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1 Einlatunqg

1.1 Funktionen von Zytokinen

Fur die Aufrechterhatung der Funktionen des Organismus bedarf es einer komplizierten
Logistik. Zur Regulierung der Zell- und Organfunktionen bedient sich der Koérper einer Reihe
von Botenstoffen. Humorale Faktoren, die an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache
binden (z.B. Zytokine) oder direkt in die Zelle eindringen (z.B. Steroidhormone), erfillen
diese Funktion. Die glanduldren Hormone (z.B. Insulin, Glucagon, Steroidhormone) werden
von endokrinen Drisen oder Zellgruppen produziert und sezerniert. Sie wirken Uber den
Blutstrom auch auf weit entfernte Organe. Aglanduldre Hormone oder Gewebshormone
werden von einzeln liegenden Zellen gebildet. Sie kénnen parakrin, autokrin und endokrin
wirken. Gewebshormone konnen Polypeptide oder andere organische Substanzen (z.B.
Prostaglandine, Histamin) sein. Zu den Polypeptid-Gewebshormonen zdhlt man
Wachstumsfaktoren (z.B. epidermal growth factor (EGF), platelet-derived growth factor
(PDGF)), neurotrophe Faktoren (z.B. nerve growth factor (NGF)) und die Zytokine. Zytokine
sind Gewebshormone, die Zellen des Immunsystems stimulieren konnen. Diesist jedoch nicht
ihre ausschliefdliche Aufgabe, vielmehr konnen sie auch andere Gewebe (z.B. Endothel,
Gehirn) beeinflussen. Zytokine haben ein pleiotropes Wirkungsspektrum. Verschiedene
Zytokine beeinfluf3en sich in ihrer Wirkung in additiver, synergistischer oder antagonistischer

Weise.
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1.2 Interleukin-6

IL-6 ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 26 kDa und besteht aus 184
Aminosauren [1]. Strukturell kann I1L-6 der Gruppe der 4 a-helix bundle-Zytokine zugeordnet
werden [2], in welcher es zur Untergruppe der long chain Zytokine gehort (etwa 25
Aminosauren in den a-Helices). Andere long chain Zytokine sind LIF (leukemia inhibitory
factor), OSM (Oncostatin M), IL-10, IL-11, IL-12, CNTF (ciliary neurotrophic factor), GH
(growth hormone), Prolactin, G-CS- (granulocyte-colony stimulating factor), TPO
(Thrombopoetin), CT-1 (Cardiotrophin-1), IFN a/f3 (Interferon a/B), Leptin und EPO
(Erythropoetin) [2, 3]. Zwei Cysteinreste im IL-6 sind wichtig fir die Aufrechterhaltung von
Struktur und Aktivitét. IL-6 wird N- und O-glycosyliert, wobei die glycosylierte Form eine
drei- bis vierfach héhere spezifische Aktivitat besitzt [4].

Das Gewebshormon Interleukin-6 (IL-6) wird bel Infektionen und Verletzungen von einer
Vielzahl von Zellen wie z.B. Monozyten/Makrophagen, Kupffer-Zellen, Neutrophile,
Mastzellen, B-Zellen, T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten, vaskulére glatte Muskel zellen,
Osteoblasten und intestinale Epithelzellen sezerniert. Wie andere Zytokine zeichnet sich IL-6
durch seine pleiotrope Wirkungsweise aus. IL-6 und die durch IL-6 induzierten Akutphase-
Proteine wirken bel der Regulierung von Entzindungsprozessen sowohl pro- as auch
antiinflammatorisch [5]. Den proinflammatorischen Eigenschaften von IL-6, wie z.B. der
Aktivierung von Leukocyten, stehen effiziente antiinflammatorische Eigenschaften
gegentber. So bewirkt IL-6 eine verminderte Ausschittung von IL-1 und TNF-a durch
Makrophagen [5]. IL-6 fuhrt zusammen mit Akutphase-Proteinen (APP) zur Expression des
IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1ra) [6] und zur Produktion von léslichen TNF-Rezeptoren
(p55 und p75) [5], was ebenfalls zu einer Attenuierung der inflammatorischen Antwort fuhrt.
Die Induktion der Glucocorticoidausschuttung durch IL-6, welche zu einer Inhibierung der
Zytokin-Genexpression fuhrt, ist ein weiterer wichtiger antiinflammatorischer Prozel3 [5].
IL-6 spielt ebenfalls bei verschiedenen Krankheiten eine Rolle z.B. inflammatorischen und
Autoimmunkrankheiten (mesangiale proliferative Glomerulonephritis, rheumatoide Arthritis,
u.a), AIDS (HIV-Infektion, Kaposi's Sarkom), B-Zell-Neoplasien (Myelom) und bel der
Osteoporose [7].
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Tabelle 1: Beispiele pleiotroper biologischer Funktionen von IL-6 [5, 7, 8]

Effekte auf B-Z€llen

Immunglobulin (IgM, 1gG und IgA)-Produktion.

Effekte auf T-Z€ellen

- T-Z€ll-Proliferation, -Differenzierung und -Aktivierung durch Induktion der
IL-2- und IL-2Ra-Expression

- Differenzierung zu cytotoxischen T-Zellen

- Erhoht die Aktivitat von Nattrlichen Killerzellen

Effekt auf hdmatopoetische

Progenitorzellen

Verstérkung der Bildung pluripotenter hdmatopoetischer Kolonien

Effekt auf Megakaryozyten

Reifung

Effekte auf Makrophagen

- Reifung zu aktivierten Makrophagen (erhéhte Phagozytose; Expression von
Fcy-Rezeptoren, MHC-I- und Adhésionsmol ekiilen)

- IL-6 bewirkt eine verminderte Ausschittung von IL-1 und TNF durch
M akrophagen

- IL-6 fUhrt zusammen mit Akutphase-Proteinen(APP) zur Expression von

IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) und |6slichen TNF-Rezeptoren

Effekte auf Hepatozyten

Synthese und Sekretion von Akutphase-Proteinen (APP) vom Typ2 und
Synergismus mit IL-1 bei der Synthese und Sekretion von Typl-APP

(z.B. C-reaktives Protein, Serum Amyloid A, Serum Amyloid P,
Komplementfaktoren, Koagulierungsfaktoren, Proteaseinhibitoren, Metall-

bindende Proteine, u.a.)

Effekte auf das Zentralnerven-

system

- Audlésen von Fieber durch die Induktion von Prostaglandin E, (PGE,).
- Neuronale Differenzierung
- Sekretion des adrenocorticotrophen Hormons (ACTH) durch die
Hypophyse.
- Synthese von Glukocortikoiden im adrenalen Kortex
- 1. Unterstitzung der Akutphase-Reaktion durch Verstdrkung der
Expression von gp130 auf Hepatozyten
2. Glukaocortikoide inhibieren die Zytokin-Genexpression (Negativer
feedback loop)

Effekte auf den Knochen-

metabolismus

- Stimulation der Osteoclastenbildung

- Induktion der Knochenresorption

Effekte auf Blutgefélie

- Proliferation der glatten Gefal3muskulatur durch Induktion der PDGF-
Produktion
- Negativer ionotroper Effekt

Effekt auf die Plazenta

Sekretion von chorionischem Gonadotropin aus Trophoblasten
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1.3 Das|L-6 Rezeptorsystem

Allen IL-6-Typ-Zytokinen gemeinsam ist die promiskuitive Nutzung der Signa-
transduzierenden Rezeptoruntereinheit gpl30 (ein 130 kDa Membran-Glykoprotein). IL-6,
IL-11 und CNTF binden an einen spezifischen a-Rezeptor. Fir CT-1 gibt es ebenfals
Hinweise auf einen o-Rezeptor. Mit Ausnahme des CNTF-Rezeptors, welcher einen
Lipidanker besitzt, sind diese Rezeptoren ale Uber eine Transmembranregion in der
Zellmembran verankert. Anschlief3end wird gpl30 -alleine oder in Kombination mit dem
LIFR oder OSMR- als signaltransduzierende Untereinheit rekrutiert (Abbildung 1) [3].

Vom IL-6Ra existiert sowohl eine membrangebundene als auch eine durch alternatives
SpleiRen der mRNA oder durch limitierte Proteolyse (Shedding) entstehende funktionelle
|6sliche Form [9], welche im Komplex mit IL-6 eine agonistische Wirkung zeigt [10, 11]. Es

gibt ebenfalls eine |6sliche Form des gp130, welche antagonistisch wirkt (M Narazaki, Blood
1993).

[ | H
14 K o
s m @ i %
- 3 5 I,

IL-6Ra IL-11Ra CNTFRa CT-1R0?

Abbildung 1: DielL-6-Typ-Zytokine und ihre Rezeptor komplexe.

1.4 IL-6-Signaltransduktion

141 Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg

Anders als Rezeptortyrosinkinasen besitzen die zytoplasmatischen Bereiche der
Zytokinrezeptoren keine Kinase-Doméne oder andere Sequenzen mit offensichtlichen
katal ytischen Funktionen [2]. Zytoplasmatische Kinasen der Jak-Familie (Jak=Janus-Kinase),
von denen man vier Mitglieder kennt (Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2), sind intrazelluldr mit den
Zytokinrezeptoren assoziiert. IL-6 16st nach Bindung an seinen spezifischen Rezeptor (IL-

6Ra, gp80) eine gpl30-Homodimerisierung aus, die in verschiedenen Zellinien zu einer
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Aktivierung der Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 fuhrt [12, 13]. Eine besonders wichtige Rolle
fur die gp130-Signaltransduktion kommt dabei Jakl1 zu, wie mit Hilfe einer Jak1-defizienten
Fibroblastenzellinie gezeigt werden konnte [14, 15]. Die Aktivierung der Jaks geschieht
wahrscheinlich  durch eine  Auto-/Transphosphorylierung.  Die  aktivierten  Jaks
phosphorylieren Tyrosinreste am gp130, welche dann Bindungsstellen fur die SH2-Doménen
der Transkriptionsfaktoren STAT3 und STAT1 sowie fur andere SH2-Doménen-enthaltende

Proteine wie SHP-2 darstellen [3]. STAT-Faktoren (signal transducer and activator of

transcription) bestehen aus einer Tetramerisierungsdomane, einer DNA-bindenden Sequenz,

einer SH2-Doméne und einer Transaktivierungsdoméne [3]. STATs werden durch die

aktivierten Janus-Kinasen oder andere Kinasen an einem konservierten Tyrosinrest im C-

terminalen Bereich des Molekils phosphoryliert, was zur Homo- oder Heterodimerisierung

der STAT-Faktoren fuhrt [3]. Die Transokation der Dimere in den Zellkern ermdglicht deren

Bindung an IL-6-responsive enhancer in den Promotoren von IL-6-Zielgenen und somit die

Regulation der Transkription [3].

Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg wird durch eine Reihe von Faktoren reguliert:

1. Phosphatasen konnen die Tyrosinreste der Rezeptoren, Janus-Kinasen und STAT-
Faktoren dephosphorylieren und so den Signaltransduktionsweg abschalten. Die
Dephosphorylierung von Jak2 und Jak3 durch SHP-1 wurde beschrieben [16]. Alle Janus-
Kinasen und gpl30 assoziieren ebenfalls mit der SHP-2 Proteintyrosinphosphatase,
welche wie SHP-1 zwei SH2-Doméanen und eine Phosphatasedomane enthalt [17]. Im IL-
6-System gibt es auch Hinweise, dal3 SHP-2 die Zytokinsignaltransduktion Uber die
Phosphataseaktivitét unterdrickt [18, 19]. Phosphorylierte STAT-Faktoren konnen
ebenfalls durch Phosphatasen inaktiviert werden [20].

2. Zur Familie der SOCS-Inhibitoren (suppressors of cytokine signaling) zéhlen zur Zeit acht
Mitglieder (SOCS1-7 und CIS-1). SOCS-Proteine enthalten eine variable N-terminale
Region, eine zentrale SH2-Domane und eine konservierte C-terminale SOCS-Box [21-
23]. Die Expression der SOCS-Proteine wird durch Zytokine induziert. Von einigen
Vertretern der  SOCS-Familie konnte gezeigt werden, da se die
Zytokinsignaltransduktion Uber einen Feedback-Mechanismus inhibieren. SOCS-1 (auch
JAB, SSI1 genannt) inhibiert z.B. die IL-6-Signaltransduktion. SOCS1 und SOCS3 (auch
CIS3, SSI3 genannt) interagieren mit der Kinasedoméne von Jak2 -am Tyrosin 1007 in
der Aktivierungsschleife- und inhibieren die Kinaseaktivitdt. SOCS1 assoziiert auch mit
den anderen Janus-Kinasen (Jak1, Jak3, Tyk2) und der Tec-Kinase. Die SH2-Domane und
die ESS-Region (extended SH2 subdomain) der SOCS-Proteine sind fir die Assoziation
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an das phosphorylierte Doppeltyrosinmotiv im katalytischen loop der Kinasedoméane
verantwortlich. Die KIR (kinase inhibitory region) soll als Pseudosubstrat das aktive
Zentrum der Jak blockieren [24, 25]. Neuere Studien zeigen, dal3 SOCS3 mit der SH2-
Doméne ebenfals an den Phosphotyrosinrest 759 am gpl30 binden muf3, um
inhibitorische Aktivitét entfalten zu konnen [26]. SOCS3 wird in 293-T-Zellen nach
Stimulation mit 1L-2 Tyrosin-phosphoryliert, wahrscheinlich von Janus-Kinasen,was eine
verstarkte Aktivierung des Ras/Raf/M APKinase-Weges nach sich zieht [27]. Die SOCS-
Box interagiert mit ElonginB/C und konnte somit fir den proteolytischen Abbau eine
Rolle spielen [28].

3. SH2-B, ein zytoplasmatisches Protein, welches nach Stimulation mit Wachstumshormon
phosphoryliert wird und eine SH2- und eine PH-Doméane enthdlt, vermag nach Bindung
von Jak2 die Kinaseaktivitdt um das 20-fache zu erhéhen [29]. Die SH2-Doméne von
SH2-B[3 interagiert mit der Janus-Kinase, der Mechanismus dieser Aktivierung ist aber
noch unklar.

4. PIAS-Proteine (protein inhibitors of activated STAT; funf Homologe wurden identifiziert)
wurden mit Hilfe des yeast two hybrid screening entdeckt, binden wahrscheinlich
spezifisch an bestimmte Tyrosin-phosphorylierte STAT-Faktoren und unterdriicken so die
DNA-Bindung [30]. PIAS-Proteine besitzen keine Phosphotyrosin-bindenden Doméanen
wie SH2- oder PTB-Domaénen. Der Mechanismus der Inhibition ist noch nicht aufgeklért.

5. Jaks und STATs werden ebenfalls durch Serinphosphorylierung reguliert. Jak2 wird nach
PMA-Stimulation von PKC-d an bisher unbekannten Positionen Serin- und Threonin-
phosphoryliert und  dadurch  inhibiert [31]. Fur die transkriptionelle
Transaktivierungsfahigkeit von  STAT1- und  STAT3-Faktoren ist eine
Serinphosphorylierung an S727 notwendig [32]. Eine Serinphosphorylierung von STAT3
wirkt einer nachfolgenden Aktivierung durch Tyrosinphosphorylierung entgegen [33-35].

6. Im Falle der Jaks wird auch eine Regulierung Uber den Redoxzustand diskutiert [36].

14.2 DieRayRaf/MAPK-Kaskade

Nach der Rezeptor-Oligomerisierung und Phosphorylierung des Tyrosins 759 von gpl30 -
wahrscheinlich durch die Jaks- bindet die Tyrosinphosphatase SHP-2 an dieses Tyrosin. SHP-
2 fungiert hier als Adaptorprotein und assoziiert mit Grb2 (growth factor receptor bound
protein), einem weiteren Adaptorprotein, welches Uber SH3-Doménen an den
Guaninnucleotid-Austausch-Faktor SOS (son of sevenless) gebunden ist. Der jetzt an die
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Plasmamembran rekrutierte Grb2/SOS-Komplex Uberflihrt GDP-Ras in seine aktive Form,
GTP-Ras. Dies induziert die Phosphorylierung und Aktivierung der Serin/Threoninkinase
Raf-1. Uber eine Kaskade von Serin/Threonin/Tyrosinkinasen (MAPKK) und
Serin/Threoninkinasen (MAPK) kommt es zur Phosphorylierung einer Relhe von
Transkriptionsfaktoren (c-jun, c-myc, c-fos, NF-IL-6), welche die Expression von Ras-

induzierbaren Genen vermitteln [3].

IL-6/gp80/gp130-Komplex

/%ag\

?
SH p_z\’ 8 Q

Grb-2/SOS

STATL3 \ / Ref
I ACANNE
PIAS 1/3—— ‘119. —— phogphatase (D

/ MAPKK
I — ©
/ Zellkern
/ Gentranskription

Abbildung 2: IL-6-Signaltransduktion und deren Regulierung.

Plasmamembran

“Pvp

Gestrichelte Pfeile bezeichnen Phosphorylierungsreaktionen die wahrscheinlich von Jaks vermittelt werden.

1.5 Janus-Kinasen

Janus-Kinasen wurden bisher nur im Tierreich identifiziert [37]. Man findet sie in
Wirbeltieren aber auch bereits in Wirbellosen. Die Familie der Janus-Kinasen umfal3t vier
Mitglieder: Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 [37-40]. Jak1, Jak2 und Tyk2 werden in einer Vielzahl
von Geweben exprimiert, wahrend die Expression von Jak3 auf Zellen des hamatopoetischen
Systems beschrankt ist. Alle Janus-Kinasen spielen eine Rolle bei der Signaltransduktion von
Zytokinen.

Das Fehlen von Jaks fuhrt zu schweren Defekten im Mausmodell (fur Jakl, Jak2 und Jak3
gezeigt) aber auch beim Menschen (fur Jak3 nachgewiesen). Jak1-knockout-M&use zeigen
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eine verringerte Geburtenrate, saugen nicht und sterben perinatal. Sie haben einen
verkleinerten Thymus und weisen eine abnormale Lymphozytenentwicklung auf. Zellen von
Jak1-defizienten Méausen zeigen keine biologischen Antworten nach Gabe von IL-6-Typ-
Zytokinen [15]. Jak1l bzw. Hop (Jak-homologe Kinase in Drosophila melanogaster) sind
essentiell fur die Zell-Migration und eine korrekte Embryonalentwicklung in Drosophila und
Zebrafischen [41, 42]. Jak2-knockout-M &use sterben wahrend der Embryogenese, da sie keine
definitive Erythropoese aufweisen. Zellen von Jak2-defizienten Mausen zeigen keine
biologischen Antworten nach Gabe von EPO, IL-3, GM-CSF und IFN-y [43, 44]. Patienten
mit inaktiver Jak3 leiden an immunologischen Defekten. Humanes autosomales rezessives
SCID (severe combined immunodeficiency) wird durch aberrantes Spleif3en, durch Deletionen
und/oder Punktmutationen in der Sequenz von Jak3 bewirkt, welche zu einer inaktiven Jak3
flhren [45, 46]. Die Phanotypen von Jak3-SCID und X-SCID [47](durch Mutationen in der
IL-2Ry-Untereinheit hervorgerufen) sind identisch. Im Menschen ist SCID charakterisiert
durch die Abwesenheit zirkulierender T-Zellen und Natirlicher Killerzellen sowie durch
normale bis erhthte Mengen von B-Zellen. Jak3-knockout-Mé&use zeigen ebenfalls SCID doch

mit unterschiedlichem Phanotyp. Sie weisen grof3e Mengen an T-Zellen aber keine B-Zellen.

151 Struktur-Funktionsbeziehungen bel Janus-Kinasen

Die Janus-Kinasen werden auf Grundlage von Sequenzhomologien in sieben Jak-Homologie-
bereiche untertellt (JH1-7) (Abbildung 3). Die JH1-Domédne am C-Terminus ist eine
klassische Kinasedoméne. Durch gezielten Austausch essentieller Aminosduren wurden
Kinase-inaktive Janus-Kinasen hergestellt [48, 49].

N-terminal zu der Kinasedoméne liegt die JH2-Doméne (Pseudokinasedomane), die hohe
Seguenzhomologie zu klassischen Kinasedomanen aufweist. Katalytische Aktivitét besitzt die
Pseudokinasedoméne nach bisherigen Erkenntnissen nicht. Die JH2-Doméne enthdlt ale elf
Unterdomanen einer typischen Kinasedomane [50]. Es fehlen jedoch eine Rehe
konservierter, fur die Kinaseaktivitét wichtige Aminosduren. Besonders hervorzuheben ist das
Fehlen eines essentiellen Aspartatrestes in  Subdomane VI, das Fehlen des
Doppeltyrosinmotivs in der Aktivierungsschleife (A-loop) und weitere Sequenzunterschiede
in den Subdomanen I, 11, VI, VII und VIII. Der Beitrag der Pseudokinasedomane beziglich
der Regulierung von Jaks ist noch nicht klar. Sowohl positiv- a's auch negativ-regulatorische
Funktionen werden diskutiert [50].
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Die N-terminale Héfte der Jaks weist funf weitere konservierte Bereiche (JH3-JH7) auf.
Diese Bereiche der Jaks sind fir die Assoziation mit den membranproximalen Regionen von

Zytokinrezeptoren notwendig [51, 52]. "Klassische" Protein-Interaktionsdoméanen wurden im

Bgrasp PH?

SH27?

Putative FERM-Domaéne
(Jak1 24-415)

Abbildung 3: Struktur der Janus-Kinasen.

Die Jaks besitzen eine Kinasedoméne, eine Pseudokinasedoméne und eine N-terminale Hélfte, die fur die
Bindung an den Rezeptor verantwortlich ist. Uber die Struktur des N-Terminus ist wenig bekannt. Die
Existenz einer Reihe von vermeintlichen Protein-Strukturdomanen, z.B. FERM-, (3-grasp-, PH- und SH2-

Doménen, wird postuliert.

