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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Familie der IL-6-Typ-Zytokine und ihre Rezeptoren

Die Proliferation und Differenzierung verschiedenster Zellen wie hdmatopoetischer Zellen
und Immunzellen wird durch Zytokine und Wachstumsfaktoren reguliert. Wahrend
Wachstumsfaktoren wie EGF an Rezeptortyrosinkinasen binden, also Rezeptoren mit einer
intrinsischen Kinaseaktivitéat, erfolgt die Signaltransduktion der meisten Zytokine Uber
Rezeptoren der Zytokinrezeptor-Superfamilie, die Uber keine katalytische Doméane verfiigen
[1, 2]. Zur Weiterleitung des Signals sind diese Zytokinrezeptoren auf eine besondere Klasse
zytoplasmatischer Tyrosinkinasen, die Januskinasen (Jaks), angewiesen. In Saugetierzellen
kommen vier Januskinasen vor. Wahrend Jak1, Jak2 und Tyk2 ubiquitdr exprimiert werden,
findet sich Jak3 vorwiegend in hdmatopoetischen Zellen [3].

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zytokin, d. h., es Ubt verschiedene biologische
Funktionen aus. So spielt es nicht nur bei der Immunregulation, wo es als stimulierender
Faktor von B-Zellen zuerst entdeckt wurde, und bei der Hamatopoese eine Rolle, sondern
wirkt auch als Hepatozyten-stimulierender Faktor (Synthese von Akutphase-Proteinen) und ist
im Nervensystem an der Differenzierung von Neuronen beteiligt [4]. Mit den Zytokinen IL-
11, OSM (Oncostatin M), CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 (Cardiotrophin-1), CLC
(cardiotrophin-like cytokine) und LIF (leukemia inhibitory factor) ist es strukturell und auch
funktionell verwandt [4-7]. So Uben die genannten Zytokine teilweise Uberlappende
biologische Funktionen aus [4]. Diese redundante Wirkungsweise ergibt sich daraus, dass ale
oben genannten Zytokine zur Signaltransduktion die Rezeptorkette gpl30 benutzen. Die
durch die verschiedenen IL-6-Typ-Zytokine benutzten Rezeptorkomplexe sind in Abbildung 1
schematisch dargestellt. Wéhrend IL-6 und IL-11 nach Bindung an ihren spezifischen
a-Rezeptor eine Homodimerisierung von gpl30 ausldsen, signalisieren alle anderen IL-6-
Typ-Zytokine Uber ein LIFR-gp130-Heterodimer, wobel die Zytokine CNTF und CLC zur
Bindung an das LIFR/gp130-Heterodimer jeweils noch eine weitere Rezeptorkette, den
CNTFRa benttigen [4, 6]. Das Zytokin CLC unterscheidet sich insofern von den anderen
Zytokinen, dass es nur im Komplex mit mit dem |dslichen Rezeptor CLF (cytokine-like-
factor-1) sezerniert wird und wirksam ist [6]. Die Nutzung eines zusétzlichen a-Rezeptors ist

auch fur das Zytokin CT-1 postuliert worden [8], der zugehérige a-Rezeptor konnte aber



2 Einleitung

bisher nicht kloniert werden. Oncostatin M nimmt insofern unter den IL-6-Typ-Zytokinen
eine Sonderstellung ein, as dass dieses Zytokin zusédtzlich noch Uber einen zweiten
Rezeptorkomplex signalisieren kann, welcher aus gpl30 und dem spezifischen OSM-
Rezeptor besteht [9].

IL-6 IL-11 OSM OSM LIF CT-1 CNTF CLC/CLF

o
p i o
) w =
(@] - =
o 04
[te) —
A 3‘ \_/ -/ -/

Abbildung 1: Schema der von den |IL-6-Typ-Zytokinen verwendeten Rezeptorkomplexe. Die
signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten gpl30, LIFR und OSMR sind in Dunkelgrau, in
Blau bzw. in Grin dargestellt. Zytokine sind durch Kreise symbolisiert. (Nach [4]).

Abbildung 2 stellt alle Rezeptorketten der IL-6-Familie in grofRerem Detail dar. Diese
Rezeptorfamilie gehort zu den Klasse I-Zytokinrezeptoren, die sich strukturell durch das
cytokine binding module (CBM) auszeichnen: Dieses enthdt C-terminal das konservierte
WSXWS-Motiv sowie vier konservierte Cysteine in der dazu N-terminalen Doméane [1] und
ist fur die Ligandenbindung von Bedeutung. Der Extrazelluldrbereich der IL-6Ra-, der IL-
11Ra- und der CNTFRa-Kette besteht jewells aus einer N-terminalen Immunglobulin-
dhnlichen Doméane sowie dem CBM. Die signaltransduzierenden Untereinheiten gp130, LIFR
und OSMR verfligen Uber grolRere extrazelluldare Domanen, da diese Rezeptorketten
membranproximal zusétzlich drei Fibronektin-Typ-l1I-Doménen enthalten [4]. Alle a-
Rezeptoren verfigen nur Uber eine recht kurze (im Fall des CNTFR gar kene)
zytoplasmatische Region [4]. Da neben den membranstandigen auch 16sliche Formen dieser
Rezeptoren vorkommen, die eine agonistische Wirkung auf die Signaltransduktion haben [10,
11], scheint die zytoplasmatische Region der a-Rezeptoren fir die Signaltransduktion
bedeutungslos zu sein. Allerdings enthalt dieser Bereich im Fall des IL-6Ra Informationen,

welche fir die Lokalisation dieses Rezeptors in polarisierten Zellen von Bedeutung ist [12].

Die signaltransduzierenden Rezeptorketten gpl30, LIFR und OSMR besitzen sehr viel

langere zytoplasmatische Regionen, die verschiedene fir die Signaltransduktion wichtige
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Bereiche enthalten. Wie die anderen Rezeptoren der Zytokinrezeptor-Superfamilie verflgen
die IL-6-Typ-Rezeptoren Uber keine intrinsische Kinaseaktivitdt, sondern sind zur
Signalweiterleitung auf die konstitutiv mit ihnen assoziierten Januskinasen angewiesen. Die
membranproximal liegenden, konservierten Box1- und Box2-Bereiche sind fur die Bindung
der Januskinasen verantwortlich [13-16]. Wé&hrend die Box1 eine prolinreiche Region
darstellt, ist die Box2 schlechter charakterisiert; hier finden sich oftmals positiv-geladene
sowie hydrophobe Aminosauren [4], neben diesen Bereichen, spielt aber auch der
Interbox1/2-Bereich bei der Bindung von Jak1 eine Rolle [17].

i1

IL-6Ra IL-11Ra CNTFRa

—/

—_/
gp130 LIFR  OSMR

Abb. 2: Schema der Rezeptoren fir IL-6-Typ-Zytokine (nach [4]). Hellgraue
Kreise entsprechen Immunglobulin-hnlichen Doménen, dunkelgraue Ovale stellen
CBMs dar. Fibronektin-TyplI1-ghnliche Doménen der Extrazellulérregion sind weil3
dargestellt. Schwarze Balken représentieren das konservierte WSXWS-Moativ,
schwarze Striche stellen konservierte Cysteine dar. Die Intrazelluldrregion ist als
weiles Oval dargestellt. Die Box1- und die Box2-Region sind durch schraffierte
Bereiche, intrazellulére Tyrosinreste sind durch schwarze Linien symbolisiert.

Fir gp130 und den LIFR konnte die Assoziation von Jakl, Jak2 und Tyk2 gezeigt werden
[18-20], an den OSMR binden zumindest Jak1 und Jak2 [20]. Spezifische, distal von der
Box1/2-Region liegende Tyrosinmotive in den signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten
kénnen von den assoziierten Jaks phosphoryliert werden [4, 21]. Die weitere Signatrans-
duktion wird dann Uber die Rekrutierung verschiedener zytoplasmatischer Proteine an spezi-

fische Phospho-Tyrosinmotive eingel eitet.
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1.2 Die Familie der Januskinasen

Im Gegensatz zu anderen Zytokinrezeptoren, wie z.B. dem Erythropoetin-Rezeptor (EpoR)
oder dem Leptin-Rezeptor, die nur eine spezifische Januskinase, ndmlich Jak2, rekrutieren,
bedienen sich die IL-6-Typ-Zytokine zur Signalweiterleitung der drei Januskinasen Jak1, Jak2
und Tyk2 [3, 4]. Allerdings konnte mit Hilfe mehrerer Jak1-defizienter Zelllinien gezeigt
werden, dass der Kinase Jak1 eine herausragende Rolle zukommt [22, 23]. In Abbildung 3 ist
der Aufbau dieser Januskinase schematisch wiedergegeben.

Jakl
JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2 JH1
. Pseudokinase- Kinase- C
N[ :FERM-Dom:ane : Sk Doméane Domane l
F1 F2 F3
b-grasp-
Domane

&

Abbildung 3: Schematischer Aufbau von Jak1. Die Jak-Homologiedoménen JH1
bis JH7 sind dargestellt. Im N-terminalen Bereich sind die putative FERM- bzw. die
putative SH2-Domane eingezeichnet. Unterhalb der FERM-Doméne sind die Gren-
zen der Subdoméanen F1, F2 und F3 angegeben. Das Strukturmodell der potentiellen
Jak1-b-grasp-Domane (F1) ist dargestellt. In diesem Modell ist der fur die Bindung
an gpl30 essentielle Loop 4 mit wichtigen Aminosduren hervorgehoben (Modell
nach [24].

Alle Januskinasen sind sich strukturell sehr &hnlich und enthalten sieben relativ konservierte
Bereiche, die Jak-Homologie-Regionen JH1-JH7. Die C-terminale JH1-Region stellt die Jak-
Kinasedoméne dar, wahrend die benachbarte JH2-Region der sogenannten Pseudo-Kinase-
Doméane entspricht. Diese weist zwar sehr hohe Ahnlichkeit mit einer Kinase-Doméane auf,
besitzt aber aufgrund des Fehlens mehrerer essentieller Aminosduren keine Kinaseaktivitét.

Einige Untersuchungen weisen dieser Doméane eine regulatorische Funktion zu [3].
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Der N-terminale Bereich der Januskinasen, bestehend aus den Doménen JH3 bis JH7, ist fur
die Rezeptor-Interaktion von Bedeutung [3, 4]. Neuere Strukturvorhersagungen legen nahe,
dass sich im N-terminalen Bereich eine SH2- sowie eine sogenannte FERM-Domaéne
befindet, wie sie z.B. in den Proteinen Ezrin, Radixin und Moesin vorkommt. FERM-
Domanen bestehen aus den drei Subdoménen F1, F2 und F3, wobei F1 eine b-grasp-Doméne
darstellt [3, 24, 25]. Kirzlich konnte aufgrund geldster Strukturen ein Modell der Jak1-JH7-
Doméne erstellt werden. Interessanterweise liegen mehrere Aminoséduren, welche fir die
Bindung von Jak1 an gp130 wichtig sind, in diesem Modell auf einer exponierten Schleife
(Loop 4). Dieser Loop kdnnte also Teil der gp130/Jak1-1nteraktionsflache sein [24].

Um katalytisch aktiv zu werden, missen die Jaks zunachst selbst phosphoryliert werden. Dies
geschieht, wenn es aufgrund der Bindung eines Liganden an den Rezeptor zu einer Hetero-
oder Homodimerisierung von zwei signaltransduzierenden Untereinheiten kommt, und sich
die assoziierten Jaks daraufhin auto- bzw. transphosphorylieren. Der Mechanismus dieser
Phosphorylierung ist derzeit unbekannt. Sie kann zwischen zwel gleichen oder zwel
unterschiedlichen Jaks erfolgen, je nachdem, welche Kinase mit der jeweils beteiligten
Rezeptoruntereinheit assoziiert ist [3, 4]. Neben der Tyrosinphosphorylierung von
Januskinasen ist auch eine Serin- bzw. Threoninphosphorylierung von Jaks beschrieben
worden [26]. Zudem konnen Jaks mit verschiedenen regulatorischen Proteinen interagieren;
so fuhrt z. B: die Interaktion von Jak2 und SH2Bb zu einer gesteigerten Kinaseaktivitat dieser
Januskinase [27, 28].

1.3 Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg

Zur Weliterleitung des Signals vom Rezeptor zum Zellkern bedienen sich alle Zytokin-
rezeptoren der Zytokinrezeptor-Superfamilie der sogenannten STAT-Faktoren (= signal
transducers and activators of transcription) [4, 29]. Von diesen Transkriptionsfaktoren, die
zundchst bei der Untersuchung der Interferonrezeptoren entdeckt wurden, sind mittlerweile
die Vertreter STAT1 bis STAT6 bekannt, die mit Ausnahme von STAT4 ubiquitér
vorkommen. Die STAT-Faktoren besitzen eine SH2-Doméne, mit welcher sie an die
phosphorylierten Tyrosinreste der aktivierten Rezeptoruntereinheiten binden konnen, um
daraufhin selbst phosphoryliert zu werden [4, 29]. Dabei erkennen die einzelnen STAT-
Faktoren bestimmte Tyrosinmotive. Am gpl30 z.B. erfolgt die Rekrutierung von STAT1 und
STAT3 an den Motiven Y XPQ bzw. Y XXQ [30, 31].
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STATS kann sowohl an bestimmte Rezeptor-Tyrosinmotive rekrutiert werden, as auch direkt

mit Januskinasen interagieren [32, 33].

Nach Phosphorylierung der STATSs an einem spezifischen Tyrosinrest dissoziieren diese von
den Rezeptoren ab und bilden nun - wiederum Utber ihre SH2-Doméanen - Homo- oder Hetero-
dimere aus. Die STAT-Dimere gelangen in den Nukleus, wo sie mit ihrer DNA-Bindedomane
an bestimmte DNA-Sequenzen (TTNsGAA) binden und damit die Transkription spezifischer
Gene induzieren kdnnen [4, 29].

Neben der Tyrosinphosphorylierung ist auch die Serinphosphorylierung der STATs von
Wichtigkeit; diese scheint eine Rolle bel der Transaktivierung durch die STATSs zu spielen
[34]. Sie kann sowohl MAPK-unabhangig as auch MAPK-abhangig erfolgen [35-37], z.B.
wurde die Proteinkinase PKCd als eine Kinase identifiziert, welche nach IL-6-Stimulation zur
STAT3-Serinphosphorylierung fuhrt [38].

1.3.1 Die Regulation des Jak/STAT-Signaltransduktionsweges

Verschiedene inhibitorische Mechanismen sind beschrieben worden, welche den Jak/STAT-
Signaltransduktionsweg regulieren. So existieren fur STAT1, sowie STAT3 spezifische
Inhibitoren, die sogenannten PIAS-Proteine (= protein inhibitors of activated STATS). Diese
binden an phosphorylierte STAT-Faktoren und kénnen so offenbar die DNA-Bindung der
STATsverhindern [39, 40]. In diesem Zusammenhang wurde kuirzlich demonstriert, dass die
PIAS1-Bindung an phosphoryliertes STAT1 durch die Methylierung eines konservierten
Argininrests innerhalb des STAT1-Proteins unterbunden werden kann [41]. Weitere
Komplexitét erfahrt das System dadurch, dass den PIAS-Proteinen mittlerweile auch eine
Rolle bei der Sumoylierung von Transkriptionsfaktoren zugewiesen wird [42-44]

Neben den PIAS-Proteinen sorgt die Klasse der SOCS-Proteine (supressors of cytokine
signalling) fur eine Inhibition des Jak/STAT-Signalwegs. Bel diesen Proteinen handelt es sich
um klassische Feedback-Inhibitoren, denn ihre Expression wird durch Zytokine selbst
induziert. Bel der Negativ-Regulation von IL-6-Typ-Zytokinen spielen die SOCS-Proteine
SOCSL1 und SOCS3 eine Rolle [4, 45-50]. Wahrend SOCS1 wahrscheinlich direkt mit den
Januskinasen interagiert und diese so inhibiert [51] , ist fur die inhibitorische Wirkung von
SOCS3 dessen Bindung an das Tyr 759 von gp130 nétig [47]. Die Assoziation eines SOCS-
Proteins an den OSMR oder den LIFR ist bisher noch nicht nachgewiesen worden.

Des Welteren kann die Jak/STAT-Signaltransduktion durch Phosphatasen reguliert werden.

Eingehend untersucht wurde in diesem Zusammenhang die ubiquitdr vorkommende Tyrosin-
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phosphatase SHP-2, welche Uber ihre zwei SH2-Doméanen an Phosphotyrosinmotive aktivier-
ter Rezeptoren binden kann [4]. Im Falle des gp130 konnte die Bindung von SHP-2 an das
Tyrosin 759 gezeigt werden [30, 52]. Da an dieses Tyrosin auch SOCS-3 bindet, ist davon
auszugehen, dass sowohl SOCS-3 as auch SHP-2 einen Beitrag an der Negativ-Regulation
von gpl30-vermittelten Signaltransduktionswegen haben [53].

1.3.2 Die Aktivierung von MAP-Kinasen

Neben den STAT-Faktoren werden auch MAP-Kinasen von |L-6-Typ-Zytokinen aktiviert. Je
nach Zelltyp konnen die IL-6-Typ-Zytokine zur Aktivierung der MAPK Erk1/2 sowie der
Stress-aktivierten Kinasen p38 und JNK fihren [54-58]. Bei der Aktivierung von MAP-
Kinasen Uber gp130 kommt der Tyrosinphosphatase SHP-2 eine bedeutende Rolle zu. Dieses
Protein kann den Jak/STAT-Weg nicht nur negativ regulieren, sondern zusétzlich auch as
Adapterprotein wirken. So kann SHP-2 von verschiedenen Kinasen, u.a. Januskinasen, an
einem spezifischen Tyrosin phosphoryliert werden und im Folgenden Uber die Rekrutierung
von Grb2 als Bindeglied zum Ras/Raf/MAPK-Weg dienen [59, 60]. Wir konnten zeigen, dass
der OSMR unabhangig von gpl130 zu einer starken Aktivierung von ERK1/2 in der Lage ist
[56]. Da aber SHP-2 nicht an den OSMR rekrutiert wird, erfolgt diese MAPK-Aktivierung
Uber einen anderen Adapter. Tats&chlich wird das das Adapterprotein Shc an das Tyr 861 des
OSMR rekrutiert und stellt somit einen exzellenten Kandidaten fir die OSM-vermittelte
MAP-Kinasen—Aktivierung dar [56].

1.4 Oncostatin M

Oncostatin M ist ein 28 kD grofRRes Glykoprotein, welches von aktivierten T-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert wird [61-63]. Mit den anderen Zytokinen
der IL-6-Familie weist es groRe Ahnlichkeit auf. LIF und OSM besitzen mit etwa 30 %
Homologie die grofte Ubereinstimmung. Firr die enge Verwandtschaft dieser Zytokine spricht
ferner die Tatsache, dass die Gene fur LIF und OSM beim Menschen auf demselben
Chromosom lokalisiert sind [64, 65]. Zudem konnen sowohl OSM as auch LIF beim
Menschen — nicht aber im murinen System [66] — Uber den gpl30/LIFR-Komplex
signalisieren [67, 68]. Bisher ist OSM das einzig bekannte Zytokin, welches Uber den
gpl30/0OSMR-Komplex signalisieren kann. Bemerkenswert ist auch, dass OSM als einziges
Zytokin der |L-6-Familie zundchst - mit geringer Affinitét - an gp130 bindet [67]. Der LIFR
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bzw. der OSMR fihren dann zur Affinitétskonversion und Ausbildung des hochaffinen
Rezeptorkomplexes [68].

Wie die anderen Zytokine der IL-6-Familie ist OSM als pleiotropes Zytokin an zahlreichen
biologischen Prozessen beteiligt (siehe Abbildung 4). Dabel Gbt OSM redundante, aber auch
spezifische Funktionen aus. So kann OSM beispielsweise wie IL-6 in Leberzellen eine
Akutphase-Proteinsynthese (APP) audlésen [69] und M1-myeloide Leukdmiezellen zur
Differenzierung anregen [70]. Dahingegen wird die von OSM ausgehende Tumor-

inhibierende Wirkung im gleichen Ausmal3 von den anderen Zytokinen nicht erreicht [71, 72]
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Abbildung 4: Biologische Wirkungen des Zytokins Oncostatin M. Verschiedene Zelltypen, auf
die eine Wirkung von OSM beschrieben ist, sind dargestellt. Zusétzlich ist eine Reihe wichtiger
Gene angegeben, welche durch OSM in verschiedenen Zellen reguliert werden kénnen. TIMP:
tissue inhibitor of metallo-proteinases, MMP: Matrix-Metalloproteinase, COX: Cyclooxigenase,
PGE2: Prostaglandin E2; MCP: monocyte chemoattractant protein. (Zusammenfassung von [61,
69-71, 73-94]).
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Die Redundanz der biologischen Funktion von OSM und IL-6, IL-11, LIF, CNTF und CT-1
l&sst sich durch die gemeinsame Nutzung von gpl30 bzw. von gpl30/LIFR erklaren. Als
maogliche Ursache fur unterschiedliche Funktionen der einzelnen Zytokine kommen die
differentielle Expression der Rezeptoren in verschiedenen Geweben oder aber Unterschiede in
der Signaltransduktion von gpl130-Homodimer, gpl130/LIFR- und gp130/OSM R-Heterodimer
in Frage, hier konnte z.B. die spezifische Rekrutierung des Adapterproteins Shc an den
OSMR eine Rolle spielen [56, 95].

1.5 Der Oncostatin M-Rezeptorkomplex

Der spezifische OSMR ist ein 180 kD-Transmembranmolekdil. Er besteht extrazellulér aus
739 Aminosduren, gefolgt von einer 22-Aminosduren-langen Transmembranregion, und
enthalt intrazelluldr 218 Aminosauren [9]. Neben dem humanen ist auch der murine OSMR
kloniert worden [96, 97]. Beide weisen mit einer Homologie von rund 50% eine nur méaldige
Ahnlichkeit zueinander auf. So kann murines OSM auch nicht tlber den humanen OSMR

signalisieren und umgekehrt [97].

130 OSMR
PP oswm

Jak1/Jak2/Tyk2

YLYLLP
FENFTY € Shc

YMNS

YKMQ<
YWSO* STAT3

staT13 ¥ YLPQ
¥ YMPQ

STATL/3/5
ERK1/2, JNK, P38

PI3K/AKT

Abb. 5: Schema des Oncostatin M-Rezeptorkomplexes und der an einer OSM-induzierten
Signaltransduktion beteiligten Proteine. In der Intrazelluldrregion der Rezeptoren sind die Box1- und Box2-
Regionen als weile Baken dargestellt, schwarze Linien symbolisieren intrazelluldre Tyrosinreste. Die
Aminosduresequenzen der flankierenden Bereiche von Tyrosinresten und die Proteine, die an die
phosphorylierten Tyrosine rekrutiert werden kénnen, sind jeweils angegeben [20, 30, 31, 47, 56, 98].
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Nach OSM-Stimulation kommt es in OSMR-exprimierenden Zellen zu einer Hetero-
dimerisierung von OSMR und gpl130 und damit zur Aktivierung der Rezeptor-assoziierten
Januskinasen sowie zur Tyrosinphosphorylierung beider Rezeptorketten [87, 99]. Abbildung 5
zeigt ein Schema des OSM-Rezeptorkomplexes aus gpl30 und OSMR. Membranproximal
enthdlt der OSMR - wie gp130 - eine Box1- und eine Box2-Region. Alle zytoplasmatischen
Tyrosine innerhalb von gpl30 und des OSMR sind eingezeichnet. Wahrend gpl30
Bindestellen fir STATL, STAT3, SHP-2 und SOCS-3 enthdlt [30, 31, 47], konnten im OSMR
bisher nur Bindestellen fir STAT3 sowie fur das Adapterprotein Shc identifiziert werden [20,
56, 98]. Der Mechanismus der OSM-vermittelten STAT5-Aktivierung sowie der Aktivierung
des PI3K-Weges konnte bisher noch nicht geklart werden.

1.6 Regulation der Oberflachenexpression von Zytokinrezeptoren

Die Signaltransduktion Uber Zytokinrezeptoren wird letztendlich nicht nur tber die beteiligten
Signalmolekile reguliert, sondern ist in entscheidendem Mal3e auch davon abhangig, wie
viele Zytokinrezeptoren in einer betreffenden Zelle an der Zelloberflache exprimiert werden.
Wie bei anderen Transmembranproteinen hangt die Oberflachenexpression der
Zytokinrezeptoren zundchst von einer effizienten Prozessierung und einem erfolgreichen
Transport zur Plasmamembran ab. Die Zahl der Rezeptoren an der Zellmembran kann
desweiteren durch Internaliserung und darauffolgende Degradationsprozesse reguliert
werden. In Abbildung 6 ist schematisch dargestellt, welche Vorgange wéahrend der
Rezeptorprozessierung und im Verlauf des anschliefienden Targetings Einfluss auf die
Expression von Rezeptoren an der Zelloberflache haben; in diesem Schema sind zudem eine
Reihe bekannter Signale zusammengefasst, welche die Prozessierung und Sortierung von
Transmembranproteinen beeinflussen konnen. Zun&chst muissen die neu-exprimierten
Rezeptoren im ER korrekt gefaltet werden, dies geschieht unter Zuhilfenahme verschiedener
ER-Chaperone, die im ER-Lumen oder auf der zytosolischen Seite des ER lokalisiert sind
[100]. FUr einige Transmembranproteine ist dies der zeitlich limitierende Schritt wahrend der
Prozessierung. Beispielsweise weist der humane d Opioid Rezeptor, der zur Klasse der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren gehort, eine relativ lange Veweildauer im ER auf, da er nur
sehr ineffizient gefaltet wird [101]. Ahnliche Befunde existieren fur den EpoR [102, 103].
Gelingt es den ER-Chaperonen innerhalb einer bestimmten Zeit nicht, die richtige Faltung
herbeizufUhren, so werden die fehlerhaften Proteine degradiert. Hierzu werden sie zunéchst

aus dem ER heraustransportiert und dann Uber das Proteasom, welches mit dem ER eng
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assoziiert ist, abgebaut. Bei diesem Vorgang spricht man deshalb von ER-assoziierter
Degradation (ERAD) [100]. Bis zu 70% aller Epo-Rezeptoren beispielsweise sollen Uber

diesen Mechanismus abgebaut werden [102].
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Abbildung 6: Schema der Prozesserung und der zelluldren Trandokation von
Transmembranproteinen. Die verschiedenen zelluldren Kompartimente sind dargestellt. Prozesse, die
sich positiv auf die Oberfldchenexpression von Transmembranproteinen auswirken, sind in griiner Farbe,
Prozesse, die sich negativ auswirken, in roter Farbe gekennzeichnet. Gestrichelte Pfeile représentieren
den sogenannten default pathway. Geschwungene Blockpfeile symbolisieren Degradationsprozesse.
COP-haltige Vesikel sind gepunktet dargestellt, Clathrin-haltige VVesikel mit fetter, durchgezogener Linie.
Die gestrichelte Linie trennt Zellkompartimente, in denen Endo H-sensitive Proteine vorliegen, von
solchen, in denen Endo H-resistente Proteine lokalisiert sind. In dem Kasten sind Signale
zusammengefasst, welche die Lokalisation von Transmembranproteinen beeinflussen kdnnen. Bei allen
Signalen handelt es sich um Seguenzen/Determinanten aus der zytoplasmatischen Region von
Transmembranproteinen. ER: Endoplasmatisches Retikulum, TGN: Trans-Golgi-Netzwerk. Modell
erstellt nach [100, 104-106].

Vom ER aus gelangen die Proteine tber COPII-haltige Transportvesikel zundchst in das cis-

Golgi-Kompartiment. Wahrend manche Studien davon ausgehen, dass ale Trans

membranproteine, sofern sie nicht Uber spezifische Signale im ER zurlickgehalten werden,

automatisch, und zwar tber den sogenannten default pathway, vom ER zum Golgi-Kompar-

timent weitertransportiert werden, mehren sich die Anzeichen dafr, dass bestimmte ER-Exit-

Signale fur einen effizienten ER-Golgi-Transport sorgen [104, 105]. Hierbei handelt es sich

beispielsweise um DXE-&hnliche Signale in den zytoplasmatischen Bereichen der zu trans-
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portierenden Proteine [107-109]. Besitzen Proteine ein ER-Retrieval-Signal, so werden sie
vom cis-Golgi aus zurtick zum ER transportiert, diesen Prozess bezeichnet man auch als re-

trograden Transport [100].

