezifische Aufnahme von ADAM-17 ins Innere der Zellen nach PMA-Stimulation
nachgewiesen werden. Unter Bedingungen, die Clathrin-abhingige Endozytose blockieren, kam
es nicht mehr zur Abnahme der ADAM-17-Oberflichenexpression nach PMA-Stimulation.
Interessanterweise findet in Zellen, die mit GW 208264, einem spezifischen Inhibitor von
ADAM-10 und ADAM-17, vorbehandelt wurden, keine Abnahme der Oberflichenexpression
von ADAM-17 statt (Abbildung 4.11Abbildung 4.16). Ein dhnlicher Effekt wurde ebenfalls von
Doedens und Black unter Zuhilfenahme des wenig spezifischen Hydroxamat-Inhibitors 1C3
beobachtet. Eine Konformationsinderung von ADAM-17 durch den gebundenen Inhibitor mit
folgender Resistenz gegen die Internalisierung kénnte eine Erklirung dieses Phinomens sein. Die
andere Méglichkeit bestiinde in der Inhibition einer an der Endozytose beteiligten unbekannten

Metalloprotease.
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6 Zusammenfassung

Interleukin-6 (IL-0) ist ein Zytokin mit weitreichendem Wirkspektrum. Seine Pleiotropie reicht
von der Induktion von Akut-Phase-Proteinen iber Leberregeneration und Osteoklasten-
formation bis hin zur Steuerung wichtiger immunologischer Prozesse. So steuert IL-6 die
Proliferation und Differenzierung von Leukozyten oder deren Chemotaxis. IL-6 wirkt tiber die
Dimerisierung eines ubiquitir exprimierten B-Rezeptor gpl30, bindet jedoch direkt an einen
membranstindigen I1.-6-a-Rezeptor (IL-6R), dessen Expressionsmuster sich auf Hepatozyten
und manche Leukozyten beschrinkt. Es kommt auch eine 16sliche Form des IL-6R (sIL-6R) vor,
generiert durch alternatives Spleilen, vor allem aber auch durch limitierte Proteolyse des
membranstindigen Rezeptors. Dieses sogenannte 1L-6R-Shedding erfolgt von Proteasen der
ADAM (a desintegrin and metalloprotease)-Klasse. Der sIL-6R ist in der Lage, spezifisch IL-6 zu
binden und zu einer gp130-Aktivierung auf Zellen zu fithren, die den membranstindigen IL-6R
nicht exprimieren. Dieses als 1L-6-#rans-signaling bezeichnete Phinomen spielt eine bedeutende
Rolle in zahlreichen pathologischen Vorgingen. Aufgrund bislang nicht ausreichender
Erkenntnisse, wie der sIL-6R physiologischer Weise entsteht, liegt es nahe, die zugrunde
liegenden Mechanismen an Zellen zu untersuchen, welche den IL-6R natiirlicherweise
exprimieren. Uberdies ist es sinnvoll, einen Zelltyp zu betrachten, der nachgewiesener Maf3en

durch Produktion des sIL-6R in pathologischen Vorgingen eine zentrale Rolle spielt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Freisetzung des sIL-6R durch humane
monozytire Zellen untersucht. Dazu wurden sowohl Zellen der humanen Zelllinien THP-1 und
U937, als auch primire, aus Blut isolierte Monozyten betrachtet. Im nichsten Schritt wurden
diese Zellen einer Differenzierung zu Makrophagen unterzogen. Zum einen wurde beleuchtet,
welche Proteasen an der konstitutiven Entstehung des sIL-6R beteiligt sind. Zum anderen wurde
untersucht, ob der Differenzierungsprozess per se einen Einfluss auf die Fihigkeit der Zellen
besitzt, den sIL-6R zu generieren. Die unterschiedlichen Zelltypen wurden ebenfalls
verschiedenen Stimuli ausgesetzt, die erwiesenermallen die Freisetzung des sIL-6R erhéhen und

das so induzierte IL-6R-Shedding auf die beteiligten Proteasen hin untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die fir das IL-6R-Shedding wichtige Protease ADAM-17 im
Differenzierungsprozess des Monozyten zum Makrophagen einer deutlichen Expressions-
steigerung unterliegt. Dies fithrt u.a. dazu, dass Makrophagen, vor allem wenn ein entsprechender
Stimulus (z.B. PMA, BzATP, LPS) vorliegt, deutlich mehr sIL-6R freisetzen koénnen als
Monozyten. Dies gilt auch fir das wichtige immunmodulatorische Zytokin TNFa. Speziell fir
primiare Monozyten und Makrophagen lie3 sich feststellen, dass bei der konstitutiven

Freisetzung des sIL-6R ADAM-17 neben ADAM-10 die zentrale Rolle spielt. Auch ist es sehr
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wahrscheinlich, dass sowohl an der konstitutiven Produktion des sIL-6R als auch nach
Stimulation des IL-6R-Sheddings leukozytire Serinproteasen beteiligt sind. Eine genaue
Identifikation dieser Protease gelang nicht zweifelsfrei. Die Ergebnisse deuten aber auch darauf
hin, dass die Fahigkeit zur Produktion des sIL-6R durch primire Monozyten interindividuell
deutlichen Schwankungen unterliegen kann. Die fir THP-1 Zellen beschriebene Abnahme der
ADAM-17-Oberflichenexpression nach PMA-Stimulation konnte auch bei primaren Monozyten
festgestellt werden. Dieses Phinomen betraf auch ADAM-10. Nachdem U937-Zellen

bakteriellen Antigenen ausgesetzt wurden, nahm die ADAM-17-Oberflichenexpression zu.
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7 Ausblick

Die dargestellten Ergebnisse bertcksichtigen die Plastizitit des untersuchten Zelltyps nur
marginal. So wurden vor allem ,,naive* Makrophagen in ithrem Shedding-Verhalten untersucht und
es wire interessant, Makrophagen in verschiedenen Polarisierungs- und Aktivierungszustinden
zu betrachten. Es ist wichtig, zu verstehen, wie z.B. Tumor-assoziierte Makrophagen via IL-6-
trans-signaling das Tumor-Milieu beeinflussen und wie diese Zellen den sIL-6R freisetzen. Eine
genaue Identifikation der am IL.-6R-S)edding beteiligten Proteasen und anderen Vorgingen, wie

z.B. die Freisetzung des IL-6R tiber Exosomen, ist notwendig.

Vielversprechende Therapieansitze in der Blockade des IL-OR-#rans-signaling z.B. mithilfe des
Designerproteins sgp130Fc im Zusammenhang mit bedeutenden Erkrankungen wie Kolon-,
Pankreas- und Ovarialkarzinom, entziindliche Darmerkrankung, Rheumatoide Arthritis,

Peritonitis und Atherosklerose, werden erforscht (Rose-John, 2012).
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