N-terminalen Bereich der Jaks funktionell noch nicht nachgewiesen. N-termina zur
Pseudokinasedomane gibt es eine vermeintliche SH2-Domane, der aber noch keine Funktion
zugewiesen werden konnte. Austausch von Arginin 426 durch Alanin in der potentiellen SH2-
Domane von Jak2 blieb ohne detektierbare Effekte auf Jak2-abhéngige Signalvorgange [53].
Die N-Termini der Jaks (bei Jakl die Region zwischen den Aminosduren 24-415) weisen
Sequenzhomologien zu Bande-4.1.-Doménen (auch FERM-Doméne genannt) auf. Bande-
4.1.-Doméanen wurde zuerst im Erythrozyten Protein "Bande-4.1" identifiziert. Dies sind
Domanen, welche fr die Bindung von Protein-4.1 (Four point-one), Ezrin, Radixin, Moesin
an verschiedene Transmembranproteine (z.B. Glycophorin A und C, CD44, CD43, ICAM-2,
ICAM-3) eine wichtige Rolle spielen [54]. Es wurden 19 konservierte Bereiche zwischen den
Jaks und FERM-Domaénen gefunden. N-terminal zur SH2-Doméne wird das Vorhandensein
einer PH-Domane postuliert (Mittellung von J.F.Bazan). In Abbildung 3 ist der Aufbau der
Jaks schematisch dargestellt.

1.5.2 Der Aktivierungsmechanismusder Jaks

Die Regulation von Kinasen ist oftmas ein komplizierter Prozess, der aul3er der

Kinasedoméne noch weitere Bereiche mit einbezieht. Den Prozess der Regulation kann man
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in zwel Ereignisse aufteilen: Erstens die initiale Aktivierung der Kinase und zweitens die

eigentliche Regulation. Die initiale Aktivierung erfolgt dabei ebenfalls auf zwel Ebenen:

1. Die Aktivierung durch Auflésung inhibitorischer Wechselwirkungen innerhalb der
Kinase.

2. Phosphorylierungsvorgange, die eine vollstandige Aktivierung herbeifthren.

Die initidle Aktivierung wird wahrscheinlich nach Rezeptoraggregation durch das Losen
inhibitorischer Wechselwirkungen innerhalb der Jaks eingeleitet. Ob diese intra- und/oder
intermolekular wirken, ist nicht bekannt. Welche Bereiche der Jaks die inhibitorische
Wechselwirkung vermitteln, ist ebenfals unklar. Der Pseudokinasedomane scheint eine
regulatorische Rolle zuzukommen. Deletion der Pseudokinasedoméne fihrte im Fall von
Tyk2 [55] und Jak3 [56] zu einem Verlust der Kinaseaktivitét, bei Jak2 jedoch zu einer
Zunahme [57]. Studien an Jak3 implizieren auch eine inhibitorische Rolle fur den N-
Terminus. Hier fuhrte sowohl die Deletion der Pseudokinasedoméne a's auch die Deletion des
N-Terminus zu einer inaktiven Kinase, wohingegen ein Konstrukt, das nur aus der
Kinasedoméne besteht, konstitutiv aktiviert ist.

Ist die inhibitorische Wechselwirkung aufgehoben - und die Kinase somit aktiviert - kommt es
zu regulatorischen Phosphorylierungsvorgangen innerhalb der Kinasedoméne. Die Kinase-
aktivitat aller Jaks wird, wie bel alen anderen Kinasen, durch Phosphorylierungen von
Tyrosinresten in der Aktivierungsschleife (A-loop) erhoht. Zur Zeit geht man davon aus, dai3
sich die Jaks nach Zytokinbindung und Rezeptoraggregation auto- bzw. transaktivieren [48,
58, 59]. Innerhalb der Familie der Jaks gibt es aber auch Hinweise auf unterschiedliche
Aktivierungsmechanismen. Von Jak1, Jak2 und Tyk2 ist bekannt, dal3 die Phosphorylierung
eines Tyrosins aus dem Doppeltyrosinmotiv im A-loop der Kinasedoméne nétig ist, um die
Kinasen zu aktivieren [59-61]. Jak3 kann jedoch aktiviert vorliegen, ohne dal? eines dieser
Tyrosine nachtréglich phosphoryliert wirde [61]. Die Phosphorylierung des ersten Tyrosins
(Y980) fuhrte jedoch zu einer Erhdhung der Aktivierung von Jak3, wahrend die
Phosphorylierung des Tyrosins 981 die Kinaseaktivitéat sogar inhibierte [62]. Von den anderen
Jaks wurde Ahnliches noch nicht berichtet.

Die Regulation von aktivierten Jaks durch Phosphatasen, SOCS-Proteine, SH2-Bf3,
Serin/Threoninphosphorylierung, Reduktion/Oxidation wurde bereits unter 1.4.1 erwahnt.
Eine weitere Moglichkeit der Regulation ergibt sich aus Studien an Jak3: Die Mutationen
C759R, E639K und A586-592 innerhalb der Pseudokinasedomane von Jak3 fihrten zu
hyperphosphorylierten, nicht aber katalytisch aktiven Kinasen. Es wurde auch gezeigt, dal3



Einleitung 11

sich die Phosphorylierung am inhibitorischen Tyrosin 981 im A-loop der Kinasedomane in
diesen mutierten Proteinen nicht vom Wild-Typ unterscheidet [56]. Es konnte also weitere

Tyrosine geben, welche inhibitorisch wirken, wenn sie phosphoryliert sind.

1.5.3 Interaktion der Janus-Kinasen mit Zytokinrezeptoren

Verschiedene Zytokinrezeptoren assoziieren spezifisch mit nur einer Janus-Kinase (z.B. der
EPOR mit Jak2), wahrend andere mehrere Jaks aktivieren. Gp130, die signaltransduzierende
Untereinheit der IL-6-Typ-Zytokine, bindet Jakl, Jak2 wund Tyk2. Das Jak-
Aktivierungsmuster scheint Zelltyp-abhangig zu sein [13]. In welchem Ausmald die
Rekrutierung der verschiedenen Jaks Uber die jeweiligen Expressionsspiegel der Janus-
Kinasen, Uber verschiedene Affinitéten der Janus-Kinasen zu den Rezeptoren oder andere
Faktoren beeinflufdt wird, ist noch weitgehend unverstanden.

Janus-Kinasen binden an die membranproximale Region von Zytokinrezeptoren. Diese
Region enthdlt zwel konservierte Motive, Box1 und Box2. Box1 ist eine Uberwiegend
hydrophobe Region, welche konservierte Prolinreste enthdlt. In einigen untersuchten
Rezeptorsystemen ist Box1 [63-68] bzw. sind die konservierten Proline [63, 66, 69-71] nétig
far die Bindung von Janus-Kinasen an den Rezeptor. Dies gilt auch fur gpl30 [63]. Die
Funktion der Box2 ist weniger gut untersucht. Bei manchen Rezeptoren ist sie wichtig fur die
Jak-Bindung und —Aktivierung, bei anderen hingegen nicht [63, 66, 67, 72]. Uberexprimierte
Janus-Kinasen binden noch an C-terminal verkirzte gpl30-Deletionsmutation, denen die
Box2 fehlt[71] und an VSV-G-gpl30-Fusionsproteine mit deletierter Box2 [63]. Studien mit
anderen Rezeptorsystemen implizieren, dal3 auch weitere Regionen wie zum Beispiel die
Region zwischen Box1 und Box2 (die Interbox1/2-Region) [67, 69, 72-75], Regionen C-
terminal zur Box2-Region [67, 72] und die direkt an der Membran lokalisierte Region [76] an
der Assoziation und Aktivierung der Jaks beteiligt sind.

Die N-terminale Hélfte der Janus-Kinasen ist fir die Assoziation mit den membranproximalen
Regionen von Zytokinrezeptoren notwendig. Studien an C-terminal  verkirzten
Deletionsmutanten von Jak2 und Jak3 haben die minimale Bindungsregion der Jaks auf die
JH7- und JH6-Doméanen eingeschrankt [65, 77, 78]. Verschiedene Punktmutationen in einem
Bereich zwischen den Aminosduren 98-102 von Jak3 verhinderten die Bindung an die IL-
2Ry-Kette. Zur Aufrechterhaltung der IL-2-Signaltransduktion waren fur eine Jak3/Jak2-
Chimaére jedoch noch zusétzliche Amionsauren des Jak3-N-Terminus -C-termina zu den JH6-
und JH7-Regionen notwendig [ 78]. Rezeptorbindung ist also wahrscheinlich nicht die einzige
Voraussetzung fur die Jak-Aktivierung. Fur Tyk2 wurde gezeigt, dal3 die JH7-JH5-Region
notwendig fur die Assoziation an den IFNaR ist [79]. Zusétzlich ist die JH4-Region nétig fur
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eine starke Expression des IFNaR [79]. Grofiere Bereiche der Jaks und der Zytokinrezeptoren

scheinen also an der gegenseitigen Bindung beteiligt zu sein.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Aus den bekannten Daten |af3t sich noch kein kohérentes Bild der Bindung von Janus-Kinasen
an Zytokinrezeptoren gewinnen. Die Box1 stellt eine konservierte Region dar, die sich in den
meisten Zytokinrezeptoren wiederfindet, wohingegen Box2 weniger gut konserviert ist.
Ansonsten zeichnen sich die membranproximalen Regionen von Zytokinrezeptoren jedoch
durch eine mangelnde Sequenzhomologie aus. Berichte Uber die Struktur von zyto-
plasmatischen Bereichen von Zytokinrezeptoren gibt es nicht. So ist auch die Spezifitét der
Jak-Bindung im Ansatz noch nicht verstanden. Erschwerend kommt hinzu, dal3 Gber die
Interaktionsdoménen der Janus-Kinasen mit Zytokinrezeptoren ebenfalls weder strukturelle
noch schlissige Mutagenese-Studien vorliegen. Gpl30, die signaltransduzierende
Untereinheit der IL-6-Typ-Zytokine, bindet Jakl, Jak2 wund Tyk2. Das Jak-
Aktivierungsmuster nach IL-6-Stimulation scheint Zelltyp-abhéngig zu sein [13]. Die
Rekrutierung der verschiedenen Jaks kann von verschiedenen Faktoren und deren
Zusammenspiel abhangen:

* vom jeweiligen Expressionsspiegel der einzelnen Janus-Kinasen,

» von unterschiedlichen Bindungsaffinitéten der Janus-Kinasen an den Rezeptor,

* von zusétzlichen bisher unbekannten Faktoren (z.B. Interaktion mit anderen Proteinen).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Interaktion von gpl130 mit Jak1 untersucht werden. Da
die hydrophobe Box1- und die Box2-Region die Bindung von Jaks vermitteln sollen, wurden
diese beiden Regionen und weitere hydrophobe Reste in der membranproximalen Region von
gp130 einer Mutagenese-Studie unterzogen. Fur die verschiedenen Mutanten wurden die Jak-
Bindung, die STAT-Aktivierung und die proliferative Antwort von Ba/F3-Transfektanten
untersucht. In Jak1l konnten Sequenzhomologien zu einer SH3-Doméne und einer FERM-
Doméne festgestellt werden. Der Einfluld interessanter Aminosauren aus diesen beiden
potentiellen Domanen auf die Rezeptorbindung wurde durch eine Mutagenese-Studie
untersucht.

Aulerdem sollte ein Test fur die Kinaseaktivitat von Jak1 entabliert werden, um in spéteren
Studien die Substratspezifizdt untersuchen zu kénnen, Uber die ebenfalls wenig bekannt ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete M aterialien

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in p. A.-Qualitéat eingesetzt und von den Firmen AGS (Heidelberg),
BioRad (Munchen), Boehringer (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), New
England Biolabs (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), Sigma (Deisenhofen)
und Whatman (Maidstone, England) bezogen. In der Methodenbeschreibung wird néher auf

die verwendeten Chemikalien eingegangen.

2.1.2 Puffer und Medien
Alle Puffer und Medien wurden in wassriger Losung (Qualitat: Millipore) angesetzt.

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien wird in der Methoden-

beschreibung ndher erlautert.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen DuPont (Dreireich),
Eppendorf (Hamburg), Millipore (Eschborn), Sartorius (Goéttingen), Serva (Heidelberg),
Sigma (Deisenhofen) und Whatman (Maidstone, England).

214 Enzyme

Folgende Enzyme wurden gemal3 Herstellerangaben eingesetzt:
RNAse A (Boehringer)
T4-DNA-Ligase (Boehringer)
Vent DNA-Polymerase (New England Biolabs)
Tag DNA-Polymerase (Hybaid)
Alkalische Phosphatase (Boehringer)
Restriktionsendonucleasen wurden von den Firmen AGS, Boehringer 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 Zéllinien

COSs-7 adhérent wachsende Nierenzellen der griinen Meerkatze
(A.T.C.C., CRL 1651)

HepG2 adharent wachsende humane Hepatomzellen (A.T.C.C., HB
8065)

Ba/F3 nicht adhadrent wachsende I L-3-abhangige murine Pr&-B-Zellen

(DSMZ; Braunschweig)

X63Ag8-653 BPV-mIL-3 nicht adhérent wachsende murine Myelomzellinie, die murines
IL-3 sezerniert; zur Verfiigung gestellt von Dr. K. Friedrich
(Wirzburg)

Sf 158 adharent wachsende Insektenzellinie

2.1.7 Nahrmedien fur die Zdlkultur

DMEM-FlUssigmedium mit 4,5 g Glukose/l (Gibco)
DMEM/NUT-MIX-F12-FlGissigmedium (Gibco)

FKS; mycoplasmenfreies fotales Ké berserum (Seromed)
Penicillin / Streptomycin (Gibco)

Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%) —L6sung (Biochrom)
Sf900 Flissigmedium (Gibco)

2.1.8 Zytokine

IL-6 rekombinantes humanes | L-6 wurde nach der Methode von Arcone et al.
(1991) [80] hergestellt und freundlicherweise von A. Kister zur Verfligung

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

IL-5 von der Firma Cell Concepts (Umkirch) bezogen

sIL-6R |6slicher humaner |L-6-Rezeptor wurde prépariert wie beschrieben [81] und

von A. Kuster freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.
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2.1.9 Antikorper

Die benutzten Antikorper werden in Tabelle 1 dargestelit.

Tabelle 1: Benutzte Antikor per.
WB: Western-Blot, |P: Immunprézipitation, DZ: Durchflul3zytometrie.

Name Eigenschaften Herkunft Verwen-
dung
Ziege-anti- Polyklonales Antiserum gegen den konstanten Dako wB
Maus g Bereich von Maus-lmmunglobulin; Peroxidase-
(HRP)-konjugiert
Ziege-anti- Polyklonales Antiserum gegen den konstanten Dako wWB
Kaninchen Ig Bereich von Kaninchen-lmmunglobulin;
Peroxidase- (HRP)-konjugiert
PE-Kaninchen-anti- | Polyklonales 1gG F(ab'),-Antiserum gegen Maus, Dianova Dz
Maus 1gG F(ab'), R-Phycoerythrin-konjugiert
B-P8 Monoklonaler Antikdrper gegen humanes gp130 von J.Wijdenes Dz
S16 Monoklonaler Antikdrper gegen die humane Santa Cruz Biotech. IP, DZ
”common (-chain” des IL-5-/IL-3-/GM-CSF-
Rezeptors
N 20 Polyklonaler Antikorper gegen die humane Santa Cruz Biotech. wB
”common (-chain” des IL-5-/IL-3-/GM-CSF-
Rezeptors
(IL-5R( Monoklonaler Antikdrper gegen IL-5R( von J. Tavernier Dz
[d-Jak1 serum Polyklonales Antiserum gegen Jak1 von A. Ziemiecki WB; IP
[d-Jak2 serum Polyklonales Antiserum gegen Jak2 von A. Ziemiecki WB; IP
0-Tyk2 MonoklonalerAntikorper gegen Tyk2 Transduction Lab. WB; IP
PY99 MonoklonalerAntikorper gegen Phosphotyrosin Santa Cruz Biotech. | WB; IP
2.1.10 Plasmide
pSVL eukaryontischer Expressionsvektor; PenR (Pharmacia)
pBS Il KS Klonierungsvektor; PenR (Stratagene)
pSVL gpl30 pSVL mit der cDNA des humanen gp130; zur Verfligung gestellt

pSV2-Neo

von Dr. T. Tagaund Dr. T. Kishimoto (Osaka, Japan)
NeoR; zur Verfigung gestellt von Dr. K. Friedrich (Wurzburg)
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2.2 Allgemeine zellbiologische M ethoden

2.2.1 Anzucht und Lagerung von Bakterienkulturen

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in modifiziertem Luria-Bertani-Medium mit 1 mM
MgSO4 und 10 mM Tris/HCI (pH 8) [82] in Gegenwart von 100 pg Ampicillin/ml in einem
thermostatisierten Schittelinkubator bei 200 upm bzw. auf LB-Agar (1,5%) bel 37°C.

Eine dauerhafte Aufbewahrung erfolgte bei -80°C in LB-Medium mit 15% Glycerin.

2.2.2 Eukaryontische Zellen

Die Saugerzellen wurden in DMEM (COS-7, Ba/lF3) bzw. DMEM/F12 (HepG2) kultiviert.
Den Medien wurden 10% FKS sowie 60 mg Penicillin/l und 100 mg Streptomycin/I
zugesetzt. Das Medium fir Ba/F3-Zellen enthielt aul3erdem 5% konditionierten, BPV-mIL-3-
Kulturiberstand. Die Zellen wurden bel 37°C in einer wassergesdttigten Atmosphére bei 5%
CO2 inkubiert. Zur Subkultivierung wurden adhdrent wachsende Zellen nach Waschen mit
PBS (200 mM NaCl; 25 mM KCI; 8 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4) mittels
Trypsin/EDTA-LAsung von den Kulturschalen abgel 6st.

Sf158 Insektenzellen wurden in SFO00 Medium bel 27°C kultiviert. Zur Weiterkultivierung

wurden sie mit einem Zellkulturschaber von der Oberfléche gel 6st.

Fur die Langzeitlagerung wurden die eukaryontischen Zellen in Kulturmedium nach Zusatz
von 10% DM SO bel — 80 °C eigefroren und bel -196°C in flussigem Stickstoff aufbewahrt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierungvon Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab

Plasmid-DNA zur Analyse transformierter Bakterien und zur Sequenzierung wurden nach

Herstelleranleitung mit Hilfe eines Plasmidminipraparationskits “ Qiaprep” (Qiagen) isoliert.

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA im grof3en M al3stab

Plasmid-DNA im prdparativen Mal3stab (50-500 pg) wurde mit Hilfe der Midi- bzw. Maxi-
Plasmidpraparationskits (Qiagen) nach Herstelleranleitung isoliert.

2.3.3 Quantitative Bestimmung von Nukleinsauren

Die quantitative Bestimmung der DNA-Menge erfolgte photometrisch in einem UV-
Spektrometer (Pharmacia) tber die Extinktion bei 260 nm (E260). E260 = 1,0 entspricht einer
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DNA-Menge von 50 pg doppelstrangiger DNA bzw. 20 pg einzelstrangiger DNA. Die
Reinheit der Nukleinsdurepraparationen wurde mit Hilfe der Extinktion bei 280 nm (E280)
ermittelt; der Quotient E260:E280 sollte bei 1,8 - 2,0 liegen.

2.3.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach den Angaben der Enzymhersteller. Die
Inkubationszeiten betrugen 1 h bis zu 3 h bei préparativen Ansédtzen. FUr einen analytischen
Verdau wurden 0,5 bis 1 pg DNA, fur eine préparative Restriktion bis zu 4 pg DNA
eingesetzt.

2.3.5 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Die Abspaltung der 5 -standigen Phosphatgruppe verhindert die Religation eines linearisierten
Vektors. Die zur Dephosphorylierung eingesetzte alkalische Phosphatase (Orthophosphor-
saure Monoester-Phosphohydrolase) spaltet in elnem pH-Bereich von 9,5-10,5 die 5'-
Phosphatgruppen von DNA, RNA, Ribo- und Desoxyribonucleosiden ab.
Phosphodiesterbindungen innerhalb von Nucleinsduremolekilen werden nicht hydrolysert.
100-200 ng DNA wurden mit 1 U akalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) 1 Stunde
bei 37°C nach Herstellerangaben inkubiert. Die Abtrennung des Enzyms erfolgte
anschlief3end Gber Phenolextraktion [82].

2.3.6 Ligation von DNA.
DNA-Fragmente konnen in Gegenwart von ATP durch die T4-DNA-Ligase (AGS) verknupft

werden. Es wurden 10-50 ng Vektor und verschiedene molare Verhdtnisse 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 tUber Nacht bel
Raumtemperatur nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.3.7 Auftrennung von Nukleinsauren durch Agar ose-Gelelektrophorese

Den DNA-Fragmenten wurde in entsprechender Menge der 10-fach konzentrierte DNA-
Probenpuffer zugesetzt. Mit Hilfe von 1 bis 2 %-igen Agarosegelen (SEAKEM LE Agarose,
Biozym) wurden die Fragmente in TAE-Puffer elektropohoretisch (120V) der GrofRe nach
aufgetrennt [82]. Als Referenz diente die mit EcoRI / Hindlll geschnittene DNA des Lambda-
Phagen. Den Agarosegelen wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 pug/ml
zugesetzt, um die DNA-Banden auf einem UV-Leuchttisch (A=366nm) sichtbar zu machen
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und so eine Fotodokumentation und grobe Mengenabschdtzung zu ermoglichen. Zur
Fotodokumentation diente ein Gel print 2000i-Gerat (MWG Biotech).

2.3.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Die gewiinschte DNA-Bande wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung von
DNA aus Agarosegel fragmenten erfol gte mit Hilfe von GenElute™ Agarose Spin Colums der
Firma Supelco oder mit Hilfe des Qiaquick-Kits von Qiagen nach den Anleitungen der
Hersteller.