Nachdem die Transmembranproteine den gesamten Golgi-Apparat durchschritten haben,
werden sie schliefdlich vom Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) aus zu den jeweiligen Zielorten,
z.B. zur Zellmembran oder zum Lysosom transportiert. Wahrend der Transport zwischen ER
und Golgi in COP-ummantelten Vesikeln erfolgt, findet der Transport zwischen dem TGN
und Lysosom in Clathrin-haltigen Vesikeln statt. Transportprozesse in COP- oder Clathrin-
haltigen Vesikeln kénnen Uber spezifische kurze, lineare Aminosduremotive, z.B. Dilysin-

bzw. Dileucin-Signale, reguliert werden [104, 105].

Die Anzahl der Proteine an der Zellmembran kann auch durch Endozytoseprozesse reguliert
werden. Der EGFR beispielsweise wird stimulationsabhéngig internalisiert. Internalisierte
Rezeptoren konnen zum Lysosom transportiert und dort degradiert oder zurtck zur
Zellmembran transportiert werden, im letzteren Fall spricht man von ,, Rezeptor-Recycling*
[106, 110]. Neben der Liganden-abhéngigen Internalisierung wurde auch die konstitutive
Rezeptorinternalisierung beschrieben. Beispiele hierfir sind der LIFR und gpl30. Beide
besitzen in ihren jewelligen zytoplasmatischen Rezeptorbereichen Dileucin-Motive, welche
die kondtitutive Internaliserung vermitteln [111-114]; die Wirksamkeit des
Internalisierungssignals kann jedoch durch die induzierbare Serinphosphorylierung dieser
Rezeptoren beeinflusst werden [115, 116]. Im OSMR konnte bislang noch kein funktionales

Internalisierungssignal identifiziert werden.

Neben den bekannten Internalisierungssequenzen kann auch die Mono-Ubiquitinylierung von
Rezeptorketten eine effiziente Internalisierung einleiten, oftmals gefolgt von lysosomaler
Degradation [117]. Somit spielt die Ubiquitinylierung von Proteinen nicht nur beim
proteasomalen Abbau, sondern auch beim lysosomalen Abbau von Proteinen eine Rolle.
Tatsachlich weisen eine Anzahl von Proteinen, welche an Internalisierung und lysosomalem
Targeting beteiligt sind, ein sogenanntes UIM-Motiv (ubiquitin interacting motif) auf, tber
das sie mit Monoubiquitinylierten-Proteinen interagieren konnen [118-120].

Transmembranproteine werden im Laufe der Prozessierung sowohl im ER a's auch im Golgi-
Apparat durch Anhangen spezifischer Zuckerreste modifiziert. Im ER erfolgt zunéchst die
Ubertragung eines Oligosaccharids, welches aus N-Acetylglukosamin, Glukose und Mannose
besteht, auf die Amino-Seitengruppe spezifischer Asparaginreste (innerhalb des sog.
»Sequons’ Asn-X-Ser/Thr) durch Knupfen einer N-glykosidischen Bindung. Noch im ER
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erfolgt durch spezifische Enzyme das Entfernen terminaler Mannose- und Glukose-K etten
[121]. Manche Studien gehen davon aus, dass dieses , Trimmen* bel ungenligend gefalteten
Proteinen ein Signal fur ER-assoziierte Degradation darstellen konnte [121, 122]. Im Golgi-
Apparat werden weitere Mannose-Zucker entfernt und stattdessen andere Zuckerreste, z.B.
Galaktose und Sialinsdure Ubertragen. Somit lassen sich Glykoproteine aufgrund ihrer
Glykosylierung in unvollstdndig prozessierte (= Mannose-reiche Glykosylierung) und
vollstandig prozessierte (komplexe Glykosylierung) Glykoproteine einteilen [121]. Die
Tatsache, dass Proteine mit Mannose-reicher Glykosylierung sensitiv fur, Proteine mit
komplexer Glykosylierung aber resistent gegen enen Verdau mit dem Enzym
Endoglykosidase H sind, macht man sich zunutze, um den Prozessierungsgrad von

Transmembranproteinen biochemisch nachzuwei sen.

1.7 Die Expression funktionaler Rezeptor/Jak-Komplexe

Um signaliseren zu konnen, missen Zytokinrezeptoren nicht nur effizient an der
Zelloberflache exprimiert werden, sondern zusétzlich noch Uber eine assoziierte Januskinase
verfugen. Dartber, wie und ob dieser Vorgang innerhalb der Zelle reguliert wird, ist bisher
relativ wenig bekannt. Die Tatsache, dass eine ER-Lokalisation der Januskinase Jak2
beschrieben wurde [123], konnte darauf hindeuten dass die Assoziation von EpoR und Jak2
schon relativ frih wahrend der Rezeptorprozessierung stattfinden konnte. Zum anderen gibt
es interessante Befunde, die darauf hindeuten, dass der Januskinase Tyk2 eine Rolle bei der
Regulation der Expression der Interferon-a-Rezeprtorkettel (IFNAR1) zukommt. So ist die
Gesamtexpression der endogenen IFNARI1-Kette in Tyk2-defizienten Fibrosarkomzellen
gegenuber den Parentalzellen deutlich reduziert - ein Effekt, der durch Expression von Tyk2
in diesen Zellen riickgangig gemacht werden konnte [124]. Wie genau Tyk2 die Expression
des IFNARL reguliert, wurde bisher jedoch noch nicht geklart. Da in Zellen von Tyk2-
defizienten Mausen ein ahnlicher Effekt nicht beobachtet werden konnte [125, 126], besteht
zudem die Mdaglichkeit, dass es sich hier um einen Spezies-spezifischen Mechanismus
handelt.
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1.8 Aufgabenstellung

In eigenen friheren Untersuchungen wurde mit Hilfe chiméarer Rezeptoren die
Signaltransduktion Uber den humanen OSMR eingehend anaysiert. Im Laufe dieser
Untersuchungen stellte sich heraus, dass der humane OSMR gegentiber dem LIFR und gp130
nicht nur beztglich der Signaltransduktion einige Besonderheiten aufweist [56]. Die OSMR-
Chimére wurde auch sehr viel schlechter exprimiert als die analoge gpl30- oder LIFR-
Chimére [127], was mit einer deutlich schlechteren Oberflachenexpression dieses Konstrukts
korrelierte. Mehrere C-terminal deletierten OSMR-Konstrukte wiesen zwar eine deutlich
erhdhte Gesamtexpression auf, unterschieden sich aber in Bezug auf ihre
Oberflachenexpression kaum von dem schlechter exprimierten Ausgangskonstrukt voller
Lénge [127]. Demgegenlber deuteten einzelne Versuche Uberraschenderweise darauf hin,
dass sich die Oberflachenexpression des OSMR steigern lief3, wenn zusétzlich die Januskinase
Jakl koexprimiert wurde. Diese beiden Befunde konnten darauf hindeuten, dass die
Expression des OSMR - dhnlich wie dies fur die IFNAR1-Kette vermutet wird - evtl. durch
die assoziierte Januskinase Jak1 reguliert wird. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, zunéchst die
ersten Befunde durch eingehendere Versuche zu verifizieren und gegebenenfalls im Weiteren

zu klaren, welche Mechanismen dieser Regulation zugrunde liegen kénnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in p.A.-Qualitét eingesetzt und von den Firmen AGS, BioRad,
Boehringer Mannheim bzw. Roche, Fluka, Merck, New England Biolabs, Pharmacia, Qiagen,
Sigma und Whatman bezogen. In der Methodenbeschreibung wird naher auf die verwendeten

Chemikalien eingegangen.

2.1.2 Puffer und Medien

Alle Puffer und Medien wurden in wassriger Losung (Qualitdt: Millipore) angesetzt. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien wird in der Methodenbeschreibung

naher erldutert.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen DuPont, Eppendorf,

Millipore, Sartorius, Serva, Sigma und Whatman.

2.1.4 Enzyme

Folgende Enzyme wurden gemal} Herstellerangaben eingesetzt:

T4-DNA-Ligase (Boehringer)

Tag DNA-Polymerase (Hybaid)
Alkalische Phosphatase (Boehringer)
Endoglykosidase H (Boehringer)

Restriktionsendonucleasen wurden von den Firmen AGS, Boehringer Mannheim und New
England Biolabs bezogen und nach Herstelleranleitung verwendet.

2.1.5 Bakterienstamm

JM83 zur Klonierung verwendeter E. coli-Stamm
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2.1.6 Eukaryontische Zelllinien

COSs-7 adharent wachsende Nierenzellen der griinen Meerkatze
3T3 adharent wachsende murine Fibroblastenzelllinie
Hel a Humane Zervix-Karzinomzellen

2fTGH, U4A, 2C4, U4C  humane Fibrosarkomzelllinien, freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Dr. |. M. Kerr, London

2.1.7 LoOsungen fur die Zellkultur

DMEM-Flssigmedium mit 4,5 g Glukose/l (Gibco)
FKS; mycoplasmenfreies fotales Ké berserum (Seromed)
Penicillin / Streptomycin (Gibco)

Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%) —L6sung (Biochrom)

2.1.8 Zytokine

IL-6 rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al.
(1991) [128] hergestellt und freundlicherweise von A. Kister und B. Scherag

zur Verfigung gestellt. Die spezifische Aktivitét betrug 2x106 BSF2 (B-cdll
stimulatory factor-2) U/mg Protein.

sIL-6R |6slicher humaner |L-6-Rezeptor wurde wie beschrieben prépariert [129] und
von A. Kuster und W. Frisch freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

OSM humanes OSM wurden von der Firma Cell Concepts bezogen.

2.1.9 Antikorper

Die Sekundérantikorper wurden von den Firmen Dianova und DAKO bezogen. Die
eingesetzten ErstantikOrper stammen von den Firmen Santa Cruz Biotechnology, Sigma,
MoBiTec, Upstate, Transduction Laboratories und Cell Signaling (siehe Liste).



Material und Methoden 17
Antikor per Hergestellt in Bezogen von Eingesetzt fur
R-PE-konj. anti-Maus (Fab’), Ziege Dianova FACS
Fragment
R-PE-konj. anti-Ratte (Fab), Ziege Dianova FACS
Fragment
HRP-konj. anti-Kaninchen polyklonal Ziege DAKO WB
HRP-konj. anti Maus polyklonal Ziege DAKO WB
HRP-konj. anti-Ziege polyklonal Kaninchen DAKO WB
FITC-konj. anti-Maus polyklonal Kaninchen DAKO IF
TRITC-konj. anti-Maus polyklonal Kaninchen DAKO IF
FITC-kon;. anti-Ziege polyklonal Kaninchen DAKO IF
anti IL3/IL5/GMCSFRb (S-16)  monoklonal Maus Santa Cruz FACS, IP; IF
anti OSMR (AN-A2) monoklonal Maus Santa Cruz FACS
anti LIFR monoklonal Maus FACS
anti gp130 (BP-4) monoklonal Maus FACS, WB
anti HLA | monoklonal Maus Sigma FACS
anti mur OSMR monoklonal Ratte MBL FACS
anti mur gp130 monoklonal Ratte MBL FACS
anti LIFR (C-19) polyklonal Kaninchen Santa Cruz WB
anti IL5Rb (N-20) polyklonal Kaninchen Santa Cruz WB
anti JAK1 polyklonal Kaninchen A. Ziemecki WwB
anti JAK1 (HR-785) polyklonal Kaninchen Santa Cruz WB
anti JAK2 polyklonal Kaninchen Upstate WB, IP
anti Jak2 (C-20) polyklonal Kaninchen Santa Cruz WB
anti Jak3 (C-21) polyklonal Kaninchen Santa Cuz WB
anti TYK?2 monoklonal Maus Transduction WB, IP
Laboratories
anti Tec (M-20) polyklonal Ziege Santa Cruz WB
anti pY 99 monoklonal Maus Santa Cruz WB
anti pY-Stat3 polyklonal Kaninchen Cell signaling WB
anti pY-Statl polyklonal Kaninchen Cell signaling WB
anti STAT1 monoklonal Maus Transduction WB
Laboratories
anti STAT3 monoklonal Maus Transduction WB
Laboratories
anti pERK 1/2 polyklonal Kaninchen Cdll signaling WB
anti ERK1/2 polyklonal Kaninchen Cdll signaling WB
anti Shc polyklonal Kaninchen Transduction WB
Laboratories
anti Lamp-1 (C-20) polyklonal Ziege Santa Cruz IF

2.1.10 Vektoren und rekombinante Plasmide

Vektor

QD pSVL
2 pSVLDEcoRI
(3) pCAGGS

(4  pRK5-Jakl

transiente Expression von Rezeptoren in COS-7-Zellen
(SV-40-Promotor)

Auf (1) basierendes Konstrukt, in welchem eine EcoRI-
Schnittstelle deletiert wurde.

transiente Expression von Rezeptoren in 3T3-Fibroblasten,
Hel a Zervix-Karzinomzellen (CMV-Promotor)

Expressionsvektor fur murines Jak1 (CMV-Promotor)

bezogen (erstellt)

von
Pharmacia

U. Horsten
Pharmacia

I. Kerr, J. N. Ihle
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(5) pRK5-JAK1-KE  Auf (4) basierendes Konstrukt, indem das Lysin 907 gegen I. Kerr, J. N. Ihle
Glutamat ausgetauscht wurde
(6) pRK5-JAK2 Expressionsvektor fur JAK2 (CMV-Promotor) I. Kerr, J. N. Ihle
@) pSVL-TYK2 Auf (2) basierender Expressionsvektor fur TYK2 H. Schmitz-Van de Leur
(8) pcDNA-Jak3 Expressionsvektor fur Jak3 (CMV-Promotor) I. Kerr
9 pSR a Tec Expressionsplasmid fur Tec-Kinase H. Mano
(10)  pSVL-gpl30 Auf (2) basierendes Expressionsplasmid fur humanes I. Behrmann
gp130
(11) pDCLIFR Expressionsvektor fur den humanen LIFR I. Kerr
(120 pDCOSMR Expressionsvektor fur den humanen OSMR H. Gascan
(13) pSVL- Auf (10) basierendes Expressionsplasmid fur ein chiméres I. Behrmann/ H.
IL5Rb/gp130 Rezeptorkonstrukt bestehend aus der Extrazellularregion  Schmitz-Van de Leur
des IL-5Rb und der Transmembran (TM)- und
zytoplasmatischen Region (zyt) des gp130
(14) pSVL- Auf (13) basierendes Konstrukt, in dem der I. Behrmann/ H.
IL5Rb/gp130Dzyt zytoplasmatische Bereich des gp130 deletiert wurde Schmitz-Van de Leur
(15) pSvL- Auf (13) basierendes Konstrukt, das nach der Box2- C. Janzen
IL5Rb/gp130B1/2 Region von gp130 endet
(16) pSVL- Auf (13) basierendes Konstrukt, in demim I. Behrmann/ H.
IL5Rb/gp130 mut  membranproximalen, intrazelluléren Bereich des gpl130 Schmitz-Van de Leur
BspTl eine BspTl-Schnittstelle eingefiigt wurde, hierdurch wurde
zusétzlich die Aminosdure Isoleucin XXX durch Leucin
ersetzt
17y pSVL- Auf (13) und (11) basierendes Konstrukt, in dem der TM- I. Behrmann/ H.
IL5Rb/LIFR und Intrazellulérbereich von gp130 durch den Schmitz-Van de Leur
entsprechenden Bereich des humanen LIFR ersetzt wurden
(18) pSvL- Auf (13) basierendes Konstrukt, in dem der TM- und Eigene Vorarbeiten
IL5Rb/OSMR Intrazellul&rbereich von gpl30 durch den entsprechenden
Bereich des humanen OSMR ersetzt wurden; dieser
Bereich wurde tUiber RT-PCR generiert
(19) pSvL- Auf (18) basierendes Konstrukt, in dem Uber PCR ein Eigene Vorarbeiten
IL5Rb/OSMR- Stopkodon nach der Aminosdure XXX eingefiigt wurde
Stopl
(20)  pSVL- Auf (18) basierendes Konstrukt, in dem Uber PCR ein Eigene Vorarbeiten
IL5Rb/OSMR- Stopkodon nach der Aminosédure XXX eingefiigt wurde
Stop4
(21) pSVL-Jak1 Auf (4) basierendes pSVL-Konstrukt Claude Haan
(22) pSVL-Jak1 Auf (21) basierendes Konstrukt, indem das Tyr 107 gegen Claude Haan
Y107A Alanin ausgetauscht wurde
(23) pSvL-Jakil Auf (21) basierendes Konstrukt, indem das Leucin 80 und Claude Haan
L8OAYS81A das Tyr 81 gegen Alanin ausgetauscht wurden
(24) pER-CFP Expressionsplasmid fir ER-Markerprotein Clontech
(25) pGolgi-CFP Expressionsplasmid fir Golgi-Markerprotein Clontech
(26) pME18S Expressionskonstrukt fur den murinen OSMR M. Tanaka

mOSMR



Material und Methoden 19

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht und Lagerung von Bakterienkulturen

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in modifiziertem Luria-Bertani (LB)-Medium mit
1 mM MgSO, und 10 mM Tris/HCI (pH 8) in Gegenwart von 100 ug Ampicillin/ml in einem
Schittelinkubator bel 200 upm bzw. auf LB-Agar (1,5%) be 37°C. Eine dauerhafte
Aufbewahrung erfolgte bei -80°C in LB-Medium mit 15% Glycerin.

2.2.2 lIsolierung von Plasmid-DNA im gro3en Mal3stab

Plasmid-DNA im prgparativen Maldstab (50-500 pg) wurde mit Hilfe des Maxi-
Plasmidpraparationskits (Qiagen) nach Herstelleranleitung isoliert.

2.2.3 Quantitative Bestimmung von Nukleinséuren

Die quantitative Bestimmung der DNA-Menge erfolgte photometrisch in einem UV-
Spektrometer (Pharmacia) Uber die Extinktion bel 260 nm (E260). E260 = 1,0 entspricht einer
DNA-Menge von 50 pg doppelstrangiger DNA. Die Reinheit der Nukleinsiurepréparationen
wurde mit Hilfe der Extinktion bel 280 nm (E280) ermittelt; der Quotient E260:E280 sollte
bei 1,8 - 2,0 liegen.

2.2.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach den Angaben der Enzymhersteller. Die
Inkubationszeiten betrugen bei préparativen Ansdtzen 3 h. Fir einen anaytischen Verdau

wurden 0,5 bis 1 pug DNA, fur eine praparative Restriktion bis zu 3 ug DNA eingesetzt.

2.2.5 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Die zur Dephosphorylierung eingesetzte alkalische Phosphatase spaltet in einem pH-Bereich
von 9,5 - 10,5 spezifisch die 5 -Phosphatgruppen von DNA ab; Phosphodiesterbindungen
innerhalb von Nucleinséduremolekilen werden nicht hydrolysiert. Somit l&sst sich die
Religation eines linearisierten Vektors verhindern. 100-200 ng DNA wurden mit 1 U
alkalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) 1 Stunde bel 37°C nach Herstellerangaben
inkubiert. Die Abtrennung des Enzyms erfolgte anschlief3end tUber Phenolextraktion [130].
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2.2.6 Auftrennung von Nukleinsduren durch Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente der hier vorkommenden Langen lassen sich in 1 bis 2 % (w/v) Agarosegelen
(SEAKEM LE Agarose, Biozym) der Grof3e nach auftrennen. Die Elektrophorese erfolgte in
Horizontalgelapparaturen bel einer Spannung von 100 V in TAE-Puffer [130]. Als
Grolenstandard diente die 1Kb-Leiter (Gibco). Zugabe von Ethidiumbromid in das Gel und
zum TAE-Puffer ermoglichte das Sichtbarmachen der DNA auf einem UV-Leuchttisch
(I =366nm). Zur Dokumentation diente ein Gel print 2000i-Gerat (MWG Biotech).

2.2.7 lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Auftrennung durch Gelelektrophorese erfolgte die Isolierung der bendtigten DNA-
Fragmente aus dem Gel mittels Qiaex (Qiagen). Dazu wurde die gewlinschte DNA-Bande aus
dem Gel ausgeschnitten, die DNA laut Herstellerangaben isoliert und schlief3lich in 20 - 50 pl

H,0 aufgenommen.

2.2.8 Ligation von DNA

DNA-Fragmente kénnen in Gegenwart von ATP durch die T4-DNA-Ligase (AGS) verknipft
werden. Es wurden 10-50 ng Vektor und ein 2-5-facher molarer Uberschuss des in den Vektor
zu inserierenden DNA-Fragmentes eingesetzt. Der linearisierte Vektor wurde vor der Ligation
dephosphoryliert. Die Ligationen wurden 2 Stunden lang bei 37 °C oder Uber Nacht bei
Raumtemperatur nach Herstellerangaben durchgefuihrt.

2.2.9 Transformation kompetenter E. coli

Die Herstellung kompetenter E. coli erfolgte wie beschrieben [130]. Zu den Ligationsansétzen
wurden 50 - 80 pl kompetenter E. coli pipettiert. Der Ansatz wurde gemischt, 30 min auf Eis
und danach 1 - 2 min bei 42°C inkubiert und wiederum fur ca. 2 min auf Eis gestellt. Nun
wurde 1 ml LB-Medium zugegeben, und die Bakterien wurden 30 - 45 min bei 37°C
geschiittelt. Die Bakterien wurden kurz abzentrifugiert und der Grofteil des Uberstands
verworfen. Etwa 80 pl Bakteriensuspension wurden auf LB/Amp-Platten ausplattiert und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.10 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab

2 ml LB/Amp-Medium wurden mit einzeln wachsenden Bakterienkolonien angeimpft und bei
37°C geschiittelt, bis eine erkennbare Tribung eingetreten war. Etwa 1,5 ml der Suspension
wurden abgenommen, 10 sec zentrifugiert, und der Uberstand wurde verworfen. Aus dem
Bakterienpellet wurde die DNA mit dem Miniprep-Kit von Qiagen nach Herstellerangaben
isoliert und in 50 pl Merck-H,O aufgenommen.

2.2.11 Automatische DNA-Sequenzierung

Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf dem Einbau fluoreszenzmarkierter
Didesoxynukleotide in ein DNA-Molekdl durch Polymerasereaktion und der anschlief3enden
Anregung und Detektion der nach ihrer Grofde aufgetrennten 3'-fluoreszensmarkierten
Produkte. Die Sequenzierung erfolgte mit einem ABIlprism Sequenzierer Modell 310
(Applied Biosystems). Zur Préparation der DNA-Proben wurde das PRISM Ready Reaction
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) nach Herstellerangaben

verwendet.

2.2.12 Herstellung von pSVL-Expressionsplasmiden fur Jak2 und Jak3

Uber einen EcoRI-Verdau wurde die DNA fir Jak2 bzw. fir Jak3 aus den Konstrukten pRK 5-
Jak2 (Vektor (6)) bzw. pcDNA-Jak3 (8) herausgeschnitten, im Fall von Jak2 wurde hierflr
ein partieller Verdau durchgefihrt. Der Vektor pSVL (2) wurde mit EcoRI getffnet, und das

jeweilige Insert eingeflgt.

2.2.13 Herstellung von pSVL bzw. pCAGGS-Expressionsplasmiden fir den
humanen bzw. murinen OSMR

Insertion der cDNA des humanen OSMR in den pSVL- bzw. pCAGGS-Vektor
Uber einen Xhol/Bglll-Verdau wurde die DNA des humanen OSMR aus dem

Expressionsvektor pDC-OSMR (12) herausgeschnitten. Diese DNA wurde in Xhol/BamHI-
geschnittenen Leervektor pSVL (2) bzw. in Xhol/Bglll-geschnittenen Leervektor pPCAGGS
(3) enligiert.
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Insertion der cDNA des murinen OSMR in den pSVL-Vektor
Der Expressionsvektor pME18S-mOSMR wurde mit dem Restriktionsenzym Notl getffnet
und die durch den Verdau entstandenen Uberhéngenden Enden aufgefiillt. Durch einen
zusétzlichen Restriktionsverdau mit EcoRlI wurde die DNA des murinen OSMR
herausgeschnitten, dieses DNA-Fragment wurde in den mit EcoRI/Smal-gedffneten Vektor
pSVL(2) eingefligt.

2.2.14 Herstellung vor chimaren Rezeptorkonstrukten

Zur Einfihrung der Punkt- und Deletionsmutationen in den zytoplasmatischen Bereich des
OSMR wurden Standard-Klonierungstechniken eingesetzt [130, 131]. Die verschiedenen
Konstrukte wurden folgendermal3en hergestellt:

Herstellung der verkirzten OSMR-Chiméaren bOst5, bOst6, bODcyt sowie der
Chiméaren bORmu und bOst4mu
Um verschiedene C-terminale Deletionsmutanten des OSMR herzustellen, wurden PCR-
Reaktionen ausgehend von IL-5Rb/OR as Matrizen-DNA durchgefilhrt. Uber den sense
Primer wurde jeweils eine EcoRI-Schnittstelle eingefuigt, Uber die verschiedenen reverse
Primer jeweils ein Stopcodon sowie eine BamHI-Schnittstelle. Somit lief3en sich verschieden
lange DNA-Fragmente generieren, die jeweils durch EcoRI/BamHI-Schnittstellen begrenzt
waren. Diese Fragmente konnten in die Expressionsvektoren fur IL-5Rb-Konstrukte eingeflgt
werden. Die chiméren Konstrukte bORmu sowie bOst4mu wurde analog zu den bereits
existierenden humanen Konstrukten bOR und bOst4 hergestellt. Dazu wurde mit Hilfe
geeigneter Oligonukleotide die cDNA des Transmembran- sowie des intrazelluldren Bereichs
des murinen OSMR Uber PCR amplifiziert, wobei das Plasmid pSVL-OSMRmu als Matrize
eingesetzt wurde.

Herstellung der Konstrukts b130DcytORBox1/2mu bzw. b130DcytORBox1/2hu
Aus dem Expressionskonstrukt pSVL-IL-5Rb/gp130mutBspTl wurde dber einen
BspTI/EcoRlI-Restriktionsverdau die DNA fur den intrazellul&ren Bereich des humanen
gp130 entfernt. Uber entsprechende Primer wurde der Box1/2-Bereich des humanen bzw. des
murinen OSMR mittels PCR amplifiziert, wobel die jeweiligen pSVL-Expressionsvektoren
als Matrize dienten. Uber den sense Primer wurde jeweils eine BspTI-Schnittstelle, tber den
reverse Primer eine EcoRI-Schnittstelle eingefigt. Die PCR-Fragmente wurden mit

BspTI/EcoRI verdaut und in den Vektor einligiert.



Material und Methoden 23

Herstellung der Deletionskonstrukte bOst1DBox1l, bOst1DI, bOst4DI, der
Punktmutanten bOstimutBox1, bOst1-K Kmut, bOR-AA, bOst1-AA, bOst1-3AA, bOR-
E-K, bOst4 E-K, bOst4 F-S, bOst4 LI11-L I sowie des Fusionskonstruktes bOst4hu-Imur

Ausgehend von dem Ausgangskonstrukt bOR wurden Uber Fusions-PCR zuné&chst chimére
Konstrukte voller Lange mit den jeweiligen Mutationen/Deletionen/I nsertionen hergestellt. In
einem weiteren PCR-Schritt wurden sodann tber geeignete Oligos, wie oben beschrieben, die
jeweiligen verklrzten Rezeptorchiméren generiert. In alen Félen wurden Uber die
flankierenden Primer jewells eine EcoRI und eine BamHI-Schnittstelle in die PCR-Produkte
eingefligt, so dass diese in einen entsprechend verdauten pSVL-IL-5Rb-Expressionsvektor

eingefugt werden konnten.

Herstellung des Konstrukts bOst4DBox1 und bOst4hu-B2mu

Die Herstellung des Konstruktes bOst4DBox1 erfolgte in zwei Schritten: Uber eine PCR
wurde zuné&chst Uber einen entsprechenden reverse Primer Oligo der Interbox1/2-Bereich des
humanen OSMR an das bei der PCR-Reaktion as Matrize dienende Ausgangskonstrukt
bODcyt fusioniert. In einer weiteren PCR wurde an dieses Konstrukt die Box2-Region des
humanen OSMR angehangt. Das schliefdlich entstandene PCR-Fragment enthielt analog zu
den anderen Konstrukten eine EcoRl sowie eine einem Stopcodon folgende BamHI-
Schnittstelle, Gber welche die DNA in den entsprechend geschnittenen pSVL-IL5Rb-
Expressionsvektor einligiert werden konnte. Analog dazu wurde das Konstrukt bOst4hu-
B2mu hergestellt. Hier diente das Konstrukt bOst4hu als Matrize fur die PCR-Reaktion, in
diesem Fall wurde Uber den reverse Primer die Box2-Region des murinen OSMR in das
PCR-Produkt eingeflgt.

Herstellung des Konstruktes OSMRDI
Die DNA fir den Extrazellulérbereich des humanen OSMR wurde aus dem pSVL-
Expressionsvektor fur den humanen OSMR uber die Restriktionsenzyme Xhol und Kpn2l
herausgeschnitten und isoliert. Das Uber Fusions-PCR hergestellte Konstrukt bORDI wurde
mit denselben Restriktionsenzymen verdaut, und das Insert einligiert.

Herstellung der GFP-markierten Rezeptorkonstrukte OR-GFP, ORDI-GFP,
bOst4-GFP, bOst4-AA-GFP und bOst4-3AA-GFP
Als Ausgangskonstrukt aller GFP-markierten Konstrukte diente das gp130-Konstrukt pSVL-
gpl30BstEII-GFP. Aus diesem Konstrukt wurde zundchst (ber die EcoRI/BamHI-
Schnittstellen das analoge chimére Konstrukt pSVL-IL-5Rb/gpl30BstEll-GFP hergestellt.
Uber einen Verdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BstEll wurde aus diesem
Konstrukt die DNA fur den TM- und intrazellularen Bereich von gp130 entfernt. Uber PCR
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wurde die cDNAs des Transmembranbereich sowie des intrazelluldren Bereichs des humanen
OSMR amplifiziert, wobei das Konstrukt pSVL-bOR als Matrizen-DNA diente. Fur die
Konstrukte bOst4-GFP, bOst4-AA-GFP und bOst4-3AA-GFP  wurde aufgrund des
eingesetzten reverse Primers nur die dem TM- sowie dem Box1/2-Bereich des OSMR
entsprechende c-DNA amplifiziert, hier dienten zusétzlich die Konstrukte pSVL-bOR-AA
bzw. pSVL-bOR-3AA als Matrize. Uber die verwendeten Oligonukleotide wurden in allen
Fallen eine EcoRlI- sowie eine BstEIl-Schnittstelle sowie ein Stopcodon in die PCR-Produkte
eingefugt. Die EcoRI/BstEll-verdauten PCR-Produkte konnten somit in den Vektor eingefligt
werden. Das entstandene pSVL-Konstrukt bOR-GFP wurde mit den Restriktionsenzymen
Xhol und Mscl verdaut, wodurch die DNA fir den IL5Rb-Extrazellulérbereich sowie den
Box1- und Interbox1/2-Bereich des chimaren Konstruktes entfernt wurde. Aus den Vektoren
pSVL-OR und pSVL-ORDI wurde Uber einen Xhol/Mscl-Verdau jeweils die DNA fir den
OSMR-Extrazel lularbereich sowie fur den Box1- und Interbox1/2-Bereich isoliert und in den

Vektor einligiert.

2.3 Kultivierung und Transfektion von Zellen

2.3.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Die Saugerzellen wurden in DMEM kultiviert. Den Medien wurden 10% FKS sowie 60 mg
Penicillin/l und 100 mg Streptomycin/l zugesetzt. Die Zellen wurden bel 37°C in einer
wassergesdttigten Atmosphéare bei 5% CO, inkubiert. Zur Subkultivierung wurden adhérent
wachsende Zellen nach Waschen mit PBS (200 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 8 mM NaHPOy4; 1,5
mM KH,PO,) mittels Trypsin/EDTA-L6sung von den Kulturschalen abgelost. Fir die
Langzeitlagerung wurden die eukaryontischen Zellen in Kulturmedium nach Zusatz von 10%
DM SO bei —80 °C eingefroren und bel -196°C in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.3.2 Transfektion von COS-7-Zellen

Pro Transfektion wurde 1 kleine Zellkulturflasche 80-90% konfluenter Zellen eingesetzt.
Jewells 2-4 ug DNA wurden in einem Falconrdhrchen mit 2,5 ml DMEM-Medium ohne FKS
gemischt. Es wurden 2 Oul DEAE/Dextran (50 mg/ml) sowie 2 pl Chloroquin (100 mM)
zugegeben und erneut gut gemischt. Die zu transfizierenden Zellen wurden einmal mit PBS

gewaschen und fur etwa 70-90 min mit der TransfektionslGsung inkubiert, wobei der Deckel
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der Zellkulturflaschen fest verschlossen war, um einen Gasaustausch mit der Umgebung zu
vermeiden. Im Anschluss wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 1 min mit PBS/10% DM SO
geschockt, erneut grindlich mit PBS gewaschen und in normalem COS-7-Medium inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen je nach Bedarf passagiert und nach weiteren 24 h
geerntet. Alternativ wurden 70-80% konfluente Zellen auf 10 cm-Zellkulturschalen mit

Fugene gemal3 den Herstellerangaben transfiziert.

2.3.3 Transfektion von HelLa-, 3T3- und U4A/U4C-Zellen

Zu 60-70%iger Konfluenz gewachsene HeLLA- bzw. U4A- oder U4C-Zellen wurden auf 6 cm
Zellkulturplatten mit Superfekt gemal3 den Herstellerangaben transfiziert, wobel 2-4ug DNA
eingesetzt wurden. 3T3-Fibroblasten wurden mit Fugene transfiziert. Wenn nicht anders
angegeben, wurden pCAGGS-Expressionsvektoren des humanen OSMR und pRK5-

Expressions-Vektoren fir Januskinasen eingesetzt.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Nachweis der Oberflachenexpression von Transmembranproteinen
mittels Durchflusszytometrie

48 h nach Transfektion der Zellen wurden diese zweimal gewaschen, mit 3 ml PBS/EDTA
(10mM) fir 10-15 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert, durch Pipettieren von den Platten
abgelost und in FACS-Rohrchen aliquotiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden in 100 pl Waschpuffer (PBS 5% FKS; 0,1%
Na-Azid) mit/ohne Erstantikrper (1:100) resuspendiert und fir 20-30 min auf Eis inkubiert.
Zellen wurden mit 3 ml Waschpuffer gewaschen, in 100 pl Waschpuffer mit 1:100
verdinntem PE-konjugierten Zweitantikorper resuspendiert und 20 - 30 min in Dunkelheit bei
4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in 300 pl Waschpuffer
resuspendiert. Die Messung erfolgte am FACSCalibur von Becton Dickinson und die Aus-
wertung der Messungen mit der Cellquest-Software.
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2.4.2 Nachweis der zellularen Lokalisation von Proteinen Uber
Immunfluoreszenz

Auf Deckglaschen passagierte transfizierte COS-7-Zellen wurden zweimal mit PBS++ (1 mM
MgCl,; 0,1 mM CaCl, in PBS) gewaschen, 20 min in 2-3% Paraformadehyd bei
Raumtemperatur fixiert und 5 min mit 50 mM NH4Cl behandelt. Zellen wurden 30 min mit
Blockingpuffer (PBS++; 1% BSA) und 30 min in Erstantikorperldsung (1:100 in PBSt++; 0,2
% BSA) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS++/ 0,2% BSA wurden Zellen mit
FITC- oder TRITC-konjugiertem Zweitantikorper (1:100) fur 30 min inkubiert. Nach
erneutem Waschen wurde bei Bedarf eine zweite Farbung wie beschrieben durchgefiihrt.
Nach Abschluss aler Antikorperinkubationen wurden die Deckglaschen mit Mowiol auf den
Objekttragern fixiert. Zur Kolokalisationsstudie GFP-markierter Rezeptoren wurden Zellen
vor der Fixierung in Paraformaldehyd 2h mit Lysotracker ™ inkubiert. In diesem Fall
unterblieb eine weitere Anfarbung von Proteinen mit Antikorpern. Die Auswertung der

L okalisationsstudien erfolgte am Laserscanning-Mikroskop LSM 510 von Zeiss.

2.4.3 Nachweis von Proteinen im Zellysat

Herstellen von Zelllysaten

Zellen wurden 24 h nach der letzten Passage zweima mit eiskaltem PBS gewaschen und in
500 pl Lysispuffer (20 mM Tris/HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 10 mM NaF; 1% Triton bzw.
Brij-Detergenz; 1 mM Na-Vanadat; 1 mM PMSF; 5 mg/ml Aprotinin; 5 mg/ml Leupeptin)
von den Zellkulturplatten geschabt. Die Zellen wurden in Eppendorfgefale tberfihrt, 30 min
auf Eis inkubiert, kurz gevortext und bei 13000 upm 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand
(=Lysat) wurde in ein neues Eppendorfgefal tberfihrt und die Proteinmenge des Lysats nach
Bradford bestimmt. Lysate wurden bei —20°C aufbewahrt.

Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Vier Teille Wasser und ein Teil Bradfordreagenz wurden gemischt. Pro Probe wurden in 1 ml
dieses Ansatzes 5 pl der Proteinldsung gegeben und nach kurzem Vortexen fur 5 min bel RT
inkubiert. Die Absorption bei 595 nm wurde gemessen und daraus die Proteinkonzentration
bestimmt, wobei angenommen wurde, dass eine Absorption von 0,063 einer Proteinmenge
von 1 ug entspricht.

SDS Gelelektrophorese
Proteine lassen sich mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE) nach Laemmli ihrer Grof3e nach auftrennen. Dabel liegen die Proteine
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denaturiert vor, durch das angelagerte SDS besitzen sie eine negative Nettoladung, evtl.
vorhandene Disulfidbriicken werden durch das Mercaptoethanol reduziert. Somit ergibt sich
als bestimmender Faktor fur die elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine deren Grolie,
die sich unter diesen Bedingungen etwa proportional zum Molekulargewicht verhalt. Durch
Fokussierung der Proteine im Sammelgel erhdit man in diesem System relativ scharfe
Proteinbanden. Die Elektrophorese erfolgte in einer vertikalen Flachgelkammer von Biometra
nach Herstellerangaben. Als Grol3enstandard diente der Rainbow-Marker (Amersham).

Western Blot

Die PVDF-Membran wurde kurz in Methanol, 5 min in H,O und 15 min in Anodenpuffer |1
(0,025 M Tris;, 20% Methanol) und das Gel 5 min in Kathodenpuffer (0,40 M 6-
Aminohexansdure; 20% Methanol) inkubiert. In einer Blotting-Kammer wurden flnf in
Anodenpuffer 1 (0,025 M Tris, 20 % Methanol) und zwei in Anodenpuffer Il getrankte
Whatman-Filter in Gelgrof3e luftblasenfrei Ubereinander geschichtet, darauf wurden die
PVDF-Membran, das Gel und schliefdlich funf in Kathodenpuffer getrénkte Filter gelegt. Die
Kammer wurde mit 1 kg Gewicht beschwert, und das Blotten erfolgte fur 1 h mit 0,8 mA/cm?,
wobel der Boden der Kammer die Anode und der Deckel die Kathode bildeten. Nach
Beendigung des Blotvorganges wurde die Membranin TBS-N (2,42 g/l Tris-Base; 8 g/l NaCl;
3,8ml/l 1M HCI, pH 7,6; 0,1 % (v/v) Nonidet P-40) bei 4°C gelagert, die Detektion erfolgte
mit dem ECL-System.

ECL-Detektion

Diese Detektionsmethode beruht auf der Markierung der Zweltantikorper mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase. Die Detektionslésung enthélt ein Substrat fur das Enzym, wéhrend
dessen Umsetzung es zu Freisetzung von Licht kommt. Diese Chemilumineszenz kann mit
einem Rontgenfilm detektiert werden. Die Membran wurde zundchst mit 10%igem BSA in
TBS-N fur 10 min auf dem Schittler inkubiert, um frele Bindungsstellen abzuséttigen. Es
wurde zweimal mit TBS-N gewaschen, und der Erstantikorper wurde - verdinnt in TBSN -
zugefugt. Nach 1 h Inkubation wurde mehrmals mit TBS-N gewaschen, der HRP-markierte
Zweitantikorper zugegeben, und die Blots wurden fur /2 h inkubiert. Es wurde, wie oben
beschrieben, gewaschen, die ECL-Detektionslésungen A und B (Amersham) wurden zu
gleichen Teilen gemischt und der Blot fur 1 min im Detektionsgemisch inkubiert. Der Blot
wurde in Folie gewickelt und mit der Proteinseite nach unten auf einen Rontgenfilm gelegt,
der fur wenige sec bis zu 20 min exponiert wurde. Vor weiteren Detektionen wurden die
Membranen in 2% SDS; 100 mM b-Mercaptoethanol in 62,5 mMTrissHCl (pH 6,7)
»gestrippt”.
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2.4.4 Nachweis der Assoziation von Janus-Kinasen an die IL-5Rb-Chiméaren
mittels Koimmunprazipitationen

Durch Koimmunprazipitationen lasst sich die Assoziation von Proteinen, wie z.B. Janus-
Kinasen, an Zytokinrezeptoren nachweisen. Das Prinzip beruht darauf, dass man zunéchst das
zu untersuchende Protein - hier die ILSRb/OSMR-Chiméren - an Sepharose koppelt. Dies
geschieht Uber spezifische Antikorper gegen den Extrazellulérbereich des IL-5Rb, welche
wiederum durch Protein-A an die Sepharose gebunden werden. Die Rezeptoren lassen sich
somit Uber die Sepharose aus dem Zelllysat aufreinigen. Lagen die Rezeptoren im Lysat
wiederum mit anderen Proteinen, z.B. Janus-Kinasen, assoziiert vor, so sollten auch diese
noch an die Sepharose gebunden und damit nachweisbar sein. Fir die
Koimmunprazipitationen wurden transfizierte COS-Zellen in Brij-Lysispuffer lysiert und
Lysate 18 h mit je 1 pg Antikorper gegen den IL-5Rb (S-16) inkubiert. Am néchsten Tag
wurden je 5 mg in Lysispuffer gequollene Protein-A-Sepharose zu den Lysaten pipettiert und
Lysate fir 1-2 h im Uberkopfschiittler inkubiert. Die Sepharose wurde abzentrifugiert,
zweima in Brij-Waschpuffer (entspricht Brij-Lysispuffer, enthdlt aber nur 0,1% Brij)

gewaschen, in 2x Laemmli-Puffer aufgenommen und 5 min bel 95° C denaturiert.

2.4.5 Nachweis des Glykosylierungsstatus von Rezeptorchiméaren mittels
Endoglykosidase H-Verdau

Aus Triton-Lysaten von transient transfizierten COS-Zellen wurden die Rezeptoren wie unter
2.4.4 beschrieben préazipitiert. Die Sepharose wurde einma in Zitratpuffer (200 mM
Natriumzitrat, pH 5,5) gewaschen, in 100 pl Zitratpuffer mit/ohne 5 mU Endoglykosidase H
resuspendiert und fur 18h — 24h bel 37°C im Schittler inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
Sepharose einmal gewaschen, in 2x Laemmlipuffer aufgenommen und bei 94°C denaturiert.
Der Uberstand wurde auf ein 7,5%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach erfolgter Gel-
el ektrophorese wurde geblottet und die Membran mit Antikorpern gegen IL-5Rb detektiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Regulation der OSMR-Oberflachenexpression durch
Januskinasen

3.1.1 Die Koexpression von Jakl erh6ht die Oberflachenexpression des
humanen Oncostatin M-Rezeptors

COS-7 Zelen wurden transient mit Expressionsplasmiden fir den OSMR sowie fir die
Tyrosinkinasen Jak1 oder Tec transfiziert und die Oberflachenexpression des OSMR mittels
FACS-Anayse untersucht. Ein Vergleich der transfizierten Zellen ergab, dass immer dann,
wenn Jak1 koexprimiert wurde, deutlich mehr Zellen eine hohe Oberfl&chenexpression des
OSMR aufwiesen (siehe Pfeile in Abb. 7A). Dieser Effekt konnte auch statistisch belegt
werden: Hierzu wurde zunéchst die Population untransfizierter Zellen — offene Histogramme-
von der der transfizierten Zellen — graue Histogramme — abgezogen. Betrachtet man nun die
mittlere Fluoreszenz (mF), so liegt diese in Jak1-koexprimierenden Zellen deutlich oberhab
der mittleren Fluoreszenz von Tec-koexprimierenden Zellen (Abb. 7, B + C).
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Abbildung 7: Effekt von Jak1 auf die Oberflachenexpression des humanen OSMR. COS-7 Zellen
wurden transient mit Expressionsvektoren fir den OSMR sowie Tec oder Jak1 transfiziert, nach 24h
passagiert und am néchsten Tag geerntet. A: Der Nachwels des an der Zellmembran exprimierten OSMR
erfolgte, wie im Schema dargestellt, Uber Antikdrperfarbung. Dazu wurden die transfizierten Zellen mit
Antikdrpern gegen den Extrazellulérbereich des OSMR und dann mit PE-konjugierten Zweitantikorpern
inkubiert. Die PE-vermittelte Fluoreszenz der Zellen wurde im Durchflusszytometer gemessen. Mit Erst-
und Zweitantikorper inkubierte Zellen sind im grauen Histogramm wiedergegeben, das dartiber gelegte
offene Histogramm entspricht Zellen, die nur mit Zweitantikdrper behandelt wurden. B: Um die mittlere
Fluoreszenz (mF) transfizierter Zellen zu ermitteln, wurde von den erhaltenen Histogrammen jeweils das
Kontrollhistogramm (offen) abgezogen. C: Im Weiteren wurde die so ermittelte mittlere Fluoreszenz in
Diagrammform dargestellt.
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Um auszuschlief3en, dass es sich hierbel um einen COS-7-Zéll-spezifischen Effekt handelte,
wurden jetzt auch andere Zelllinien untersucht: tatsachlich fuhrte die Jak1-K oexpression auch
in transfizierten humanen Hel a-Zervixkarzinomzellen und in murinen 3T3-Fibroblasten zu
einer erhéhten Oberfl&chenexpression des ektopisch exprimierten OSMR (Abb. 8).
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Abbildung 8: Erhthung der OSMR-Oberflachenexpression durch die Ko-
expression von Jakl in mehreren Zéllinien. COS-7-Zellen, murine 3T3-
Fibroblasten und humane HelLa-Zervixkarzinomzellen wurden transient mit Ex-
pressionsvektoren fir den humanen OSMR und Tec oder Jak1 transfiziert. Nach 48h
wurde die mittlere Fluoreszenz transfizierter Zellen Uber Durchflusszytometrie be-
stimmt, wie in der Legende zu Abb. 7 beschrieben. Fur die Auswertung wurden die
erhaltenen mittleren Fluoreszenzen auf die Fluoreszenzwerte der Tec-koexpri-
mierenden Zellen normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standard-
abwei chungen aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

Diese ersten Befunde warfen die Frage auf, ob sich die Koexpression von Jak1 auch auf die
Oberflachenexpression der signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten der anderen IL-6-
Typ-Zytokine positiv auswirkt. Deshalb wurden nun COS-7-Zellen auch mit cDNA fir gp130
und LIFR transfiziert. In diesem Fall zeigte sich aber, dass beide Rezeptoren nach Jak1-
Koexpression nur in geringem Mal3e verstarkt an der Zelloberflache zu finden waren (Abb.
9A). Aus diesem Umstand l&sst sich schlief3en, dass die Jakl1-vermittelte Rezeptorhoch-
regulation an der Plasmamembran — zumindest in dieser Grof3enordnung - spezifisch fir den
OSMR ist. Erschwert wurde die weitere Analyse dieser Befunde durch die Tatsache, dass sich
der OSMR - im Gegensatz zu gp130 und LIFR - bisher mangels eines geeigneten Antikorpers
im Westernblot nicht detektieren |&sst. Es liefd sich also nicht klaren, ob Jak1 eventuell einen
positiven Effekt auf die Gesamtexpression des OSMR und damit indirekt auch auf dessen
Oberflachenexpression hat. Bei gpl30 und dem LIFR war kein Einfluss der Jak1-Koex-

pression auf die Rezeptorexpression erkennbar (Abb. 9B).
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Abbildung 9: Effekt von Jakl auf die

Oberflachenexpression von gpl30 und dem

LIFR. Der OSMR, gp130 oder der LIFR wurden

jeweils transient in COS-7-Zellen mit Tec oder Jak1
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3.1.2 Chimaéare Rezeptoren verhalten sich bezlglich der Hochregulation durch
Jak1l wie die jeweiligen Wildtyp-Rezeptoren

Um vergleichbare, quantitative Aussagen Uber die Gesamtexpression der verschiedenen IL-6-
Typ-Zytokinrezeptoren machen zu konnen, wurden in weiteren Experimenten bereits exis-
tierende Rezeptorchimaren eingesetzt, welche sich per Durchflusszytometrie und Westernbl ot
sehr gut nachweisen lassen. Die Konstrukte bestehen jewells aus dem extrazelluléren Bereich
der b-Kette des | L-5-Rezeptors, die mit dem Transmembran- und intrazelluldren Bereich von
gp130, LIFR oder OSMR fusioniert ist. Im Fall des OSMR wurde das C-terminal um 20 AS
verkurzte Konstrukt bOst1 benutzt, da sich in friheren Versuchen schon erwiesen hatte, dass
diese Chimére bedeutend besser exprimiert wird als das unverkirzte Konstrukt bOR [20].
Wie aus Abbildung 10 ersichtlich ist, verhalten sich alle untersuchten Rezeptorchiméren
bezlglich der Jak1-Koexpression analog zu den jeweiligen Wildtyp-Rezeptoren. So ergab die
durchflusszytometrische Untersuchung transfizierter COS-7-Zellen eine signifikant erhohte
Oberflachenexpression der Chimae bOstl, wenn Jakl koexprimiert wurde; die
Oberflachenexpression der Chiméren b130 und bLIFR &nderte sich hingegen durch Jak1-
Koexpression nur unwesentlich (Abb. 9B). Mittels Westernblotanalyse der zelluldren Lysate
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konnte nun auch die Gesamtexpression der verschiedenen Rezeptoren Uberprift werden: diese
anderte sich in keinem Fall. Allerdings war bemerkenswert, dass das Konstrukt bOst1 in der
Westernblotanalyse nur as enzelne Bande detektierbar war, wohingegen die
Rezeptorchiméren b130 und bLIFR wie schon die jeweiligen Wildtyp-Rezeptoren (Abb. 9B)
das fur glykosylierte Transmembranproteine typische Erscheinungsbild einer Doppelbande
aufwiesen (Abb. 10B). Hierbei entspricht die obere, langsamer migrierende Bande im
Allgemeinen vollstandig prozessierten, komplex-glykosylierten Rezeptoren, wéhrend die
untere, schneller migrierende Bande sich aus unreifen Rezeptoren mit Mannose-reicher
Glykosylierung zusammensetzt. Nach langeren Expositionszeiten war teilweise auch bei dem
im Verhdltnis zu bLIFR und b130 generell sehr schlecht exprimierten Konstrukt bOst1 eine
Doppelbande erkennbar, die jedoch nur in Zelllysaten aus Jakl-koexprimierenden Zellen
auftrat. Ein représentativer Blot ist in der untersten Reihe in Abbildung 10B abgebildet, der
Pfell markiert die zusétzliche, obere Rezeptorbande. Diese Befunde deuten auf einen
grundlegenden Unterschied zwischen dem chimaren OSMR auf der einen und den gp130- und
LIFR-Chimédren auf der anderen Seite hin: wéahrend gpl30 und LIFR unabhdngig von
gleichzeitiger Jak1-Koexpression an der Oberfldche exprimiert bzw. vollsténdig prozessiert

werden, scheint dies beim OSMR nicht der Fall zu sein.

Abbildung 10: Hochregulation chiméarer
Rezeptoren durch die Koexpression von
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3.1.3 Die Koexpression von Jakl fuhrt zu einem Anstieg von Endo H-
resistenten, vollstandig prozessierten Rezeptoren

Um den Einfluss von Jak1 auf die Prozessierung des chimdren OSMR zu Uberprifen, wurde
im Folgenden zunachst untersucht, ob es sich bel der zusétzlichen, langsamer migrierenden
Rezeptorbande tatschlich um Rezeptoren mit komplexer Glykosylierung handelt. Hierzu
wurde die transient in COS-7-Zellen exprimierte Rezeptorchimare bOstl zunéchst Uber
Immunprazipitation aus Zelllysaten angereichert und dann einem Endoglykosidase H (Endo
H)-Verdau unterzogen. Mit Hilfe dieser Methode lassen sich vollstandig prozessierte, EndoH-
resistente-, von unvollstandig prozessierten, Endo H-sensitiven Rezeptoren unterscheiden.
Tatsachlich bestétigte sich, dass es sich bel der oberen Rezeptorbande um Endo H-resistente
Formen des Rezeptors handelt (Abb. 11A, schwarze Pfeilspitze), wahrend sich die schneller
migrierende, untere Rezeptorbande as Endo H-sensitiv erwies (Abb. 11A, weil3e
Pfeilspitzen). Die Breite der oberen Rezeptorbande spricht dafr, dass sich die vollstandig
prozessierten Rezeptoren durch eine relativ heterogene Glykosylierung auszeichnen, was die
grof3e Variabilitdt beztglich der elektrophoretischen Mobilitét erklart.
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Abbildung 11: Einfluss von Jak1-K oexpression auf die Prozessierung und zelluléare L okali-
sation von chimérem OSMR. In COS-7-Zellen wurde die Rezeptorchimére bOst1 mit Tec oder
Jak1 koexprimiert. 24h nach Transfektion wurden Zellen passagiert und am néchsten Tag die Ver-
suche durchgefuihrt. A: Die b-Chiméren wurden aus Triton-Zelllysaten prézipitiert und einem
Endo H-Verdau unterzogen. Prézipitate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die
Westernblots mit Antikorpern gegen die Rezeptoren angeférbt. B: Fur die Immunfluoreszenz-Un-
tersuchungen wurden die auf Deckglaschen ausgeséten Zellen fixiert, permeabilisiert und die Re-
zeptoren mit monoklonalen IL-5Rb-Antikdrpern sowie FITC-konjugierten Zweitantikdrpern ange-
farbt. Die Zellen wurden in Mowiol eingebettet, und am nachsten Tag wurden Aufnahmen der
Zellen mit einem ZEISS-Laserscanning-Mikroskop gemacht. Bilder von représentativen Zellen
sind abgebildet.
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Nun l&sst das Glykosylierungsmuster von Transmembranproteinen Rickschltisse auf deren
Lokalisation innerhalb der Zelle zu: unreife Proteine mit Mannose-reicher Glykosylierung
finden sich normalerweise nur im ER und cis-Golgi; wéarend der Passage durch den
Golgiapparat erfolgt das , Trimmen® der Mannosereste und die Anlagerung von anderen
Zuckerresten, z.B. Galaktose. Die komplex-glykosylierten Proteine werden dann zur
Plasmamembran oder zu anderen Zielorganellen transportiert [121]. Da in Abwesenheit von
koexprimiertem Jak1 ein Grofdeil der Rezeptorchiméren eine Mannose-reiche Glykosylierung
aufwies, sollte der Hauptanteil der in der Zelle exprimierten Rezeptoren im ER oder cis-Golgi
zu finden sein. Um dies zu Uberprifen, wurde die Lokalisation der Rezeptoren in
transfizierten, permeabiliserten COS-7-Zellen nun mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Dabei zeigte sich, dass in Abwesenheit von Jakl tatschlich der Uberwiegende Teil der
Rezeptoren in intrazellularen Kompartimenten vorlag, nur bei zusétzlicher Jak1-K oexpression

lief3en sich Rezeptoren auch deutlich an der Zelloberflache nachweisen (Abb. 11B).

3.1.4 Die Rezeptorbindung von Jakl ist fur die Jak1l-vermittelte Erhéhung der
OSMR-Oberflachenexpression unbedingt erforderlich

Um zu kléren, ob Jak1 direkt oder indirekt auf die Prozessierung und Oberflachenlokalisation
des OSMR einwirkt, wurde im Folgenden untersucht, ob die Jak1l/OSMR-Interaktion eine
Voraussetzung fur die Jakl1l-vermittelten Effekte darstellt. Es ist bekannt, dass fur die Jak-
Rekrutierung an Zytokinrezeptoren die membranproximale, prolinreiche Box1-Region von
besonderer Bedeutung ist [4]. Deshalb wurden zwei Rezeptorchiméren hergestellt, in denen
die zwel der drel Prolinreste in der OSMR-Box1-Region, P775 und P777, zu Alanin mutiert
(bOstIlmutBox1) oder die Box1 vollstandig deletiert war (bOst1DBox1). Diese Konstrukte
sollten nicht mehr zu einer Jak1l-Bindung in der Lage sein. Tatsdchlich bestétigten
Bindungsstudien diese Annahme: so konnte Jak1l aus COS-Zelllysaten nur mit dem bOst1-
Konstrukt, nicht aber mit den beiden Box1-Rezeptormutanten kopréazipitiert werden (Abb.
12C). Gleichzeitig zeigten FACS-Analysen, dass sich die Oberfl&chenlokalisation dieser zwel
Konstrukte in COS-7-Zellen durch Jak1-Koexpression nicht signifikant steigern lief3 (Abb.
12B).