2.3.9 Radioaktive Markierung doppelstréngiger DNA-Sonden

Zur Bestimmung der STAT-1/3 Aktivierung in Kernextrakten wurde eine radioaktiv
markierte doppelstréngige m67SIE-DNA-Sonde verwendet. Diese synthetische DNA-
Sequenz enthdlt das sis-induzierbare Element (SIE) des humanen c-fos-Promotors. Die
EinfUhrung einer Mutation (m67) bewirkt, dald STAT-1 und STAT-3 mit gleich hoher
Affinitéat binden kénnen [75]. Die radioaktive Markierung doppelstréngiger DNA erfolgte
durch Auffillen 5'-Uberhdngender Enden mit dem Klenow-Enzym (Boehringer) unter
Verwendung von [**P]a-dATP. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Die
freien Nukleotide wurden mit Hilfe des Qiaquick Nucleotide Removal Kits der Firma Qiagen
(Hilden) abgetrennt. Die eingebaute Radioaktivitét wurde im 3-Counter bestimmt.

m67SIE: 5-GATTGACGGGAACTG-3  (die STAT-Bindungsregion ist unterstrichen)

2.3.10 Automatische DNA-Sequenzierung

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

2.3.11 Herstellung der gp130-Mutanten

Zur Einfahrung der Punkt- und Deletionsmutationen in den zytoplasmatischen Bereich von
gpl30 wurden Standard-Klonierungstechniken eingesetzt [82, 83]. Als Matrize wurde
pSVLAEcoRI-gpl130-myc [18] verwendet. Folgende Oligonukleotide wurden fir die
Durchfuhrung der PCR eingesetzt:
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5-ATTGTCCTCTTTGACTA-3 (sense)

5 -CTGGGCAAAATACCATCAC-3 (antisense).

Die Oligonukleotide die zur Einfuhrung der Punktmutanten benutzt wurden:

ABox1: 5-AAAAAACACTCAAAGAGTCATATTGCCC-3 (sense),
5-ACTCTTTGAGTGTTTTTTAATTAGGTCTCG-3' (antisense).

AB0ox2: 5 -TGGAAAAGGATCAGTGAAATTGCCATC-3' (sense),
5-TTCACTGATCCTTTTCCAGAGGATCTGAAATTATTGGAC-3 (antisense).

WesoA: 5 -AAACACATCGCGCCTAATGTTCCAGATCCTTC-3 (sense),

5- AACATTAGGCGCGATGTGTTTTTTAATTAGGTC -3 (antisense).

WA : 5-TTGCCCAGGCGTCACCTCACACTCCTCC-3' (sense),
5-TGAGGTGACGCCTGGGCAATATGACTCTTTG-3' (antisense).

Ps71Ps72AA: 5-ACACTGCTGCAAGGCACAATTTTAATTC-3' (sense),

5- TGCCTTGCAGCAGTGTGAGGTGACCAC-3' (antisense).
FesA: 5 -GGCACAATGCGAATTCAAAAGATCAAATGTATTC-3 (sense),
5-CTTTTGAATTCGCATTGTGCCTTGGAGGAG-3' (antisense).

Die zur Einfuhrung der Mutationen benttigten Nukleotide sind unterstrichen.

Folgende Restriktionsenzyme wurden benutzt, um die PCR-Fragmente in den
eucaryontioschen Expressionsvektor pSV LAECORI-gp130-myc [18] zu inserieren:
EcoRI/BstEIlI fur die Konstrukte gp130-ABox1 und gpl30-WesA,

BstEIN/Kpn2l fur die Konstrukte gp130-ABox2 und gp130-Ps71Ps2AA,

EcoRI/Aspl fur die Konstrukte gpl30-WegssA und gpl30-Fg76A.

Die Sequenz aler Konstrukte wurde, Uber den ganzen Bereich, der durch PCR hergestellt
wurde, Uberprift. Folgende Oligonukleotide wurden fir die Durchfiihrung der Sequenzierung
verwendet:

5-CAGATCTTCTGGAAAAGGC-3 (antisense).

5-CTGGGCAAAATACCATCAC-3 (antisense).

Gp130-Y 683F wurde hergestellt indem das EcoRI/Xhol Fragment aus pSVLAEcoRI-gp130-
myc in den ebenso geschnittenen Vektor pSV LAECORI-EPORey-gp130im oyt~ Y 683F-myc [18]
eingesetzt wurde.

Die Umklonierung zu den entsprechenden IL5Raext/gpl130tm,cyt-, 1L5RBext/gpl30tm,cyt-
und gp130fl-Mutanten erfolgte durch Austausch der Extrazellulérdoméanen von IL-5Ra und
IL-5RB aus dem entsprechenden pSVLAEcoRI-IL-5Ra/B/gpl30-Konstrukt mit Hilfe der
Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol. Alle Konstrukte wurden mit Hilfe eines EcoRI/Xhol

Restriktionsverdaus und durch automatische Sequenzierung tberprdift.
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2.3.12 Herstellung der Jak1-Mutanten

Zur Einfohrung der Punktmutationen in den N-terminalen Bereich von Jak1 wurden Standard-
Klonierungstechniken eingesetzt [82, 83]. Als Matrize wurde pBS-Jak1 verwendet. Folgende
Oligonukleotide wurden fur die Durchfihrung der PCR eingesetzt:
5-GAAACAGCTATGACCATG-3' (sense)

5 -GGATCCCGAGATTTCCAGTC-3 (antisense).

Die Oligonukleotide die zur Einfuhrung der Punktmutanten benutzt wurden:

LgoA: 5 -CTTCGCCGCGTACGATGAGAGCACCAAG-3' (sense),
5-CTCATCGTACGCGGCGAAGAGGTTGTGAC-3' (antisense).

LgoAlYg1A: 5 -CCTCTTCGCCGCGGCCGATGAGAGCACCAAGCTCTGG-3 (sense),
5 -GTGCTCTCATCGGCCGCGGCGAAGAGGTTGTGACAGAG-3 (antisense).
YsA: 5-CGCCCTGGCCGATGAGAGCACCAACCTC-3' (sense),
5-CTCTCATCGGCCGGGCGAAGAGGTTGTG-3' (antisense).

YgoA: 5-GCTCTGGGCCGCTCGAACCGAATCATC-3' (sense),
5-CGGAGCGGCCCAAGCTTGGTGCTCTC-3' (antisense).

RiE: 5-GTCTCTCGAGCTCCACTACCGCATGAGG-3' (sense),
5-GTGGAGCTCGAGAGAGTTTTGTCATCC-3' (antisense).

Y107A: 5-CTCCACGCCCGCATGAGGTTCTACTTTAC-3 (sense),
5-CATGCGGGCGTGGAGCCGGAGAGACG-3 (antisense).

Y112A: 5-ATGAGGTTCGCCTTTACCAACTGGCACGG-3' (sense),
5-GTTGGTAAAGGCGACCTCATGCGGTAGTG-3' (antisense).

Wi16A: 5 -CCGCATGAGGTTCTACTTTACCAACGCGCACGGAACC-3 (sense),
5-GGTTCCGTGCGCGTTGGTAAAGTAGAACCTCATGCGG-3 (antisense).
L1sgA/F150A: 5'-CTGGAGTATGCGGCTGCACAGGGACAGTATG-3 (sense),
5 -CCCTGTGCAGCCGCATACTCCAGTGAACTGGC-3 (antisense).
L1esA/V167A: 5 -CAGTATGATGCGGCCAAATGCCTGGCTCCC-3' (sense),
5-GGCATTTCGCGGCATCATACTGTCCCTGTGC-3 (antisense).

Ye3A: 5-AAGGTGAAAGCCCTGGCTACCTTGGAAAC-3' (sense),

5 -GTAGCCAGGGCTTTCACCTTCAGGTCATG-3' (antisense).

Y251A: 5-GACAAAACATGCTGGAGCTGAAATATTTGAG-3 (sense),
5-CAGCTCCAGCATGTTTTGTCAATGTTTCC-3 (antisense).

Die zur Einfuhrung der Mutationen benttigten Nukleotide sind unterstrichen.
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Die Restriktionsenzyme EcoRV und Bspl19l wurden benutzt, um die PCR-Fragmente zur
Herstellung der Mutanten LgoA, LgoA/YgiA, YgiA, YgA, RiuE, Y107A und Y110A in den
Vektor pBS-Jakl zu inserieren. Die Umklonierung aus pBS-Jakl in den mit Xbal
restringierten, eukaryontischen Expressionsvektor pSVLAEcoRI-Jak1 erfolgte mit Hilfe der
Restriktionsenzyme EcoRV und Xbal. Die PCR-Fragmente Fragmente zur Herstellung der
Mutanten W116A, L1ssA/Fis0A, L1ssA/V167A, YossA, YogiA konnten direkt, tber Esp3l und
Bsp119I Restriktionsschnittstellen in pSVLAEcoRI-Jak1 einkloniert werden.

Die Doppelmutante Y g1 A/W116A wurde durch Ligation des Esp3I/Bspl19l Fragmentes von
pSVLAECcORI-Jak1W;116A  mit dem Esp3I/Bspll9l restringierten Vectorfragmenten von
pSVLAECcoRI-Jak1lY g:A generiert. Die Mutationen KissE entstand durch PCR-Fehler. Da
diese Mutation sich aber in einer interessanten Regionen von Jakl befand, wurde das
entsprechende Esp31/Bspl19I-Fragment in pSV LAECORI-Jak1 inseriert.

Alle Konstrukte wurden Uber den ganzen Bereich, der durch PCR hergestellt wurde, durch
automatische Sequenzierung Uberprift. Folgende Oligonukleotide wurden bel der
Durchfiihrung der Sequenzierung verwendet:

5-TGTTTCTGGAACCCTTTTC-3 (antisense).

5-GGATCCCGAGATTTCCAGTC-3 (antisense).

2.3.13 Konstruktion von pVL 1393/m-Jak2

Der fur m-Jak2 codierende Bereich aus pRK5/m-Jak2 wurde durch einen partiellen Eco RI-
Restriktionsansatz aus dem pRK5-Vektor herausgeschnitten und anschlief3end in den Uber die
Schnittstelle EcoRI gedffneten und dephosphorylierten Vektor pV L1393 inseriert.

2.3.14 Transformation kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter Bakterien erfolgte wie beschrieben. [82]. 1-10 ng
Ligationsansatz und 100 pl kompetente Bakterien wurden 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlief3end wurde der Ansatz eine Minute lang im Wasserbad auf 42 °C erwarmt. Nach
zweiminutigem Abkuhlen auf Eis wurde 1 ml LB-Medium zugesetzt und 45 Minuten bei 37
°C inkubiert. Die sedimentierten Bakterien wurden in 100ul Medium resuspendiert, auf einer
LB-Platte mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C kultiviert. Da
das eingesetzte Plasmid ein Resistenzgen trug wurden nur solche Bakterien selektiert, die das

Plasmid aufgenommen hatten.

2.3.15 Herstellung rekombinanter Baculoviren

Die Herstellung rekombinanter Baculoviren, welche die cDNA von Jakl, Jak2 und Tyk2 in
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ihr Genom integriert haben, erfolgte mit Hilfe der Vektoren pSV1393-Jak1, pSV 1393-Jak2
und pSV1393-Tyk2 unter Verwendung des BaculoGold-Systems (Pharmingen) nach
Herstellerangaben.

2.3.16 Transfektion von eukaryontischen Zellen

2.3.16.1 Transfektion von COS-Zedllen

Verwendet wurde eine modifizierte Methode der Transfektion mit DEAE-Dextran. COS7-
Zellen wurden bel einer Konfluenz von 80-100% in einer mittleren Zellkulturflasche mit PBS
gewaschen und dann mit dem Transfektionsgemisch fir 90 Minuten bel 37°C in luftdicht
verschlossenen Zellkulturflasche inkubiert. Im Anschlul3 wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, 1 min mit 10% DMSO in PBS geschockt und wieder mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden Uber Nacht mit DMEM + 10%FCS inkubiert und nach 12-24 Stunden

passagiert.

Transfektionsgemisch

7,5ml DMEM ohne FCS

2-30 ug DNA

6 ul Chloroguin (100mM)

60 ul DEAE-Dextran (50mg/ml)

2.3.16.2 Transfektion von Ba/F3-Zellen

Die Transfektion von Ba/F3-Zellen mit gpl30-Expressionskonstrukten erfolgte durch

Elektroporation. 3,5 x 106 Zellen wurden mit insgesamt 30 pg DNA gemischt und mit einem
Puls bei 200 V und 70 msec im elektro square porator T820 (BTX) elektroporiert. Zur
Selektion transfizierter Zellen wurden 2 pg des Plasmids pSV2Neo, das fur eine
Neomycinresistenz kodiert, kotransfiziert. Nach der Elektroporation wurden die Ba/F3-Zellen
zunichst 24 h ohne Selektionsdruck in DMEM mit 10% FCS und 5% BPV-Uberstand
kultiviert. Anschlief3end wurden die Zellen im gleichen Medium, jedoch zusétzlich mit 1,0 mg
Geniticin G418/ml, in 24-well-Zellkulturplatten ausgesét. 16-28 Tage spdter waren erste
G418-resistente Klone erkennbar, die in frischem G418-haltigem Medium aufgenommen und
amplifiziert wurden. Die Identifikation von gpl30 exprimierenden Klonen erfolgte mit
Antikorpern gegen den Extrazellularbereich von gpl30 (B-P8) und fluoreszenzmarkierten
Zweitantikorpern mit Hilfe der Durchfluf3zytometrie im FACScalibur-Durchfluf3zytometer der
Firma Becton Dickinson.
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2.3.16.3 Expression von Jak1, Jak2 und Tyk2 in Sf158-Zellen

Sf158 (Spodoptera frugiperda) Zellen in Sf 900 SFM Medium in zu 75 % Konfluenz
bewachsenen mittleren Kulturflaschen wurden mit 1 ml ener hochtitrigen Losung
rekombinanter Baculoviren infiziert. Die Zellen wurden 3 Tage bel 27 °C inkubiert. Nach
dem Ernten wurden die Zellen mit Brij-Lysispuffer 45 Minuten auf Eis lysiert. Nach dem
Abtrennen der Zellbestandteile durch Zentrifugation befanden sich die exprimierten Jak-
Kinasen im Uberstand

2.3.17 Herstellung von Kernextrakten

Transient transfizierte COS-7-Zellen, die chimére IL-5Ra/- bzw. IL-5Rp/gp130 Rezeptoren
exprimierten, wurden mit 10 ng/ml IL-5 bel 37°C fir 30 Minuten stimuliert. Stabil
transfizierte Ba/lF3-Zellen, welche gpl130-Mutanten exprimierten wurden mit 20 ng/ml IL-6
und 500 ng/ml |6slichem gp80 stimuliert. Danach wurden die Zellen mit kaltem PBS/V anadat
(1 mM) gewaschen von der Platte abgenommen und in ein Eppendorfgefald Gberfihrt. Die
Kernextraktion erfolgte nach der Schnellmethode [84].

2.4 Proteinchemische M ethoden

2.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden und reduzierenden
Bedingungen erfolgt proportional zur Masse, da sich SDS in einem konstanten Verhdtnis der
Ladung zur Masse an Proteine anlagert und Mercaptoethanol die Reduktion von
Disulfidbriicken zu den entsprechenden Thiolen verursacht. Die hier angewendete Methode
der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli erfolgte in einer vertikalen Flachgel-

kammer von Biometra nach Herstellerangaben.

2.4.2 Ge-Retentionsanalyse (elektrophoretic mobility shift assay, EM SA)
Das Prinzip der Gel-Retentionsanalyse beruht auf der Interaktion von DNA-bindenden

Proteinen mit den entsprechenden spezifischen radioaktiv (**P) markierten DNA-Sequenzen.
Auf einem nativen Gel und unter Verwendung von Puffern niedriger lonenstarke kénnen die
DNA-Protein-Komplexe ohne zu dissozieren bel der Elektrophorese erhalten werden. Bis zu
15 pg Kernextrakt und 10000 cpm der radioaktiven m67-SIE-Sonde wurden fur den EMSA
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eingesetzt [85].

2.4.3 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Die Proteinmengenbestimmung wurde mit Hilfe des BioRad-" Protein-Assay” durchgefihrt.
200 pl BioRad-Reagenz wurden mit 800l Wasser und 3-5 pl der Kernextraktprobe gemischt.
In Plastik-Mikrokvetten wurde die optische Dichte bel 595 nm im Photometer Ultraspec Plus
(Pharmacia Biotechnology) bestimmt. Mit Hilfe einer Eichkurve, die fir BSA aufgestellt
wurde, konnte der Faktor zur genauen Berechnung der Proteinmengen ermittelt werden
(0,063).

244 Western-Blot
Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden aus einem SDS-Polyacrylamidgel mit Hilfe

einer semi-trockenen Elektroblotkammer (Biorad) nach Herstellerangaben bei 0,8 mA/cm?

auf eine PVDF-Membran transferiert.

2.5 Immunologische und | mmunhistochemische M ethoden

25.1 Identifizierung transfizierter Zellen durch Fluoreszenz aktivierte Durchfluf3-

zytometrie

Das Prinzip beruht auf der Detektion fluoreszenzmarkierter AntikOrper gegen exogen
exprimierte Transmembranproteine auf der Oberflache von vereinzelten Zellen nach
Anregung der Fluoreszenz durch eingestrahltes Laserlicht.

Transient transfizierte COS7-Zellen oder stabil transfizierte Ba/lF3-gpl30 Zellen wurden
geerntet, gewaschen, in kaltem PBS/Azid (5% FKS, 0,1% NaN3in PBS) resuspendiert und 20

min in 2% Paraformaldehyd fixiert. 1 x 10° Zellen wurden 30 min mit 1 pg eines
monoklonalen Antikorpers inkubiert, gewaschen und die Erst-Antikdrper mit einem PE-
konjugierten anti-Maus-Serum gebunden. Nach erneutem Waschen in PBS/Azid wurden die
Zellen im FACScalibur DurchfluRzytometer mit einem 488nm Argon Laser, (Beckton
Dickinson) analysiert. So konnte die Transfektionseffizienz von COS-7-Zellen Uberprift und
positive Ba/lF-gp130 Klone identifiziert werden.
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2.5.2 Ko-Immunprazipitation von Proteinen

Zélllysate (Brij-Lysispuffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 10 mM NaF; 1% Brij; 1
mM Na-Orthovanadat; 0,5 mM EDTA; 5 mg/ml Pepstatin; 5 mg/ml Aprotinin; 1 mg/ml
Leupeptin) wurden mit 1 pg Antikorper Gber Nacht inkubiert. Zur Immunprézipitation von
IL-5R[B-gp130-Konstrukten wurde der monoclonale S16-Antikdrper (Santa Cruz Biotech.)
und zur Immunprazipitation von Jakl wurde das Jakl-Antiserum von A. Ziemiecki
verwendet. Anschlief3end wurden die Immunkomplexe mit Hilfe von Protein-A-Sepharose
(Pharmacia) prézipitiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Immunkomplexe mit
Lammli Puffer von der Sepharose gelést und mit Hilfe einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese der Masse nach aufgetrennt und anschlief3end durch Western-blotting auf
eine PVDF-Membran Ubertragen. Korézipitierte Proteine konnten durch Immundetektion

nachgewiesen werden.

2.5.3 Immunodetektion von Proteinen mit Hilfe des ECL -Systems

Das Prinzip der ECL-Detektion von Amersham beruht auf der Oxidation von cyclischen
Diacylhydraziden wie Luminol (5-Amino-2,3-phtalalazin-1,4-dion) in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid und der Meerrettichperoxidase (HRP = Horseradish peroxidase) unter
alkalischen Bedingungen. Das nach der Oxidation entstandene Radikal (3-Aminophthalat)
kehrt unter Lichtemission (425 nm) mit einer Reaktionseffizienz von ca. 1% in den
energetischen Grundzustand zurtick. Durch die Anwesenheit von chemischen Aktivatoren wie
Phenolen wird die Lichtemission verstarkt und die Chemilumineszenzphase verlangert.

Zur Unterdriickung unspezifischer Bindungen wurde die mit Proteinen beladene PVDF-
Membran 10 Minuten mit einer 10%igen Rinderserum-Albumin-Losung in TBS-N (20 mM
TrissHCl pH 7,4, 137 mM NaCl, 0,1% Nonidet P-40) geblockt. Die Membran wurde unter
gleichméligem Schaukeln mit der jeweiligen Antikorperlosung (1 pg/ml in TBS-N) 1 h
inkubiert, viermal fur je 5 min mit TBS-N gewaschen und mit der entsprechenden Losung
eines HRP-konjugierten Sekundar-Antikérpers behandelt. Die entstandenen Immunkomplexe
konnten mit Hilfe des ECL -Detektionssystems auf Rontgenfilmen visualisiert werden (ECL =

enhanced chemiluminescence, Amersham Pharmacia Biotech).



Material und Methoden 26

2.6 Enzymatische Methoden

2.6.1 Nachwes der in-vitro-Auto-Kinase-Aktivitdt von Jakl durch radioaktive
M arkierung mit [*P]-ATP.
Jak1 wurde aus Sf158 Zellysaten, welche mit Lysispuffer K hergestellt wurden, mit dem anti-
Jak1-spezifischen Antiserum von A. Ziemiecki immunprazipitiert. Die Immunprazipitate
wurden jeweils dreimal mit Waschpuffer K und Kinasepuffer gewaschen. Die Kinase-
Reaktion wurde in eéinem Gesamtvolumen von 30 pl Kinase-Puffer mit 100 mM ATP und 0,4
UM [*P]-ATP (10 pCi/pl) bei 37°C fur 30 min durchgefiihrt. Der gesamte Ansatz wurde
elektrophoretisch tber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und

einer Autoradiographie unterzogen.