In weiteren Versuchen wurden nun zwei Jakl-Konstrukte eingesetzt, welche in der N-
terminalen, fUr die Rezeptorbindung wichtigen, b-grasp Doméane mutiert sind. Abb. 12D zeigt
ein Modell dieser Domane, in dem die wichtigen Aminosduren hervorgehoben sind. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die Aminosauren L80, Y81 und Y 107 fir die gp130/Jak1-

Interaktion von Bedeutung sind: ihre Mutation zu Alanin fihrte bei den resultierenden
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Konstrukten zum Verlust der Assoziation mit gpl30 [24]. Dasselbe Verhalten offenbarten
diese Konstrukte auch in Bindungsstudien mit chimarem OSMR: Weder L80AY 81A noch
Y 107A liefd sich, im Gegensatz zu Wildtyp-Jak1, mit bOst1 koprézipitieren (Abb. 12F). Wie
bereits bel den Box1l-Rezeptormutanten beobachtet, korrelierte die fehlende
Rezeptorassoziation dieser Jak1-Mutanten mit dem Befund, dass keines dieser Konstrukte die
Oberflachenexpression des Konstruktes bOst1 beeinflussen konnte (Abb. 12E). Somit scheint
die Jak1-Bindung an den chiméren OSMR fir dessen verstérkte Prasenz an der Zelloberfléche
eine Grundvoraussetzung zu sein, was fur einen direkten Effekt von Jakl auf die OSMR-

Prozessierung spricht.
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Abbildung 12: Fur die Jak1-vermittelte Hochregulation des chiméren OSMR an der Zell-
oberflache ist die Jak1l/Rezeptor-Interaktion erforderlich. COS-7-Zellen wurden mit Ex-
pressionsplasmiden fir die angegebenen Rezeptorkonstrukte und Tec bzw. Jaks transfiziert. Nach
48h wurden die Zellen geerntet. A: Schema der transient exprimierten Rezeptormutanten. D: Mo-
dell der Jak1-b-grasp-Doméne, wichtige Aminoséuren sind hervorgehoben. B + E: Die Ober-
flachenexpression der Chiméren wurde Uber FACS-Analyse bestimmt. Versuchsdurchfihrung und
Auswertung erfolgte wie in der Legende zu Abb. 10 beschrieben. C+F: Fir die Bindungsstudien
wurden Zelllysate in Brij-Lysispuffer hergestellt. Rezeptorchimaren wurden prézipitiert, die Prézi-
pitate gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Die Rezeptoren
bzw. die koprézipitierten Proteine wurden mit den jeweiligen Antikdrpern und HRP-konjugierten
Zweitantikdrpern detektiert.
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3.1.5 Die Kinaseaktivitat von Jak1 ist fur die verstarkte Plasmamembran-
Lokalisation des OSMR unerheblich

In friheren Studien konnten wir zeigen, dass die Jak1-Koexpression mit chimdrem OSMR zu
dessen Tyrosinphosphorylierung  fuhrt, woraufhin  verschiedene, an der OSM-
Signaltransduktion beteiligte Proteine wie STAT3 oder Shc an den phosphorylierten Rezeptor
rekrutiert werden konnen und mit diesem koimmunprézipitierbar sind [56]. Es wére daher
vorstellbar, dass Signaltransduktionsprozesse fir die Hochregulation der OSMR-Chimére an
der Oberfléche verantwortlich sind. Um dies zu kl&ren, wurden im Weiteren Experimente mit
einer Kinase-negativen Variante von Jak1 (Jak1-KE) durchgefiihrt, welche durch Austausch
des an der ATP-Bindung beteiligten Lysins im aktiven Zentrum der Kinase generiert wurde
[132]. In Koimmunprazipitations-Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl Jak1 als
auch Jak1-KE an den Rezeptor binden kénnen (Abb. 13B). Im Gegensatz zu Jak1-KE fihrt
die Koexpression von Jak1-wt zur Rezeptorphosphorylierung, welche sich indirekt durch die
K opréazipitation von endogenem STAT3 mit dem Rezeptor nachweisen l&sst (Abb. 13B). Wie
aus den durchflusszytometrischen Messungen deutlich  wird, ist aber ene
Rezeptorphosphorylierung fur die Jak1l-vermittelte Hochregulation des OSMR unerheblich:
sowohl Jakl-wt as auch Jakl-KE flhren zu ener signifikanten Zunahme der
Plasmamembranlokalisation des transient exprimierten bOst1-Konstrukts (Abb. 13A). Somit
lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Jak1 Bindung an den Rezeptor, nicht aber die
Jak1-Kinasesaktivitét fur die Erhthung der OSM R-Oberflachenexpression erforderlich ist.
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3.1.6 Die membranproximale Region des OSMR verhindert dessen effiziente
Oberflachenexpression

Jakl koénnte die Prozessierung und damit die Oberflachenlokalisation des OSMR auf
zweifache Weise beeinflussen. Zum einen wére denkbar, dass Jakl selbst Gber ein Signal
verfgt, welches sich bel Bindung an den OSMR positiv auf dessen Prozessierung auswirkt.
Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass der OSMR in seiner zytoplasmatischen Region ein
negativ-regulatorisches Signal enthé@lt. An den Rezeptor assoziierte Jak1 wirde dieses Signal
maskieren und somit eine erhdhte Rezeptorprozessierung ermoglichen. Da die Jak1-Bindung
an die membranproximale Box1/2-Region von Zytokinrezeptoren erfolgt, sollte ein solches
negativ-regulatorisches Signal in dieser Region lokalisiert sein. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurden zwei Deletionskonstrukte generiert, die in Abb. 14A schematisch
dargestellt sind. Wahrend das Konstrukt bOst4 direkt nach der Box2-Region deletiert ist,
enthdlt das Konstrukt bODcyt nur noch drel zytoplasmatische Aminoséuren. COS-7-Zellen
wurden mit den drei Konstrukten bOst1, bOst4 und bODcyt transfiziert, und deren Expression
mittels FACS und Westernblot analysiert.
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Abbildung 14: Einfluss des membranproximalen Bereiches des OSMR auf dessen Oberflachen-
expression. Die verkirzten Rezeptorchiméren bOst1, bOst4 und bODcyt wurden transient in COS-7-Zellen
exprimiert und die Zellen 48h nach Transfektion geerntet. A: Schema der verkirzten Konstrukte. Die
Aminosdurensequenz der Box1/2-Region des OSMR ist im Ein-Buchstaben-Code dargestellt, die Box1- und
Box2-Bereiche sind grau hervorgehoben. B: Die Oberfléchenexpression der transient exprimierten Rezep-
toren wurde, wie in der Legende zu Abb. 10 beschrieben, Gber Durchflusszytometrie analysiert. Die erhal-
tenen Messwerte wurden auf die mittlere Fluoreszenz von bOst1-transfizierten Zellen normiert. DargestelIt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten. C: Zellen
wurden in Triton-Lysispuffer lysiert, die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Rezeptoren, wie
zuvor beschrieben, im Westernblot detektiert. D: Die Endo H-Analyse von prézipitiertem bODcyt erfolgte
wiein der Legende zu Abb. 11 beschrieben.
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Dabei zeigte sich, dass sich die beiden OSMR-Chimaren mit intakter Box1/2-Region, bOst1
und bOst4, in Bezug auf die Oberflachenexpression nur unwesentlich unterschieden, das
deletierte Konstrukt bODcyt wurde allerdings erheblich besser an der Zelloberflache
exprimiert (Abb. 14B). Auch in der Westernblotanalyse unterschied sich dieses Konstrukt
signifikant von den beiden anderen Chiméren. So wies bODcyt nicht nur eine deutlich bessere
Gesamtexpression als die beiden langeren Konstrukte auf, sondern war im Gegensatz zu
diesen auch as Doppelbande nachweisbar (Abb. 14C). Uber die Endo H-Analyse des
Konstrukts bODcyt konnte gezeigt werden, dass es sich bei der stark ausgepragten, oberen
Bande erwartungsgemad um eine EndoH-resistente, also vollstandig prozessierte
Rezeptorform handelt (Abb. 14D).

Die zelluldre Lokalisation der Rezeptorkonstrukte bOstl und bODcyt wurde nun Uber
Immunfluoreszenz-Studien in transient transfizierten COS-7-Zellen genauer analysiert. Dazu
wurden diese Chiméren zusammen mit CFP-fusionierten Markerproteinen koexprimiert.
Diese kommerziell erhédtlichen Konstrukte werden aufgrund angehangter Targeting-Signale
spezifisch im ER- bzw. im Golgi-Kompartiment exprimiert und lassen sich wegen des

fusionierten CFP-Proteins leicht tiber Fluoreszenzmikroskopie nachweisen.

A tiberlagert

Popi, ™ Abbildung 15: Intrazellulére Lo-

i‘m’r’ kalisation der chimaren OSMR-
Konstrukte bOst1 und bODcyt. In
= COS-7-Zellen wurden die angege-
. benen OSMR-Chimaren sowie CFP-
uberlagert konjugierte Markerproteine fur das
ER bzw. das Golgi-Kompartiment
- koexprimiert. 24 h nach Transfektion
; wurden die Zellen auf Deckglaschen
ausgesdt, am néchsten Tag fixiert,
permeabilisiert und die chiméren
Rezeptoren mit monoklonalen Erst-
antikérpern gegen IL-5Rb sowie
TRITC-konjugierten  Zweitantikor-
pern angeféarbt. Die Zellen wurden in
Mowiol eingebettet und einzelne
Zellen mit einem ZEISS-Laser-
scanning-Mikroskop aufgenommen.
Die CFP-markierten ER- bzw.
Golgi-Markerproteine sind in Grin,
die angeférbten Rezeptorchiméren in
Rot wiedergegeben. Bei der Uber-
lagerung beider Bilder erscheinen
kolokalisierte Proteine in gelb. In B
sind Plasmamembran-lokalisierte
Rezeptoren mit einem Pfeil markiert.

[T MC = >

(III

bOstl

B Uberlagert

bODcyt




Ergebnisse 39

Die Untersuchungen ergaben, dass das Konstrukt bOst1 zum grof3en Teil im ER lokalisiert ist,
es wies aber auch eine deutliche Kolokalisation mit dem Golgi-Markerprotein auf (Abb.
15A). In Ubereinstimmung mit den biochemischen Befunden war das zytoplasmatisch
verkurzte Rezeptorkonstrukt bODcyt hingegen kaum im ER lokalisiert, sondern vorwiegend
im Golgi-Kompartiment und an der Plasmamembran (Pfeile) nachweisbar (Abb. 15B). Alle
diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der zytoplasmatische Bereich des OSMR, genauer die
OSMR-Box1/2-Region, ein Signal enthalt, welches die effiziente Oberflachenexpression von
OSMR-Chiméren verhindert. Die Deletion des membranproximalen Rezeptorbereichs fihrt
dementsprechend zu Rezeptoren, welche effizient prozessiert und Uberwiegend an der

Plasmamembran exprimiert werden.

3.1.7 Das negativ-regulatorische Signal des OSMR ist auf andere Rezeptoren
Ubertragbar

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Deletion des
membranproximalen Bereichs des OSMR zu einem Konstrukt fuhrt, welches bedeutend
besser a's das Ausgangskonstrukt an der Zelloberflache exprimiert wird. Im Folgenden wurde
der umgekehrte Ansatz gewéhlt: Der Box1/2-Bereich des OSMR wurde auf das gpl30-
Konstrukt b130Dcyt transferiert. Befindet sich in dieser Region des OSMR tatséchlich ein
Signal, welches die effiziente Oberflachenlokalisation des OSMR verhindert, so sollte das
Fusionskonstrukt b130Dcyt-OSMR-Box1/2 (kurz: bDcyt-ORB1/2) eine bedeutend schlechtere
Oberflachenexpression aufweisen as das Ausgangskonstrukt b130Dcyt, welches im
Allgemeinen aul3erst gut an der Zellmembran exprimiert wird. In Abbildung 16A sind die
eingesetzten Konstrukte b130Dcyt und bDcyt-ORB1/2 schematisch dargestellt. Beide
Rezeptoren wurden transient in COS-7-Zellen exprimiert, und die Rezeptorexpression wurde
jewells Uber Durchflusszytometrie und Westernblotdetektion analysiert. Dabei zeigte sich
tatséchlich, dass das Fusionskonstrukt bDcyt-ORB1/2 erheblich schlechter als das
Ausgangskonstrukt b130Dcyt an der Oberflache exprimiert wurde (Abb. 16B). Dieser Befund
korreliert mit der Tatsache, dass b130Dcyt, nicht aber bDcyt-ORB1/2 im Westernblot as
Doppelbande detektiert werden konnte (Abb. 16C). Offensichtlich hat aso der Transfer der
60 membranproximalen Aminosauren des OSMR auf b130Dcyt zu einem Konstrukt gefihrt,
dass sich durch eine deutlich verminderte Prozessierung und Oberflachenexpression

auszeichnet.
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Abbildung 16: Transfer des membranproximalen Bereichs des OSMR auf das Konstrukt b130Dcyt
fuhrt zu Rezeptoren mit verminderter Oberflachenexpression. Die Konstrukte b130Dcyt sowie
bDcyt-ORB1/2 wurden transient in COS-7-Zellen exprimiert, und die Zellen 48h nach Transfektion
geerntet. A: Schema der Konstrukte. Aus gpl30 stammende Bereiche sind schwarz markiert,
Aminosduren, die durch die Klonierung zusétzlich eingefligt wurden, fett und kursiv dargestellt. In dem
Fusionskonstrukt wird der transferierte membranproximale Bereich des OSMR durch eine Klammer
gekennzeichnet. Die Box1- und Box2-Bereiche sind hervorgehoben. B+C:. FACS- und
Westernblotanalysen erfolgten wie in der Legende zu Abb. 10 beschrieben. Es wurde auf b130Dcyt-
exprimierende Zellen normiert. Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen sind dargestellt.

In weiteren Experimenten wurde nun die Expression des Fusionskonstruktes bDcyt-ORB1/2
mit der Expression der Rezeptorchimdren bOst4 und dem analogen gpl30-Konstrukt
b130B1/2 verglichen. Dabei zeigte sich, dass die beiden Rezeptoren, welche die OSMR-
Box1/2-Region enthalten (d.h. bOst4 und bDcyt-ORB1/2) in transient transfizierten COS-7-
Zellen eine @hnliche, relativ geringe Plasmamembranlokalisation aufwiesen, wohingegen die
gp130-Chimére b130B1/2 sehr viel besser an der Zelloberflache exprimiert wurde (Abb.
17B). Das negativ-regulatorische Signal scheint also spezifisch fur die Box1/2-Region des
OSMR zu sein. Dieser Befund passt zu der zuvor gemachten Beobachtung, dass die
Oberflachenexpression des chiméren OSMR, nicht aber des chiméren gp130 durch Jak1-
Koexpression positiv beeinflusst werden kann (Abb. 10). Im Weiteren sollte nun geklart
werden, ob das Konstrukt bDcyt-ORBL1/2 im Gegensatz zu dem gp130-Konstrukt b130B1/2
durch Jak1 an der Oberflache hochreguliert werden kann. Wie aus Abb. 17E ersichtlich wird,
ist dies tatsachlich der Fall: Wahrend die Koexpresson von Jakl auf die
Oberflachenexpression der Chimédre bl130B1/2 keinen messbaren Effekt hat, wies das
Konstrukt bDcyt-ORB1/2 bei Jak1-K oexpression eine deutlich erhdhte Oberfldchenexpression
auf (Abb.17E). Dabel ist zu beachten, dass in den Koimmunprézipitationsversuchen beide

Konstrukte zu einer effizienten Bindung von Jakl in der Lage waren (Abb. 17F, die etwas
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schlechtere Koprazipitation von Jak1 durch b130B1/2 ist nicht représentativ). Somit flhrt der
Transfer der OSMR-Box1/2-Region auf die verkirzte gp130-Chimére b130Dcyt nicht nur zu
einem Konstrukt, welches deutlich geringer an der Oberflache exprimiert ist as das
Ausgangskonstrukt; zusétzlich ist dieses Konstrukt im Gegensatz zum gpl30-
Vergleichskonstrukt b130B1/2 durch Jakl in seiner Oberflachenexpression regulierbar. Es
deutet somit alles darauf hin, dass die Jakl-vermittelte Steigerung der OSMR-

Oberflachenexpression tatsachlich auf der Maskierung eines in der Box1/2-Region liegenden

negativen Signals beruht.
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Abbildung 17: Transfer der membranproximalen Region des OSMR auf das Konstrukt
b130Dcyt fulhrt zu Rezeptoren, die sich durch Jakl-Koexpression an der Zelloberflache
hochregulieren lassen. COS-7-Zellen wurden jeweils mit Expressionsvektoren fir die angege-
benen Rezeptoren transfiziert und nach 48h geerntet. A + D: Schema der transfizierten Konstrukte.
B + C: Versuchsdurchfihrung und Auswertung erfolgte wie in der Legende zu Abb. 10 beschrie-
ben, in B wurden die Fluoreszenzwerte auf das Konstrukt bOst4 normiert. E + F: Die Zellen wur-
den zusétzlich zu den Rezeptorkonstrukten mit Leervektor oder mit einem Expressionsvektor fur
Jak1 transfiziert. Die Messung der Oberfléachenexpression tber Durchflusszytometrie und die Bin-
dungsstudien wurden durchgefiihrt wie in der Legende zu Abb. 13 beschrieben. Normierung in E
erfolgte jeweils auf Leervektor-transfizierte Zellen.
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3.1.8 In Jakl-defizienten Zellen ist die Oberflachenexpression des endogenen
OSMR gegeniber Parentalzellen reduziert

Alle bisherigen Daten sprechen dafiir, dass Jak1 fir eine effiziente Prozessierung des OSMR
von Bedeutung ist. Da die bisherigen Resultate aber mit Hilfe von Uberexprimierten
Rezeptoren und Januskinasen erhalten wurden, stellt sich die Frage, inwieweit sich die so
gezogenen Schlussfolgerungen auch auf endogene Rezeptoren tbertragen lassen. Um dies zu
kléren, wurden zwel Jak1-defiziente humane Fibrosarkom-Zelllinien (U4A, U4C) bezlglich
der Expression des endogenen OSMR mit den jeweiligen parentalen Zelllinien (2fTGH, 2C4)
verglichen. Um die Vergleichbarkeit der verschiedenen Zelllinien zu Uberpriifen, wurde in
diesen auch die Oberflachenexpression des HLA Klassel-Molekils untersucht. In beiden
Fallen unterschieden sich parentale Zellen und Jak1-defiziente Tochterzellen bezliglich der
HLA-Oberflachenexpression nicht signifikant (Abb. 18A + B, rechte Diagrammhélfte).
Dahingegen war sowohl in den U4A-Zellen (Abb. 18A, linke Halfte) als auch in den U4C-
Zellen (Abb. 18B, linke Hélfte) deutlich weniger endogener OSMR an der Zelloberfléche

nachweisbar alsin den jeweiligen Parental zelllinien.
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Abbildung 18: In Jak1-defizienten Zellen wird weniger endogener OSMR an der Oberflache
exprimiert als in den jeweiligen Parentalzellen. Jak1-defiziente U4A- und U4C-Fibrosarkom-
zellen sowie deren Parentalzelllinien 2fTGH und 2C4 wurden per FACS-Analyse bzgl. der Ober-
flachenexpression des humanen OSMR untersucht. Dazu wurden Zellen zunéchst mit mono-
klonalen Antikdrpern gegen den Extrazellulérbereich des OSMR und danach mit PE-konjugierten
Zweitantikdrpern inkubiert. Zur Kontrolle wurde auch die Expression des HLA-Klasse [-Molekils
untersucht, hierzu wurden Zellen mit monoklonalen Antikdrpern gegen HLA | und danach mit PE-
konjugierten Zweitantikorpern behandelt. Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils
mindestens drei unabhangigen Messungen sind dargestellt. Die Normierung erfolgte jewells auf
diein den Parental zellen erhaltenen Fluoreszenzwerte.

Durch transiente Expression von Jakl lief3 sich in beiden Jakl1-defizienten Zelllinien die
messbare Oberflachenexpression des endogenen OSMR deutlich erhthen (Abb. 19A + B). Da
sich der OSMR Uber Westernblotanalyse jedoch nicht nachweisen lasst, war nicht absolut
auszuschlieflen, dass dieser Effekt eventuell auf einer Jak1-vermittelten Erhohung der OSMR-
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Gesamtexpression beruht. So kdnnten z.B. Jak1-vermittelte Signal prozesse die Regulation des
OSMR-Gens beeinflussen. In weiteren Versuchen wurde deshalb in den U4C-Zellen neben
Jak1-wt auch die Kinase-inaktive Jak1 (Jak1-KE) transient exprimiert. Es zeigte sich, dass die
Expression beider Jaks zu einer vergleichbaren Erhéhung der OSM R-Oberflachenexpression
fuhrte (Abb. 19B). Dies macht eine mdgliche transkriptionelle Regulation des OSMR-Gens

durch transient exprimiertes Jak1 eher unwahrscheinlich.
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Abbildung 19: Transiente Expression von Jakl fihrt in U4A- und U4C-
Fibrosarkomzellen zu erhohter Oberflachenexpression des endogenen OSMR.
In U4A- oder U4C-Zellen wurde Jak1 transient exprimiert. 48h nach Transfektion
wurde die Oberflachenexpression des endogenen OSMR, wie in der Legende zu
Abb. 18 beschrieben, Uber Durchflusszytometrie untersucht. B: In U4C-Zellen
wurde zusédtzlich auch das Kinase-negative Konstrukt Jak1-KE exprimiert.
Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei  unabhéngigen
Versuchen sind dargestellt.

3.1.9 Auch Jak2 und Tyk2, nicht aber Jak3, fuhren zu einer erhdhten
Oberflachenexpression des OSMR

Obwohl die Oberflachenexpresson des endogenen OSMR in Jakl-defizienten
Fibrosarkomzellen gegenliber den parentalen Zellen signifikant herabgesetzt ist, 1&sst sich in
diesen Zellen immer noch eine beachtliche Menge des OSMR an der Plasmamembran
nachweisen. Sollte die OSMR-Oberflachenexpression tatséchlich von der Maskierung eines
negativen Signals in der Box1/2-Region abhangen, so welist dieser Befund darauf hin, dass
neben Jak1 auch andere Januskinasen bei der Regulation der OSMR-L okalisation eine Rolle
spielen konnten. Um diese Moglichkeit zu testen, wurden zunéchst Versuche in COS-7-Zellen
durchgefiihrt. Der OSMR wurde jeweils mit der Kinase Tec, bzw. den Januskinasen Jakl,
Jak2, Jak3 oder Tyk2 koexprimiert und die Oberflachenexpression des OSMR
durchflusszytometrisch bestimmt. Wahrend die Koexpression von Jak2 und Tyk2 zu einer
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ahnlichen Erhéhung der OSM R-Oberflachenexpression fuhrte wie die Koexpression von Jak1
(Abb. 20A), hatte die Koexpression von Jak3 keinen Effekt (Abb. 20B), obwohl diese Kinase
sehr gut in COS-7-Zellen exprimiert wurde (Abb. 20C, untere Reihe). Alle Januskinasen
wurden nun auf ihre Fahigkeit untersucht, die Oberflachenexpression des endogenen OSMR
in U4C-Zellen zu erhohen. In volliger Ubereinstimmung mit den COS-7-Versuchen zeigte
sich, dass die transiente Expression von Jak1, Jak2 und Tyk2, nicht aber von Jak3, in diesen
Zellen zu einer gesteigerten Oberflachenlokalisation des endogenen OSMR fuhrte (Abb.
20D).
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Abbildung 20: Die Oberflachenexpression des OSMR l&sst sich durch transiente Expression
der Januskinasen Jakl, Jak2 und Tyk2, nicht aber Jak3 erhthen. A + B: COS-7-Zellen
wurden mit Expressionsvektoren fir den OSMR sowie fur Tec oder die Januskinasen Jak1, Jak2,
Tyk2 bzw. Jak3 transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen geerntet. Die Oberfl&chenexpression des
OSMR wurde Uber Durchflusszytometrie analysiert, Normierung erfolgte auf Tec-transfizierte
Zéllen. C: Tritonlysate transfizierter COS-7-Zellen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, und
die Jak1- bzw. Jak3-Expression wurde im Westernblot nachgewiesen. Die bel der Jak1-Detektion
auftretende untere Bande ist unspezifisch. D: Jak1-defiziente U4C-Fibrosarkomzellen wurden mit
Leervektor (K) oder Expressionsvektoren fur Jakl, Jak2, Tyk2 oder Jak3 transfiziert und die
Oberflachenexpression des endogenen OSMR nach 48h Uber Durchflusszytometrie anaysiert.
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen sind dargestellt.
Normierung erfolgte auf Leervektor-transfizierte Zellen.

Lysate von parentalen bzw. Jak1-defizienten Fibrosarkomzellen wurden nun beziiglich der
Expression der Januskinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 untersucht. In Zelllysaten waren nur Jak1
und Tyk2 nachweisbar (Abb. 21A), fir den Nachwels von Jak2 musste diese Kinase zundchst
Uber Immunprazipitation aus Lysaten angereichert werden (Abb. 21B). Uber die Prazipitation
von Jak2 und Tyk2 aus Lysaten unbehandelter bzw. OSM-stimulierter U4C-Zellen konnte
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aullerdem demonstriert werden, dass beide Kinasen OSM-abhangig phosphoryliert werden
(Abb. 21B), was stark fir eine Assoziation dieser Kinasen mit dem endogenen OSMR spricht.
Prinzipiell konnten also tatséchlich die in U4C-Zellen exprimierten Januskinasen Tyk2 und
Jak2 die Ursache fur die noch vorhandene Oberfl&chenexpression des endogenen OSMR sein.
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Abbildung 21: Jak2 und Tyk2 werden in U4C-Zellen exprimiert und nach OSM-Stimulation
phosphoryliert. A: U4C- und 2C4-Fibrosarkomzellen wurden in Triton-Lysispuffer lysiert, die
Lysate gelelektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die Blots wurden mit Antikdrpern gegen
Jak1l und Tyk2 detektiert. B: U4C-Zellen wurden Uber Nacht gehungert, 15 min mit 20 ng/ml
OSM stimuliert und in Triton-Lysispuffer lysiert. Jak2 und Tyk2 wurden prézipitiert, und Prézipi-
tate gelelektrophoretisch aufgetrennt. Westernblots wurden zunéchst mit Antikdrpern gegen
Phosphotyrosin (pY) detektiert, nach dem ,, Strippen* der Membran wurden die Blots mit Antikor-
pern gegen Jak2 bzw. Tyk2 gegengeféarbt.

3.1.10 Der OSMR ist auch in Jakl1-defizienten Zellen zu Signaltransduktion in
der Lage

Es ist mehrfach beschrieben worden, dass Jakl eine herausragende Rolle bei der
Signalweiterleitung von IL-6-Typ-Zytokinen spielt [22, 23]. Da die OSM-Stimulation in
Jak1-defizienten U4C-Zellen zur Aktivierung der Januskinasen Jak2 und Tyk2 fihrt, stellt
sich nun die Frage, inwieweit diese Kinasen auch weitere Signaltransduktionsprozesse in
Gang setzen konnen. Um dies zu testen, wurden in den Jakl-defizienten U4C- und in
parentalen 2C4-Fibrosarkomzellen die OSM- und IL-6-vermittelte STAT- und MAP-Kinasen-
Aktivierung untersucht. Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, flihrte eine OSM-Stimulation in
2C4-Zdlen zur Aktivierung von STAT1, STAT3 und Erk1/2, wohingegen IL-6-Stimulation
in diesen Zellen lediglich zu einer relativ schwachen STAT3-Aktivierung fuhrte. In den U4C-
Lysaten war zwar keine OSM-induzierte STAT1- und Erk-Aktivierung mehr nachweisbar,
wohl aber ein beachtliches STAT3-Signal. Somit wird der endogene OSMR in Jak1-
defizienten Fibrosarkomzellen nicht nur an der Oberflache exprimiert, sondern ist auch zur
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Jak/STAT-Signaltransduktion in der Lage, und es ist sehr wahrscheinlich, dass Jak2 und/oder

Tyk2 bei beiden Prozessen eine Rolle spielen.
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Abbildung 22: OSM- und |L-6-vermittelte Signaltransduktion in 2C4- und
U4C-Zéllen. 2C4- und U4C-Zellen wurden fur funf Stunden in FCS-freiem Medium
gehungert und 15 min mit 20 ng/ml OSM bzw. 20 ng/ml (=200U) IL-6 und 1 pg/ml
sIL-6R stimuliert. Unbehandelte und stimulierte Zellen wurden in Triton-Lysispuffer
lysiert und gleiche Lysatmengen gelelektrophoretisch aufgetrennt. Auf den Blots
wurden phosphoryliertes Stat1, Stat3 und Erk1/2 mit den entsprechenden Phospho-
spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Blots wurden ,gestrippt® und mit Anti-
korpern gegengeféarbt, die Statl, Stat3 bzw. Erk1/2 unabhangig von ihrem
Phosphorylierungszustand erkennen. Die abgebildeten Blots sind reprasentativ fur
mindestens drei unabhangige Experimente.