Lysispuffer K Waschpuffer K Kinasepuffer

50 mM Tris/HCI pH7,5 50 mM Tris/HCI pH7,5 20 mM Tris/HCI pH7,5
150 mM NaCl 150 mM NaCl 10 mM MgCl,

20 mM Glycerophosphat 20 mM Glycerophosphat 20 mM Glycerophosphat
15 % Glycerol 15 % Glycerol 100 mM ATP

1mM NaF 1mM NaF 0,4 uM [*P]-ATP

0,5 % NP-40 0,05 % NP-40 05mM DTT

1 mM Na-Orthovanadate 1 mM Na-Orthovanadate 1mM Na-Orthovanadate
0,5mM EDTA 0,5mM EDTA

1 mM PefaBlock 1 mM PefaBlock

5 pg/ml Pepstatin 5 pg/ml Pepstatin

5 pg/ml Aprotinin
1 pg/ml Leupeptin

5 pg/ml Aprotinin
1 pg/ml Leupeptin

2.6.2 Nachweis der in-vitro-Kinase-Aktivitat von Jakl durch Fluoreszenz-aktivierten
Nachweis phosphorylierter Peptide durch ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay)

Zur Etablierung eines ELISAs zum Nachwels der Jakl-Kinaseaktivitdt wurde die
Phosphorylierung biotinylierter Phosphopeptide durch in-vitro-Kinase-assay untersucht.
HepG2-Zellen wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 pg/mL l6slichem gp80 5 Minuten lang
stimuliert. Die Zellen wurden mit Lysispuffer K (siehe 2.6.1) lysiert, und Jak1 wurde aus den
Zellysaten mit dem Jakl spezifischen Antiserum von A. Ziemiecki immunprazipitiert. Die
Immunprazipitate wurden jeweils zweimal mit Waschpuffer K und Kinasepuffer gewaschen.
Die Kinase-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 500 pl Kinasepuffer (siehe 2.6.1.)
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mit 1 mM Peptid und 0,125-2 mM ATP bei 37°C fur 12 h durchgefihrt. Die an der Sepharose
immobilisierten Kinasen wurden durch Zentrifugation bel 6000 upm sedimentiert. Zuvor
wurde eine 96-Well-ELISA-Maxisorb-Platte (NUNC, Roskilde, Denmark) mit 2,5 pg/ml
Streptavidin beschichtet (100 ul/Well; 16 h bei RT). Die restlichen Bindungsstellen wurden
mit 2% BSA in PBS (10 mM NaHPO,/KH,PO,, pH7,4;, 200 mM NaCl; 2.5 mM KCI)
abgeséttigt (200 pl/Well; 2 h bei RT). Nach viermaligem Waschen mit PBS/0.02%Tween
(200 pl/Well) wurden je 150 pl des Uberstandes des Kinaseansatzes in drei Schichte verteilt
und 1 h bel RT inkubiert wobei die biotinylierten Peptide an die Oberflache banden. Nach
erneutem Waschen (4x) mit PBS/0.02%Tween (200 ul/Well) wurde die Oberflache mit TBS-
N &quilibriert. Die Phosphortyrosinreste der an die Strptavidinoberflache gebundenen
biotinylierten Peptide wurden durch Inkubation mit dem Phosphotyrosin-spezifischen
Antikdrper PY99 (Santa Cruz Biotechnologies, 1:2000, 100 ul/Well; 45 min bel RT)
detektiert. Nach erneutem Waschen (4x; PBS/0.02%Tween) wurde der gebundene PY99
Antikorper mit einem polyklonalen Ziege anti-Maus HPR-konjugierten Antikorper (DAKO,
Hamburg, 1:2000, 100 ul/Well, 45 min bei RT) nachgewiesen. Als Féarbereagenz diente eine
Losung von 0.1 mg/ml 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin in 0.1 M Acetatpuffer pH5,5 mit 0,003
vol% H,0,. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 2 M Schwefelsdure gestoppt. Der
Versuch wurde spektral photometrisch bei 495 nm im Mikrotiterplatten-Reader (SpektraMax
340 PC, Molecular Dynamics) gemessen.

2.7 Untersuchung der biologischen Aktivitat von gp130-M utanten

durch Zé€lproliferationstest

Stabil transfizierte Ba/F3-Zellen wurden zweimal mit DMEM ohne IL-3 gewaschen. Je 2 X
10" Zellen in 50 uL DMEM wurden in einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesét. Zur Induktion
des Zellwachstums wurden die Zellen mit 0,1-150 ng/ml IL-6 und 1pg/ml sIL-6Ra drel Tage
inkubiert. Anschlief3end wurden die metabolisch aktiven Zellen mit dem Zell Proliferations
Kit-1l (XTT) (Beohringer Mannheim, Mannheim) nachgewiesen. Die Umsetzung des
Tetrazoliumsalzes XTT wurde nach 4-12 Stunden Inkubation spektral photometrisch bel 450
nm im Mikrotiterplatten-Reader (SpektraMax 340 PC, Molecular Dynamics) gemessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Mutationsanalyse der membranproximalen Box1/2-Region

von gpl130

3.1.1 Auswahl der in die membranproximale Region von gpl30 einzufihrenden
Mutationen

Protein/Protein-Interaktionen und auch die strukturelle Integritdt von Proteinen werden oft
durch hydrophobe Wechselwirkungen vermittelt. Da die Box1 ebenfalls eine hauptséchlich
hydrophobe Region ist, wurden weitere sperrige hydrophobe Aminosduren in der
membranproximalen Region mutiert. Tryptophan 652 in der Box1 sowie Tryptophan 666, die
Proline 671 und 672 und Phenylalanin 676 in der Interbox1/2-Region wurden zu Alanin
mutiert. Eine Doppel punktmutante der beiden Proline 656 und 658 in der Box1 zu Alanin
diente als Negativkontrolle, da von entsprechenden Mutanten bereits bekannt war, dal3 sie
Jaks schlechter binden [63], keine Jak2-Aktivierung mehr erlauben [86] und eine Induktion
der proliferativen Antwort von Ba/lF3-Transfektanten fehlt [87].

Zusétzlich zu den Punktmutanten wurde eine Reihe von Deletionsmutanten hergestellt. Box2,
welche die Aminosduren 691 bis 702 umfaldt, wurde deletiert, um die Effekte der Box2 im
Kontext des ansonsten vollstdndig erhaltenen Rezeptors zu untersuchen. Die
Deletionsmutanten AMP und ABox1 dienten -wie die weiter oben beschriebene
Doppelmutante P656A/P658A- als Negativkontrollen, die keine Signaltransduktion mehr
ermoglichen. Die Mutante AMP enthélt eine Deletion von 24 Aminosauren, welche einen Tell
der membranproximalen Region (Aminosauren 643 bis 666) einschliefdlich der Box1 umfalit.
Die ABox1-Mutante ist eine Deletion der 8 Aminosauren der Box1-Region (Aminosduren 651
bis 658) (Abbildung 4).

Um die Relevanz einer moglichen Phosphorylierung von Tyrosin 683 auf die STAT-
Aktivierung zu untersuchen, wurde diese Aminosaure zu Phenylalanin mutiert (Y 683F).
Zusétzlich wurde die C-terminale Deletionsmutante AB, welche nur die 68
membranproximalen Aminosauren 642 bis 710 aufweist, in die Studie aufgenommen, um zu
Uberprifen, ob Regionen C-Terminal zur Box2 an der Jak-Bindung beteiligt sind [67, 72]. Die
Mutanten des zytoplasmatischen Teils von gpl30 sind in Abbildung 4 schematisch
dargestellt.
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Die gp130-Mutanten sollten hinsichtlich ihrer proliferationsinduzierenden Eigenschaften von
Ba/lF3-Transfektanten, ihrer Fahigkeit zur Aktivierung von STAT-Faktoren und hinsichtlich
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Abbildung 4: Schematische Dar stellung der gp130-M utanten.

(A) Dargestellt ist die Sequenz der membranproximalen zytoplasmatischen Box1/2-Region des gp130 von
Aminosdure 642 bis 710. Die mutierten Aminosduren sind durch Fettdruck hervorgehoben, und ihre Position
im gpl30 ist angegeben. Auch die deletierten Bereiche sind markiert. (B) Schematische Darstellung aller
Mutanten von gp130 (AMP, ABox1, ABox2, W652A, PE56A/P658A, WE66A, P671A/P672A, F676A, Y 683F
und AB). Alle Mutanten wurden a's vollsténdige gp130-Konstrukte sowie als chimére Rezeptoren hergestellt,
welche aus dem Extrazellulérteil der IL-5Ra- oder der IL-5RB-Kette sowie der Transmembran- und der

zytoplasmatischen Region von gp130 bestehen.
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ihrer Bindung von Jak1 untersucht werden. Die entsprechend mutierten cDNAs wurden in den
Expressionsvektor pSVLAECORI inseriert. Die Mutationen wurden jewells in die
vollsténdigen gpl30-Konstrukte sowie in chimédre Rezeptoren eingefligt, welche aus dem
Extrazellularteil der IL-5Ro- oder der IL-5R[B-Kette und der Transmembran- und der
zytoplasmatischen Region von gp130 bestanden.

3.1.2 Isolierung stabil transfizierter Ba/F3-Subklone

Ba/lF3-Zellen sind murine Pro-B-Zellen. Da sie im Gegensatz zu praktisch alen anderen
Zellen Uber kein endogenes gpl130 verfigen, sind sie die Zellinie der Wahl, um den Einfluld
von Mutationen auf die gpl130-vermittelte Signaltransduktion zu untersuchen. Ein Ausbleiben
der Jak-Assoziation verhindert die proliferative Antwort nach Stimulation mit 1L-6/slIL-6R-
Komplexen [63, 86, 87].

Ba/F3-gp130WT Ba/F3-gp130AM P Ba/F3-gp130ABox2
g 2 g
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat FHuoreszenzintensitét
Ba/F3-gp130W666A Ba/F3-gp130P671A/P672A Ba/F3-gp130F676A
g 2 g
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitét

Abbildung 5: DurchfluRzytometrischer Nachweis der Expression von gpl30-Mutanten auf der
Zelloberflache stabil transfizierter Ba/F3-Subklone.

1 x 10° stabil transfizierte Ba/F3-Zellen wurden mit dem monoklonalen anti-gp130-Antikérper B-P8
inkubiert. Der Nachweis gebundener Antikorper erfolgte durch Inkubation mit einem R-Phycoerythrin-
konjugierten anti-Maus-1gG. Im Histogramm werden die nur mit Zweitantikdrper inkubierten Zellen als

Kurve mit grau ausgeflltem Flachenintegral und die gefarbten Zellen durch eine schwarze Linie dargestellt.

Ba/lF3-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fur gpl30, gpl30AMP, gpl30WG666A,
gpl30P671A/P672A, gpl30F676A und gpl30ABox2 transfiziert. Zusétzlich wurde pSV-Neo
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in die Zellen eingefuhrt, was eine Selektion stabil transfizierter Zellen Uber die G418-
Resistenz ermdglichte. Geniticin-resistente Ba/F3-Subklone wurden durchfluf3zytometrisch
mit Hilfe des extrazellulér bindenden monoklonalen anti-gp130-Antikorpers B-P8 hinsichtlich
der gpl30-Expression untersucht. Fir jede gpl30-Mutation wurden jeweils 2 bis 6
unabhangige Klone isoliert. In Abbildung 5 ist die Oberflachenexpression jewells eines
reprasentativen Klones gezeigt, der fur die nachfolgenden Untersuchungen herangezogen

wurde.

3.1.3 Punktmutation von Tryptophan 666 in der Interboxl/2-Region von gp130
verhindert die proliferative Antwort von stabil transfizierten Ba/F3-Zellen nach
Zytokinstimulation

Die BaF3-Transfektanten, welche ¢gpl30 oder die gpl30-Mutanten gpl30AMP,
gp130W6E66A, gpl30P671A/P672A, gpl30F676A oder gpl30AB0OX2 exprimierten, wurden in
Anwesenheit zunehmender Mengen von IL-6/slL-6R-Komplexen 72 Stunden lang kultiviert.
Als Negativkontrolle wurde die Mutante gpl30AMP benutzt, bei welcher ein Tell der
membranproximalen Region -einschliefdlich der Box1- deletiert ist. Frihere Studien haben
gezeigt, dal’ Box1-Deletionsmutanten keine Jaks binden [63].

Die Zéllen, die gp130 oder gpl30P671A/P672A exprimieren, proliferierten bereits bei 1L-6-
Konzentrationen von 3,3 ng/ml, wéahrend die Transfektanten, welche gpl30W666A oder
gp130AMP exprimieren, auch bei der hochsten getesteten Konzentration von IL-6 (210
ng/ml) keine Proliferation zeigten (Abbildung 6). Alle Ba/lF3-Klone, die gp130 oder gpl30-
Mutanten exprimieren, proliferierten IL-3-abhéngig, was zeigt, dal} Zellwachstum in alen
Klonen noch moglich war. Tryptophan 666 in der membranproximalen Region des
zytoplasmatischen Teils von gpl30 ist also notwendig fur die Proliferation von Ba/F3-
Transfektanten nach Stimulation mit 1L-6/sIL-6R.

Die Transfektanten, welche gpl30F676A oder gpl30ABox2 exprimierten, verhielten sich
uneinheitlich (divergierende Daten von jeweils zwei Klonen nicht gezeigt), so dal3 noch keine
Schliisse bezlglich dieser Mutanten gezogen werden konnetn. Hier wére eine Untersuchung
weiterer Klone notwendig.
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Abbildung 6: Proliferation von stabilen Ba/F3-Transfektanten, welche gpl30 bzw. die gpl30-
M utanten gp130AM P, gp130W666A oder gpl30P671A/P672A exprimieren.

2 x 10* Ba/F3-Transfektanten wurden fiir 3 Tage mit den angegebenen Konzentrationen an IL-6 und einer
konstanten Menge sIL-6R (1 pg/ml) kultiviert. Die Proliferation der Zellen wurde mit Hilfe des
colorimetrischen XTT-Testes gemessen. Das Wachstum nach IL-6-Stimulation ist in % des Wachstums
nach |L-3-Stimulation dargestellt.

3.1.4 Punktmutation von Tryptophan 666 zu Alanin in gpl30 verhindert die
Aktivierung von STAT 3-Faktoren in stabilen Ba/F3-Transfektanten

Nach dem Befund, dal3 die gp130W666A- und gpl30AMP-Mutanten die Proliferation von
stabilen Ba/F3-Transfektanten nach IL-6-Stimulation nicht vermitteln konnten, wurde
untersucht, ob eine Aktivierung von STAT-Faktoren nach Stimulation mit IL-6 noch mdglich
ist. Zwei verschiedene Klone wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 pg/ml léslichem IL-6Ra 30
Minuten lang stimuliert. Anschlief3end wurden Kernextrakte hergestellt und durch Gelshift-
Analyse untersucht. Dazu wurde eine radioaktiv markierte SIE-Sonde benutzt, welche STAT1
und STAT3 spezifisch bindet. Im Gegensatz zu gp130 waren die Mutanten gp130W666A und
gp130AMP nicht in der Lage, eine STAT3-Aktivierung nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R zu
vermitteln. Transfektanten, welche gpl30P671A/P672A exprimierten, zeigten noch eine
STAT3-Aktivierung (Abbildung 7). Die STAT-Aktivierung ist bekanntermal3en wichtig fur
die gp130-vermittelte Proliferation von Ba/lF3-Transfektanten [88].

Die Transfektanten, welche gpl30F676A oder gpl30ABox2 exprimierten, verhielten sich -
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wie schon bei der Untersuchung der proliferativen Antwort beschrieben- uneinheitlich (Daten
nicht gezeigt), so dal3 die Analyse weiterer Klone nétig ware, um Schluf3folgerungen zu

ermaoglichen.

P671A/

WT
AMP WG666A PE72A

<4 STAT3

Abbildung 7: EM SA (Electrophoretic mobility shift assay) mit Kernextrakten von stabil transfizierten
Ba/F3-Zellen, welche gp130 bzw. gp130-M utanten exprimieren.

Stabile Ba/lF3-Transfektanten wurden mit IL-6 und sIL-6R stimuliert. Kernextrakte wurden hergestellt und
mit einer doppelstangigen [*?P]-markierten m67SIE-Sonde inkubiert. Die STAT3-DNA-Komplexe wurden

gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.1.5 STATI1-Aktivierung intransient transfizierten COS7-Zellen

Danicht alle Mutanten erfolgreich stabil in Ba/F3-Zellen exprimiert werden konnten, wurden
die gpl30-Mutanten in COS7-Zellen untersucht. Diese Zellinie ist sehr gut transient
transfizierbar. Da COS7-Zellen endogen gpl30 exprimieren, wurden chimére Rezeptoren
exprimiert, die aus dem Extrazellulérteil der IL-5Ra- oder 3-Kette und dem Transmembran-
und zytoplasmatischen Teil von gpl30 oder den verschiedenen Mutanten bestanden.
Zusétzlich zu den bisher verwendeten Mutanten (AMP, W666A, P671A/P672A, F676A und
ABox2) wurden im COS7-System noch weitere Konstrukte untersucht, die folgende
Mutationen enthielten: W652A, ABox1, P656A/P658A und Y 683F. Abbildung 8 zeigt, dal
alle Mutanten sehr gut und in vergleichbarer Menge auf der Oberflache von COS7-Zellen

exprimiert werden.
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Abbildung 8: Durchflul3zytometrischer Nachweis der Oberflachenexpression von IL-5Ra/- bzw. IL-
5RB/gp130-K onstrukten auf der Oberflachetransient transfizierter COS7-Zellen.
0,5 - 1 x 10° COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren firr die verschiedenen IL-5Ra/- bzw. IL-
5RB/gp130-Konstrukte transfiziert und mit dem monoklonalen IL-5RB-spezifischen Antikdrper S16 oder
einem monoklonalen IL-5Ra-spezifischen Antikdrper (16-4) inkubiert. Da die Y683F-Konstrukte nicht im
selben Experiment wie ale anderen Mutanten vorlagen, sind die entsprechenden Daten fir Y683F im
Vergleich zu den entsprechenden WT-K onstrukten getrennt dargestellt. Der Nachweis gebundener Antikorper
erfolgte nach Inkubation mit R-Phycoerythrin-konjugiertem anti-Maus-IgG. Die Verschiebung des
Histogramms in Richtung hdherer Fluoreszenzintensitéten ist auf die Bindung des anti-1L-5R[3- bzw. des anti-
IL-5Ra-Antikorpers an heterolog exprimierte IL-5Ra/- bzw. IL-5Rp/gp130-Konstrukte zuriickzufiihren. Im
Histogramm erscheinen die mit anti-IL-5Ra geférbten Zellen als Kurve mit hellgrau ausgefilltem
Flachenintegral und die mit anti-IL-5RB gefarbten Zellen as schwarze Linien. Die Fluoreszenz nach
unspezifischer Bindung des Zweitantikdrpers auf 1L-5Ra/- und 1L-5R[3/gp130-exprimierenden Zellen ist als
Kurve mit schwarz ausgefilltem Flachenintegral dargestellt.
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3.1.5.1 Punktmutationen von Tryptophan 652 und Tryptophan 666 zu Alanin sowiedie

Deletion der Box2-Region von gp130 verhindern die stimul ationsabhanaige
Aktivierung von STAT1 in transient transfizierten COS7-Zellen

COS7-Z€llen wurden transient mit Expressionsvektoren fir die verschiedenen IL-5Ra/- und
IL-5RpB/gpl30-Konstrukte transfiziert (Abbildung 9A). 48 Stunden nach der Transfektion
stimulierte man die Zellen mit 10 ng/ml IL-5. Anschlief3end wurden Kernextrakte hergestellt
und im Gelshift mit Hilfe der radioaktiv markierten SIE-Sonde, die STAT1 und STAT3
spezifisch bindet, untersucht. Entsprechend den Resultaten der EMSAs von BaF3-

IL-5Ra/p ext

gp130 tm, cyt

B
WT | AMP | ABoxl | wes2a ﬁgggﬁ’ W666A ﬁg;zlﬁ/ F676A | ABox2
e e e

. . . <4 STAT1

Abbildung 9: EinfluR verschiedener gpl30-Mutationen auf die Signaltransduktion chiméarer
Rezeptoren.

(A) Schematische Darstellung der chiméren Rezeptoren, welche aus dem Extrazellulérteil der IL-5Ra- oder
B-Kette und dem Transmembran- und zytoplasmatischen Teilen von gpl30 bestehen. (B) EMSA mit
Kernextrakten aus transient transfizierten COS7-Zéellen, die die IL-5Ra/- bzw. I1L-5RB/gp130-Konstrukte
mit jeweils gleichen Mutationen exprimieren. Transient transfizierte COS7-Zellen wurden mit IL-5
stimuliert. Kernextrakte wurden hergestellt und mit einer doppelstrangigen [¥P]-markierten m67SIE-Sonde
inkubiert. Die STAT1-DNA-Komplexe wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und  durch
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Transfektanten (Abbildung 7) waren die chiméren Rezeptoren, welche die Mutationen
WG666A und AMP besal3en, nicht in der Lage, eine STAT1-Aktivierung nach Stimulation mit
IL-5 zu vermitteln (Abbildung 9B). Die Mutationen P671A/P672A und F676A flhrten zu
einer verringerten STAT1-Aktivierung im Vergleich zum Wild-Typ. Erwartungsgemal? blieb
die STAT1-Aktivierung auch bei der Mutante ABox1 aus. Interessanterweise fulhrte aber auch
der Austausch von Tryptophan 652 zu Alanin und die Deletion von Box2 zu einer nahezu
kompletten Inhibierung der STAT1-Aktivierung in COS7-Zellen (Abbildung 9B).

3.1.5.2 Die Mutationen ABox1 und W666A unterdriicken die STAT1-Aktivierung effizient,

auch wenn die Mutation sich nur in einer Kette eines zytoplasmatischen gpl30-
Dimers befindet

Das System der IL-5Ra/B-Chiméaren erlaubt die Dimerisierung beliebiger Mutanten des
gpl30 nach IL-5-Stimulation. Wie im letzten Abschnitt gezeigt, kann eine STATI1-
Aktivierung nach gezielter Dimerisierung der zytoplasmatischen Bereiche von gpl30 durch
EinfUhrung der Mutationen AMP, ABox1, P656A/P658A, W666A, W652A und ABOX2 in
beide Ketten des gp130-Dimers verhindert werden. Es sollte nun untersucht werden, ob diese
Mutationen auch dann die Signaltransduktion verhindern, wenn sie nur in einer Kette des
Dimers vorhanden sind. Dies wiirde bedeuten, dal3 entsprechende gp130-Molekile dominant
negativ auf die Signaltransduktion des WT-gp130 wirken.