3.2 Eingrenzung des negativ regulatorischen Signals in der Box1/2-
Region des OSMR

Im ersten Tell dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass Januskinasen fur die effiziente
Oberflachenexpression des OSMR von Bedeutung sind. Dies geschieht wahrscheinlich durch
Maskierung eines in der Box1/2-Region vorhandenen negativ-regulatorischen Signals. Ziel
des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit war es nun, dieses Signal weiter einzugrenzen und

es bezlglich seines Wirkungsmechanismus zu charakterisieren.
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3.2.1 Durch sukzessive Deletion der Box2 und des Interbox1/2-Bereichs lasst
sich die Oberflachenexpression von OSMR-Chiméaren deutlich erhéhen

Anhand der verkirzten OSMR-Chiméren bOst4 und bODcyt konnte in den vorangegangenen
Experimenten demonstriert werden, dass der membranproximale Bereich des OSMR fir
dessen schlechte Oberflachenexpression  verantwortlich ist. Mit Hilfe waelterer
Deletionsmutanten sollte das hierfur erforderliche Signal nun genauer eingegrenzt werden.
Abb. 23A enthdlt ein detailliertes Schema des membranproximalen Bereiches des OSMR,
welcher sich grob in die Box1-, die Interbox1/2- und die Box2-Region unterteilen l&sst. In
diesem Schema sind die bereits existierenden Deletionskonstrukte bOst4 und bODcyt sowie
die neu generierten Konstrukte bOst5 und bOst6 markiert. Gegentiber bOst4 zeichnet sich das
Konstrukt bOst5 durch die Deletion der Box2-Region aus, dem Konstrukt bOst6 fehlt
zusétzlich noch der grofdte Teil der Interbox1/2-Region und bODcyt enthdlt, wie bereits zuvor
erwdhnt, nur noch drei zytoplasmatische Aminosauren. Alle vier Konstrukte wurden transient

in COS-7-Zellen exprimiert und die Expression der Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie

und Westernblot analysiert.
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Abbildung 23: Sukzessive Deletion des membranproximalen Bereichs des OSMR fihrt zu
Konstrukten mit deutlich erhdhter Oberflachenexpression. Die Konstrukte bOst4, bOst5,
bOst6 und bODcyt wurden transient in COS-7-Zellen exprimiert. A: Schema des
membranproximalen Bereichs des OSMR. Der Box1l- bzw. Box2-Bereich ist hell- bzw.
dunkelgrau hervorgehoben. Die jeweils letzte C-terminale Aminosdure aller verwendeten
Konstrukte ist in dem Schema durch eine Pfeilspitze markiert. B+C: Die Expression der
Konstrukte wurde Uber Durchflusszytometrie und Westernblotanalyse untersucht.

Es zeigte sich, dass die Deletion der Box2-Region (bOst5) sowie des Interbox1/2-Bereiches
(bOst6), nicht aber die zusdtzliche Entfernung der Box1l (bODcyt) jewells zu einer
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signifikanten Erhohung der Oberflachenexpression der jeweiligen Konstrukte fuhrte (Abb.
23B, vgl. Spuren 1+2, 2+3 bzw. 3+4). Bei den drei verkirzten Konstrukten bOst5, bOst6 und
bODcyt war im Gegensatz zu bOst4, dem Konstrukt mit vollkommen intakter Box1/2-Region,
im Westernblot jeweils eine Rezeptor-Doppelbande erkennbar (Abb. 23C), was mit der
besseren Oberflachenexpression dieser Konstrukte Kkorrelierte.  Wahrend sich  die
Rezeptorchimére bOst5 in Bezug auf die Gesamtexpression nicht signifikant von dem
langeren Konstrukt bOst4 unterscheidet (Abb. 23C, vgl. Spuren 1+2), hatte die Deletion des
Interbox1/2-Bereiches aber offenbar nicht nur einen positiven Effekt auf die
Oberflachenexpression, sondern auch auf die Rezeptor-Gesamtexpression: die kirzere
Deletionsmutante bOst6 ist deutlich besser exprimiert als bOst4 und bOst5 (Abb. 23C, vgl.
Spuren 1-3). Wiederum war kein Unterschied zwischen dem kurzesten Konstrukt bODcyt und
bOst6 erkennbar (Abb. 23C, Spuren 3+4). Aus diesen Befunden |8sst sich zum einen ableiten,
dass das Konstrukt bOst6, im Gegensatz zu den beiden langeren Konstrukten, kein
funktionelles negatives Signal mehr enthdlt. Zum anderen deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass sowohl der Interbox1/2-Bereich als auch die Box2-Region zur Regulation der OSMR-
Oberflachenexpression beitragen. Der Interbox1/2-Bereich beeinflusst zusétzlich auch die

Rezeptor-Gesamtexpression.

3.2.2 Ein negativ-regulatorisches Signal lasst sich auf den Interbox1/2-Bereich
des OSMR eingrenzen

Um genauer untersuchen zu konnen, welchen relativen Antell die einzelnen Bereiche der
OSMR-Box1/2-Region jewells an der Regulation der Oberflachenlokalisation haben, wurden
nun zusétzlich die Rezeptorkonstrukte bOst4DBox1 und bOst4DInterbox1/2 (kurz: bOst4DI)
hergestellt. Die in diesen Konstrukten jeweils deletierten Bereiche sind in Abbildung 24A
gekennzeichnet. Vergleicht man die Expression von bOst4DBox1, bOst4Dl und bOst5 in
COS-7-Zellen, so zeigt sich zum einen, dass die Deletion der Box1l, wie aufgrund der
vorherigen Ergebnisse zu erwarten war, enen nur geringen Effekt auf die
Oberflachenexpression hat. Das Konstrukt bOst4DBox1 wies sowohl im FACS als auch im
Westernblot eine dem Ausgangskonstrukt bOst4 sehr dhnliche Expression auf (Abb. 24B+C,
vgl. Spuren 1+2). Aul3erdem zeigen die FACS-Anaysen sehr deutlich, dass sich die Deletion
des Interbox1/2-Bereiches sehr viel stérker auf die Rezeptor-Oberflachenexpression auswirkt
als die Deletion der Box2-Region: So war signifikant mehr bOst4Dl as bOst5 an der
Zéelloberflache nachweisbar (Abb. 24B, Spuren 3+4). Im Westernblot traten beide Konstrukte
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zwar deutlich als Doppelbande auf (Abb. 24C, Spuren 3+4), dhnlich wie bei dem Konstrukt
bODcyt war aber die obere Rezeptorbande bei bOst4Dl sehr viel stérker ausgepragt.
Tatsachlich ergab die Endo H-Analyse, dass ein Groldell des Konstrukts bOst4Dl in
vollstandig prozessierter, Endo H-resistenter Form vorlag (Abb. 24D, schwarze Pfeilspitze).
Ubereinstimmend mit diesen biochemischen Daten konnte mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie gezeigt werden, dass bOst4Dl vorwiegend an der Plasmamembran und im

Golgi-Kompartiment, aber kaum im ER der transfizierten Zellen lokalisiert war (Abb. 24E).
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Abbildung 24: Einfluss des Interbox1/2-Bereiches auf die Expression des chimaren OSMR. bOst4,
bOst4DBox1, bOst4Dl, bOst5 und bODcyt wurden transient in COS-7-Zellen exprimiert. A: Uberblick tber die
verwendeten Konstrukte. In dem Schema der OSMR-Box1/2-Region sind die Bereiche markiert, die in den neu
hergestellten Konstrukten deletiert wurden. Box1, Box2 und der deletierte Bereich der Interbox1/2-Region sind
grau unterlegt. B+C: 48h nach Transfektion wurde die Rezeptorexpression im Westernblot und im FACS
untersucht. D: Die Endo H-Analyse des Konstruktes bOst4Dl erfolgte wie in der Legende zu Abb. 11
beschrieben. Endo H-resistente Rezeptoren sind mit einer schwarzen, Endo H-sensitive Rezeptoren mit einer
weil3en Pfeilspitze markiert. E: In COS-7-Zellen wurde bOst4DlI mit einem CFP-markierten Golgi- bzw. ER-
Markerprotein koexprimiert. Die Immunfluoreszenzuntersuchungen erfolgten wie in der Legende zu Abb. 9
beschrieben. Die angeférbten Rezeptoren erscheinen in rot, CFP-Markerproteine in griin, kolokalisierte Proteine
in gelb. Weil3e Pfeil spitzen markieren an der Plasmamembran lokalisierte Rezeptoren.

Insgesamt wird in diesen Untersuchungen eine grofRe Ahnlichkeit zwischen den Konstrukten
bOst4Dl und bODcyt deutlich: Beide Konstrukte lassen sich mittels Durchflusszytometrie
gleich gut an der Plasmamembran nachweisen (Abb. 24B, Saulen 3+5) und zeichnen sich im
Vergleich zu alen anderen Konstrukten im Westernblot durch eine signifikant erhohte

Gesamtexpression sowie ein deutlich anderes Glykosylierungsmuster aus (Abb. 24C, Spuren
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3+5). Unter Beriicksichtigung der bereits in Abb. 23 dargestellten Ergebnisse l&sst sich somit
festhalten, dass alle Konstrukte, in denen der Interbox1/2-Bereich deletiert ist (bOst4Dl,
bOst6, bODcyt) extrem gut an der Zelloberflache exprimiert werden, und zwar unabhangig
davon, ob diese Konstrukte noch die Box1-Region (im Fall von bOst6) bzw. die Box1- und
die Box2-Region (bOst4Dl) enthalten oder nicht (bODcyt). Umgekehrt zeichnen sich alle
Konstrukte mit intakter Interbox1/2-Region (bOst4, bOst4DBox1, bOst5) durch eine deutlich
schlechtere Oberflachenexpression aus, wobei jedoch sowohl bOst4DBox1 as auch bOst5
geringfligig besser as das Ausgangskonstrukt bOst4 an der Oberfldche exprimiert werden
(Abb. 24B, vgl. Saule 1 mit Sdulen 2+4). Diese Befunde deuten stark darauf hin, dass sich das
negativ-regulatorische Signal in der Interbox1/2-Region des OSMR befindet, dass aber seine

volle Wirksamkeit auch eine intakte Box1- bzw. Box2-Region erfordert.

3.2.3 Die Deletion des Interbox1/2-Bereiches fuhrt auch beim Wildtyp-OSMR
zu einer signifikant erhn6hten Oberflachenexpression

Um die inhibitorische Wirkung des Interbox1/2-Bereiches auf die Rezeptoroberflachen-
expression zu verifizieren, wurde dieser Bereich nun auch im Wildtyp-OSMR deletiert. Der
OSMR und das neue Konstrukt OSMRDI (Abb. 25A) wurden in COS-7-Zellen exprimiert
und die Oberflachenexpression beider Rezeptoren durchflusszytometrisch bestimmt. Erwar-
tungsgemald wurde OSMRDI bedeutend besser an der Zelloberflache exprimiert as der
Wildtyp-OSMR (Abb. 25B, Saulen 1+2).
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Abbildung 25: Deletion des Interbox1/2-Bereiches im OSMR hat eine signifikant erhohte
Oberflachenexpression zur Folge. A: Schema der neu generierten OSMR-Konstrukte. Das
jewells C-terminal fusionierte GFP-Protein wird durch den Kreis symbolisiert. B: COS-7-Zellen
wurden mit Expressionsvektoren fur die angegebenen Rezeptorkonstrukte transfiziert und die
Oberflachenexpression der Rezeptoren nach 48h durchflusszytometrisch bestimmt. Anférbung der
Rezeptoren erfolgte wie in der Legende zu Abb. 7 beschrieben. Die Normierung erfolgte jeweils
auf die Konstrukte mit deletierter Interbox1/2-Region. Mittelwerte und Standardabweichungen
von mindestens drei unabhéngigen Versuchen sind dargestellt.



Ergebnisse 51

Da sich die Rezeptorexpression des OSMR im Westernblot nicht nachweisen 18sst, kann man
jedoch keine Aussagen Uber die Gesamtexpression beider Rezeptoren machen. Um dieses
Problem zu umgehen, wurden beide Rezeptorkonstrukte C-terminal mit GFP fusioniert (Abb.
25A). Durch eine Reihe von Versuchen konnte in Zusammenarbeit mit Angela Jorissen
bereits gezeigt werden, dass sich der GFP-markierte OSMR nicht wesentlich von dem
Wildtyp-OSMR unterscheidet (Angela Jorissen, medizinische Doktorarbeit in Vorbereitung).
Dementsprechend verhielten sich die beiden GFP-markierten Konstrukte in der FACS
Analyse analog zu den unmarkierten Konstrukten, d.h. der Rezeptor mit deletiertem Inter-
box1/2-Bereich wies eine deutlich erhdhte Oberflachenexpression auf (Abb. 25B, Saulen
3+4). Durch die GFP-Markierung des OSMR konnte neben der Oberflachenexpression nun
auch die Gesamtexpression der transfizierten GFP-Konstrukte durchflusszytometrisch be-
stimmt werden. Die Abbildungen 26A, B und C stellen die dazu notwendige Vorgehensweise
dar: In Zelen, die OSMR-GFP exprimieren, kann die Oberflachenexpression dieser Kon-
strukte Uber die herkébmmliche Antikorperfarbung erfolgen; das in der Duchflusszytometrie
im Fluoreszenzkanal 2 messbare Fluoreszenzsignal stammt hier von den zur Férbung ein-
gesetzten PE-konjugierten Zweitantikorpern. Gleichzeitig sollten alle Rezeptoren ein vom
GFP stammendes, zweites Fluoreszenzsignal erzeugen, welches im Fluoreszenzkanal 1 mess-
bar ist. Somit kdnnen wahrend der durchflusszytometrischen Messung fir jede einzelne Zelle

beide Fluoreszenzwerte gleichzeitig unabhangig voneinander bestimmt werden.

Abb. 26B und C stellen exemplarisch das Ergebnis einer FACS-Analyse von COS-7-Zellen
dar, die transient mit einem Vektor fir das Konstrukt OSMR-GFP transfiziert wurden. In dem
abgebildeten Dot-Plot (Abb. 26B) wurden ale gemessenen Fluoreszenz 1-Werte gegen die
entsprechenden Fluoreszenz 2-Werte aufgetragen. Damit entspricht jeder Diagrammpunkt den
Fluoreszenzwerten ener spezifischen Zellee Es sind zwel Punktwolken erkennbar,
transfizierte Zellen sind in Grau dargestellt; diese befinden sich in der markierten Diagramm-
Region R1. Alle Zellen in dieser Region weisen ein signifikant erhdhtes GFP-Signal
(Fluoreszenz 1) und PE-Signal auf, vermittelt Uber angefarbte Rezeptoren an der
Zelloberflache (Fluoreszenz 2). Die Diagrammregion R1 ist in Abb. 26C vergrofRert
dargestellt. Die transfizierten Zellen wurden hier gemdl ihrer Fluoreszenz 1-Werte in
Subpopulationen eingeteilt, die sich jewells in den Diagrammregionen R2 bis R6 befinden.
Fir jede Zelpopulation R2 bis R6 kann nun die mittlere GFP- bzw. PE-vermittelte
Fluoreszenz bestimmt werden. Abbildung 26D stellt ein reprasentatives Resultat einer solchen
Auswertung dar. Wie deutlich zu erkennen ist, korreliert im Falle des Konstruktes ORDI-GFP

eine zunehmende Rezeptorexpression (also ein zunehmendes GFP-Signal) mit der
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entsprechenden Zunahme der messbaren Oberflachenexpression (also zunehmendes PE-
Signal). Demgegentiber ist die Plasmamembranlokalisation des Konstruktes OR-GFP stark
limitiert: bei steigender Rezeptorexpression kommt es nicht zu einer vergleichbaren Erhdhung
der messbaren Oberflachenexpression; in diesem Fall scheinen die zusétzlich exprimierten
Rezeptoren also vermehrt intrazellulér vorzuliegen. Somit bestétigen diese Versuche sehr

anschaulich die mit den b-Chiméren erhatenen biochemischen Daten.
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Abbildung 26: Die limitierte Oberflachenexpression des K onstruktes OSMR-GFP wird durch Deletion des
I nter box1/2-Ber eiches aufgehoben. Die Konstrukte OSMR-GFP und OSMRDI-GFP wurden transient in COS-
7-Zéellen exprimiert, und die Expression der Rezeptoren wurde durchflusszytometrisch analysiert. A: Prinzip der
FACS-Analyse von GFP-markierten OSMR-Konstrukten. Wéhrend sich die Oberfléchenexpression der
Rezeptoren Uber Antikorperférbung nachweisen l&sst, kann die Gesamtexpression der Rezeptoren tber die GFP-
vermittelte Fluoreszenz verfolgt werden. B: Die Expression von OSMR-GFP in transient transfizierten Zellen.
Die gesamte Zellpopulation ist in der Dot-Blot-Auftragung dargestellt, jeder Punkt représentiert eine Zelle.
Diagrammpunkte innerhalb der Diagrammregion R1 sind in Grau dargestellt, sie reprasentieren transfizierte
Zellen. C: Vergrolerte Ansicht der Region R1. Diese wurde in die fnf Subregionen R2 bis R6 eingeteilt. Zellen
innerhalb einer Subregion zeichnen sich durch relativ @hnliche Fluoreszenz 1-Werte aus. Fur die Zellen in jeder
Region kann nun die mittlere GFP- und PE-Fluoreszenz ermittelt werden. D: FACS-Analyse der Expression von
OSMR-GFP und OSMRDI-GFP. Die Korrelation zwischen Gesamtexpression (mittlere Fluoreszenz 1) und
Oberflachenexpression (mittlere Fluoreszenz 2) ist dargestellt. Die Auswertung erfolgte wie oben beschrieben.
Jeder Diagrammpunkt représentiert mindestens 200 transfizierte Zellen.

3.2.4 Mutation eines oder mehrerer Dileucin-Signale innerhalb des Inter-
box1/2-Bereichs fuhrt zu Konstrukten, die wesentlich besser an der
Oberflache exprimiert werden

In den folgenden Untersuchungen sollte nun das Signal in der Interbox1/2-Region, welches
fur die Regulation der OSMR-Oberflachenlokalisation verantwortlich ist, exakter identifiziert
werden. Generell kann die Oberflachenexpression von Transmembranproteinen durch drel
verschiedene Mechanismen negativ reguliert werden: ER-Retention bzw. Retrieval,
lysosomales Targeting sowie Internalisierung (vgl. Abb. 6, Einleitung). Ein ER-Retentions-
oder Retrieval-Mechanismus verhindert, dass das exprimierte Protein das ER verlassen kann,
bzw. fuhrt zu dessen Ruckfihrung in das ER. Im Gegensatz zu ER-Retentionsmotiven sind
ER-Retrieval-Signale recht gut charakterisiert. Hierbel handelt es sich um Lysin- oder
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Arginin-basierende kurze Signale, wobel die Lysin-enthaltenden Signale meist am extremen
C-Terminus des Transmembranproteins vorliegen missen, um funktionell zu sein [133-135].
Im Fall des lysosomalen Targetings verlassen die Proteine das ER und werden im Golgi-
Apparat vollsténdig prozessiert, bevor sie dann zum Lysosom transportiert und dort degradiert
werden. Bereits an der Plasmamembran angelangte Proteine konnen durch
Internalisierungsprozesse negativ reguliert werden. Internalisierte Proteine werden entweder
zum Lysosom transportiert und abgebaut oder zurlick zur Plasmamembran , recycelt” [106].
Sowohl bei lysosomalen Targeting- also auch bel Internalisierungsmotiven handelt es sich
sehr oft entweder um Tyrosin-basierende oder um Dileucin-Motive [106, 110]. Abbildung 27
zeigt schematisch den OSMR-Interbox1/2-Bereich. Die Aminosauresequenz wurde auf das
Vorhandensein von bekannten negativ-regulatorischen Signalen untersucht. Alle als Signal in
Frage kommenden Aminosdurensequenzen sind in dem Schema hervorgehoben.

™ Box1 Interbox1/2 Box2

MCYLKSQWIKETCYPDIPDPYKSSILSLIKFKENPHLIIMNVS DCIPDAIEVEHIaiHE' LGTRKSLTETL

N

SILSLIKFKENPHLIIMNVS

Abbildung 27: Schema des Interbox1/2-Bereichs des OSMR. Aminosauren, welche Teil eines
Dileucin-dhnlichen Signals sein kénnten, sind unterstrichen. Die Box markiert eine Sequenz, die
einem Konsensusmotiv fur lysosomales Targeting entspricht. Ein potentielles ER-Retentionsmotiv
erscheint in fetter, kursiver Schrift

Zwar befindet sich im Interbox1/2-Bereich ein dem klassischen ER-Retrieval-Signal KKXX
ahnliches Signal KXK, eine entsprechende Funktion dieses Motivs ist aber aufgrund der Lage
im Protein sehr unwahrscheinlich. Beachtlicherweise enthdt der Interbox1/2-Bereich des
OSMR aber drei Dileucin-dhnliche Motive, von denen die zwei membranproximaen nur
durch eine einzige Aminosaure voneinander getrennt sind. Das membrandistale Motiv stimmt
interessanterweise mit der Konsensussequenz fur lysosomales Targeting D/EXXXL/1/V [136-
138] Uberein. Um zu untersuchen, ob eines dieser vier putativen Signale fur die negativ-
regulatorische Funktion des Interbox1/2-Bereiches verantwortlich ist, wurden basierend auf
dem Konstrukt bOst1 drei neue Konstrukte hergestellt, in denen die fUr die jeweiligen Signale
wichtigen Aminosduren zu Alanin mutiert wurden. Die neu generierten Konstrukte sind in
Abbildung 28A schematisch dargestellt. Zusétzlich wurde das Konstrukt bOst1DI hergestellt.
In diesem wurde analog zum Konstrukt bOst4DI der gesamte Interbox1/2-Bereich deletiert,
diese Rezeptorchimére diente in den Versuchen als Positivkontrolle. Alle Rezeptoren wurden

in Bezug auf Oberfléachen- und Gesamtexpression mit dem Konstrukt bOst1 verglichen. Wie
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bereits vermutet, hat die Mutation des Motivs KXK zu AXA keinen Effekt: die Konstrukte
bOst1 und bOst1-KKmut unterscheiden sich weder in Bezug auf ihre Oberflachenexpression
noch in Bezug auf ihre Gesamtexpression. (Abb. 28B und C, Saulen/Spuren 1+2).
Dahingegen wird die Punktmutante bOst1-AA, in welcher das membrandistale Dileucin-
Motiv mutiert wurde, deutlich besser an der Oberflache exprimiert als bOst1 (Abb. 28B, vgl.
Saulen 1+3). Die messbare Oberflachenexpression der Dreifachmutante bOst1-3AA, in der
ale drel putativen Dileucin-Signale zu Alanin mutiert wurden, ist demgegentiber noch weiter
erhoht, interessanterweise unterscheidet sich dieses Konstrukt kaum von der Positivkontrolle
bOst1DI (Abb. 29B, vgl. Saulen 4+5).
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Abbildung 28: Mutation der Dileucin-Motive im Interboxl/2 Bereich des OSMR fiuhrt zu
Rezeptoren mit erhohter Oberflachenexpression. A: Schema der neuen Konstrukte. Das
Ausgangskonstrukt bOstl ist links schematisch dargestellt. Der Interbox1/2-Bereich ist vergrofRRert
dargestellt. Putative Dileucin-Signale sind unterstrichen, das potentielle ER-Retrieval-Signal ist in fetten
Buchstaben gedruckt. In den Mutanten wurden die relevanten Aminosauren jeweils zu Alanin mutiert, bei
bOst1DI wurde der gesamte Interbox1/2-Bereich entfernt. B: Die Konstrukte wurden in COS-7-Zellen
exprimiert und die Oberflachenexpression Uber Durchflusszytometrie untersucht. Die Normierung
erfolgte auf das Konstrukt bOst1DI. C: Transfizierte Zellen wurden in Triton-Lysispuffer lysiert, und
gleiche Mengen Protein wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis der Rezeptoren erfolgte
im Westernblot. Ein représentativer Blot ist abgebildet.

Wie bOst1DI sind auch bOst1-AA und bOst1-3AA im Westernblot deutlich als Doppelbande
erkennbar (Abb. 28C). Diese Resultate legen die Vermutung nahe, dass die drei Dileucin-
Motive innerhalb des Interbox1/2-Bereichs fir dessen negativ-regulatorische Funktion von
Bedeutung sind. Der Unterschied zwischen der Oberfléchenexpression der Konstrukte bOst1-
AA auf der einen sowie bOst1-3AA und bOst1-DI auf der anderen Seite deutet stark darauf
hin, dass mindestens zwei unabhangige negative Signale in diesem Bereich vorhanden sind.
Andererseits konnte aber die bessere Oberflachenexpression von bOst1Dl und bOst1-3AA
auch lediglich auf einer besseren Gesamtexpression dieser beiden Proteine gegentiber bOst1-

AA beruhen. Zwar wiesen die drel Konstrukte im Westernblot tberwiegend eine dhnliche
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Expression auf (siehe Abb. 28C), in einigen Versuchen hingegen schienen bOst1Dl und
bOst1-3AA geringfligig besser exprimiert zu sein (Daten nicht gezeigt). Um diese Frage zu
kléren, wurden GFP-markierte Chiméren hergestellt. Die Konstrukte bOst4-GFP, bOst4-AA-
GFP und bOst4-3AA-GFP sind in Abb. 29A schematisch dargestellt. Sie enthalten jeweils C-
termina das fusionierte GFP-Molekil. Bei Expression dieser Fusionsproteine in COS-7-
Zellen zeigte sich, dass sich die Konstrukte analog zu den oben beschriebenen Chiméren
bOst1, bOst1-AA und bOst1-3AA verhalten: Wiederum waren die Konstrukte mit mutiertem
Dileucin-Motiv deutlich starker an der Oberflache exprimiert (Abb. 29B) und wiesen zudem

im Westernblot eine zusétzliche, langsamer migrierende Rezeptorbande auf (Abb. 29C).
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Abbildung 29: Der Interbox1/2-Bereich enthélt zwei unabhangige negativ-regulatorische Signale.
COS-7-Z€llen wurden mit Expressionsvektoren fir die angegebenen Konstrukte transfiziert und nach 48h
geerntet. A: Die verwendeten Konstrukte sind schematisch dargestellt. Sie entsprechen in ihrer Lange
dem Konstrukt bOst4, an dieses wurde C-terminal das GFP-Protein fusioniert. Zusétzlich sind das distale
bzw. dle drel Dileucin-Motive punktmutiert. B+C: Die Untersuchung der Rezeptorexpression erfolgte
Uber FACS- und Westernblotanalyse wie in der Legende zu Abb. 10 beschrieben. D: Korrelation
zwischen Gesamt- und Oberflachenexpression bei den verschiedenen Rezeptorkonstrukten. Die
Auswertung der FACS-Analyse erfolgte wie in der Legende zu Abb. 26 beschrieben. Ein représentatives
Diagramm ist abgebildet.

In der FACS-Analyse konnte nun in transient transfizierten COS-7-Zellen untersucht werden,
wie sich eine erhohte Gesamtexpression der Konstrukte, messbar tUber die GFP-vermittelte
Fluoreszenz, jeweils auf deren Oberflachenexpression auswirkt. Dabei zeigte sich, dass
Zellen, welche steigende Mengen des Konstruktes bOst4-GFP exprimierten, nur bedingt auch

eine vermehrte Oberflachenexpression dieses Rezeptors aufwiesen (Abb. 29D, rautenférmige
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Symbole). Dagegen korrelierte in Zellen, die mit dem Konstrukt bOst4-3AA-GFP transfiziert
waren, die messbare Gesamtexpression pro Zelle viel stéarker mit der jeweils gemessenen
Oberflachenexpression (Abb. 29D, dreieckige Symbole). Beide Rezeptoren verhalten sich
somit analog zu den Konstrukten OSMR-GFP und OSMRDI-GFP (Abb. 26D). Die
Rezeptorchimare bOst4-AA-GFP nimmt zwischen bOst4-GFP und bOst4-3AA-GFP eine
Intermediarstellung ein (Abb. 29D, viereckige Symbole): Vergleicht man also Zellen mit
gleicher Rezeptorgesamtexpression, so wird bOst4-3AA-GFP deutlich besser an der
Oberflache exprimiert als bOst4-AA-GFP. Man kann also davon ausgehen, dass die beiden
membranproximalen Dileucin-dhnlichen Signale ein zusdtzliches negativ-regulatorisches
Signal darstellen, welches fir die schlechtere Oberflachenexpression von bOst4-AA-GFP

verantwortlich ist.

3.2.5 Die Oberflachenexpression von Konstrukten mit mutiertem Dileucin-
Motiv wird durch Jak1l kaum noch beeinflusst

Die bisherigen Versuche lassen vermuten, dass das negativ-regulatorische Signal im
membranproximalen Bereich des OSMR ein mindestens zweigeteiltes Signal darstellt, wel-
ches aus zwel membranproximalen und einem weiteren membrandistalen Dileucin-dhnlichen
Motiv besteht. Sollte es sich bei diesen drei Motiven wirklich um die Signale handeln, welche
durch Jak-Bindung an die Box1/2-Region des OSMR maskiert werden, so dirfte sich die
Oberflachenexpression des Rezeptors bOst1-3AA, in dem diese Signale vollstandig mutiert
sind, durch Jak1-Koexpression nicht mehr beeinflussen lassen. Dahingegen sollte sich eine
Jak1-Koexpression auf die Oberflachenexpression von bOst1-AA eventuell positiv auswir-
ken, da dieses Konstrukt die beiden membranproximalen Dileucin-ahnlichen Signale noch
enthdlt. Um diese Hypothese zu testen, wurden die Konstrukte bOst1, bOst1-KKmut, bOst1-
AA, bOst1-3AA und bOst1Dl in COS-7-Zellen mit Jak1l-wt oder der nicht-bindenden
Mutante Jak1-L80AY81A koexprimiert. Zunachst wurde die Fahigkeit dieser Konstrukie,
Jak1 zu rekrutieren, untersucht. Die Bindungsstudien ergaben, dass abgesehen von dem Kon-
strukt bOst1DI, bei dem die Jak1-Bindung reproduzierbar schwécher ausfiel (Abb. 30B, 1.
Reihe, letzte Spur), ale Konstrukte noch zu einer &hnlich guten Assoziation von Jak1 in der
Lage waren (Abb. 30B, 1. Reihe: die schlechtere Bindung von Jak1 an das Konstrukt bOst1-
3AA ist nicht reprasentativ). Die Jak1-Koexpression fuhrte dementsprechend bel diesen Kon-
strukten zu einer Liganden-unabhdngigen Rezeptor-Tyrosinphosphorylierung (Abb. 30B, 3.
Reihe), so dass auch das Adapterprotein Shc mit diesen Rezeptoren koimmunprazipitiert
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werden konnte (Abb. 30B, 4. Reihe). Diese Daten sind ein Beleg daflr, dass die Jak1-Rekru-
tierung an die verschiedenen Konstrukte, mit Ausnahme von bOst1DI, in jeweils &nlicher
Weise erfolgte. Die FACS-Analyse ergab, dass sich die Koexpression von Jak1-wt, wie ver-
mutet, am stérksten auf die Oberflachenexpression von bOstl und bOstIKKmut auswirkte
(Abb. 30A, Saulen 1-4). Auch die Oberflachenexpression des Konstruktes bOst1-AA lief sich
durch Jak1 geringfligig, aber reproduzierbar, steigern: die Rezeptoren wiesen bel Jakl-
Koexpression durchschnittlich eine etwa 1,4-fach erhthte Oberfl&chenexpression auf, und la-
gen damit im Bereich der Oberflachenexpression des Konstruktes bOst1-3AA ohne Jak1-
Koexpression (vgl. Saulen 6+7 in Abb. 30A).
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Abbildung 30: Einfluss von Jak1-K oexpression auf die Oberflachenexpression verschiedener
OSMR-Chimaren. Die angegebenen Rezeptoren wurden mit Jak1-wt bzw. Jak1-L80AY 81A (K)
in COS-7-Zellen koexprimiert. A: Die Oberfldchenexpression der Rezeptoren wurde tber FACS-
Analyse bestimmt, wobei in jeder Versuchsreihe auf das Konstrukt bOst1Dl normiert wurde. In
dem Balkendiagramm sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchsreihen dargestellt. In einer aternativen Auswertung wurde fir jeden
Rezeptor separat die Jakl-vermittelte Hochregulation errechnet. Die gemittelten Werte =+
Standardabweichung sind im oberen Teil des Diagramms fir jeden Rezeptor angegeben. B: Fir
die Bindungsstudien wurden die Zellen nach 48h in Brij-Lysispuffer lysiert, und die Rezeptoren
immunprézipitiert. Prézipitate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, und koprézipitierte
Proteine mit den entsprechenden Antikdrpern im Westernblot nachgewiesen.
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Interessanterweise liefd sich auch die Expression des Konstruktes bOst1-3AA durch Jak1-
Koexpression noch minimal erhéhen, wohingegen die Expression des Konstruktes bOst1DI
durch Jakl nicht beeinflussbar war, was auf der verminderten Jak1-Bindung an dieses
Konstrukt beruhen konnte. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die Wirkung von Jak1
tatsachlich in erster Linie auf der Maskierung der drei Dileucin-dhnlichen Motive im
Interbox1/2-Bereich des OSMR beruht. Zusétzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass
auch andere unabhéngige Mechanismen existieren, die fur die leichte Hochregulation des
Konstruktes bOst1-3AA verantwortlich sind.

3.2.6 Eine Kolokalisation des OSMR mit dem Lysosom l&sst sich nicht
nachweisen

Dadas distale Dileucin-Motiv innerhalb der Aminosauresequenz ENPHL I liegt und somit der
Konsensussequenz fir lysosomales Sorting D/E-X-X-X-L-L/I/V entspricht, wére es denkbar,
dass Rezeptoren in Abwesenheit von gebundenen Jaks zum Lysosom geleitet werden und
somit nicht zur Zelloberfldche gelangen kénnen. Um zu untersuchen, ob es sich bel diesem
Motiv wirklich um ein funktionelles lysosomales Sortierungmotiv handelt, wurde eine
Rezeptorchimére hergestellt, in welcher die negativ geladene Aminosdure Glutamat an der
Position -4 dieses Motivs durch die positiv geladene Aminosaure Lysin ersetzt wurde. Spielt
die Aminoséure Glutamat fur die Funktion des distalen Dileucin-Motivs eine Rolle, so wére
von dieser Mutation ein dhnlicher Effekt zu erwarten wie von der Mutation des distalen
Dileucin-Motivs selbst.
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Abbildung 31: Mutation des Glutamats im putativen lysosomalen Sortierungsmotiv hat
keinen Einfluss auf die Oberflachenexpression des chimdren OSMR. COS-7-Zellen wurden
mit Expressionsvektoren fir die angegebenen Konstrukte transfiziert und nach 48h geerntet. A:
Modell der verwendeten Konstrukte. Die Aminoséurensequenz im Bereich des putativen
lysosomalen Sortierungsmotivs ist fir die Konstrukte bOR, bOR-AA und bOR-E-K angegeben.
B: Die Oberfldchenexpression der Rezeptoren wurde mittels FACS, die Gesamtexpression Uber
Westernblotanal yse untersucht.
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COS-7-Zellen wurden mit dem Konstrukt bOSMR-E-K, sowie bOSMR und bOSMR-AA
transfiziert und nach 48h im FACS untersucht. In Abb. 31B ist zu sehen, dass sich die
Konstrukte bOSMR-E-K und bOSMR weder beziiglich ihrer Oberflachenexpression noch in
ihrer Gesamtexpression unterschieden. Hingegen wurde das mutierte Konstrukt b OSMR-AA
sehr viel besser an der Oberflache exprimiert und trat auch im Westernblot als Doppelbande
auf (Abb. 31C). Diese Befunde sprechen dafur, dass das Glutamat fur die Funktionalitét des
distalen Dileucin-Motivs keine Rolle spielt. Da aber eventuell auch Dileucin-Motive, welche
nicht der Konsensussequenz D/EXXXLL entsprechen, lysosomales Targeting vermitteln
konnen [139], ist es trotz des in Abb. 32B dargestellten Befundes nicht ausgeschlossen, dass
es sich bei einem der dre Dileucin-Motive um ein funktionelles lysosomales
Sortierungsmotiv handelt. In weiteren Experimenten wurde daher untersucht, ob sich eine
Lokalisation des OSMR im Lysosom nachweisen |8sst.
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Abbildung 32: Der chimare OSMR ist nicht im Lysosom nachweisbar. Die angegebenen
Konstrukte wurden in COS-7-Zellen exprimiert, und die Zellen am Tag nach der Transfektion auf
Deckglaschen ausgesét. A: Die Anférbung des Lysosoms erfolgte in fixierten, permesbilisierten
Zellen mit polyklonalen Antikorpern gegen den lysosomalen Marker Lamp-1 und FITC-
konjugierten Zweitantikdrpern. Die Rezeptoren wurden mit monoklonalen Antikorpern gegen IL-
5Rb und TRITC-konjugierten Zweitantikdrpern sichtbar gemacht. B: Lebende Zellen wurden 1 - 2
h vor Fixierung mit der Substanz Lysotracker inkubiert. In diesem Fall wurden GFP-markierte
Rezeptoren verwendet. Bilder von repréasentativen Zellen wurden jeweils mit Hilfe des ZEISS
Laserscanning-Mikroskops LSM510 aufgenommen. In der linken Abb. sind die Férbungen der
lysosomalen Strukturen der Zellen in Grin (A) bzw. Rot (B) dargestellt. Die mittlere Abb. zeigt
die gefarbten bzw. GFP-markierten Rezeptoren. In der rechten Abb. wurden beide Bilder
Uberlagert.

COS-7-Zellen wurden mit dem chimdren Konstrukt bOR transfiziert und mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Dabei wurde das Lysosom in permeabilisierten Zellen mit

Antikdrpern gegen das lysosomal lokalisierte Protein Lamp-1 angeférbt. Wie Abb. 32A zeigt,
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konnte eine Kolokalisation der Chiméaren und des lysosomalen Markers Lamp-1 nicht
beobachtet werden. Um auszuschlief3en, dass die fehlende Kolokalisation auf schlechte
Zuganglichkeit des Lysosoms fir die verwendeten Rezeptor-Antikorper zurtickzufthren war,
wurde im Folgenden das GFP-markierte OSMR-Konstrukt bOst4-GFP verwendet. Um
aulRerdem zu verhindern, dass die Permeabilisierung der Zellen evtl. lysosomale Strukturen
zerstort, wurde das Lysosom in diesen Versuchen mit der frei durch die Zellmembran
diffundierenden Substanz Lysotracker angeférbt. Diese Substanz reichert sich im Lysosom an
und ist mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff versehen, was ihren Nachweis mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie erlaubt. Auch in diesem Experiment lie3 sich jedoch keine
Lokalisation der Rezeptorchimédren im Lysosom nachweisen (Abb. 32B). Diese Befunde
sprechen somit dagegen, dass es sich bei einem der drei Dileucin-Motive um ein lysosomales
Targeting-Signal handelt. Die Oberflachenexpression des OSMR scheint also Uber einen
anderen Mechanismus, z.B. ER-Retention oder ER-Retrieval, reguliert zu werden.

3.3 Die Expression des murinen OSMR

Im zweiten Tell der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, das Signal zu
charakterisieren, welches fur die Regulation der Oberfl&chenexpression des humanen OSMR
verantwortlich ist. Tatséchlich gelang es, drei Dileucin-&hnliche Motive im Interbox1/2-
Bereich dieses Rezeptors zu identifizieren, welche bel der Regulation der Rezeptor-
Lokalisierung eine Rolle spielen. Da es sich bel regulatorischen Signalen oftmals um
konservierte Proteinbereiche handelt, bietet es sich bei der Analyse an, homologe
Proteinsequenzen aus verschiedenen Spezies miteinander zu vergleichen. Dies erlaubt haufig
Ruckschlusse auf die Wichtigkeit bestimmter Aminosduren fir ein gegebenes Signal. Im Fall
des OSMR sind bisher nur die humanen und murinen Gene bekannt. Deshalb wurden im
dritten Teil der vorliegenden Arbeit die Rezeptoren beider Spezies in Hinblick auf die

Regulation ihrer Expression verglichen.

3.3.1 Die Expression des murinen OSMR wird durch Jak1l-Koexpression nicht
beeinflusst

Ein Sequenzvergleich zwischen der humanen und murinen OSM R-Proteinsequenz zeigt, dass
beide Rezeptoren sich relativ stark voneinander unterscheiden: So stimmen nur 50% aller
Aminosauren in beilden Rezeptoren miteinander tUberein [96]. Beim LIFR und bel gp130 liegt

die Aminosauren-Homologie zwischen den murinen und den humanen Rezeptoren bei 70
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bzw. 80% und ist damit ungleich héher [140, 141]. Abbildung 33A zeigt einen Vergleich des
Interbox1/2-Bereichs beider Rezeptoren, interessantererweise unterscheidet sich die humane
von der murinen Sequenz an nur vier Stellen, womit 80% der 20 Aminosduren in diesem
Rezeptorbereich konserviert sind. Auffdlig ist, dass die drei Dileucin-ahnlichen Motive,
welche bel der Regulation des humanen OSMR eine Rolle spielen, auch im murinen Rezeptor
enthalten sind. Dies deutet auf die Mdoglichkeit hin, dass die Expression des murinen
Rezeptors einer @hnlichen Regulation unterliegen konnte wie es fir den humanen OSMR in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden beide
Rezeptoren mit Tec bzw. Jak1 in COS-7-Zellen koexprimiert. Uberraschenderweise zeigte
sich, dass der murine im Gegensatz zum humanen OSMR in seiner Oberflachenexpression
nicht durch Jak1 beeinflusst wurde (Abb. 33B).
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Abbildung 33: Die Oberflachenexpression des murinen OSMR wird durch Jakl-Ko-
expression nicht beeinflusst. A: Sequenzvergleich der Interbox1/2-Regionen des murinen- und
des humanen OSMR. Die drei konservierten Dileucin-Signale sind unterstrichen, nicht-kon-
servierte Aminosauren fett gedruckt. B: COS-7-Zellen wurden mit Vektoren flr humanen bzw.
murinen OSMR sowie Tec oder Jak1 transfiziert. Nach 48h erfolgte die Analyse der Rezeptor-
expression Uber FACS-Analyse, die Jak1-Expression wurde im Westernblot tberpriift. C: Analoge
Rezeptorchiméren des humanen und murinen OSMR wurden in COS-7-Zellen exprimiert. Nach
48h wurde die Rezeptor-Expression Uber FACS- bzw. Westernblotanalyse untersucht.

Offenbar wird also der murine OSMR unabhangig von Jak1 effizient an der Plasmamembran
exprimiert. Um nun die Expression des murinen und des humanen Rezeptors besser vergle-
chen zu kénnen, wurde analog zu der bereits existierenden Rezeptor-Chiméare des humanen
OSMR bOR (ab jetzt zum besseren Versténdnis bOR-hu genannt) auch vom murinen OSMR
eine IL-5Rb-Chimére generiert. Hierzu wurde der Extrazellulérbereich des IL-5Rb an den
Transmembran- und Intrazellulérbereich des murinen OSMR fusioniert. Das resultierende
Konstrukt bOSMRmu (kurz: bOR-mu) sowie das humane Konstrukt bOR-hu wurden in
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COS-7-Zéellen exprimiert und bezlglich Oberflachenexpression und Gesamtexpression vergli-
chen. Dabei zeigte sich, dassin der Tat das murine Konstrukt deutlich besser auf der Zellober-
flache exprimiert wurde (Abb. 33C). Die bessere Oberflachenexpression korrelierte damit,
dass bei der Rezeptordetektion im Westernblot bOR-mu, nicht aber bOR-hu deutlich als Re-
zeptordoppelbande zu erkennen war (Abb. 33C). Diese Experimente deuten darauf hin, dass
der murine Rezeptor, im Gegensatz zum humanen OSMR, unabhéngig von Jak1 effizient pro-

zessiert und auf der Zelloberflache exprimiert wird.

3.3.2 Der membranproximale Bereich des murinen OSMR enthalt kein negativ-
regulatorisches Signal

Obwohl der murine OSMR im Interbox1/2-Bereich tber die drei Dileucin-ghnlichen Motive
verfugt, welche an der Negativ-Regulation des humanen OSMR beteiligt sind, wird der
murine OSMR bedeutend besser exprimiert und ist zudem in seiner Expression durch Jak1
nicht regulierbar. Dieser signifikante Unterschied zwischen beiden Rezeptoren kénnte darauf
beruhen, dass der murine Box1/2-Bereich trotz der dort vorhandenen drei Dileucin-Motive
kein wirksames negativ-regulatorisches Signal enthélt. Allerdings wéare auch denkbar, dass
Sequenzen aul3erhalb des Box1/2-Bereichs des murinen OSMR dafir sorgen, dass er trotz
eines funktionellen negativ-regulatorischen Signals in seiner Box1/2-Region effizient
prozessiert wird. Um zwischen diesen beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, wurde eine
Deletionsmutante hergestellt, die nur noch den Box1/2-Bereich des murinen OSMR umfasst.
Das resultierende Konstrukt bOst4-mu sowie des entsprechende humane Konstrukt bOst4
(jetzt zum besseren Verstandnis ,bOst4-hu“) wurden in COS-7-Zellen exprimiert und
bezlglich ihrer Oberflachenexpression und Gesamtexpression untersucht. Dabei zeigte sich,
dass auch die verkirzte murine Rezeptorchimére sehr viel besser as das analoge humane
Rezeptorkonstrukt an der Zellmembran exprimiert wurde (Abb. 34B, oben), was mit einem
hoheren Anteil prozessierter Rezeptoren bel dieser Chimére korrelierte (Abb. 34B, unten).
Theoretisch konnte die bessere Expression von bOst4-mu gegeniiber bOst4-hu allerdings
auch auf Unterschieden in den Transmembranregionen beider Rezeptoren beruhen. Um diese
Maoglichkeit auszuschlief?en, wurde nun das Konstrukt bDcyt-ORB1/2mu hergestellt, in
welchem die Box1/2-Region des murinen OSMR auf das gpl30-Konstrukt b130Dcyt
Ubertragen wurde. Die Expression dieses sowie des analogen humanen Konstrukts bDcyt-
ORB1/2 (jetzt: bDcyt-ORB1/2hu) wurden verglichen. Da aber wiederum das murine deutlich
starker als das humane Fusionskonstrukt an der Oberflache lokalisiert war (Abb. 34C), kann
tatséchlich davon ausgegangen werden, dass Unterschiede in der Box1/2-Region beider
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Rezeptoren fir das differentielle Expressionsmuster verantwortlich sind. Offensichtlich
enthdlt die membranproximale Box1/2-Region des murinen OSMR im Gegensatz zum
humanen Rezeptor kein negativ-regulatorisches Signal, welches eine effiziente
Oberflachenexpression verhindert.
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Abbildung 34: Der membranproximale Bereich des murinen OSMR enthdlt kein negativ-
regulatorisches Signal. A: Modell der verwendeten Rezeptorchiméren. Der schwarz geférbte
Bereich stammt von gp130. Die Rezeptorbereiche aus dem murinen oder humanen OSMR sind
hellgrau bzw. dunkelgrau dargestellt. B+C: Die angegebenen Konstrukte wurden in COS-7-Zellen
exprimiert und die Rezeptorexpression mittels FACS und Westernblot analysiert. In den
Diagrammen sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten
dargestellt.

3.3.3 Der Interbox1/2-Bereich des murinen OSMR ist flir dessen bessere
Expression verantwortlich

Abbildung 35 zeigt einen Sequenzvergleich zwischen der Box1/2-Region des murinen und

des humanen Rezeptors.
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Abbildung 35: Sequenzvergleich zwischen der Box1/2-Region des humanen und des murinen
OSMR. Aminoséuren, welche sich in beiden Rezeptoren unterscheiden, sind fett gedruckt. Die drei
Dileucin-Motive im Interbox1/2-Bereich sind unterstrichen. Die beiden Rezeptorbereiche des murinen
OSMR, die gegen die entsprechenden Abschnitte im humanen Rezeptor ausgetauscht wurden, sind mit
Klammern gekennzeichnet.
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Waéhrend im Box1-Bereich drei Aminosauren zwischen beiden Rezeptorketten variieren,
unterscheiden sich die beiden Interboxl/2-Bereiche an vier Stellen; diese beiden
Rezeptorregionen sind somit relativ stark konserviert. Dahingegen variieren die Aminosauren
im Bereich der jeweiligen Box2-Regionen zwischen beiden Rezeptoren sehr stark: 10 von 23

Aminosauren sind hier unterschiedlich.

Es sind nun zwei Grunde vorstellbar, warum die drei Dileucin-Signale in der Interbox1/2-
Region des murinen Rezeptors nicht wirksam sind: Zum einen konnte die murine Box2-
Region die Wirksamkeit dieses Signals einschrénken. Dafir spricht, dass die
Mutagenesestudie des humanen OSMR tatséchlich ergeben hat, dass der Box2-Bereich des
OSMR fir die Wirksamkeit des negativ-regulatorischen Signals von Bedeutung ist. Da sich
nun die murine und die humane Box2 relativ stark voneinander unterscheiden, wéare gut
vorstellbar, dass die murine Box2 im Gegensatz zur humanen Box2 die Wirksamkeit der drei
Dileucin-Motive nicht effizient unterstiitzt. Zum anderen konnten neben den drei Dileucin-
ahnlichen Signalen andere Aminosduren innerhalb des Interbox1/2-Bereiches essentiell fir
die Wirksamkeit des negativ-regul atorischen Motivs sein. Hierbei sollte es sich dann um eine
oder mehrere der vier Aminosauren handeln, welche in der murinen und humanen Sequenz

des Interbox1/2-Bereiches nicht Ubereinstimmen.
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Abbildung 36: Austausch der humanen gegen die murine I nterbox1/2-Region fuhrt zu
einem Konstrukt, welches bedeutend besser an der Oberflache exprimiert wird alsdas
Ausgangskonstrukt. A: Schema der verwendeten Konstrukte. Die murinen Rezeptor-
bereiche sind dunkelgrau dargestellt, Bereiche des humanen OSMR erscheinen in Hellgrau.
B+C: COS-7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fir die angegebenen Konstrukte
transfiziert und 48h nach Transfektion die Expression der Konstrukte tber FACS- und
Westernblotanalyse untersucht.
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Um diese beiden Moglichkeiten zu Uberprifen, wurden zwei neue Rezeptorkonstrukte
hergestellt. In dem Konstrukt bOst4hu-Imur, wurde der humane Interbox1/2-Bereich gegen
den analogen murinen Bereich ausgetauscht. Das Konstrukt bOst4hu-B2mur enthalt statt der
humanen die murine Box2. In Abbildung 35 sind die jeweils eingefligten murinen Bereiche
gekennzeichnet. Diese Konstrukte sowie bOst4hu und bOst4mu wurden in COS-7-Zellen
exprimiert und die Rezeptorexpression analysiert. Es zeigte sich, dass der Austausch der Box2
zwar einen geringen positiven Effekt auf die Oberflachenexpression des humanen OSMR-
Konstrukts hatte, demgegentber fuhrte der Austausch der humanen Interbox1/2-Region durch
die entsprechende murine Region aber zu einem Konstrukt, welches fast genauso gut an der
Oberflache exprimiert wurde wie das murine Konstrukt bOst4mu (Abb. 36B). Auch im
Westernblot waren diese beiden Konstrukte nicht zu unterscheiden (Abb. 36C). Somit scheint
die unterschiedliche Expression der Konstrukte bOst4hu und bOst4mu hauptsachlich auf den

unterschiedlichen Interbox1/2-Regionen der beiden Rezeptoren zu beruhen.

3.3.4 Das LII-Motiv in der Interbox1/2-Region ist flr dessen inhibitorische
Funktion bei der Regulation der Oberflachenexpression des humanen
OSMR von essentieller Bedeutung

Die obigen Versuche haben einwandfrei demonstriert, dass sich die geringe
Oberflachenexpression des humanen Rezeptorkonstrukts bOst4 drastisch steigern 1&sst, wenn
der humane Interbox1/2-Bereich gegen den analogen murinen Bereich ausgetauscht wird.
Diese beiden Konstrukte unterscheiden sich aber nur in vier Aminosduren, anstelle von
Phenylalanin 788 tritt im murinen Rezeptor ein Serin, Glutamat 790 ist im murinen Rezeptor
durch ein Lysin ersetzt. Des Weiteren ist das Isoleucin 796, welches im humanen Rezeptor
direkt nach dem distalen Dileucin-Motiv folgt, im murinen Rezeptor nicht vorhanden.
Schliefdlich ist die letzte Aminosaure des Interbox1/2-Bereiches, das Serin 800, im murinen
Rezeptor durch Lysin ersetzt. Um die Rolle dieser Aminosduren bei der Regulation der
Oberflachenexpression des humanen OSMR zu untersuchen, wurden ausgehend von der
Chimére bOst4hu drel weltere Rezeptor-Konstrukte generiert (Abb. 37A). In diesen
Punktmutanten wurden die Aminosduren F788 bzw. E790 durch die jeweilige murine
Aminosdure ersetzt bzw. die Aminosdure 1796 deletiert. Die resultierenden Konstrukte
bOst4huF-S, bOst4huE-K sowie bOst4huLIl-L1 wurden neben den Konstrukten bOst4hu und
bOst4hu-Imu in COS-7-Zellen exprimiert. Erwartungsgemd? hatte die Mutation des
Glutamats 790 keinen Effekt auf die Rezeptorexpression, denn es konnte schon in friheren

Versuchen demonstriert werden, dass dieses Glutamat flr das negativ-regulatorische Signal
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im humanen OSMR nicht relevant ist (vgl. Abb. 31). Dem Phenylalanin 788 hingegen scheint
eine gewisse Funktion in dem inhibitorischen Motiv zuzukommen; das Konstrukt bOst4huF-S
wies gegeniber dem  Ausgangskonstrukt  bOst4dhu  eine  deutlich  erhohte
Oberflachenexpression auf (Abb. 37B). Einen noch groferen Effekt hatte allerdings die
Deletion des Isoleucin 796: die Mutante bOst4-LII-LI wurde fast ebenso gut an der
Zelloberflache exprimiert wie das Kontrollkonstrukt bOst4hu-Imur; auch im Bezug auf das
Erscheinungsbild im Westernblot dhnelten sich diese beiden Rezeptoren. Somit scheint das
Isoleucin 796 fur die inhibitorische Funktion des Interbox1/2-Bereichs des humanen OSMR
von essentieller Bedeutung zu sein. Man kann somit postulieren, dass es sich bel dem
membrandistalen negativ-regulatorischen Signal nicht um ein Dileucin- sondern vielmehr um

ein Trileucin-ahnliches Motiv handelt.
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Abbildung 37: Deletion des Isoleucin 796 fuhrt zu einer erheblichen Steigerung der Rezep-
torober flachenexpression. A: Schema der verwendeten Konstrukte. Der Interbox1/2-Bereich al-
ler Konstrukte ist angegeben. Die jeweils mutierte/del etierte Aminoséure ist unterstrichen. Die vier
Aminosduren, welche sich im humanen und murinen Rezeptor unterscheiden, sind fett gedruckt.
B+C: Die angegebenen Konstrukte wurden transient in COS-7-Zellen exprimiert und die Rezep-
torexpression Uber Durchflusszytometrie und Westernblotdetektion analysiert.



Diskussion 67

4 Diskussion

4.1 Die Regulation der OSMR-Oberflachenexpression durch
Januskinasen

4.1.1 Die Jakl-vermittelte Hochregulation der OSMR-Oberflachenexpression

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse geben Einblick in eine neue Funktion der Januskinase Jak1.
So ist lange bekannt, dass Jakl mal3geblich an der Signaltransduktion von IL-6-Typ-
Zytokinen beteiligt ist [22, 23]. In dieser Arbeit konnte nun zusétzlich gezeigt werden, dass
Jak1 fur die effiziente Lokalisation des Oncostatin M-Rezeptors auf der Zelloberflache von
Bedeutung ist: In mehreren Zelllinien fuhrt die Koexpression der Januskinase Jakl zu einer
erhdhten Oberflachenexpression des transient exprimierten OSMR, wohingegen die
Expression der Tyrosinkinase Tec die Oberflachenexpression des OSMR nicht zu
beeinflussen vermag (Abb. 7 und 8). Hier handelt es sich aber offenbar nicht um einen
generellen Effekt von Jak1 auf die Expression von Zytokinrezeptoren, denn die Koexpression
von Jak1 wirkt sich im Vergleich sehr viel weniger auf die Oberflachenexpression von gpl130
oder des LIFR aus (Abb. 9, 10). Zudem ist eine Interaktion zwischen dem OSMR und Jak1
fUr dessen Hochregulation durch die Januskinase unbedingt erforderlich, denn Rezeptoren,
welche Jakl aufgrund einer deletierten bzw. mutierten Box1 nicht mehr binden koénnen,
werden nicht durch Jak1 reguliert (Abb.12). Auch die Koexpression von Jak1-Konstrukten,
welche in der N-terminalen, fUr die Rezeptorassoziation wichtigen b-grasp-Doméne mutiert
waren, fuhrt nicht zu einer erkennbaren Hochregulation des OSMR an der Zelloberflache
(Abb. 12).