COS7-Zellen wurden transient mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert und, wie unter
3.1.5.1. beschrieben, aufgearbeitet. Kombinationen von IL-5Rp3/gp130-Konstrukten mit den
Mutationen W666A und ABox1 mit IL-5Ra/gpl30WT verhinderten die STAT1-Aktivierung
genauso gut wie die Kombination zweier mutierter Chimaren (Abbildung 10A). Da bekannt
ist, dal3 die Mutante ABox1 keine Jaks bindet, ist dies ein Hinweis dafir, dal3 die Mutation
von Tryptophan 666 zu Alanin die Bindung von Jakl stort. Die Mutation von Y683 hatte
keinen Einfluld auf die STAT1-Aktivierung (Abbildung 10B). Kombinationen von IL-
5R[/gp130-Konstrukten mit den Mutationen W652A, ABox2, P671A/P672A und F676A mit
IL-5Ra/gpl30 zeigten eine Zunahme der STATI1-Aktivierung im Vergleich zu einer
Kombination zweier mutierter Chiméren. Komplexe mit nur einem mutierten chiméren
Rezeptor, der die Mutationen W652A oder ABox2 trégt, zeigen eine wesentlich schwéachere
Zunahme der STAT1-Aktivierung als solche mit einem mutierten chiméren Rezeptor, der die
Mutationen P671A/P672A oder F676A tréagt (Abbildung 10C).
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Abbildung 10: Analyse der verschiedenen gp130-M utanten bezliglich ihres Potentials, dominant negativ

Zu wirken.

Die Chimérenkombinationen (WT/WT, Mut/Mut, WT/Mut) sind jeweils schematisch Uber den dazugehdrigen
Gelshift-Spuren dargestellt. (A) Transient in COS7-Zellen exprimierte chimére ABox1- und W666A-
Konstrukte wurden mit IL-5 stimuliert. Kernextrakte wurden hergestellt und mit einer doppelstangigen [*°P]-

markierten m67SIE-Sonde inkubiert. Die STAT1-DNA-Komplexe wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt

und in der Autoradiographie sichtbar gemacht. (B) Chimére mit der Mutation Y683F wurden transient in

COS7-Zellen exprimiert, und wie unter (A) beschrieben aufgearbeitet. (C) Chimére mit den Mutationen
ABox2, W652A |, P671A/P672A und F676A wurden transient in COS7-Zellen exprimiert. Die Aufarbeitung

erfolgte wie unter (A) beschrieben.
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3.1.6 Untersuchungen zur Assoziation von endogener Jak1l an den zytoplasmatischen
Teil von gp130

Da Jaks an die membranproximalen Bereiche der Zytokinrezeptoren binden, kdnnte der
Grund fur das Ausbleiben der proliferativen Antwort und der STAT3-Aktivierung in stabil
transfizierten Ba/lF3-Transfektanten sowie der STAT1-Aktivierung in transient transfizierten
COS7-Z€llen darauf zurlckzufiihren sein, dal3 Jaks nicht mit den entsprechenden gpl30-

Mutanten assoziieren. Wegen der niedrigen Expressionsspiegel von gpl30 und der gpl30-

Mutanten erbrachten Koprézipitationsexperimente aus Ba/F3-Transfektanten nur

unbefriedigende Resultate (nicht gezeigt). Da im COS7-System aulRerdem eine grofiere

Anzahl Mutanten bezlglich ihrer Kompetenz, STAT1 zu aktivieren, untersucht worden war,

wurde fir die Koprézipitationsexperimente auch auf das COS7-System zurtickgegriffen.

Diese Zéllinie ist -wie unter 3.1.5.1. gezeigt- sehr gut transient transfizierbar und liefert grof3e

Mengen heterolog exprimierter Proteine. Zusétzlich zu den bisher untersuchten Mutationen

(AMP, ABox1, P656A/P658A, W652A, W6E66A, P671A/P672A, F676A, Y 683F und ABox2)

wurde die C-termina verkirzte Mutante AB, welche nur die 68 membranproximalen

Aminosauren 642 bis 710 aufweist, in die Studie aufgenommen, da Regionen C-terminal zur

Box2 in anderen Rezeptorsystemen durchaus an der Jak-Bindung beteiligt sind [67, 72].

COS7-Zéellen wurden mit Expressionsvektoren fir die verschiedenen |L-5R[3/gpl30-

Konstrukte transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion konnten die Zellen geerntet und

lysiert werden. Die chimaren Rezeptoren wurden mit dem IL-5R[3-spezifischen Antikorper

S16 immunpréazipitiert, gelelektrophoretisch mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und durch

Western-blotting auf eine PVDF-Membran transferiert. Die koprézipitierte endogene Jak1l

wurde durch Detektion der Membran mit anti-Jak1-Serum nachgewiesen.

Anhand der erhaltenen Koprazipitationsergebnisse (Abbildung 11) und der vorangegangenen

Untersuchungen (EMSAs, Abbildungen 9 und 10) kann man die Mutationen in verschiedene

Gruppen unterteilen:

1. Wie aus den bisherigen Resultaten (EMSA) zu erwarten war, hatte die Mutation Y 683F
keinen Einflufd auf die Bindung von Jak1 (Abbildung 11, Spur 10).

2. Deletion der Box1 sowie Mutation der Proline 656 und 658 verhindert —wie erwartet [63]-
die Koprézipitation von Jak1 (Abbildung 11, Spuren 2 und 4). Interessanterweise bindet
Jak1 auch nicht, wenn Tryptophan 666 zu Alanin mutiert wurde (Abbildung 11, Spur 5).
Der Austausch einer einzelnen Aminosdure hat aso die gleichen drastischen

Konsequenzen auf die Jak1-Assoziation wie die Deletion der gesamten Box1 oder wie
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Mutationen der Proline in der Box1. Auch die Ddetionsmutante AMP bindet kein Jak1

mehr (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Koprazipitation von endogener Jakl mit IL-5RB/gp130 oder den entsprechenden
Rezeptor-M utanten.

Transient transfizierte COS7-Zellen, welche IL-5RB/gpl30 oder mutierte |L-5RB/gpl30-Konstrukte
exprimieren, wurden lysiert und einer Immunprézipitation mit dem IL-5Rp-spezifischen Antikorper S16
unterzogen. Die Immunprézipitate wurden gelelektrophoretisch mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt und
durch Western-blotting auf eine PV DF-Membran transferiert. Die kopréazipitierte endogene Jak1 wurde durch
Inkubation der Membran mit anti-Jak1-Serum und nachfolgender Detektion mit Hilfe des ECL-Systems
nachgewiesen. Die Beladungkontrolle erfolgte durch Neuanfarben des Blots mit dem polyklonalen anti-IL-
5RB Antikorper N-20. Zur Kontrolle der Expressionsspiegel der 1L-5R[3/gp130-Chiméaren wurden Aliquots der
entsprechenden Zellysate ebenfalls gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Western-blotting auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die Detektion der Chiméren erfolgte mit anti-IL-5RpB-Antikorper N-20. Die
chiméaren Rezeptoren sind als Doppelbande sichtbar, was wahrscheinich auf unterschiedlich glycosilierte

Formen zurtickzufiihren ist.
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3. Deletion der Box2 fuhrt zu einer verminderten Jak1-Bindung im Vergleich zum Wild-
Typ-Konstrukt, was auch die veringerte STAT-Aktivierung erklart (Abbildung 11, Spur
11). Dies steht im Gegensatz zu publizierten Studien [63, 71].

4. Das Konstrukt IL-5Rp/gpl30W652A, welches keine STAT1-Aktivierung in COS7
induzierte, und die Konstrukte IL-5R[B/gpl30P671A/P672A und IL-5RB/gpl30F676A, die
eine verringerte STAT1-Aktivierung in COS7-Zellen aufwiesen, sind noch in der Lage
endogene Jak1 zu binden (Abbildung 11, Spuren 3, 6 und 9). Die Bindung von Jak1 ist
also notwendig, aber nicht ausreichend fur eine STAT-Aktivierung.

5. Auch das IL-5R[B/gpl130AB-Konstrukt zeigte keinen Rlckgang in der Bindung im
Vergleich zu IL-5Rp/gp130 (Abbildung 11, Spur 12 im Vergelich zu Spur 8). Regionen
C-terminal von Aminosaure 710 spielen also keine Rolle fur die Bindung von Jak1 an den

Rezeptor.

3.1.7 Unterschiede im apparenten Rezeptorassoziationsver halten von endogener und

Uberexprimierter Jak1

Die erstaunliche Diskrepanz zwischen den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen und
den hier présentierten Daten beztiglich des Bindungsverhaltens von Jak1 an gp130-Konstrukte
mit deletierter Box2-Region konnte auf unterschiedliche experimentelle Bedingungen
zurlckzufihren sein. Tanner et a. [63] arbeiteten mit Vaccinia-infizierten Zellen, wodurch
ein sehr hoher Spiegel der heterolog exprimierten Jak2-Konstrukte erzielt wurde. Deshalb
habe ich die unter 3.1.6. beschriebenen Experimente in analoger Weise mit koexprimierter
Jak1 durchgefihrt.

COS7-Z€ellen wurden mit Expressionsvektoren fur IL-5R[3/gp130 bzw. fur die mutierten IL-
5RB/gp130-Konstrukte sowie fur Jakl kotransfiziert. Parallel wurden Transfektanten
hergestellt, die nur die IL-5R(B-Konstrukte heterolog exprimierten. Alle Transfektanten
wurden wie unter 3.1.6 beschrieben, aufgearbeitet.

Abbildung 12 zeigt, dal’3 die Bindung der Uberexprimierten Jakl an die Konstrukte IL-
5RB/gp130P656A/P658A und IL-5RB/gpl30ABox2 im Vergleich zur Assoziation der
endogenen Jak1l (Abbildung 12, Spuren 10 uns 12 im Vergleich zu den Spuren 4 und 6)
deutlich erhéht war. Wie Wiederholungsexperimente zeigten, ist die starkere Koprézipitation
der Jakl mit dem P656A/P658A-Konstrukt nicht darauf zurickzufiihren, dafd in dem
gezeigten Experiment Jak1 stérker als in den anderen Transfektionen exprimiert wurde. Alle
anderen Mutanten zeigten kein verédndertes Verhalten (Daten zum Tell nicht gezeigt).
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Beispielhaft sind in Abbildung 12 die IL-5R[3/gp130-Konstrukte mit den Mutationen ABox1
und Y683F as Negativ- bzw. Positivkontrollen fir die Bindung von Jak1 dargestellt. Die
apparente Assoziation von Jaks an Rezeptoren scheint aso in groRem Malde
konzentrationsabhéngig zu sein. Bei starker Uberexpression der Jaks kann es also zu falsch-

positiven Resultaten kommen.
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Abbildung 12: Uberexpression von Jakl beeinfluRt die Bindung an verschiedene IL-5RB/gp130-
Konstrukte.

(A) Bindung von endogener Jak1 an IL-5Rp/gp130-Konstrukte. Transient transfizierte COS7-Zellen, die IL-
5RB/gp130 oder die mutierten IL-5RB/gpl30-Konstrukte exprimierten, wurden lysiert und einer
Immunprézipitation mit dem IL-5Rp3-spezifischen Antikorper S16 unterzogen. Die Immunprézipitate wurden
gelelektrophoretisch mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western-blotting auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die koprazipitierte endogene Jak1l wurde durch Inkubation der Membran mit anti-
Jak1-Serum und nachfolgender Detektion mit Hilfe des ECL-Systems von Amersham nachgewiesen. Die
Expressionskontrolle erfolgte durch Neuanférben des Blots mit dem polyklonalen anti-1L-5RB-Antikorper
N-20. Zur Kontrolle der Expressionsspiegel der IL-5RB/gpl130-Chimédren wurde ein Western-Blot mit
Aliquots der entsprechenden Zellysate mit dem anti-1L-5RB-Antikérper N-20 entwickelt. (B) Bindung von
Uberexprimierter Jak1 an IL-5RB/gp130-Mutanten. Im Unterschied zu (A) wurden die Zellen zusétzlich mit

einem Expressionsvektor fir Jak1 kotransfiziert, anschlieRend wurden sie in analoger Weise aufgearbeitet.
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3.2 Mutationsanalyse der JH7- und JH6- Doménen von Jak1

Die N-terminale Halfte der Janus-Kinasen ist fUr die Assoziation mit den membranproximalen
Regionen von Zytokinrezeptoren notwendig. Durch sukzessive Deletionen wurde die
minimale Rezeptor-Bindungsregion von Jak2 und Jak3 auf die JH7- und JH6-Doménen
eingegrenzt [65, 77, 78]. Auch ene natlrlich vorkommende Punktmutation in der JH7-
Domane von Jak3, Y 100C, verhindert die Bindung dieser Kinase an die IL-2Ry-K ette und ruft
im Menschen SCID (severe combined immunodeficiency) hervor. Verschiedene andere
Punktmutationen in diesem Bereich zwischen den Aminosduren 98-102 von Jak3
verhinderten ebenfalls die Assoziation an die IL-2Ry-Kette [78]. Die Rezeptor-
Interaktionsbereiche von Jak1, der wichtigsten Janus-Kinase fir die Signaltransduktion von
IL-6-Typ-Zytokinen, waren bislang vollig unbekannt. Aus diesem Grund wurde der N-

Terminus der Jak1 einer M utationsanal yse unterzogen.

3.2.1 Auswahl der in den N-terminalen Bereich von Jak1 einzufiihrenden M utationen

Die N-Termini der Jaks —in Jak1 die Region zwischen den Aminosduren 24-415- weisen eine
bemerkenswerte Sequenzhomol ogie zu FERM-Doménen auf [54]. Es wurden 19 konservierte
Bereiche zwischen den Jaks und FERM-Doménen gefunden. Konservierte Aminosduren aus
den entsprechenden Konsensusbereichen der vermeintlichen FERM-Domane der Jak1 wurden
mutiert, um die Auswirkungen auf die Bindung an gpl30 zu untersuchen. Es wurden
hauptsachlich hydrophobe oder aromatische Aminosauren mutiert, weil die Interaktion mit
der Box1/2-Region von gpl30 wahrscheinlich durch hydrophobe Wechselwirkungen
vermittelt wird, und weil diese oftmals auch wichtig fir die Ausbildung eines hydrophoben
core innerhalb einer Doméne sind. So war die Wahrscheinlichkeit relativ hoch, die
Interaktionsstelle oder die strukturelle Integritdt der Doméne zu storen. Tabelle 2 zeigt die
konservierten Bereiche in der vermeintlichen FERM-Doméne, in die die Mutationen
eingefuhrt wurden, sowie die Art und den Grad der Konservierung der einzelnen
Aminosauren in FERM-Domaénen.

Im 4. Konsensusbereich der putativen FERM-Doméne wurde L80 zu Alanin mutiert. Y89, im
5. Konsensusbereich der potentiellen FERM-Doméane, wurde ebenfalls gegen Alanin
ausgetauscht. In Konsensusbereich 6 wurden Y 107 und Y 112 einzeln zu Alanin mutiert, und
R104 wurde gegen Glutaminsdure ausgetauscht. Y107 von Jakl entspricht Y100 in Jak3,
welches bel Austausch gegen Cystein SCID im Menschen verursacht.
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Im Konsensusbereich 7 wurden zwei Doppel mutanten hergestellt. L158 und F159 sowie L166
und V167 wurden gegen Alaninreste ausgetauscht. Y 268 und Y 281 wurden jeweils einzeln im
12. Konsensusbereich gegen Alanin ausgetauscht (Tabelle 3; Abbildung 13).

Da die Box1-Region der Zytokinrezeptoren Ahnlichkeit mit prolinreichen Sequenzen besitzt,
welche an SH3-Doméanen binden, wurde im N-Terminus der Jaks nach potentiellen SH3-
Doménen gefahndet. Ein konservierter Bereich in SH3-Doménen zeigte grol3e
Ubereinstimmung mit der Jak1-Sequenz zwischen den Aminosiuren 77-82. Diese Region
entspricht teilweise dem 4. Konsensusbereich der putativen FERM-Doméane. Es wurden
einige Punktmutanten der putativen SH3-Domane hergestellt. Y81 und W116, die in einer
vermeintlichen SH3-Doméane mit der prolinreichen Sequenz interagieren sollten, wurden
jeweils gegen Alanin ausgetauscht. Neben den Einzelmutanten wurde auch eine

Doppel mutante hergestel|t.

Tabelle 2: Konsensusbereiche von Jakl und FERM-Domanen, in die Mutationen eingefiihrt wurden
[Girault, 1998 #466].

h: Hydrophobe Reste. I: Aminoséauren, welche oft in loop-Regionen vorkommen (P, G, D, N, Sund A, C, T, E).
O: Aromatische Reste. 0: Kleine Aminosauren. +: Positiv geladene Reste. -: Negativ geladene Reste. x: kein
konservierter Rest. $: S oder T. Buchstaben in Grofschrift bezeichnen die entsprechende Aminosaure (im
Einbuchstaben-Code). Fettgedruckte Symbole bezeichnen Reste, welche in Uber 90% der FERM-Doménen

konserviert sind.

Konsensusbereichin Jak1-Sequenz in der K onsensussequenz
FERM-Doménen Konsensusregion
4 LFAL hO0h
5 WYAPNR-T Whxx-xxh
6 LRLHYRMRFYFTN hxhxO+h+0 xI-
7 LLDASSLEYLFAQGQYDLVKCLA xX-Ix$xxhh [0 hQx+x-hhxIxh
12 LKVKYLATLETLTKHYGAEIFET | hxh+OhxxhxxhixxdGx-xOxh

Der Austausch von K133 durch Glutaminsdure entstand zuféllig (durch PCR-Fehler) und
befindet sich in einer Lysin-reichen Region von Jak1.

Eine Kinase-inaktive Jak1l (Jak1K907E), in der Lysin 907 aus der Kinasedoméne gegen
Glutaminsiure ausgetauscht ist, wurde ebenfalls in die Studie einbezogen. Eine Ubersicht
aler Jak1-Mutanten und die genaue Position der eingefuhrten Mutationen ergibt sich aus
Tabelle 3 und Abbildung 13.
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Tabelle 3: Tabellarische Darstellung aller Jak1-M utanten.
Alle Mutanten wurden al's vollstandige Jak1-Konstrukte hergestellt. Die ausgetauschten Aminoséuren sind durch

Fettdruck hervorgehoben.

Eingefuhrte Konservierte FERM - Ander e Gesichtspunkte
M utationen Motivein Jakl
L80A LFAL (4)
L80A, Y81A LFAL (4)
Y81A Putative SH3
Y81A, D82A
Y 89A WY APNR-T(5)
R104E LRLHYRMRFYFTN (6)
Y 107A LRLHYRMRFYFTN(6)
Y112A LRLHYRMRFYFTN(6)
W116A Putative SH3
Y81A, W116A Putative SH3
K133E Lysin-reich
L158A, F159A LLDASSLEYLFAQGQYDLIKCLA (7)
L166A, V167A LLDASSLEYLFAQGQYDLIKCLA (7)
Y 268A LKVKYLATLETLTKHYGAEIFET (12)
Y281A LKVKYLATLETLTKHYGAEIFET (12)
K907E Kinase-inaktiv

(7) 158 166
.TPL LDASSLEYLFAQGQIDLI KCLAPI .

12) 268 281
 SVSTHDLKVKYLATLETLTKHYGAEI FETSM_,

Pseudokinasedoméane Kinasedomane

Jakl[ JH7 | JH6 ]

.HNL FALYDESTKLWYAPNRI | TVDDKTSL RLHYRVRFYFTNWHGT NDNEQSVWWRHSPKK .
(4) s0 (5) 89 (6) 107 112 116 133
T

Putative SH3-Domane

Abbildung 13: Schematische Dar stellung der Jak1-M utanten.

Dargestellt ist die Sequenz verschiedener Bereiche von Jak1 (Aminosauren 75 bis 133, Aminosauren 147 bis
173 und Aminosauren 258 bis 291). Die ausgetauschten Aminosduren sind durch Fettdruck hervorgehoben,
und ihre Position in Jak1 ist angegeben. Die unterstrichenen Bereiche entsprechen konservierten Bereichen

aus FERM-Domanen. Die Zahlen in Klammern bezeichnen K onsensusbereiche der FERM-Domane.
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3.2.2 Untersuchung des Rezeptorbindungsverhaltens der verschiedenen Jakl-
Mutanten

Die Assoziation der Jak1-Mutanten an den zytoplasmatischen Teil von gpl130 wurde durch
Koprézipitationsexperimente  untersucht. Hierfur wurde auf das COS7-System
zurlckgegriffen. Diese Zellinieist -wie unter 3.1.5.1. gezeigt- sehr gut transient transfizierbar.
Die endogen in COS7-Zellen vorhandene Jak1 storte in diesen Studien nicht, da das COS-
System eine Uberexpression der Jak1-Mutanten sowie der |L-5RB/gp130- Rezeptorchimare
erlaubt. JakIWT und die Jak1-Mutanten L80A, L80A/Y81A, Y81A, Y81A/D82A, Y89A,
R104E, Y107A, Y112A, W116A, Y81A/W116A, K133E, L158A/F159A, L166A/V167A und
KE wurden mit IL-5RB/gp130 in COS-Zellen koexprimiert. 48 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Jak1-Mutanten wurden mit dem anti-Jak1-Serum

immunprazipitiert, wie unter 3.1.6 beschrieben, aufgearbeitet.

L80A bg‘iﬁ K 133E \D(gzl:\ Y107A | Y112A |W116A \\/(\IélllAG’
E:ﬁ_ﬁ?ﬁ F ”-_’ “aq‘4lL-5Rﬁ/gpl30
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Abbildung 14: Analyse des Rezeptor bindungsver haltens der ver schiedenen Jak1-M utanten.