Nun haben wir selber in vorangegangen Untersuchungen gezeigt, dass die Uberexpression
von Januskinasen die Liganden-unabhangige Tyrosinphosphorylierung der koexprimierten
Rezeptoren induziert [56]. Da die Lokalisation von Transmembranproteinen in vielen Fallen
durch Phosphorylierungsprozesse reguliert wird [142-146], kénnte man annehmen, dass auch
die Oberflachenexpression des OSMR durch dessen Phosphorylierung beeinflusst wird.
Offensichtlich ist aber die Jakl-Kinaseaktivitdt fiur die Erhéhung der OSMR-
Oberflachenexpression nicht essentiell (Abb. 13), was eine Beteiligung von Jak1-abhangigen
Signalwegen an dieser Regulation sehr unwahrscheinlich macht. Vielmehr scheint Jak1

ausschliefdich strukturell fur die Oberflachenexpression des OSMR von Bedeutung zu sein.
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Diese Befunde gelten nicht nur fur Gberexprimierten OSMR: In zwei unabhangigen, Jak1-
defizienten Fibrosarkom-Zelllinien ist signifikant weniger endogener OSMR an der
Oberflache nachweisbar as in den beiden Parentalzelllinien (Abb. 18). Durch Koexpression
von Jak1l wiederum lésst sich die Oberflachenexpression des endogenen OSMR in beiden
Jak1-defizienten Zelllinien steigern (Abb. 19). Da sich die Expression des endogenen OSMR
auf Proteinebene nicht Gberprifen lasst, konnte dieser Effekt prinzipiell auf einer gesteigerten
OSMR-Gesamtexpression beruhen. Allerdings bewirkt die Expression von Kinase-negativer
Jakl eine ahnliche Erhdhung der messbaren OSMR-Oberflachenlokalisation wie die
Expression von wt-Jak1 (Abb.19B). Somit kann zumindest ausgeschlossen werden, dass Jak1
Uber Signaltransduktionsprozesse, etwa durch Erhdhung der Transkriptionsrate des OSMR-
Gens, eine erhdhte Expression des OSMR bewirkt.

Die hier dargestellten Befunde erinnern in vielerlei Hinsicht an die Regulation des IFNAR1-
Rezeptors durch Tyk2. Auch hier scheint die mit der IFNAR1-Kette assoziierte Januskinase
Tyk2 ausschliefdlich eine strukturelle Rolle fir deren Expresson zu spielen; die
Kinaseaktivitét ist fur diese Funktion von Tyk2 nicht essentiell [124]. Allerdings wurde in
diesen Untersuchungen lediglich ein Effekt von Tyk2 auf die Expression der endogenen
IFNAR1-Kette beobachtet: Wird IFNAR1 Uberexprimiert, so ist kein Effekt von Tyk2 auf
dessen Expression zu erkennen [124]. Im Fall des OSMR hingegen lésst sich sowohl eine
Regulation des endogenen als auch des Uberexprimierten Rezeptors durch Jak1 nachweisen.
Diese Unterschiede lassen sich aber eventuell dadurch erkl&ren, dass im Fall des IFNAR1-
Rezeptors dessen Gesamtexpression, im Fall des OSMR dessen Oberflachenexpression

untersucht wurde. Somit erscheint ein Vergleich dieser Ergebnisse nur begrenzt méglich.

4.1.2 Auch Jak2 und Tyk2 beeinflussen die Oberflachenexpression des OSMR

Die Tatsache, dass der endogene OSMR in Jakl-defizienten Zellen Uberhaupt an der
Zelloberflache exprimiert wird, deutet darauf hin, dass Jakl zwar fur die
Oberflachenlokalisation des OSMR wichtig, nicht aber essentiell ist. Der Grund hierfir liegt
aller Wahrscheinlichkeit darin, dass auch die Januskinasen Jak2 und Tyk2 die
Oberflachenexpression des OSMR positiv regulieren kdnnen. So fihrt die Koexpression
dieser Januskinasen zu einer deutlichen Erhéhung der messbaren OSMR-
Oberflachenexpression in COS-Zellen, wohingegen die Koexpression von Jak3 die
Oberflachenexpression des OSMR nicht beeinflusst (Abb. 20). Genau das gleiche Bild ergibt
sich in Bezug auf den endogenen OSMR: In Jakl-defizienten U4C-Zellen ist dessen
Oberflachenlokalisation durch die Expression von Jak2 oder Tyk2, nicht aber von Jak3
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steigerbar (Abb. 20). Die Tatsache, dass neben Jakl auch Jak2 und Tyk2 far die
Oberflachenregulation des OSMR eine Rolle spielen, korreliert mit publizierten Befunden,
dass diese beiden Kinasen auch an der OSM-vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind
[87, 99]. In U4C-Zellen konnte dies bestétigt werden: Tatsachlich werden in diesen Zellen
Jak2 und Tyk2 nach OSM-Stimulation aktiviert (Abb. 21). Somit konnen offenbar alle
Kinasen, die bei der OSMR-Signaltransduktion eine Rolle spielen, auch die zelluldre
Lokalisation des OSMR regulieren.

4.1.3 Jaks unterscheiden sich bezuglich ihrer Fahigkeit, spezifische
Signalwege zu aktivieren

Obwohl die zwei Januskinasen Jak2 und Tyk2 die OSMR-Oberflachenexpression ebenso
effizient zu regulieren vermogen wie Jakl, scheint ihre Fahigkeit, spezifische Signalwege zu
aktivieren, gegenuber Jakl erheblich begrenzt zu sein. In Jak1-defizienten Zellen fuhrt eine
OSM-Stimulation zwar, wie erwahnt, zur Aktivierung der Kinasen Jak2 und Tyk2, resultiert
aber, anders als in den Parentalzellen, in keiner deutlichen STAT1- oder Erk1/2-Aktivierung.
Kurzlich durchgefihrte Experimente haben zudem ergeben, dass auch die Stress-aktivierten
MAPK p38 und JNK in diesen Zellen nicht mehr effizient durch OSM aktiviert werden
(Ergebnisse nicht gezeigt). Desweiteren konnte bereits in friheren Untersuchungen gezeigt
werden, dass das Adapterprotein SHP-2 in Jak1-defizienten Zellen nicht mehr 1L-6-abhangig
phosphoryliert wird [147]. Anders asim Fall einer IL-6-Stimulation ist aber in diesen Zellen
noch eine signifikante STAT3-Phosphorylierung nachweisbar (Abb. 22). Fir diese Befunde
kann es zahlreiche Ursachen geben. So konnten sich die Januskinasen beziglich ihrer
Fahigkeit unterscheiden, spezifische Tyrosinmotive in den beteiligten Rezeptorketten zu
phosphorylieren. Beispielsweise dienen Tyrosinmotive der Konsensussequenz Y XXQ zur
Rekrutierung von STAT3, wohingegen STAT1 an phosphorylierte Y XPQ-Motive bindet [31].
Wiederum andere Tyrosin-Sequenzen in gpl30 bzw. dem OSMR vermitteln — tber die
Rekrutierung der als Adaptoren wirkenden Proteine SHP-2 bzw. Shc - die Erk1/2-Aktivierung
[56]. Interessanterweise konnte in friheren Versuchen bereits demonstriert werden, dass die
Rekrutierung der Proteine STAT1 und STAT3 an Uberexprimiertes gpl130 entscheidend davon
abhangt, welche Januskinase jeweils mit gpl30 koexprimiert wird: Wéahrend sich STAT3
sowohl nach Koexpression von Jak1, Jak2 und Tyk2 mit dem Rezeptor kopréazipitieren 1&sst,
scheint STAT1 deutlich stérker auf die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors durch Jak1
angewiesen zu sein [148]. Diese Befunde sprechen dafir, dass sich tatsachlich nicht alle

Rezeptortyrosinmotive gleich gut von Jak1, Tyk2 und Jak2 phosphorylieren lassen. Ebenso



70 Diskussion

konnten sich die Jaks auch in Bezug auf ihre Fahigkeit unterscheiden, die an den Rezeptor
rekrutierten Proteine zu phosphorylieren. In diesem Zusammenhang ist noch nicht
zweifelsfrel geklart, ob die Phosphorylierung der STATSs Uberhaupt durch die Januskinasen
selbst oder durch andere Tyrosinkinasen erfolgt. Im letzteren Fall wére denkbar, dass sich die
verschiedenen Jaks in ihrer Fahigkeit unterscheiden, andere Tyrosinkinasen zu rekrutieren
und/oder zu aktivieren. Weitere Untersuchungen sind somit nétig, um die Ursachen fir diesen
Effekt zu klaren.

4.2 Maskierung eines negativ-regulatorischen Signals in der
OSMR-Box1/2-Region durch Jak1

4.2.1 Der Interbox1/2-Bereich des OSMR enthélt ein transferierbares, negativ-
regulatorisches Signal, welches durch Jak1l maskierbar ist

Diein dieser Arbeit durchgefihrten Experimente deuten sehr stark darauf hin, dass der Jak1-
vermittelten Hochregulation des OSMR an der Zelloberflache ein Maskierungsmechanismus
zugrunde liegt. Fur diesen Mechanismus spricht, dass in der Jak-Bindungsregion des OSMR,
also in der Box1/2-Region, ein negativ-regulatorisches Signal identifiziert werden konnte: So
hat die Deletion des gesamten Box1/2-Bereiches des OSMR bzw. von 20 Aminosduren aus
dem Interbox1/2-Bereich jeweils eine signifikante Erhohung der Rezeptoroberflachen-
expression zur Folge (Abb. 14, 15, 23-25). Auch der Transfer dieser Region auf Rezeptor-
konstrukte, welche normalerweise &ufierst gut an der Membran lokalisiert sind, fuhrt zu einer
drastischen Abnahme der messbaren Oberfléchenexpression (Abb. 16). Somit kann man
postulieren, dass die Jak1-Bindung an die Box1/2-Region dieses Signal verdecken und somit
die Oberfl&chenexpression des OSMR ermoglichen kdnnte. Tatsachlich wird mit dem Trans-
fer der Box1/2-Region des OSMR auf das Rezeptorkonstrukt b130Dcyt nicht nur die Ober-
flachenexpression des Ausgangskonstrukts herabgesetzt, sondern dieses Konstrukt wird - im
Gegensatz zu einem vergleichbaren gpl130-Konstrukt - durch Jak1-Koexpression auch an der
Oberflache hochreguliert (Abb. 17). Durch den Transfer des negativen Signals wurde dieses
Konstrukt somit gleichzeitig ,, sensitiv* fur den Maskierungseffekt durch Jak1. Die Tatsache,
dass sich die Jak1-Koexpression sehr viel stérker auf die Oberflachenexpression des OSMR
als auf den LIFR oder gp130 auswirkt, kann damit erklért werden, dass diese offenbar in ihrer
Box1/2-Region nicht Gber ein @&nlich starkes negativ-regulatorisches Motiv verfligen wie der
OSMR.
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Interessanterweise gibt es viele Beispiele fur die Regulation der Oberflachenexpression von
Transmembranproteinen durch Maskierung von negativ-regulatorischen Signalen. Allerdings
wurde dieser Mechanismus bisher hauptsachlich fur Proteine beschrieben, welche Teil von
multimeren Komplexen sind. So wird z.B. der aus acht Untereinheiten bestehende T-Zell-
Rezeptor-Komplex nur dann  an der Zeloberflache exprimiert, wenn dle
Rezeptoruntereinheiten korrekt angeordnet sind [149]. Die Expression einzelner
Untereinheiten fuhrt zu intrazellulérer Retention, oft gefolgt von Degradation dieser Ketten
[149, 150]. In verschiedenen T-Zell-Rezeptoruntereinheiten konnten mittlerweile Signale fir
ER-Retention, Degradation und lysosomales Targeting identifiziert werden [151-158], die
durch eine korrekte Anordnung der verschiedenenen Untereinheiten maskiert werden kdnnen
[137, 151, 159, 160]. Auch fur den IgE-Rezeptor [161], fur verschiedene lonen-Kande wie
z.B. den ATP-sensitiven K*-Kanal [133] und den spannungsaktivierten Ca™*-Kanal [162],
sowie fur den GABAg-Rezeptor GB1, ein Mitglied der G-Protein-gekoppelten Rezeptor-
Familie [163], sind dhnliche Maskierungsprozesse beschrieben worden. In allen Falen
gelangen die jeweiligen Transmembranproteine nur dann zur Zelloberflache, wenn das
negativ-regulatorische Signal in einer Untereinheit durch eine korrekt angeordnete andere
Untereinheit des Proteinkomplexes maskiert ist. Somit wird gewdhrleistet, dass nur

funktionale Komplexe an der Zelloberflache exprimiert werden.

4.2.2 Ein Jak-vermittelter Maskierungsmechanismus als Qualitatskontrolle fur
Zytokinrezeptoren

Auch im OSMR scheint die Existenz des maskierbaren, negativ-regulatorischen Signals
sicherzustellen, dass nur funktionaler, also signalkompetenter OSMR an die Zelloberflache
gelangt: In COS-7-Zellen konnte mit Hilfe von GFP-markierten OSM-Rezeptoren
demonstriert werden, dass die Zahl der an der Zelloberflache detektierbaren Rezeptoren selbst
bei massiver Rezeptorexpression stark eingeschrankt ist. Ist hingegen der Interbox1/2-Bereich
der GFP-markierten Konstrukte deletiert, so korreliert die Zunahme der Gesamtexpression des
OSMR mit einer &nlichen Zunahme der messbaren OSM R-Oberflachenexpression (Abb.
25). Dieser Befund spricht in der Tat stark dafir, dass ein zellulérer Faktor, und zwar mit
grofRer Wahrscheinlichkeit die endogenen Januskinasen, die Oberflachenexpression des
Uberexprimierten OSMR effizient limitiert. Durch die Deletion des negativ-regulatorischen
Signals wére die so vermittelte Qualitétssicherung aul3er Kraft gesetzt, da die Rezeptoren nun

unabhangig von gebundenen Januskinasen an die Zelloberflache gelangen kénnen.
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Wie bereits erwédhnt ist die Regulation der Expression von Zytokinrezeptoren durch
assoziierte Januskinasen nicht auf den OSMR beschrankt. Neben der Regulation des IFNAR1L
durch Tyk2 ist mittlerweile auch die Regulation des EpoR durch Jak2 demonstriert worden
[164]. Dies spricht dafir, dass es sich bel der Regulation von Zytokinrezeptoren durch
assoziierte Januskinasen um enen verbreiteten Mechanismus innerhalb dieser
Rezeptorfamilie handeln konnte. Allerdings werden offenbar nicht alle Zytokinrezeptoren
gleichermal3en durch die assoziierten Januskinasen reguliert. So konnte in der vorliegenden
Arbeit demonstriert werden, dass die Jak1-Koexpression auf die Oberflachenexpression von
gp130 und des LIFR nur einen geringen Einfluss hat (Abb. 9, 10). Auch scheint die Kinase
Jak3 weder fir die Oberflachenexpression der endogenen noch der Gberexprimierten common
gamma chain essentiell zu sein (John O Shea, personliche Mitteilung). Um die Ursachen fir
diese Unterschiede zu ermitteln, muss aber zunéchst geklart werden, auf welchem
Mechanismus die Jak-vermittelte Regulation der Zytokinrezeptoren jewells beruht. So kénnte
es sein, dass die Effizienz anderer Regulationsmechanismen sehr viel strker von der Anzahl
der exprimierten Rezeptoren beeintrachtigt wird, als dies beim OSMR der Fall ist. Befunde,
die mit Uberexprimiertem gpl30 oder LIFR erhoben wurden, erlauben deshalb nicht
unbedingt Rickschlisse auf zelluldre Situationen, in denen erheblich weniger Rezeptoren
exprimiert werden. Tatséchlich haben eigene Untersuchungen kurzlich ergeben, dass die
Oberflachenexpression des endogenen gpl30 in Jakl-defizienten Zellen erheblich starker
reduziert ist, als man dies aufgrund der Versuche in COS-7-Zellen erwarten wirde

(Ergebnisse nicht gezeigt).

4.3 Drei Dileucin-ahnliche Motive im Interbox1/2-Bereich des OSMR
wirken sehr wahrscheinlich als ER-Retentions-/Retrieval-Signal

4.3.1 Drei Dileucin-Motive im Interbox1/2-Bereich des OSMR wirken als
negativ-regulatorisches Signal

Der Interbox1/2-Bereich des OSMR enthdlt drel Dileucin-ghnliche Motive, wovon das distale
der Konsensussequenz fur lysosomales Targeting D/E-X-X-X-L-L/I/M entspricht, wie es
z.B. in der CD3g-Kette identifiziert wurde [136-138]. Tatsachlich bewirkt die Mutation des
distalen Motivs eine signifikante Steigerung der Oberflachenexpression. Aber auch die
membranproximalen Motive sind an dem negativ-regulatorischen Signal betelligt. Durch die
zusétzliche Mutation dieser beiden Motive kann die Oberflachenexpression des OSMR weiter

erhoht werden; solche Konstrukte weisen eine dhnliche Oberfléchenexpression auf wie



Diskussion 73

Konstrukte, in denen der Interbox1/2-Bereich vollstandig deletiert ist (Abb. 28). Wéahrend
sich die Koexpresson von Jakl nicht signifikant auf die Oberflachenexpression der
Konstrukte mit drei  mutierten  Dileucin-Motiven  auswirkt, l&sst sich die
Oberflachenexpression eines Konstrukts, in dem die beiden membranproximalen Motive noch
erhalten sind, deutlich durch Jak1-Koexpression steigern (Abb. 30). Man darf aufgrund dieser
Befunde davon ausgehen, dass alle dre Dileucin-Motive durch Jak1-Bindung maskiert

werden konnen.

4.3.2 Lysosomales Targeting des OSMR ist nicht nachweisbar

Obwonhl das distale Dileucin-Motiv in der Interbox1/2-Region des OSMR der Konsensus-
sequenz fur lysosomales Targeting entspricht, und lysosomales Targeting mit dem Ex-
pressionsmuster des OSMR sehr gut vereinbar wére, sprechen weitere in dieser Arbeit ge-
machten Befunde stark dagegen, dass das negativ-regulatorische Signal den Transport des
OSMR zum Lysosom induziert. Zundchst konnte klar gezeigt werden, dass ein Austausch der
sauren Aminosaure Glutamat durch die basische Aminosaure Lysin an der wichtigen Stelle -4
des putativen lysosomalen Targetingsignals ENPHLI keinen Effekt auf die Oberflachen-
expression des chimaren OSMR hat (Abb. 31). Dies spricht stark dagegen, dass es sich bei
dem distalen Motiv um ein klassisches lysosomales Targetingmotiv handelt. Um zu
untersuchen, ob die drei Dileucinmotive eventuell trotzdem lysosomales Targeting vermitteln
kénnen, wurde mit verschiedenen Methoden versucht, eine lysosomale Lokalisation des
chiméren OSMR nachzuweisen, doch weder das chimére Konstrukt bOR noch ein GFP-
markiertes, verkirztes Konstrukt lokalisieren im Lysosom (Abb. 32). Da das Lysosom in den
Versuchen auf zwei verschiedene Weisen angeférbt wurde, ist es unwahrscheinlich, dass die
fehlende Kolokalisation ein experimentelles Problem darstellt. Dieser Befund korreliert mit
der Tatsache, dass auch verschiedene lysosomale Inhibitoren wie Chloroquin und
Ammoniumchlorid in bisherigen Experimenten keinen Einfluss auf die OSMR-Expression
hatten (Ergebnisse nicht gezeigt). Somit ist davon auszugehen, dass die Wirkung der drel im
Interbox1/2-Bereich des OSMR vorhandenen Dileucin-Motive nicht auf lysosomaem

Targeting sondern auf einem anderen Mechanismus beruht.
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4.3.3 Das Expressionsmuster des chimaren OSMR deutet auf eine ER-
Retention dieses Rezeptors hin

In Immunfluoreszenzuntersuchungen lassen sich chimére OSMR-Konstrukte mit intaktem
Interbox1/2-Bereich zu einem grofRen Antell intrazelluldr, und zwar in ER und Golgi,
lokalisieren (Abb.11, 15). Konstrukte, denen der Interbox1/2-Bereich fehlt, sind hingegen
kaum noch im ER, sondern vorwiegend im Golgi und an der Zelloberflache nachweisbar
(Abb.15, 24). Die veranderte Lokalisation dieser Konstrukte korreliert jewells mit einer
deutlichen Zunahme der Endo H-resistenten, d.h. vollstandig prozessierten Rezeptorform.
Diese Befunde deuten stark auf eine ER-Retention des OSMR hin. Auch kirzlich
durchgefiihrte pulse-chase-Experimente mit chiméren OSMR-Konstrukten sind sehr gut mit
der ER-Retention des humanen OSMR vereinbar, denn in diesen Versuchen trat eine
effiziente Rezeptorprozessierung nur bei Konstrukten mit deletiertem Interbox1/2-Bereich auf
(Ergebnisse nicht gezeigt). Diese Befunde sind insofern Uberraschend, als dass es sich bei
dem negativ-regulatorischen Signal im OSMR um Dileucin-dhnliche Motive handelt. Diese
Motive spielen zwar bei mehreren Targeting-Prozessen eine Rolle, so vermitteln sie u.a. die
Internalisierung und, wie erwéhnt, das lysosomale Targeting von Proteinen [104, 105]; aber in
beiden Féllen werden jeweils vollstdndig prozessierte Proteine transportiert. Die ER-
Lokalisation des chiméren OSMR lé&sst sich somit durch ein typisches Dileucin-Maotiv nicht

erklaren.

Interessanterwei se scheint mittlerweile geklart zu sein, wie Tyk2 die Expression des IFNAR1
reguliert: Anscheinend maskiert Tyk2 ein Dileucin-Signal, welches sich im membran-
proximalen Bereich der IFNAR1-Kette befindet. Die Maskierung dieses Motivs durch Tyk2
verhindert offenbar die Internalisierung des Rezeptors von der Plasmamembran. Im Gegen-
satz zum OSMR wird der IFNARL effizient prozessiert, d.h. Tyk2 beeinflusst durch Maskie-
rung des Dileucin-Signals nicht die Prozessierung, sondern vielmehr die Lokalisation der
vollstandig prozessierten Rezeptoren. Assoziiert Tyk2 an die prozessierten Rezeptoren, so
verbleiben diese an der Plasmamembran. In Abwesenheit von Tyk2 werden die Rezeptoren
internalisiert und befinden sich in Endosomen-dhnlichen Strukturen (Sandra Pelligrini,
unverdffentlichte Ergebnisse). Somit handelt es sich bei dem Dileucin-Motiv im IFNAR1-
Rezeptor — im Gegensatz zu den Dileucin-Motiven im OSMR — um ein typisches Dileucin-
Signal.
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4.3.4 Bei dem distalen negativ-regulatorischen Motiv handelt es sich um kein
Dileucin- sondern um ein Trileucin-&hnliches Motiv

Wie der humane OSMR, so enthdlt auch der murine OSMR in seiner Interbox1/2-Region drei
Dileucin-Motive. Deshab war stark zu vermuten, dass auch die Expression des murinen
OSMR durch diese Motive reguliert wird. Das Gegentell ist jedoch der Fall: Im Gegensatz
zum humanen Rezeptor wirkt sich eine Jak1l-Koexpression nicht auf die Oberflachen-
expression des murinen OSMR aus (Abb. 33). Zudem wird der chimére murine OSMR - im
Gegensatz zum analogen humanen Konstrukt - effizient prozessiert und sehr gut an der Zell-
oberflache exprimiert (Abb. 33). Ferner konnte gezeigt werden, dass die bessere Expression
des murinen Rezeptors zumindest teilweise darauf zuriickzufihren ist, dass in diesem
Rezeptor das Isoleucin 796 fehlt, welches im humanen OSMR direkt auf das distale Dileucin-
Motiv folgt. Wird dieses Isoleucin im humanen Rezeptor deletiert, so steigt der Anteil von
vollstandig prozessierten und an der Zelloberfléache exprimierten Rezeptoren beachtlich (Abb.
37). Somit scheint es sich beim funktionalen distalen Motiv im humanen OSMR also nicht
um das Dileucin- @hnliche Motiv LI sondern vielmehr um das Trileucin-8hnliche Motiv LIl zu
handeln. Dieser Umstand ist ein weiterer Beleg dafir, dass das distale Motiv in der Tat kein
typisches Dileucin-Motiv darstellt. Dieses neuartige Signal konnte nun auf zweierlel Art eine
ER-Retention des OSMR vermitteln.

Modell 1: Das LII-Motiv im Interbox1/2-Bereich des OSMR wirkt als ER
Retrieval-Signal

Wie bereits mehrfach erwdhnt, wird die ER-Lokalisation von Transmembranproteinen
oftmals Uber Lysin- oder Arginin-haltige ER-Retrieval-Motive vermittelt. Nun ist vor einiger
Zeit jedoch eine neue Klasse von ER-Retrieval-Signalen beschrieben worden, die nicht auf
Lysin oder Arginin basieren [165]. Diese sind sehr viel schlechter charakterisiert as die oben
aufgeftihrten Motive und zeichnen sich unter anderem durch das Vorhandensein von
aromatischen Aminosauren aus [165]. In dem OSMR-Interbox1/2-Bereich befindet sich
interessanterweise die aromatische Aminosaure Phenylalanin, und es konnte gezeigt werden,
dass die Mutation dieses Phenylalanins eine Steigerung der Rezeptoroberfl&chenexpression
zur Folge hat (Abb. 37). Diese Aminosdure sowie das membrandistale Trileucinmotiv

konnten also Teil eines neuartigen ER-Retrieval-Signals sein.
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Modell 2: Die Dileucin-dhnlichen Motive sind Teil einer dreidimensionalen,
hydrophoben Struktur, welche die ER-Retention ver mittelt

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die drei Dileucin-Motive im Interbox1/2-Bereich
kein lineares Signal darstellen, welches ER-Retrieval vermittelt, sondern vielmehr Teil einer
dreidimensionalen Struktur sind, welche zur ER-Retention der Rezeptoren fuhrt. Dies wirde
erkléren, warum die Wirkung dieses Bereiches so stark vermindert ist, wenn der Box2-
Bereich deletiert wird (Abb. 23, 24, 36): Die Entfernung eines solch grof3en Rezeptorbereichs
hétte wohl einen sehr viel grof3eren Einfluss auf eine dreidimensionale Struktur als auf ein
kurzes, lineares Signal. Es wére z. B. vorstellbar, dass die Leucine und Isoleucine im
Interbox1/2-Bereich eine hydrophobe Strukture darstellen, die normalerweise durch
gebundenes Jakl verdeckt wird. Es ist bekannt, dass hydrophobe Bereiche von Proteinen
wéhrend der Faltung im ER solange von Chaperonen gebunden werden, bis sie dann - nach
erfolgter Faltung - innerhalb der Proteinstruktur verdeckt vorliegen [100]. Da die anhaltende
Bindung von Transmembranproteinen an ER-Chaperone eine ER-Retention verursachen kann
[100], wére vorstellbar, dass ein nicht durch Jakl verdecktes, hydrophobes Signal im
Interbox1/2-Bereich des OSMR dessen ER-Retention vermittelt. In diesem Fall wirden
Januskinasen also mit ER-Chaperonen um die Bindung an den membranproximalen Bereich
des OSMR konkurrieren, und durch die Verdrangung von Chaperonen dem OSMR das

Verlassen des ERs ermdglichen.