Transient transfizierte COS7-Zellen, die IL-5RB/gp130 und Jak1l oder die Jak1-Mutanten exprimieren,
wurden lysiert und einer Immunprézipitation mit dem anti-Jak1-Serum unterzogen. Die |mmunprazipitate
wurden gelelektrophoretisch mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western-blotting auf eine
PVDF-Membran transferiert. Koprézipitiertes 1L-5R[/gp130 wurde durch Inkubation der Membran mit dem
anti-IL-5RB-Antikorper N-20 und nachfolgender Detektion mit Hilfe des ECL-Systems nachgewiesen. Die
Expressionskontrolle erfolgte durch Neuanférben des Blots mit dem anti-Jak1-Serum. Um auszuschlief3en,
dal eine reduzierte Koprézipitation auf eine geringere Expression der Jakl-Mutanten oder der IL-
5RB/gp130-Chiméren zuriickzufihren ist, wurden Aliquots der jeweiligen Zellysate ebenfalls im Western-
Blot analysiert. Die Detektion der Chiméren erfolgte mit anti-IL-5RB-Antikérper N-20, die der Jakl-
Mutanten mit dem anti-Jak1-Serum.
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Obschon die Jak1-Konstrukte mit den Einzelmutationen Y 81A und W116A keinen Riickgang
der Assoziation zeigten, band ein Jak1-Konstrukt mit der Doppelmutation Y 81A/W116A nur
noch schwach an IL-5R3/gp130 (Abbildung 14; Spuren 5 und 9 im Vergleich zu Spur 10).

Im sechsten Konsensusbereich der potentiellen FERM-Domaéne fihrte nur Y 107A zu einem
kompletten Bindungsrtickgang des IL-5R[/gp130-Konstruktes. Dieser Tyrosinrest spielt also
in Jakl -wie auch in Jak3- eine essentielle Rolle fur die Ausbildung einer Rezeptor-
Interaktion-vermittelnden Struktur (Abbildung 14; Spur 7).

Der Bereich um die vierte konservierte Region der potentiellen FERM-Doméne scheint eine
bedeutende Rolle zu spielen. Mutation von L80 zu Alanin fuhrte zu einem schwachen, aber
reproduzierbaren Rlckgang der Bindung an IL-5R[/gp130 (Abbildung 14; Spur 2). Jakl1-
Konstrukte mit beiden Doppelmutationen L80A/Y81A und Y81A/D82A banden nicht mehr
an IL-5R[/gp130 (Abbildung 14; Spuren 3 und 6).

Alle anderen eingefihrten Mutationen zeigten keinen Effekt auf die Bindung des chiméren
IL-5R[B/gpl30-Konstruktes.

Die Jak1-Konstrukte mit den Mutationen Y268A und Y281A konnten nicht erfolgreich
getestet werden.

3.2.3 Der Phosphorylierungszustand der Jak1Y 107A-Mutante bei Uberexpression der
Kinaseist drastisch reduziert.

Bei Jak-Uberexpression beobachtet man eine verstérkte Tyrosinphosphorylierung der
Kinasen. Vermutlich kommt es aufgrund der réumlichen Néhe der Jaks zueinander zu ihrer
gegenseitigen Phosphorylierung und Aktivierung (siehe auch 3.3.1.). Erstaunlicherweise war
die Uberexpressionsvermittelte Phosphorylierung der Jak-Mutante Y 107A jedoch vermindert
(Abbildung 15).

Jakl und die Jakl-Mutanten Y81A, Y89A, Y107A, K9O7E wurden in COS7-Zellen
exprimiert wie unter 3.1.6 beschrieben, aufgearbeitet. Der Tyrosinphosphorylierungszustand
der Jak1-Mutanten wurde mit Hilfe des anti-Phosphotyrosin-spezifischen Antikérpers PY 99
detektiert. Eine vergleichbare Expression der verschiedenen Jak1-Mutanten wurde mit dem
anti-Jak1-Serum nachgewiesen. Die Y 107A-Mutante zeigt bei etwa gleicher Expressionsrate
reproduzierbar einen volligen Rickgang ihrer Phosphorylierung (Abbildung 15; Spur 3) wie
auch —erwartungsgemdl3- die Kinase-inaktive Mutante Jak1K907E (Abbildung 15; Spur 5).
Tyrosin 107 scheint also nicht nur fir die Rezeptorbindung, sondern auch fur die Fahigkeit

zur Auto- oder Transphosphorylierung der Kinasen essentiell zu sein.
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Abbildung 15: Der Phosphorylierungszustand der tUberexprimierten Jak1lY 107A-Mutanteist
reduziert.

COS7-Zellen wurden mit je einem Expressionsvektor fir verschiedene Jakl1l-Mutanten transfiziert. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung der Lysate und Western-blotting wurde die Phosphorylierung der Jak1-
Mutanten durch Detektion mit dem anti-Phosphotyrosin-spezifischen Antikdrper PY99 untersucht. Die

Expressionskontrolle der Jak1-Mutanten erfolgte mit Hilfe des anti-Jak1-Serums.

3.3 Untersuchungen zur Kinaseaktivitat von Jak1.

Um den Nachweis enzymatisch aktiver Jakl zu ermdglichen, wurde ein radioaktiver und

nicht-radioaktiver in-vitro-Kinase-assay etabliert.

3.3.1 Etablierung enes in-vitro-Auto-Kinase-assays fur Jakl durch radioaktive
Markierung mit [y*?P]-ATP.

3.3.1.1 Expression von Jak1, Jak2 und Tyk2 in Sf158-Zellen.

Sf158-Zellen (Soodoptera frugiperda) kdnnen zu fast 100% mit Baculoviren infiziert werden.
Unter der Kontrolle des starken viralen Polyhedrinpromotors kénnen heterologe Gene zur
Expression gebracht werden. Sf158-Zellen wurden mit einer hochtitrigen Ldsung
rekombinanter Baculoviren infiziert. Nach Lyse der Zellen befanden sich die |6slichen Jaks
im zytosolischen Uberstand. Die Expression und der Phosphorylierungszustand der Jaks
wurden durch Western-blotting Gberprift (Abbildung 16). Alle drei Jaks werden exprimiert

und sind Tyrosin-phosphoryliert - wahrscheinlich bedingt durch starke Uberexpression.
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Infektion Infektion Infektion
Jak1 - | Jak2 - | Tyk2

D:a-Jakl D:a-Jak2 D:a-Tyk2
S <Jak2 B <7y

D: a-PY D: a-PY

-— <Jak?2 <Tyk2

Abbildung 16: Expressionskontrolle und Phosphorylierungszustand der in Sf158-Zellen exprimierten
Jaks.

Drei Tage nach Infektion wurden Zellysate hergestellt, die Proteine gelelektrophoretisch mit Hilfe der SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion der Jaks erfolgte mit den
jeweiligen spezifischen Antikdrpern (Jak1: anti-Jak1l-Serum; Jak2: anti-Jak2-Serum ; Tyk2: monoklonaler
anti-Tyk2-Antikorper). Die Detektion der Phosphotyrosine erfolgte mit Hilfe des anti- Phosphotyrosin-
Antikérpers PY 99 von Santa Cruz Biotech.

3.3.1.2 In-vitro-Auto-Kinase-assay fir Jak1.

Sf158-Zellen wurden mit einer hochtitrigen Lésung von Baculoviren infiziert und jewells 1
bis 4 Tage nach Infektion lysiert. Jak1 wurde mit Hilfe des anti-Jak1-Serums préazipitiert und
wie unter 3.1.6 beschrieben, aufgearbeitet. Der Phosphorylierungszustand von Jak1 wurde fiir
die verschiedenen Zeitpunkte ermittelt (Abbildung 17). Der Grofdteil (75%) der
immunprazipitierten Jakl wurde in einen in-vitro-Auto-Kinase-assay engesetzt.
Anschlief3end erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine; das Gel wurde
getrocknet und einer Autoradiographie unterzogen.

Am ersten Tag nach der Infektion war praktisch kein Jak1l nachweisbar. Nach zwei Tagen
wurde jedoch eine massive Expression beobachtet. Nach dem dritten Tag stieg die Menge in
den Lysaten nicht mehr an. Jedoch war bis zum vierten Tag eine Verstdrkung der
Tyrosinphosphorylierung der Jak1 zu beobachten (Abbildung 17B). Auch die Kinaseaktivitét
der prézipitierten Jakl stieg vom zweiten bis zum vierten Tag an (Abbildung 17A). Bel
Uberexpression von Jakl in Insektenzellen gibt es also eine Korrelation zwischen der
Kinaseaktivitdt und dem Phosphorylierungszustand.
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A B
IP: a-Jakl Lysate

Tage nach Infektion Tage nach Infektion

D: a-Jak1 o D: a -Jak1|™

D: a-PY <4Jak1 D: a-PY

Autoradiographie

Abbildung 17: Nachweis der Kinaseaktivitét der in Sf158-Zellen exprimierten Jak1.

(A) Mit Jak1-Baculoviren infizierte Sf158-Zellen wurden 1 bis 4 Tage nach Infektion lysiert. Jak1 wurde
mit Hilfe eines anti-Jak1-Serums préazipitiert. Ein Aliquot des Ansatzes (25%) wurde gelelektrophoretisch
mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PV DF-Membran transferiert. Die Expressionskontrolle
von Jakl erfolgte durch Detektion mit anti-Jakl-Serum (oben). Die Kontrolle des
Phosphorylierungszustandes erfol gte durch Phosphotyrosin-Detektion mit Hilfe eines anti-Phosphotyrosin-
Antikorpers (Mitte). Der Grofiteil des Ansatzes (75%) wurde in einen in-vitro-Auto-Kinase-assay
eingesetzt. Die Auto-Kinaseaktivitdt der Jak1 wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung durch
Autoradiographie des ins Protein inkorporierten [*P] im getrockneten Gel nachgewiesen (unten). (B)

Western-Blots der Insektenzellysate wurden wie in (A) beschrieben entwickelt.

3.3.2 Entwicklung eines nichtradioaktiven in-vitro-Kinase-assays fur Jakl durch

Fluoreszenz-aktivierten Nachweis phosphorylierter Peptideim ELISA

Um die Aktivitét und Spezifitét der Jak1 Kinase zu untersuchen, wurde ein ELISA entwickelt.
Abbildung 18 zeigt ein Schema des Assays. Zunéchst erfolgt die Immunprazipitation der Jak1

A B
A
@ Biotin

> T

a-Jak1
SN S

Sepharose

Abbildung 18: Schematische Dar stellung des Kinaseaktivitats-EL | SA.
(A) Im in-vitro-Kinase-assay wird ein |dsliches biotinyliertes Peptid von der an Sepharose gekoppelten

immunpréazipiterten Jak1 phosphoryliert. (B) Nach Abtrennen der Jak1 wird das Peptid an die Streptavidin-
beschichtete Oberflache einer 96-well-ELISA-Platte gebunden und anschlielend mit einem anti-

Phosphotyrosin-Antikorper detektiert.
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aus Lysaten von IL-6-stimulierten bzw. unstimulierten HepG2-Zellen. Im in-vitro-Kinase-
assay werden die Tyrosinreste von lddlichen biotinylierten Peptiden durch Jakl
phosphoryliert. Nach Abtrennung der an Sepharose gebundenen Jak1 wird das biotinylierte
Peptid auf einer zuvor mit Streptavidin beschichteten ELISA-Platte immobilisiert. Die
Phosphotyrosinreste der an die Streptavidinoberfléache gebundenen biotinylierten Peptide
werden durch Inkubation mit dem Phosphotyrosin-spezifischen Antikdrper PY 99 detektiert.
Die gebundenen Antikorper lassen sich nun mit einem HRP (horse raddish peroxidase)-
konjugierten Zweitantikorper nachweisen. Als Féarbereagenz dient eine 3,3°,5,5'-
Tetramethylbenzidin/H,O,-L6sung in Acetatpuffer. Die Farbreaktion wird durch Messung der
Absorption bel 495 nm quantifiziert.

Um die optimale Konzentration von einzusetzendem ATP zu bestimmen, wurde das Peptid
Y966 aus Jak2, welches sich in Vorversuchen bereits effizient phosphorylieren lief3, im in-
vitro-Kinase-assay in Gegenwart von 0,125-2 mM ATP phosphoryliert .Die besten
Phosphorylierungsraten wurden mit ATP-Konzentrationen zwischen 0,5 - 1 mM erreicht
(Abbildung 19).

relative Absorption
N

I
0,125 0,25 05 1 2

ATP-Konzentration (mM)

Abbildung 19: Phosphorylierung des Peptids Y 966 aus Jak2 (Biotin-BA-QDKEYYKVKEPGES) im in-
vitro-Kinase-assay bei Variation der ATP-Konzentration in einem Bereich von 0,125 mM bis2 mM.

Aus einer Doppelbestimmung wurde fir jede Konzentration der Mittelwert der gemessenen Absorption
berechnet. Damit die Absorption fir die verschiedenen ATP-K onzentrationen direkt verglichen werden kann,

wurden die gemessenen Absorptionen der jeweiligen unstimulierten Proben auf 1 normiert.
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4 Diskussion

4.1 Die Bedeutung des zytoplasmatischen Teilesvon gp130 fur die
Signaltransduktion tber den Jak/STAT-Weg

Die membranproximale Region von Zytokinrezeptoren enthdlt zwei konservierte Motive,
Box1l und Box2. Box1l ist eine Uberwiegend hydrophobe Region mit konservierten
Prolinresten, welche wichtig fur die Assoziation von Janus-Kinasen mit Zytokinrezeptoren
sind [51, 63, 64, 66-72]. Die Funktion der Box2 ist weniger gut untersucht. Bei manchen
Rezeptoren ist Box2 wichtig fur die Jak-Bindung und -Aktivierung, bei anderen hingegen
nicht [63, 66, 67]. Die Regionen zwischen Box1 und Box2 (die Interbox1/2-Region) [69, 73-
75], der C-terminal zur Box2 gelegene Bereich [67, 72] und die direkt an der Membran
lokalisierte Region (c-mlp) [76] sind bel einigen Zytokinrezeptoren auch an der Assoziation
und Aktivierung der Jaks beteiligt.

Vom gpl30 war bisher bekannt, dal3 die Mutation von zwei Prolinen in der Box1 zur
Unterdriickung der Jak-Bindung [63] und der Jak-Aktivierung [86, 87] fuhrten. AuRerdem
wurde die IL-6-abhangige proliferative Antwort von stabil transfizierten Ba/lF3 proB-Zellen
durch Mutation der beiden Proline unterbunden [87]. Kombinierte Mutationen von einem
Isoleucin, Tryptophan und Valin in Box1 sowie der Austausch von funf positiv geladenen
Aminosauren in der Interbox1/2-Region von gpl30 unterbanden ebenfalls die proliferative
Antwort von Ba/F3-Transfektanten. Eine C-terminale Deletionsmutante von gpl30 der die
Box2 fehlt, konnte die IL-6-abhangige proliferative Antwort stabil transfizierter Ba/lF3-Zellen
nicht mehr vermitteln. Uberexprimierte Jak1, Jak2 und Tyk2 banden jedoch noch an dieses
Konstrukt [71]. Deletion der Box2 im Kontext eines VSV G-gpl30 Fusionsproteins fihrte
ebenfalls noch zur Bindung eines Uberexprimierten Jak2-Konstruktes [63].

Wenn man die existierenden Studien tber gpl130 heranzieht, fallt auf, dal? bisher noch nicht
alle Regionen, die eventuell in die Jak-Bindung involviert sein kénnten, untersucht wurden.
Die Bereiche, die untersucht wurden, sind wiederum nur unvollstandig definiert; so wird in
den meisten Studien entweder die Jak-Bindung an den Rezeptor oder die STAT-AKktivierung
oder die proliferative Antwort untersucht, nie wurden alle Ereignisse miteinander verglichen.
Auch wurde nie anaysiert, ob die Jaks bei Uberexpression unterschiedlich an
Zytokinrezeptoren binden, obschon bekannt ist, dal Jaks sich bei Uberexpression

unphysiologisch verhalten kdnnen; sie zeigen dann z.B. eine konstitutive Aktivierung.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluld der Mutationen AMP, ABox1, P656A/P658A,
WG652A, W666A, P671A/P672A, F676A, Y683F und AB in gpl30 auf folgende Ereignisse
untersucht:

- die Fahigkeit zur Bindung von Jak1,

- die Fahigkeit STAT-Faktoren zu aktivieren,

- dieFahigkeit eine IL-6-abhangige proliferative Antwort von Ba/F3-Zellen zu vermitteln.

Gp130, die signaltransduzierende Untereinheit der IL-6-Typ-Zytokine, bindet Jak1, Jak2 und
Tyk2. Das Jak-Aktivierungsmuster scheint Zelltyp-abhangig zu sein [13]. In welchem
Ausmal} die Rekrutierung der verschiedenen Jaks Uber ihre jeweiligen Expressionsspiegel,
Uber verschiedene Affinitéten zu den Rezeptoren oder andere Faktoren beeinflufdt wird, ist
noch nicht untersucht worden. In Koprazipitationsstudien mit endogenen Jaks in COS7-Zellen
konnte nur die endogene Jak1l —nicht jedoch Jak2 oder Tyk2- mit IL-5RpB/gpl30 chiméren
Rezeptoren koprézipitiert werden (Daten nicht gezeigt). Auch wurde nach IL-6-Stimulation
nur Jak1 in dieser Zellinie nachweisbar aktiviert (Daten nicht gezeigt). Deshab habe ich in
der vorliegenden Arbeit auf die Untersuchung der endogenen Jak2 und Tyk2 in COS7-Zellen
verzichtet.

Die membranproximale Region von Aminosaure 642 bis710 des zytoplasmatischen
Tellesvon gpl30ist essentiell fur die Bindung endogener Jak1

In Koprazipitationsversuchen von endogener Jak1 mit heterolog in COS7-Zellen exprimierten
mutierten IL-5RB/gpl30 chiméren Rezeptoren konnte anhand der Deletionsmutation AB
gezeigt werden, dal3 der Bereich C-terminal zur Box2, von Aminosdure 710 bis 918 keine
Rolle fur die Bindung endogener Jakl spielt (Abbildung 11). Im Gegensatz zu friheren
Studien [63] fuhrte eine Deletion der Box2 zu einer signifikanten Abnahme der Bindung von
endogener Jak1. Ein Kontrollexperiment mit Gberexprimierter Jak1 zeigte, dal? die Diskrepanz
zu den in der Literatur beschriebenen Daten auf die Uberexpression der Jaks in den friiheren
Studien zurtckzufihren ist (Abbildungen 11 und 12; siehe auch néchster Abschnitt). Damit
wurde gezeigt, dal3 Box2 die Bindung endogener Jak1 beeinflufd, Bereiche C-terminal zur
Box2 jedoch nicht mehr. Somit ist die minimal nétige Bindungeregion von Jakl an gpl30
klar eingegrenzt; Es handelt sich um die membranproximalen 68 Aminosauren, die Box1/2-
Region.
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Uberexpression von Jakl fihrt zu einem verdnderten Bindungsverhalten an
ver schiedene mutierte IL-5R[3/gp130-K onstrukte

Koprézipitationsversuche von endogener und Uberexprimierter Jakl mit heterolog in COS7-
Zellen exprimierten mutierten 1L-5RB/gp130-K onstrukten haben ergeben, dal? die Assoziation
der Uberexprimierten Jakl an die Konstrukte 1L-5RpB/gpl30P656A/P658A und IL-
5R[B/gp130ABox2 im Vergleich zur Assoziation der endogenen Jakl deutlich erhdht war
(Abbildung 12). Uberexpression der Jak1 hatte jedoch keinen EinfluR auf deren Bindung an
die Konstrukte mit dem Mutationen ABox1, AMP oder W666A. Uberexpression von Jaks
kann also zu elnem veranderten apparenten Bindungsverhalten der Jaks fuhren. Die
Verwendung Uberexprimierter Jaks in Interaktionsstudien ist also nur bedingt aussagekréaftig.
Mutationen, welche die Bindung weniger effektiv unterdriicken, konnten bei Uberexpession

von Jaks Ubersehen werden.

Die Phosphorylierung von Y683 ist nicht nétig fur die Jak/STAT-Signaltransduktion

Die Mutation Y683F hat weder einen Einfluld auf die STAT1-Aktivierung in COS7-Zellen
(Abbildung 10B) noch auf die Koprazipitation von Jakl (Abbildung 11). Die
Phosphorylierung von Y683 ist aso nicht notwendig fur die Signaltransduktion tber den
Jak/ISTAT-Weg. Sollte Y683 eine strukturelle Funktion haben, so sollte diese durch den
Austausch zu Phenylalanin nicht gestért werden.

Diskrepanzen der Resultate mit Ba/F3- und COS7-Zellen

In Ba/lF3-Zellen induzierte das gpl30P671A/P672A-Konstrukt eine dem Wild-Typ beziglich
der Signastarke vergleichbare STAT3-Aktivierung (Abbildung 7), wéhrend das
entsprechende Konstrukt in COS7-Zellen eine deutlich erniedrigte STAT1-Aktivierung
bewirkte (Abbildungen 9 und 10). Man kann nicht sicher ausschlief3en, dal3 die IL-5Ra/-, IL-
5RB/gp130-Chiméren sich hier anders verhalten als ein komplettes gp130. Das wiirde bisher
alerdings eine einmalige Beobachtung darstellen, da sich die IL-5R-Chiméaren-Konstrukte in
unserem Labor stets wie die entsprechenden gpl130-Konstrukte verhielten. Der im Vergleich
zur Ba/F3-gp130WT-Zéelllinie hthere Expressionsspiegel der Rezeptormutante P671A/P672A
in alen Ba/lF3-gpl30P671A/P672A-Klonen kénnte ebenfalls fur die Wild-Typ-ahnlichen
STAT3-Aktivierungsspiegel und die proliferative Antwort (Abbildung 6) in Ba/F3-Zelllinien

verantwortlich sain.
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Die Mutationen W666A, P656A/P658A, ABox1 und AMP unterdricken die Bindung von
Jak1 an gp130 vollstandig
In dieser Arbeit wurde gezeigt, da3 die Mutationen W666A und AMP die proliferative
Antwort (Abbildung 6) und die STAT3-Aktivierung in Ba/F3-Transfektanten (Abbildung 7)
nach IL-6-Stimulation verhindern. Die STAT1-Aktivierung von IL-5R-gp130 Konstrukten,
welche die Mutationen AMP, ABox1, P656A/P658A oder W6E66A tragen, wurde nach IL-5-
Stimulation ebenfalls nicht beobachet (Abbildung 9), auch wenn die Mutation sich nur in
einer Kette eines zytoplasmatischen gpl130-Dimers befand (Abbildung 10). Koprazipitations-
versuche von endogener Jakl mit den entsprechenden heterolog in COS-7-Zellen
exprimierten mutierten 1L-5RB3/gp130-Konstrukten zeigten, dald die Mutanten AMP (Daten
nicht gezeigt), ABox1, P656A/P658A und W666A die Jak1-Assoziation storen. Aus diesen
Ergebnissen kann man einige Schlul¥folgerungen ableiten, die im folgenden diskutiert werden:
- Die Interbox1/2 Region ist moglicherweise an der Jak1-Bindung oder an der Ausbildung
einer fur die Jak-Bindung wichtigen Struktur beteiligt.
- Die Rekrutierung der Jaks durch nur eine zytoplasmatische gpl30-Rezeptorkette ist nicht
ausreichend, um die Signaltransduktion -und damit auch die proliferative Antwort-

einzuleiten.

Die Bedeutung der Box1 und der Proline in der Box1 fur die Jak1-Bindung und die weitere
Signaltransduktion durch den Jak/STAT-Weg -die schon aus der Literatur bekannt war [63,
71, 86, 87] - wurde in dieser Studie bestétigt. Die Mutationen AMP, ABox1 und
P656A/P658A verhinderten die Jak-Bindung und STAT-Aktivierung. Die Mutante AMP
wurde zusétzlich hinsichtlich einer proliferativen Antwort von Ba/F3-Transfektanten nach IL-
6 Stimulation hin untersucht, konnte diese aber nicht mehr vermitteln.

WG666A stellt den ersten Einzelaminosdureaustausch im zytoplasmatischen Teil von gpl30
dar, welcher den Rezeptor funktionell inaktiviert. AulRerdem ist W666 der erste identifizierte
Rest im membranproximalen Bereich von gpl130 aulRerhalb der Box1- und der Box2-Region,
der die Jak1-Bindung unterdriickt. Ob W666 direkt mit Jak1 interagiert, oder ob die Mutation
eine eventuelle, fur die Jak-Bindung relevante Sekundarstruktur des zytoplasmatischen
Bereiches stort, ist bisher unklar. Der Einflu@ von Tryptophan-Resten auf die
Signaltransduktion ist fir andere Rezeptoren bereits untersucht worden. Mutation von W650
im humanen G-CSFR und von W282 im EPOR resultierte in einem Verlust der Rezeptor-
Funktion, gemessen durch Jak-Aktivierung und Proliferation [73, 74, 89]. An dem mutierten
EOPR-W282R wurde eine Jak2-Assoziation in zwei Studien beobachtet [74, 90], in einer
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dritten jedoch nicht [91]. Mutation von W272 zu Glycin im IL-2R[3 fuhrte zu einem starken
Rickgang der Jak1l- und Jak3-Bindung [72] und verhinderte die Vermittlung der
proliferativen Antwort nach IL-2-Stimulation [72, 92]. Der Austausch von W272 des IL-2R[3
durch Alanin [75] oder zu Arginin [73] beeinfluf3te die Rezeptorfunktionen nicht. Der Einfluld
von Tryptophan-Resten in der Interbox1/2-Region ist also schwer abzuschétzen.

Hervorzuheben ist auch die Tatsache, dal3 die Mutationen ABox1, P656A/P658A und WG666A
die Rezeptorfunktion stérten, auch wenn diese sich nur in einer Kette eines zytoplasmatischen
gpl30-Dimers befand. Die Rekrutierung der Jaks durch nur eine zytoplasmatische gpl30-
Rezeptorkette ist nicht ausreichend, um die Signaltransduktion einzuleiten. Die Konstrukte
ABox1, P656A/P658A und WG666A sollten allesamt dominant negativ wirken konnen.
Bekannt war bereits, dal3 die Kombination eines IL-5R[/gp130 mit IL-5Ra/gpl30Acyt -einer
Deletionsmutante, der der gesamte zytoplasmatische Teil von gpl30 fehlt- inaktiv ist,
wéhrend die Kombination von IL-5R[B/gpl30 mit IL-5Ra/gpl30AB (welche nur die
membranproximalen 68 Aminosauren besitzt und noch mit Jaks assoziiert) noch IL-5-
abhangig eine STAT1-Aktivierung vermittelt [93, 94]. Die Mutation W282R im EPOR kann
auch dominant negativ wirken [95]. FUr Studien mit dominant negativem gpl30 waren
Konstrukte mit den Mutationen W666A und P656A/P658A besonders geeignet, da bei
Punktmutanten die Wahrscheinlichkeit geringer ist, ein eventuell vorhandenes
Sortierungssignal oder eine Struktur zu zerstoren, wodurch der potentiell dominant-negativ

wirkende Rezeptor in der Zelle falsch sortiert oder abgebaut wirde.

Deletion von Box2 fuhrt zu einer verminderten Jak-Bindung an gpl130 und zu ener
reduzierten STAT-Aktivierung

Die reduzierte STAT1-Aktivierung durch die Deletion von Box2 ist auf die stark verminderte
Jak1-Bindung dieses mutierten Konstruktes zurtickzufihren. Ob die Box2 ebenfalls eine Rolle
bel der Jak-Aktivierung —wie aus anderen Rezeptorsystemen bekannt- spielen konnte, ist zur
Zeit nicht klar. Es kann nicht unterschieden werden, ob die beobachtete reduzierte STAT-
Aktivierung durch die verminderte Bindungsfahigkeit der Jakl, oder anteilig durch zwei
Uberlagerte Effekte -einer schwéacheren Bindung und einer verminderten Aktivierung der
Jak1- vermittelt wird.

Die Bindung von Jak1 fur die STAT-AKktivierung ist notwendig, aber nicht ausreichend
IL-5R[B/gpl30-Konstrukte mit den entsprechenden Mutationen W652A, P671A/P672A und
F676A banden Jakl noch dhnlich gut wie die Wild-Typ-Chimére, bewirkten jedoch eine
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reduzierte STAT1-Aktivierung in mit 1L-5R/gp130-Konstrukten transfiztierten COS7-Zellen
(Abbildung 10C).

Die STATI1-Aktivierung der P671A/P672A- und F676A-Konstrukte war nach IL-5-
Stimulation im Vergleich zum Wild-Typ deutlich reduziert. Kombination der mutierten IL-
5RB/gp130-Konstrukte mit 1L-5Ra/gpl30WT fihrte jedoch zu einer Revertierung der
geringen Aktivierung (Abbildung 10C). Der Effekt kann also durch die Anwesenheit eines
unmutierten zytoplasmatischen Teiles im gpl130 Dimer wieder fast vollsténdig aufgehoben
werden. Diese Mutanten zeigen somit im Gegensatz zu W666A, P656A/P658A und ABox1
keinen dominant negativen Effekt. Was die Mutationen P671A/P672A und F676A bewirken,
kann nur schwer ermittelt werden. Es konnte sich um eine Beeinflussung der Struktur des
membranproximalen Bereiches von gpl30 handeln, der die Bindung oder Aktivierbarkeit von
Jaks geringfugig beeinflufit.

Mutation von W652 zu Alanin beeinfluf} die Bindung der Jak1 nur wenig (Abbildung 11),
verhindert die STAT1-Aktivierung in COS7-Zellen jedoch nahezu vollsténdig und in
dominanter Weise (Abbildung 10C), d.h. wenn sich die Mutation nur an einer Rezeptorkette
eines zytoplasmatischen gpl30-Dimers befindet, kommt es praktisch zu keiner STAT1-
Aktivierung mehr. Die Bindung von Jak1 ist also notwendig, aber nicht ausreichend fir eine
STAT-Aktivierung. W652 spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Jak-Aktivierung
am gp130-Dimer. Erstaunlich ist, daf3 sich W652 in der Box1 befindet, welche bisher nur fr
die Jak1-Bindung verantwortlich gemacht wurde. Box1 kdnnte also neben der Vermittlung
der Bindung noch andere wichtige Funktionen fur die Jak-Aktivierung austiben. Die
Regulierung der Jaks as konstitutiv an Zytokinrezeptoren assoziierte Kinasen konnte
Bereiche des Rezeptors involvieren. In diesem Sinn ist der Rezeptor/Kinase-Komplex als die
eigentliche bei der Signaltransduktion zu aktivierende Einheit anzusehen.

Hier gibt es eine Parallele zu Regul ationsmechanismen anderer Kinase-Familien: Im Fall der
Src-Kinase Hck befinden sich prolinreiche Bereiche, die die intramolekulare Bindung der
SH3-Domane vermitteln, und ein Tryptophan, welches die Aktivierung beeinfluf3t, ebenfalls
in direkter Nachbarschaft. Bei Src-Kinasen handelt es sich aber nicht um die Vermittlung der
Aktivierung sondern um einen Autoinhibitionsmechanismus. In der Nahe der inhibitorischen
Bindungsstelle der eigenen SH3-Domaéne in Src-Kinasen befindet sich ein Tryptophan,
welches nicht an dieser Interaktion beteiligt ist, aber Bereiche in der Kinasedomane
kontaktiert und letztere so in einem inaktiven Zustand halt [96]. Da die Jak-Aktivierung im
IL-5R/gpl30-System nicht untersucht werden konnte, kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dal3 W652 nicht fur die Aktivierung, sondern fur die korrekte Prasentation der Jaks
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an den Rezeptor, zu sich selbst oder zu den Substraten nétig ist.

4.2 DieMutationsanalyse der JH7- und JH6-Domanen von Jak 1.
Die JH7- und JH6-Doménen der N-terminalen Halfte von Jak2 und Jak3 sind fur die

Assoziation mit den membranproximalen Regionen von Zytokinrezeptoren notwendig [65,
77, 78]. In dieser Studie wurde die Bindung von Jakl1l an gpl130 untersucht indem erstmals
Aminosaureaustausche im N-Terminus der Jak1 vorgenommen wurden.

Der N-Terminus der Jak1 zeigt eine geringe Ahnlichkeit zu SH3-Doméanen. Um die Existenz
einer moglichen SH3-Domane zu prufen, wurden Y81 und W116, die als potentiell mit dem
Bindungspartner gp130 interagierenden Aminosauren in Frage kommen, zu Alanin mutiert.
Jak1-Konstrukte mit den Mutationen Y81A oder W116A zeigten keinen Rickgang der
Bindung, aber ein Jak1-Konstrukt mit der Doppelmutation Y81A/W116A band nur noch
schwach an IL-5RB/gpl30. Da in dieser Studie mit Uberexprimierten Jakl1l-Konstrukten
gearbeitet wurde, kann nicht ausgeschl ossen werden, dai die Einzelmutationen die Interaktion
mit gpl30 nicht auch stéren kdnnten, wenn der Expressionsspiegel der Jak1-Konstrukte
niedriger wére (vergl. 4.1.2). Die Ergebnisse dieser Mutationen lief3en keinen klaren Schlufl3
beztglich der Existenz einer SH3-Doméane im N-terminalen Bereich von Jak1 zu.

Inzwischen wurden Strukturhomologien von N-terminalen Bereichen der Jaks mit
sogenannten FERM-Doménen vorgeschlagen [54]. FERM-Doménen sind sehr grol3
(Aminosauren 24-415 in Jakl) und bestehen wahrscheinlich aus einer Anzahl kleinerer
Domanen. Studien zur Eingrenzung der Rezeptorbindungsregion von Tyk2 und Jak3 [78, 79]
sind mit der postulierten Existenz einer FERM-Domaéne in Einklang zu bringen. Auch die
Punktmutationen, die in dieser Arbeit in Jakl eingeflgt wurden, kdnnen im Lichte einer
vermeintlichen FERM-Domaéne interpretiert werden: Die Mutationen wurden in konservierte
Bereiche der FERM-Domaéne eingefihrt (vergleiche Tabelle 3).

Die Uberzeugendste Interpretation der in der Literatur beschriebenen sowie der in dieser
Studie prasentierten Daten lieferte jedoch ein neues Strukturmodell von Dr. J. Grétzinger
(Institut fur Biochemie Aachen). Er identifizierte eine Region in Jakl zwischen den
Aminosauren 36 und 112 als potentielle S-grasp-Doméne. (-grasp-Doméanen sind aus der
Struktur von Ubiquitin, rapl und aus der Faltung von Superantigenen bekannt. Die S-grasp-
Doméane umfaldt exakt die Konsensusregionen 1 bis 6 (Aminosduren 36-112 in Jak1) der
vermeintlichen FERM-Doméane in Jak1l. Bemerkenswerterweise entsprechen die im Modell
postulierten Bereiche, in denen sich [3-Faltblattstrukturen und die a-Helix ausbilden, den

konservierten FERM-Konsensusbereiche (Abbildung 20). Ob [-grasp-Doménen integrale
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Bestandteile aller FERM-Doméanen sind, ist damit jedoch noch nicht klar, zumal die Jak1-
FERM-Domane erhebliche Divergenzen zu anderen FERM-Domanen aufweist, und die
Existenz der potentiellen der S-grasp-Doméane noch experimentell bestétigt werden muf3. In
Abbildung 20 ist ein Alignment der verschiedenen Janus-Kinasen mit den S-grasp-Doménen

des Ubiquitins und von rapl dargestellt.
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Abbildung 20: Alignment der rapl und Ubiquitin (Ubi) B-grasp-Doménen mit muriner Jakl (mJak1l)
sowie den Sequenzen der humanen (h) Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2.

Die Sequenz der mJakl ist zweimal dargestellt, im alignment mit rapl und Ubiquitin sowie im alignment mit
den anderen Jaks. In rot sind die Bereiche wiedergegeben, die im Modell der mJakl Helices (a) oder (3-
Faltblattstrukturen () aushilden. Die |loop-Regionen wurden mit |,-1, bezeichnet (1). In den Jak-alignments sind
Sequenzhomologien zu FERM-Domaénen hellblau markiert. Die in mJakl ausgetauschten Aminosduren sind
durch Fettdruck hervorgehoben.

Die Region um die vierte konservierte Region der potentiellen FERM-Domane scheint eine

bedeutende Rolle bel der Rezeptorbindung zu spielen. Mutation von L80 zu Alanin fuhrte zu
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einem reproduzierbaren, aber schwachen Rickgang der Bindung an IL-5Rp/gp130. Jak1-
Konstrukte mit den Doppelmutationen L80A/Y 81A oder Y81A/D82A banden nicht mehr an
IL-5R[B/gpl30. Diese Aminosduren liegen im Anfangsbereich einer loop-Region (loop 4),
welche an der Bindung des Rezeptors beteiligt sein kénnte. loop 4 ist in der Jak-Familie nur
mafig konserviert, wie man es von einer Region erwarten wirde, welche die
Rezeptorbindung und damit auch die Bindungsspezifitéat vermitteln muf3 (Abbildung 21).
Mutation von Y89, in der funften FERM-Konsensusbereich, zu Alanin hat keinen Effekt auf
die Rezeptorbindung. Y 89 scheint nur eine geringe Rolle bei der Stabilisierung der Struktur
zu spielen (Abbildung 21).

Im Bereich der sechsten Konsensusbereich der potentiellen FERM-Domane fihrte nur der
Austausch von Y107 zu einem kompletten Rickgang der Bindung des IL-5R[/gpl130-

Konstruktes. Y107 kontaktiert andere hydrophobe Aminosauren im Inneren der Doméne und

Abbildung 21: M odellstruktur der Jak1-B-grasp-Doméne (von Dr. J.Gr6tzinger).
Reste welche die Bindung an gp130 beeinflussen sind blau, solche die keinen Einfluld auf die gp130-Bindung
haben orange dargestellt.

ist héchstwahrscheinlich essentiell fur die strukturelle Integritét der S-grasp-Doméne. Der
Austausch von Arginin 104 durch Glutaminsdure zeigte keinen Effekt auf die

Rezeptorbindung, da R104 wahrscheinlich wie auch aus dem Modell ersichtlich an der
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Oberflache der Domane lokalisiert ist und Losungsmittelmolekile kontaktiert. Mutation von
Y 112 zu Alanin beeinfluf® die Bindung an gp130 nicht. Y112 befindet sich bereits in einer
Verbindungsregion, welche die [-grasp-Domédne mit C-terminal liegenden Bereichen
verknipft. Anhand der Modellstruktur kann keine Aussage Uber eine mdgliche Funktion
dieses Tyrosins getroffen werden (Abbildung 21).

Das Modell der 5-grasp-Domane wird ferner durch Daten aus anderen Studien unterstitzt:

* Verschiedene Punktmutationen im Bereich des sechsten FERM-Konsensusbereichs in
Jak3 (zwischen den Aminosauren 98-102 von Jak3) verhinderten die Bindung an die IL-
2Ry-Kette. Eine naturlich vorkommende Mutation Y100C in Jak3 verursacht SCID im

Menschen. Mutation derselben Aminosdure gegen Alanin unterband ebenfalls die

Abbildung 22: Die Aminosiuren L 105, Y107 und M 109 von Jak1 entsprechen L 98, Y 100 und 1102 von
Jak3 die essentiell fur die Bindung an den IL-2R[3 sind.

Die Position der Aminosduren L105, Y107 und M109 von Jakl (L105, Y107 und M109; rot markierte
Seitenketten) sind im Modell der Jak1-f-grasp-Doméne hervorgehoben. L105 und Y107 sind strukturell
wichtige Aminosauren in Jak1. L105 bildet hydrophobe Kontakte mit F40, L42, L77 und Y107 aus. Y107
kontaktiert L42, 170, L105 und M 109, wahrend M 109 mit Y 107 interagiert.
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Signaltransduktion nach IL-2-Gabe, wahrend die Mutation von Y 100 zu Phenylalanin die
IL-2-Signaltransduktion nicht storte [78]. Diese Daten implizieren eine strukturelle Rolle
fur Y100 in Jak3. Auch die Mutation von L98 und 1102 zu Alanin verhinderten die
Signaltransduktion nach IL-2, wahrend die Mutation von L99 zu Alanin keinen Effekt
zeigte [78]. Diese zusétzlichen Daten legen die Interpretation nahe, dal3 L98, Y100 und
1102 in einer B-Faltblattstruktur involviert sind, und dal? diese drei Aminosauren fir die
Struktur wichtige hydrophobe Kontakte im Inneren der Doméane ausbilden. Diese
Hypothese 1a%t sich anhand des S-grasp-Modells Uberprifen. Die entsprechenden
Aminosauren in Jak1 (L105, Y107 und M109) sind tatséchlich in einem S-Faltblatt ([3e)
der B-grasp-Domaéne lokalisiert und bilden Kontakte zum hydrophoben Kern der Doméne
aus (Abbildung 22). Falls die Positionen in Jak3 vergleichbar mit Jak1 sind, dirften die
Mutationen von L98, Y100 und 1102 die Struktur der S-grasp-Doméne zerstéren. Damit
wére der Rickgang der Jak3-Bindung an den Rezeptor bei Mutation dieser Reste zu
erklaren.

» Ein Tyk2-Konstrukt, dem die N-terminalen 21 Aminoséuren fehlen, band noch an den
IFNAR1, wéahrend eine Deletion der 28 N-terminalen Reste zum Verlust der Bindung an
den Rezeptor fuhrte [79]. Ab Glycin 26 beginnt in Tyk2 der erste konservierte FERM-
Konsensusbereich (Abbildung 20). Deletion der 28 N-terminalen Aminoséuren von Tyk2

Abbildung 22: Eventueller Einfluf3 des N-ter minus auf die Struktur der B-grasp-Doméane.

(A) Der N-Terminus der B-grasp-Domane (1) (rot dargestellt) bildet Kontakte zu den benachbarten (-
Faltblattstrangen (3, und B¢) aus. (B) L36 (rot dargestellt) von Jak1 verschliefdt im Modell eine hydrophobe
Tasche, die von den Aminosduren F40, Y55, L60 und 195 ausgebildet wird.

konnte die strukturelle Integritét der [-grasp-Domane geféhrden. Das Modell fur Jakl
ermoglicht eine Prifung dieser Hypothese. Aus dem Modell von Jak1 ist zu erkennen, daf3
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der N-Terminus der Doméne (Abbildung 23A: rot markierter Bereich) einen [3-
Faltblattstrang ausbildet, welcher zwischen einem weiteren Strang ([32) und einer loop-
Region vor einem Strang (Bs) lokalisiert ist. Der Zusammenhalt dieser Struktur wird damit
auch durch hydrophobe Aminosduren aus der N-terminalen 3-Faltblattstruktur gesichert.
Durch die Deletion der zwel N-terminalen Aminosauren im [-grasp-Jak1-Modell wird
eine hydrophobe Tasche freigelegt (F40, L60, Y55, 195), welche normalerweise von L36
abgedeckt wird (Abbildung 23B). Weitere N-terminale Aminosduren sollten auf3erdem zu
diesem Zweck noch nétig sein. Das Fehlen dieser Aminosduren konnte einen Einfluld auf
die strukturelle Integritét der Doméne haben.