Die Regulation des EpoR durch Jak2 weist interessanterweise sehr viel Ahnlichkeit mit denin
dieser Arbeit gemachten Befunden auf. Schon in dteren Verdffentlichungen ist gezeigt
worden, dass nur ein geringer Teil des Uberexprimierten EpoR das ER verléasst und zur
Zelloberflache gelangt, ein Groldteil der Rezeptoren wird Uber das Proteasom abgebaut [102].
In einer kirzlich erschienenen Verdffentlichung konnte nun auf3erdem demonstriert werden,
dass die Deletion des membranproximalen Bereichs des EpoR wie im Fall des OSMR zu
einer erhohten Oberflachenexpression fuhrt [164]. Im Gegensatz zum OSMR konnte in der
Box1/2-Region des EpoR jedoch kein einzelner Bereich identifiziert werden, welcher die
Oberflachenexpression des EpoR negativ beeinflusst. Die Autoren vermuten, dass die ER-
Retention des EpoR darauf beruht, dass dessen Box1/2-Bereich nur sehr inefizient im ER
gefaltet wird. Jak2 kann dem Modell zufolge dessen Faltung positiv beeinflussen und somit
gleichsam als Chaperon wirken [164].

Interessant erscheint in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass der ungefaltete EpoR Uber
das Proteasom abgebaut wird [102]. Vermittelt ein hydrophobes Signal im Interbox1/2-
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Bereich des OSMR tatséchlich dessen ER-Retention, so ist es sehr wahrscheinlich, dass auch
ein Tell des OSMR Uber das Proteasom abgebaut wird. In dieser Arbeit konnte demonstriert
werden, dass chimére OSMR-Konstrukte, bei denen die drei Dileucin-Motive mutiert waren,
oder deren Interbox1/2-Bereich deletiert war, nicht nur eine bessere Oberfl&chenexpression
sondern auch eine erhthte Gesamtexpression aufwiesen (Abb. 14, 23, 24, 28). Dieser

Umstand ist sehr gut mit einem proteasomalen Abbau des OSMR vereinbar.

4.3.5 Die Prozessierung von Rezeptor/Jak-Komplexen

Unabhéngig davon, wie die Dileucin-Signale im membranproximalen Bereich des OSMR
dessen ER-Lokalisation vermitteln, setzt eine solche Lokalisation voraus, dass die Bindung
der Jaks an den OSMR bereits im ER erfolgt, denn nur so kann das negative Signal maskiert
werden. Fur Jak2 ist eine ER-Lokalisation mehrfach beschrieben worden [123, 164].
Immunfluoreszenzdaten aus unserem Labor zeigen, dass auch Jakl teilweise am ER
lokalisiert ist (unveroffentlichte Befunde Auyeung, Smyzcek). Dies spricht dafir, dass Jaks
tatséchlich schon sehr friih wahrend der Rezeptorprozessierung mit dem OSMR interagieren
kénnen, was im Einklang mit der engen Beziehung zwischen Zytokinrezeptoren und
assoziierten Januskinasen stiinde. Leider gibt es noch keine gel 6ste Proteinstruktur von einem
Zytokinrezeptor-Jak-Komplex, so dass man nur spekulieren kann, welcher Art die Interaktion
von Rezeptor und Januskinasen auf Proteinebene tatsichlich ist. Mit Hinblick darauf ist es
bemerkenswert, dass die Januskinasen im gpl30/Jak1l-Komplex den Rezeptor, an den sie
einmal gebunden haben, wohl nicht mehr verlassen (Giese et al., zur Vertffentlichung
eingereicht). Beide Proteine weisen zudem vergleichbare Halblebenszeiten auf [166]. Man
kann also davon ausgehen, dass der Komplex aus Zytokinrezeptor und Kinase nach erfolgter
Zusammenlagerung im  ER  tatsachlich ene &hnliche Einheit darstellt  wie
Rezeptortyrosinkinasen. Zumindest fur den humanen OSMR kann man postulieren, dass

»nackte® Rezeptoren ohne assoziierte Januskinase ausserhalb des ER nicht existieren.

4.4 Die unterschiedliche Regulation des humanen und des murinen
OSMR

Uberraschenderweise konnte im Laufe dieser Arbeit festgestellt werden, dass die Oberfla-
chenexpression des murinen und des humanen OSMR unterschiedlich reguliert wird, obwohl
es sich hier um homol oge Rezeptoren handelt. Auch andere Befunde sprechen dafr, dass sich

diese beiden Rezeptorketten relativ stark voneinander unterscheiden. Zum einen weisen beide
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Rezeptoren mit einer Homologie von nur 50% eine relativ niedrige Ahnlichkeit auf [96, 97].
Die Homologie der anderen beiden signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten der IL-6-
Typ-Zytokine, gpl30 und LIFR, liegt deutlich hoher [140, 141]. Zudem unterscheiden sich
der murine und der humane OSMR mal3geblich dadurch, dass weder murines OSM Uber den
humanen, noch humanes OSM Uber den murinen Rezeptor zu signalisieren vermag [97].
Auch dies verhdlt sich z.B. be dem Zytokin IL-6 anders. Wahrend humanes OSM mit
geringer Affinitét an gpl30, aber nicht an den humanen OSMR bindet, kann murines OSM
sowohl an den murinen OSMR als auch an murines gp130 binden [96]. Der grofdte Un-
terschied zwischen beiden Rezeptorsystemen besteht aber darin, dass das Zytokin OSM im
murinen System ausschliefdlich Uber den gpl30/0OSMR-Komplex signalisiert [66].
Demgegentiiber signalisiert humanes OSM sowohl Uber den OSMR/gp130- als auch alternativ
Uber den LIFR/gp130-Komplex [9]. Somit bestétigen die hier gemachten Befunde den
Umstand, dass es in Bezug auf die OSM-Signaltransduktion betrachtliche Unterschiede
zwischen dem humanen und dem murinen System gibt. Was die Regulation des Rezeptors
durch Jak1 angeht, erinnert der murine OSMR sehr vidl stérker an den humanen LIFR as an
den humanen OSMR. Aufgrund dieser zahlreichen Unterschiede sollten Befunde, welche die
OSM-Signaltransduktion betreffen, nicht ohne weiteres aus dem murinen System auf das

humane System Ubertragen werden und umgekehrt.

4.5 Die Relevanz der Rezeptoroberflachenexpression fir die
Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass der humane OSMR, nicht aber humanes
gp130, der humane LIFR oder der murine OSMR, einer stringenten Qualitétskontrolle
unterliegt. Offenbar gelangen im Fall des humanen OSMR nur Rezeptoren zur Zelloberflache,
welche Jakl, Jak2 oder Tyk2 assoziiert haben, wohingegen bel den anderen Rezeptoren —
zumindest im Falle ihrer Uberexpression - davon auszugehen ist, dass sie auch ohne
assoziierte Januskinasen effizient an der Plasmamembran exprimiert werden. Wahrend
Rezeptoren wie der IFNARL und der EpoR sich wie der humane OSMR verhalten, also wonhl
einer stringenten Kontrolle unterliegen, verhdlt sich die common g-chain anscheinend eher
analog zu den anderen I|L-6-Typ-Rezeptoren. Abbildung 38 fasst exemplarisch die
unterschiedliche Regulation des humanen OSMR und des humanen LIFR zusammen. Die
unterschiedliche Regulation dieser beiden Rezeptoren hat zur Folge, dass es bei

Uberexpression dieser Rezeptoren zu einem sehr unterschiedlichen Expressionsbild kommt:
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Soist in diesem Modell zwar sehr viel weniger OSMR an der Plasmamembran lokalisiert als
LIFR, alerdings verfiigen ale OSMR-Moleklle an der Zelloberfléache Uber assoziiertes Jak1,
wohingegen ein betrachtlicher Anteil des LIFR ohne Jak1 zur Zellmembran gelangt ist. In
diesem Modell sollten diese LIFR-Molekile deshalb nicht signalkompetent sein. In friheren
Versuchen haben wir interessanterwel se festgestellt, dass chimare OSMR-Konstrukte in COS-
7-Zellen trotz einer bedeutend schlechteren Oberflachenexpression als entsprechende LIFR-
Konstrukte sehr viel besser zu signalisieren vermogen [20]. Dies konnte auf der in dem
Modell in Abb. 38 dargestellten unterschiedlichen Qualitdtskontrolle dieser beiden

Rezeptoren beruhen.

Plasmamembran

Endo H-resistente
Rezeptoren mit
komplexer
Glykosylierung

Endo H-sensitive
Rezeptoren mit
Mannose-reicher

Glykosylierung

ER-Retrieval

ER-assoziierte
Degradation
(ERAD)

Abbildung 38: Modell fur die unterschiedliche Regulation verschiedener Zytokinrezeptoren
durch Jakl. Der humane OSMR ist in diesem Modell in Hellgrau dargestellt, das negativ-
regulatorische Signal durch eine rote Box symbolisiert. Rezeptoren ohne ein vergleichbares Signal
wie der LIFR (sowie gp130, mur OSMR, OSMRDI) sind in Dunkelgrau dargestellt. Jak1 wird
durch ein griines Oval représentiert. In dem Schema liegen vollstdndig prozessierte Rezeptoren
oberhalb der gestrichelten Linie vor, Rezeptoren unterhalb der Linie zeichnen sich durch
Mannose-reiche Glykosylierung aus.

Fihrt man Versuche mit rekombinanten Rezeptoren durch, sollte daher also unbedingt
vermieden werden, dass diese Rezeptoren zu stark Uberexprimiert werden, denn dies kdnnte
zu der Oberflachenexpression von dominant-negativen Rezeptoren fuhren.

Bisher lasst sich nicht abschétzen, in wieweit die in dieser Arbeit beschriebenen Unterschiede

zwischen den Rezeptoren gpl30, OSMR und LIFR in vivo von Bedeutung sind. Tats&chlich
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gibt es aber zahlreiche Beispiele daflr, dass das Zytokin OSM in bestimmten Zellen eine
starkere biologische Antwort hervorruft als die Zytokine IL-6 und LIF. Ein Grund fir diesen
Umstand kénnte in der hohen Qualitétssicherung des humanen OSMR liegen, die dafUr sorgt,
dass der OSMR nur in signalkompetenter Form zur Zellmembran gelangt. Weitere Versuche
werden in Zukunft zu kléren haben, welche Relevanz die unterschiedliche Qualitétskontrolle

der Rezeptoren in verschiedenen zelluldren Situationen auf deren Signaltransduktion hat.
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5 Ausblick

5.1 Die Regulation der Oberflachenexpression von gp130, LIFR und
OSMR durch Jakl

5.1.1 Effekt von Jakl-Koexpression auf gpl130 und LIFR

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die Oberflachenexpression von gp130 und
LIFR einer Regulation durch Jakl unterliegt. Die relative Hochregulation an der
Zelloberflache war aber bei diesen beiden Rezeptoren deutlich geringer als beim humanen

OSMR. Weitere Experimente sollen in Zukunft kléren, worauf dieser Unterschied beruht:

Handelt es sich hier - wie beim humanen OSMR - um einen Maskierungseffekt, |&sst
sich aso in den jeweiligen Box1/2-Regionen ein negativ-regulatorisches Signal
identifizieren?

Wenn dies so ist, warum werden dann LIFR und gp130 so viel besser exprimiert als
der humane OSMR? Besitzen diese Rezeptoren einen Mechanismus zur
Qualitétssicherung, wenn ja, warum ist der Wirkungsmechanismus bei diesen beiden

Rezeptoren so ineffizient?

Hier stellt sich insbesondere die Frage, ob sich die Effekte von Jak1 bei geringerer
Expression der beiden Rezeptoren verstérken lassen. Um diese Frage zu beantworten,
sollen in Zukunft GFP-markierte LIFR- bzw. gpl30-Rezeptorchiméren konstruiert
werden. Mittels dieser Rezeptoren kann dann Uberprift werden, wie sich eine erhéhte
Gesamtexpression jeweils auf die Oberflachenexpression beider Rezeptoren auswirkt.

Ist diese durch endogenes Jak1 limitiert oder nicht?

5.1.2 Untersuchung der Expression endogener Rezeptoren in U4C-Zellen

Es konnte hier bereits demonstriert werden, dass die Oberflachenexpression des endogenen
humanen OSMR in Jakl-defizienten U4C-Zellen herabgesetzt ist. Kirzlich durchgefihrte
Versuche deuten darauf hin, dass auch die Oberflachenexpression des endogenen gpl30 in
diesen Zellen signifikant reduziert ist. Wie beim endogenen OSMR lé&sst sich die
Oberflachenexpression des gpl30 durch transiente Expression von Jakl sowie Jak1-KE

steigern.
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5.1.3

Diese ersten Befunde sollen in weiteren Experimenten verifiziert werden, desweiteren
stellt sich die Frage, ob sich endogenes gpl30 auch durch Jak2 oder Tyk2
hochregulieren l&sst.

Die Tatsache, dass die Expression der Kinase-inaktiven Jak1-KE zu einer erhthten
Oberflachenexpression von gp130 und vom humanen OSMR fihrt, spricht dagegen,
dass Jakl-vermittelte Signaltransduktionsprozesse an der beobachteten Regulation
beteiligt sind. Um diese Mdglichkeit jedoch endgultig ausschliefRen zu kénnen, soll in
Zukunft mRNA aus U4C- sowie parentaen 2C4-Zelen isoliert, und die
Genexpression von gpl30 und LIFR in beiden Zellen verglichen werden. Hierzu
kénnen Real-Time-RT-PCR-Analysen mit Hilfe des Light-Cyclers durchgefiihrt

werden.

Der Einfluss der Januskinasen Jak2 und Tyk2 auf die
Oberflachenexpression von IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Jak1-, sondern auch eine Jak2- und

eine Tyk2-Expression zu einer erhohten Oberflachenexpression des tberexprimierten OSMR
in COS-7-Zellen bzw. des endogenen OSMR in U4C-Zéllen fihrt.

Deshalb stellt sich die Frage, ob diese Kinasen auch einen Effekt auf die Expression
von gpl130 und LIFR haben.

Des Weiteren existieren - analog zu den Jakl-defizienten U4C-Zellen -
Fibrosarkomzellen, in denen Jak2 bzw. Tyk2 nicht mehr exprimiert wird. Mit Hilfe
dieser Zellen sollte sich kléren lassen, ob diese Kinasen eine Rolle bel der Regulation

des endogenen OSMR bzw. des endogenen gp130 spielen.

In elnem dternativen Ansatz sollen die Januskinasen Jakl, Jak2 und Tyk2 in
verschiedenen Zelllinien Uber doppelstrangige, inhibitorische RNA ausgeschaltet
werden. Zum einen konnte so untersucht werden, wie der endogene LIFR (der in
Fibrosarkomzellen nicht exprimiert wird) durch Januskinasen reguliert wird. Zum
anderen lassen sich mit diesem Ansatz evtl. Zellen generieren, welche fir mehrere
Kinasen gleichzeitig defizient sind. Dadurch sollte sich die Oberfléachenexpression von

endogenem sowie Uberexprimiertem OSMR weiter reduzieren lassen.
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5.1.4 Der Einfluss der verschiedenen Jaks auf die OSM-vermittelte
Signaltransduktion

Die ersten hier présentierten Versuche deuten darauf hin, dass Jak1 fur gewisse durch OSM-
vermittelte Signaltransduktionsprozesse essentiell ist, flr andere jedoch nicht. So findet sich
in Jak1-defizienten U4C-Zellen zwar eine OSM-induzierte STAT3-, aber weder eine STAT1-
noch eine Erk-Aktivierung. In Zukunft sollen weitere Versuche helfen, die Ursachen fir
diesen Effekt zu finden.

Zum einen bietet es sich hier an, wie unter 5.1.3 beschrieben, auch diese Versuche auf
Jak2- bzw. Tyk2-defiziente Zellen auszudehnen. Gibt es OSM-induzierte Signalwege,

fur welche diese Kinasen essentiell sind?

Zum anderen lassen sich auch fur diese Untersuchungen in verschiedenen Zelllinien
Jakl, Jak2 oder Tyk2 spezifisch Uber doppelstrangige inhibitorische RNA
ausschalten.

Eine mdgliche Ursache fir ein differentielles Einschalten von Signalwegen durch
Jak1l bzw. Jak2 und Tyk2 besteht darin, dass die Kinasen, wie in der Diskussion
dargestellt, jewells nur spezifische Rezeptortyrosine phosphorylieren kénnen. Um
diese Hypothese zu untersuchen, wurden bereits chimare OSMR-Konstrukte
hergestellt, in denen spezifische Tyrosine gegen Phenylaanin ausgetauscht wurden.
Diese Konstrukte sollen mit den verschiedenen Jaks koexprimiert werden. Uber die
Rezeptorphosphorylierung dieser Konstrukte sollte sich dann kléren lassen, ob sich

die Tyrosinphosphorylierung durch die verschiedenen Januskinasen unterscheidet.

5.1.5 Untersuchung der fir die OSMR-Hochregulation wichtigen Domé&nen von
Jakl

Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, kann Jakl Uber die Maskierung eines negativ-
regulatorischen Signals in der Box1/2-Region des humanen OSMR dessen Expression an der
Zelloberflache erhdhen. Wéahrend das inhibitorische Signal innerhalb des OSMR in dieser
Arbeit durch Mutationsanalyse eingegrenzt werden konnte, ist bisher nicht bekannt, welche
Bereiche von Jakl fur die Maskierung notwendig sind. In Zusammenarbeit mit Angela
Jorissen soll diese Fragestellung untersucht werden.
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Fir diesen Zweck wurden Dbereits verschiedene C-terminal verkirzte
Deletionsmutanten von Jak1 hergestellt, mit denen sich kléren lassen sollte, welches
der minimale Bereich von Jak1l ist, der noch dazu in der Lage ist, die Expression des

OSMR an der Oberflache zu regulieren.

Desweiteren existieren verschiedene Jak1/Jak3-Fusionsproteine, in denen jewells
verschieden lange N-terminale Bereiche von Jak3 gegen die entsprechenden Jak1-
Bereiche ausgetauscht wurden [167]. Da Jak3 im Gegensatz zu Jakl zu keiner
Hochregulation des OSMR fihrt, eignen sich diese Fusionsproteine, um zu
untersuchen, welche Bereiche von Jak1 fur die Hochregulation des OSMR essentiell
sind.

Es besteht zudem die Moglichkeit, dass Januskinasen Uber ein Jak-intrinsisches,
positives Signal die Oberflachenexpression mancher Rezeptoren steuern konnen.
Hierbei konnte es sich z.B. um ein ER-Exit-Signal handeln. Lasst sich ein solches
Signal in den Jak-Molekllen identifizieren?

5.2 Charakterisierung des negativ-regulatorischen Signals im
OSMR

5.2.1 Nachweis der ER-Retention

Die bisher durchgeftihrten Immunfluoreszenzen und Endo H-Analysen sprechen dafir, dass
der OSMR in Abwesenheit von Jak1 im ER zurtickgehalten wird. Auch erste pulse-chase-
Experimente korrelieren mit einer ER-Retention des OSMR.

In weiteren pulse-chase-Experimenten sollen diese Befunde verifiziert werden.
Insbesondere kann hier untersucht werden, ob sich eine Jakl-Koexpression
vorwiegend auf die Prozessierung auswirkt oder evtl. auch die Halblebenszeit des
OSMR beeinflusst. Durch Einsatz von Proteasomen-Inhibitoren kann gleichzeitig
untersucht werden, ob der unvollstandig prozessierte OSMR der ER-assoziierten
Degradation (ERAD) unterliegt.
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Zusétzlich soll die zellulare Lokalisation des OSMR mit Hilfe von GFP-markierten
Fusionskonstrukten untersucht werden. Uber FACS-Analyse |&sst sich, wie bereits in
dieser Arbeit demonstriert, gleichzeitig die Oberflachenexpression sowie die
Gesamtexpression dieser Konstrukte analysieren. Durch Inkubation der Zellen mit
Cycloheximid kann die Proteinsynthese in transfizierten Zellen unterbunden werden.
Dies sollte es in Zukunft erlauben, Uber FACS-Analyse die Halblebenszeit der
Rezeptorproteine sowie die Halblebenszeit dieser Rezeptoren an der Zelloberflache zu

untersuchen.

5.2.2 Molekularbiologische Analyse des negativ-regulatorischen Signals

Die bisherige Mutagenese des humanen OSMR hat ergeben, dass drei Dileucin-Signale in der
Interbox1/2-Region des OSMR eine effiziente Oberfl&chenexpression verhindern. Diese
sollten in Zukunft noch eingehender charakterisiert werden.

Der Beitrag der zwel membranproximalen Dileucin-Motive an der negativen
Regulation des OSMR ist zu klédren. Dazu sollten diese Motive einzeln mutiert

werden.

Es stellt sich die Frage, ob die drei identifizierten Leucin-basierenden Motive jewells
einen Teil desselben Signals darstellen. Alternativ kdnnte es sich um drei unabhangige
Signale handeln. So ist die Frage interessant, ob das membrandistale Dileucin-Motiv
alleine noch eine ER-Retention der Rezeptoren vermitteln kann. In diesem
Zusammenhang ist zu prifen, ob es sich bei den membranproximalen Motiven
eventuell um typische Dileucin-Motive handelt, welche z.B. die Internalisierung von

Rezeptoren vermitteln, die ohne assoziierte Januskinase zur Oberflache gelangt sind.

Im Ubrigen ist zu kléren, ob es sich bei dem negativ-regulatorischen Signal um ein
lineares (z.B. ER-Retrieval-Signal), oder um ein nicht-lineares, strukturelles Signal
handelt. Hierzu kann Uberprift werden, ob Transfer von kurzen Aminosauren-
bereichen aus der Interbox1/2-Region des OSMR die Oberflachenexpression eines
Reporterkonstrukts (z.B. b130Dcyt) inhibieren kann. Ist dies der Fall, so ist davon

auszugehen, dass es sich bel diesem Signal tatsé&chlich um eine lineares Signal handelt.
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Uber Koimmunprézipitationsanalysen mit verschiedenen OSMR-Mutanten kann
untersucht werden, ob sich eine Assoziation des OSMR mit typischen ER-Chaperonen

nachwelsen lasst, was auf e nen ER-Retentionsmechani smus deuten wiirde.

5.3 Die Regulation der Expression des murinen OSMR

5.3.1 Mutagenesestudie am murinen OSMR

Die bisherigen Daten belegen, dass die bessere Expression des murinen OSMR gegenuber
dem humanen OSMR auf Unterschieden in der Box1/2-Region beider Rezeptoren beruht.
Unter anderem konnte in diesem Zusammenhang das Isoleucin 798 identifiziert werden;
Deletion dieser Aminosdure im humanen Konstrukt bOst4 fihrte zu einer Mutante, die

deutlich besser exprimiert wird.

Das Einfiigen des humanen Interbox1/2-Bereichs in den murinen OSMR bzw.
Einfligen eines zusétzlichen Isoleucins sollte eine gegenteilige Wirkung haben, d.h.
der murine Rezeptor sollte dann weniger gut an der Zellmembran lokalisiert sein. Ist
diestatséchlich der Fall, und ist die Oberflachenexpression der resultierenden

Rezeptorkonstrukte jeweils durch Jak1 regulierbar?

Sind die membranproximalen Dileucin-Motive im murinen Rezeptor wirksam, d.h.
|asst sich die ohnehin schon exzellente Expression des murinen OSMR durch
Mutation dieser Motive noch weiter steigern?

5.3.2 Regulation des endogenen murinen OSMR

Es existieren murine embryonale Fibroblasten aus Jak1-/- Mé&usen sowie wt-Méausen. Anhand
dieser Zellen sollte sich die Regulation des endogenen murinen OSMR durch Jakl
untersuchen lassen. Analog zu den U4C-Zellen kann aus diesen Zellen RNA gewonnen
werden und die Genexpression des murinen OSMR sowie des murinen gpl30 Uber Real-

Time-PCR untersucht werden.
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5.3.3 Einfluss der differentiellen Qualitatskontrolle auf die Signaltransduktion
des murinen sowie des humanen OSMR

Alle bisherigen Befunde deuten darauf hin, dass der murine OSMR im Gegensatz zu seinem
humanem Gegenpart Uber keine stringente Qualitdtssicherung verfugt, d.h. es ist davon
auszugehen, dass bei erhdhter Expression des murinen OSMR ein Teil der Rezeptoren ohne

assoziierte Januskinase zur Zelloberflache gelangen kann.

Es stellt sich die Frage, wie sich die unterschiedliche Regulation des humanen und des
murinen Rezeptors auf die Signaltransduktion beider Proteine auswirkt. Mit Hilfe der
vorhandenen chimaren Rezeptoren kann also Uberprift werden, ob sich die

Signaltransduktion beider Rezeptorketten unterscheidet.

Insbesondere soll untersucht werden, ob der murine OSMR unter Umstanden
dominant negativ auf die OSM-vermittelte Signaltransduktion wirken kann. Hierzu
sollen der humane sowie der murine OSMR massiv Uberexprimiert werden. Es soll
Uberpriift werden, ob unter diesen Bedingungen der humane Rezeptor wegen seiner
stringenten Qualitdtskontrolle im Gegensatz zum murinen OSMR noch zur

Signaltransduktion in der Lage ist.
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6 Zusammenfassung

Da Zytokinrezeptoren Uber keine intrinsische Kinaseaktivitdt verfugen, sind sie zur
Signaltransduktion auf die Hilfe von Januskinasen angewiesen. Der Oncostatin M Rezeptor
(OSMR) beispielsweise nutzt zur Signalweiterleitung u.a. die Januskinase Jak1. Dieser Kinase
konnte in dieser Arbeit eine vollig neue Funktion zugewiesen werden. So fihrt die Jak1-
Koexpression in verschiedenen Zelllinien zu einer Erhdhung der Oberfléchenexpression des
Uberexprimierten OSMR. Auch die Expression des endogenen OSMR wird offenbar durch
Jaks reguliert, denn in Jak1-defizienten Fibrosarkomzellen wird deutlich weniger endogener
OSMR an der Oberflache exprimiert als in den Parentalzellen. Die verbliebene OSMR-
Oberflachenexpression wird wahrscheinlich durch Jak2 und Tyk2 unterstiitzt, welche auch in
COS-Zellen dazu in der Lage sind, die Oberflachenexpresson des OSMR positiv zu
regulieren. Mit Hilfe von chimdren Rezeptoren und Jak-Mutanten konnte gezeigt werden,
dass die Jak1-Bindung, nicht aber die Jak1-Kinasesktivitét eine Voraussetzung fur diesen
Effekt darstellt. Durch Mutagenese in der Box1/2-Region des humanen OSMR, welche fur
die Jak-Assoziation von Bedeutung ist, wurde ein negativ-regulatorisches Signal identifiziert,
das drei Dileucin-ghnliche Motive beinhaltet. Diese Daten fihrten zur Erstellung eines
Modells, wonach die Maskierung eines negativ-regul atorischen Signals durch Jak-Assoziation
zu einer gesteigerten Rezeptorexpression an der Plasmamembran fuhrt. Obwohl das distale
Dileucin-Motiv der Konsensussequenz fir lysosomales Targeting entspricht, konnte eine
lysosomale Lokalisation des OSMR nicht nachgewiesen werden. Vielmehr deuten sowonhl
Immunfluoreszenzstudien as auch die biochemischen Analysen darauf hin, dass das
inhibitorische Signal eine ER-Retention des OSMR vermittelt. Da bisher keine Félle bekannt
sind, in denen Dileucin-Motive fir die ER-Retention eines Transmembranproteins sorgen,
stellen die drei Dileucin-&hnlichen Motive im humanen OSMR somit ein neuartiges negativ-

regulatorisches Motiv dar.

Obwohl ein @nliches Motiv auch im murinen OSMR vorliegt, wird dieser Rezeptor sehr viel
besser an der Zelloberflache exprimiert als der humane Rezeptor, und die Oberfl&chen-
expression dieses Rezeptors ist zudem unabhangig von Jak1-Koexpression. Uber eine
eingehende Mutagenesestudie konnte geklart werden, dass die Dileucin-Motive im Inter-
box1/2-Bereich des murinen Rezeptors aufgrund des Fehlens eines im humanen Rezeptor
zusétzlich vorhandenen Isoleucins nicht oder kaum wirksam sind. Bel dem funktionalen
distalen Motiv im humanen OSMR handelt es sich somit tatsachlich um ein Trileucin-

ahnliches Motiv. Aufgrund des hydrophoben Charakters dieses Signals ist gut vorstellbar,
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dass dieser Rezeptorbereich, wenn er nicht durch gebundene Jakl maskiert wird, verstarkt
von ER-Chaperonen gebunden wird und somit zu ER-Retention fuhrt. Alternativ konnte es
sich bei diesem Signal um ein neuartiges ER-Retrieval-Signal handeln. Da davon auszugehen
ist, dass der humane OSMR aufgrund dieses sehr wirkungsvollen inhibitorischen Signals nur
an die Zeloberflache gelangt, wenn Januskinasen an den Rezeptor assoziiert sind, konnte
dieser Mechanismus der Qualitéatskontrolle dienen und einer der Griinde daflir sein, dass das
Zytokin OSM oftmals wesentlich stérkere biologische Signale hervorruft als die anderen IL-6-
Typ-Zytokine.
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