Zusétzlich gibt es Hinweise, dad fur die Bindung oder die strukturelle Integritdt noch
Bereiche C-terminal zur [-grasp-Domane eine Rolle spielen sollten. Jak3/Jak1-Chimaren,
welche die N-terminalen 109 Aminosauren von Jak3 besitzen, kdnnen trotz eigentlich intakter
[-grasp-Doméne nicht an den IL-2Ry binden [78]. Bemerkenswerterweise liegt genau am
Ubergang der Chimére von Jak3 zu Jak1 das W116 von Jak1, welches die Bindung an gp130
as Doppelmutation Y81A/W116A unterdricken konnte. Damit scheint W116, obwohl es
nicht mehr innerhalb der [-grasp-Doméne lokalisiert ist, fir eine Bindung an gpl30
erforderlich zu sein. Es ware aso denkbar, dal3 dieser Bereich eine Interaktion mit der -
grasp-Doméne eingeht und somit eine Ubertgeordnete Struktur audbildet die fir eine
Rezeptorbindung erforderlich ist. Damit wére dieser Bereich extrem anféllig fir Mutationen
und wirde die Ergebnisse von Cacalano et a. erklaren [78].

Alle anderen getestenen Mutationen, welche Regionen C-terminal zu W116 betrafen (K133E,
L158A/F159A, L166A/V167A), zeigten keinen Effekt bezlglich der Bindung des chiméren
IL-5R[B/gpl30-Konstruktes.

4.3 Untersuchungen zur Kinaseaktivitat von Jak1l

Konsgtitutiv aktive Janus-Kinasen sind bei verschiedenen malignen Transformationen
beschrieben worden: In HTLV-I-transformierten humanen T-Zellen und murinen v-abl-
transformierten Zellen lief3en sich konstitutiv aktivierte Jak1 und Jak3 nachweisen [97, 98]. In
Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukamie (ALL) ist Jak2 aktiv [99]. Ein TEL-Jak2-
Fusionsprotein, welches durch chromosomale Translokation entsteht, ist ebenfalls
stimulationsunabhangig aktiv und fuhrt zu lymphoiden und myeloiden Leukdmien [100].
Konstitutiv aktive Jak3 wurde in T-Zellen aus fortgeschrittenen Lymphomen (anaplastic
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large T-cell lymphoma (ALCL), Sezary syndrome) nachgewiesen [101]. Das Latente
Membranprotein 1 (LMP1) des Epstein-Barr-Virus, welches fur die Immortalisierung von B-
Zellen notig ist, wirkt wie ein permanent aktivierter Rezeptor der TNF-Rezeptor-Familie und
fahrt zur Aktivierung von Jak3 und von STAT-Faktoren [102]. Es ist deshalb wichtig, den
Aktivierungsmechanismus der Janus-Kinasen zu verstehen oder deren Aktivierung
wenigstens verfolgen zu kdnnen.

Um die Aktivierung der Jaks zu verfolgen, wurden Kinase-assays entwickelt. Jak1, Jak2 und
Tyk2 wurden erfolgreich in  Sf158-Insektenzellen  exprimiert und waren -
hochstwahrscheinlich bedingt durch die hohe intrazelluldre Jak-Konzentration- konstitutiv
phosphoryliert. Die Kinaseaktivitat stieg mit der Expressionsdauer und somit mit dem
Expressionsspiegel der Jaks an. Die Kinaseaktivitét von Jak1 korrelierte ebenfalls mit dem im
Western-Blot gemessenen Phosphorylierungszustand. Die Phosphorylierung ist also
zumindest fur Jakl mit der Aktivierung gleichzusetzen. Zu der fur Jak3 diskutierten
Hemmung durch Phosphorylierung [56] kam es bel in Insektenzellen exprimierter Jak1 nicht.
Diese Janus-Kinasen sind also aktiviert und eignen sich zur Untersuchung der Kinaseaktivitét.
Das System kann in Zukunft genutzt werden, um grof3e Mengen Jaks zu exprimieren und
diese zu reinigen. Liegen die aktivierten Jaks als aufgereinigte Proteine vor, kodnnen
Untersuchungen zur Substratspezifitét unternommen werden.

Voruntersuchungen zur Substratspezifitdt fielen vielversprechend aus. Es wurde ein
nichtradioaktiver in-vitro-Kinase-assay fur Jakl entwickelt. Die Phosphorylierung eines
biotinylierten Peptids (Y966 aus Jak2) konnte durch Fluoreszenz-aktivierten Nachwels im
ELISA gemessen werden. Dies erlaubt weitergehende Studien zur Substratspezifitat der Jaks

mit weiteren Peptiden. Zidl ist es, diese Untersuchungen mit gereinigten Jaks durchzufthren.
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S5 Ausblick

5.1 Fragestellungen aus der gp130-Mutagenese
Die gpl30-Mutagenesesdaten, die in der vorliegenden Arbeit vorgestellt wurden, zeigen die

Betelligung eines grof3en Teils des membranproximalen Bereiches von gpl30 an der Jak-
Bindung und -Aktivierung. Erstmals konnte fur gpl30 nachgewiesen werden, dal3 die
Fahigkeit Jak1l zu binden nicht unbedingt die Fahigkeit Jaks zu aktivieren, miteinschlieft.
Vielmehr scheinen bestimmte Rezeptorbereiche auch fur eine korrekte Aktivierung der Jaks
notwendig zu sein. Trotz der neuen Daten fallt eine Interpretation schwer. Leider gibt es
praktisch keine Daten bezlglich der Struktur der zytoplasmatischen Bereiche von
Zytokinrezeptoren [103]. Deshalb kann derzeit nicht entschieden werden, ob Mutationen,
welche die Bindung von Jaks verhindern, tatséchlich eine Aminosdure betreffen, welche
direkt die Jaks kontaktiert, oder ob eine Struktur zuerstort wird, die fur die Jak-Bindung
notwendig ist. Einer weiterfihrenden Mutagenese des membranproximalen Bereiches sollten
deshalb Strukturdaten oder eine Modellvorstellung zugrunde liegen. Dann konnten die
eigentlich interessanten Fragen beantwortet werden:

*  Wieist die Spezifizitét der Jak-Bindung am gp130 determiniert?

» Wie unterscheidet sich gpl30 diesbezliglich von anderen Rezeptoren, welche spezifisch

nur ene Janus Kinase rekrutieren?

Unbedingt zu kléren bleibt die Frage nach der Aktivierbarkeit von Jak1l durch die W652-
Mutante. Es ist nicht klar, ob die Jaks an diesen mutierten Rezeptor nicht aktiviert werden
konnen, oder ob die zwar aktivierte Kinase, falsch ausrichtet ist und dadurch ihre Substrate
(Rezeptor, STATS) nicht phosphorylieren kann.

Das Konstrukt gpl30W666A kann auf seine Wirkung as potentiell dominant-negativ
wirkender Rezeptor hin getestet werden. Hierzu soll es in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Mller-Newen in unterschiedlichen Zellsystemen getestet werden.
Verschiedene Klone der Ba/F3-Transfektanten, welche die Konstrukte gpl30F676A und
gp130ABox2 exprimieren, zeigten ein unterschiedliches Verhalten beziiglich Proliferation und
STAT3-Aktivierung nach IL-6 Stimulation, so dal3 noch keine Schliisse betreffend die
Effekte dieser Mutantion gezogen werden konnen. Hier ist eine Untersuchung weiterer Klone

notwendig.
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Da die Phosphorylierung von Y683 nicht nétwendig ist fur die Vermittlung der Jak/STAT-
Signaltransduktion, konnte Y683 auch eine strukturelle Rolle spielen. Der Austausch von
Tyrosin 683 durch Alanin oder durch Glycin kdnnte -durch eine eventuelle Zerstérung der

gp130-Struktur- stérkere Auswirkungen auf die Signaltransduktion haben.

5.2 Pergpektiven der Jak-Forschung

Aus der hier prasentierten Jak1-Mutagenese und der Forschung anderer Gruppen ergeben sich
interessante  Ansdtze zur Untersuchung der Jak/Protein-Interaktionen und der Jak-

Kinasespezifitdt bzw. —Regulierung.

5.2.1 DieJak1l/Rezeptor-Interaktion

Beziiglich der Jak1/gp130-Interaktionsstudien, sollen -basierend auf dem Modell des -grasp-
folds von Dr. A. Grotzinger- weitere Mutanten hergestellt werden, um das Model zu
unterstitzen. Am loop 4 werden weitere Aminosaureaustausche und eine Deletion
vorgenommen. Dieser exponiert liegende loop ist besonders interessant, da in diesem Bereich
die mutierten Jak1 L80A, L80A/Y81A und Y81A/D82A eine verringerte Bindung an gp130
zeigten. Deshalb werden zusétzlich die Aminosduren YDES (81-84) deletiert, E83 wird zu
Lysin und Lysin 86 zu Glutaminsdure mutiert. In Zukunft kénnten auch Mutationen in andere
loops der Jak1 [-grasp-Domane eingefuhrt werden. Hierfir wirde sich besonders der loop 1
anbieten, da er in direkter Nachbarschaft zum loop 4 liegt und eine geringe phylogenetische
Konservierung innerhalb der Jak-Familie aufwelst.

Jak1-Konstrukte mit den Mutationen Y268A und Y281A im 12. FERM-Konsensusbereich,

liegen schon vor und sollen nun auch beziiglich der Rezeptorbindung getestet werden.

Folgende Fragen bleiben zu klaren:

Welchen EinfluB haben die Mutationen in Jakl auf die Bindung anderer
Zytokinrezeptoren?

Jak1 bindet an die signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten (gpl130, LIFR, OSMR) der
IL-6-Typ-Zytokine, an die gemeinsame Rezeptorkette der 3¢ fur IL-3, IL-5 und GM-CSF, an
die Rezeptoruntereinheiten IL-2R[B3, IL-4Ra, IL-13a und an Rezeptoren fur Klasse-ll-
Zytokine (IFNaR2, IFNyR). Zytokinrezeptoren, die Jak1 binden, zeigen jedoch keine hohe
Sequenzhomologie in ihren membranproximalen Bereichen. Damit stellt sich die Frage, ob
die verschiedenen Mutationen in der Jak1 unterschiedliche Effekte auf die Bindung einzelner

Rezeptoren haben. Im Ingtitut stehen der IL-5Rp und chimére Rezeptoren zu Verflgung,
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welche den extrazelluldren Tell der IL-5R[B-Kette und die zytoplasmatischen Bereiche von
LIFR, OSMR und IFNaR2 (von J.Tavernier, Gent) besitzen. Die Kopréazipitation mit Jak1-
Mutanten sollte auch fir diese Rezeptorketten getestet werden. Ein Expressionsvektor fir den
IL-4R sowie ein prézipitierender monoklonaler Antikorper wurden von K. Friedrich (Jena)
zur Verfugung gestellt und der IFNYR kann im Zuge einer Kooperation mit 1. M. Kerr

(London) untersucht werden.

Welchen Einflu? haben die Jakl-Mutanten auf die Oberflachenexpression des OSM-
Rezeptors?

Studien in unserem Labor haben gezeigt, dal? der OSMR bei Jak1- und Jak2-Uberexpression
verstarkt an der Zelloberflache prasentiert wird. In dhnlicher Weise wurde beschrieben, dai3
Tyk2 notwendig fur die Aufrechterhaltung der IFNAR-Expressionsspiegel ist [79]. Derzeit
wird vermutet, dass durch die Bindung der Jaks eventuell ein ER-Retentionssignal in seiner
Funktionalitdt gestort wird. Dadurch kann der Rezeptor verstérkt an die Oberfléche gelangen.
Die OSMR-Expression an der Zelloberflache sollte daher ein weiterer Read-out fur die
Funktion der Jakl1l-Mutanten sein. In der Tat wird die Oberflachenexpression vom OSMR
nicht hochreguliert wenn man Jak1-L80A/Y 81A Uberexprimiert, welche an gpl30 nicht mehr
bindet (Smone Radtke; Daten nicht gezeigt). Dies ist ein Hinweis, dal3 solche Mutanten
ebenfalls den OSMR nicht mehr binden. Diese Studien werden in Kooperation mit Simone
Radtke durchgefihrt.

Welche Bereiche der Jak1, Jak2 und Tyk2 determinieren die Bindungsspezifitat an gp1307?
Uber die Regionen, welche die Bindungsspezifizitit der verschiedenen Jaks an
Zytokinrezeptoren vermitteln, ist wenig bekannt. Die Spezifizitét der Bindung der einzelnen
Jaks kann nur auf Bereichen beruhen, welche sich durch fehlende Seguenzhomologie
auszeichnen. Wie oben beschrieben, ist der loop 4 der S-grasp-Doméne von Jakl an der
Bindung von gp130 beteiligt. AulRerdem gibt es im loop 4 signifikante Sequenzunterschiede
zwischen den Mitgliedern der Jak-Familie. Auf der Grundlage der Modelle des -grasp-folds
der verschiedenen Jaks konnten die verschiedenen loop 4-Regionen der Jaks gezielt in die
Struktur von anderen Jaks tUberfuhrt werden. Fur solche Studien am gpl130 bietet es sich an,
den loop 4 aus Jak3, die nicht an gp130 binden sollte, durch die entsprechenden Sequenzen
aus Jakl, Jak2 und Tyk2 zu ersetzen. Die Bindung der so veranderten Jak3 an gp130 konnte
nun untersucht werden. Reicht der Austausch eines loops nicht aus, um die Bindung der
mutierten Jak3 an gp130 zu vermitteln, so kbnnen weltere loops ausgetauscht werden. Hierfur
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bieten sich die dem loop 4 benachbarten loops 1 und 5 an. Besonders loop 1 zeigt groldere
Unterschiede zwischen den Jak-Familienmitgliedern. So koénnen die minima ndtigen

Bereiche der Jak1 determiniert werden, welche die Bindung an gp130 vermitteln.

5.2.2 EinfluB3 verschiedener potentieller modularer Doméanen in Jaks

Das derzeit spérliche Wissen Uber die Struktur-Funktionsbeziehungen der Janus-Kinasen steht
in flagrantem Gegensatz zur Wichtigkeit dieser Kinasen in der Zytokinsignaltransduktion.
Daher besteht zur Zeit reges Interesse, den Initiationsschritt der zytoplasmatischen Zytokin-
signaltransduktion, die Aktivierung und Regulation der Janus-Kinasen, zu verstehen. Die
Vorhersagen des strukturellen Aufbaus der Janus-Kinasen entwickeln sich stetig weiter. So
werden im Bereich des Jak-N-Terminus aul3er der -grasp-Domane noch eine SH2-Doméne
und eine PH-Doméane anhand von Sequenzhomologien vorhergesagt (Abbildung 3). Die -
grasp-Doméne ist -wie in dieser Arbeit gezeigt- an der Rezeptor-bindung beteiligt. Die

maoglichen Funktionen der anderen potentiellen Domanen sind unbekannt.

Welchen Einfluf? hat die putative SH2-Doméane auf die Signaltransduktion?

SH2-Domanen kdnnen nach Mutation des fur die Phosphotyrosinbindung wichtigen Arginins
zu Lysin Phosphotyrosine nicht mehr binden. Eine Jak1 mit derart verénderter putativer SH2-
Domaéne, Jak1R466K, wurde auch hergestellt, zeigte jedoch keinen Effekt in Bezug auf die
gp130-Bindung (Daten nicht gezeigt). Besonders interessant wére es zu untersuchen, ob unter
Umsténden SOCS-Proteine mit Phosphotyrosinen an dieser putativen SH2-Doméne binden
konnen. Diese Jak-Inhibitoren werden -neuesten Ergebnissen zufolge- in ihren C-terminalen
Bereichen Tyrosin-phosphoryliert. In Zusammenarbeit mit Serge Haan wird zur Zeit getestet,
ob Jak1 mit mutierter SH2-Doméane SOCS-Proteine weniger stark bindet als Wild-Typ-Jak1.
Diese Mutante konnte in Jakl1-defizienten Fibroblasten exprimiert werden, um maogliche

Effekte auf die Signaltransduktion und die Regulierung der Kinaseaktivitét zu untersuchen.

Welche Funktion hat die vermeintliche PH-Doméane in Jak1?

Es ist nicht bekannt, ob die Jaks membranverankerte Proteine sind. Eine Myristylierung,
Palmitylierung oder Farnesylierung von Jaks wurde noch nicht nachgewiesen. Es gibt auch
keine Uberzeugende Ubereinstimmung zu Myristylierungshomologie-Sequenzen innerhalb
des extremen N-Terminus der Jaks. Auch PH-Doménen werden mit der
Membranlokalisierung von Proteinen in Verbindung gebracht. Sie kdnnen aber auch die
Wechselwirkung mit anderen Proteinen vermitteln. Eine Deletion der vermeintlichen PH-

Doméne aus Jaks konnte die Membranlokalisation der Jaks storen und die Signaltransduktion
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unterdriicken. Es wére interessant, solche PH-Deletionsmutanten, als GFP-Fusionsproteine in
Zellen zu exprimieren und ihre Lokalisation im Fluoreszenzmikroskop im Vergleich zum
Wild-Typ-Konstrukt zu verfolgen. Auch koénnte eine PH-Deletionsmutante, die Jak1l- und
Jak2-abhangige Oberflachenexpression des OSM-Rezeptors verhindern, falls die Membran-

lokalisation essentiell fir die Assoziation der Jaks an Zytokinrezeptoren ist.

5.2.3 Untersuchungen zur Substratspezifizitat von Janus-Kinasen.

Uber die Spezifitét der Kinasedomanen der verschiedenen Jaks ist nur wenig bekannt. Studien
mit isolierten Kinasedoménen von Jak1 und Jak2 schreiben Jak2 eine ausgeprégtere Fahigkeit
zur Phosphorylierung verschiedener Tyrosinreste von gpl130, STAT1 und STAT3 zu [104].
Studien mit intakten, in Zellen aktivierten Jaks gibt es bisher kaum. Besonders im IL-6-
System, in dem Jak1, Jak2 und Tyk2 aktiviert werden konnen, stellt sich die Frage, ob die
verschiedenen Jaks eine Substratspezifitédt besitzen.

Mit Hilfe des nichtradioaktiven in-vitro-Kinase-assays fur Jakl, d.h. durch Fluoreszenz-
aktivierten Nachweis phosphorylierter Peptide im ELISA, kann die Substratspezifitét der Jak1
untersucht werden. Es stehen hierzu eine Reihe von biotinylierten Peptiden zur Verfigung,
welche freundlicherweise von der Firma Jerini sythetisiert wurden. Die Sequenzen der
vorhandenen Peptide entsprechen Tyrosin-Motiven von gp130, STAT3, Jak2 und SOCS3. Es
handelt sich hierbei um alle sechs Tyrosin-Motive des gpl30 (Y683, Y759, Y767, Y3814,
Y905, Y915), um das fur die STAT-Dimerisierung relevante Tyrosin-Motiv von STAT3
(Y705), um das Y966 aus Jak2, an welches PLC-y phosphorylierungsabhangig bindet, um
Y 1007/Y 1008 aus dem Aktivierungs-loop der Kinasedomane von Jak2 und um die Tyrosine
156, 157 und 159 aus SOCS3. Zusétzlich kdnnten in Zukunft Peptide mit den Tyrosinen 269,
270 und 317 von Shc oder andere Motive (z.B.: aus SOCS oder SHP-2) in den Kinase-assay
eingesetzt werden. Als Negativkontrolle steht ein Peptid zur Verfigung, welches die
Aminosauren des Peptids mit Y767 von gp130 in veranderter Reihenfolge enthélt. Daim IL-
6-System auch Jak2 und Tyk2 aktiviert werden kénnen und die Hierarchie und Bedeutung der
einzelnen Jaks fur dieses Signaltransduktionsystem nicht klar ist, kdnnten die Studien auch
auf die anderen Mitglieder der Jak-Familie ausgeweitet werden.

Zusatzlich wére eine Welterentwicklung des Kinaseaktivitét-assays wichtig. Optimalerweise
sollte der assay so funktionieren, dal3 die Peptide auf einer ELISA-Platte immobilisiert und
anschlief3end von gereinigten Jaks phosphoryliert werden. Hierfur sollte eine Aufreinigung
der Jaks in Zukunft angestrebt werden. Dies kénnte im Baculosystem mit His-getagten Jaks
versucht werden. Da die Jaks, bedingt durch hohe Expressionsspiegel, konstitutiv aktiviert
sind, muften die entsprechenden Kinase-inaktiven Jaks als Negativkontrollen ebenfalls
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vorliegen.
Mit diesem assay konnten auch Inhibitoren getestet werden.

5.24 DieRegulierungder Kinaseaktivitét von Jak1

Der Mechanismus der Regulierung der Kinaseaktivitdt von zytoplasmatischen Kinasen ist

mitunter sehr kompliziert, von vielen Faktoren abhangig und beschrankt sich in der Regel

nicht auf Veranderungen innerhalb der Kinasedoméne sondern bezieht andere Domanen der

Kinase mit ein, welche z.B. fir die Substratbindung oder die Rekrutierung anderer Proteine

wichtig sind [96, 105-108].

Die Rolle der Kinasedomane

1. Der Aktivierungsmechanismus von Jak3 konnte sich fundamental von dem der anderen
Familienmitglieder unterscheiden: Jakl, Jak2 und Tyk2 besitzen vor dem katalytisch
wichtigen DFG-Motiv in der Aktivierungsschleife (A-loop) der Kinasedomane ein Glycin,
wahrend Jak3 hier ein Alanin aufweist (Abbildung 24). Genau dieser Unterschied wurde
im Fall der FGFR-(fibroblast growth factor)-Kinasedomane und der IR-Kinasedomane

(Insulin-Rezeptor) fur die unterschiedlichen Regulationsmechanismen, die aus den

gelosten Strukturen der nicht aktivierten und der aktivierten Kinasedoméne abgeleitet
wurden, verantwortlich gemacht [109]. Durch das im IR an dieser Position befindliche
Glycin kann der A-loop eine Konformation einnehmen, die die Bindung von ATP
verhindert, wahrend im Fall des FGFR sich ein Alanin an dieser Position befindet und
eine solche Konformation nicht erlaubt. Entsprechend kann ATP auch in die inhibierte
FGFR-Kinasedoméane binden. Durch Mutation des Glycin 1019 zu Alanin, welche die
potentielle Bindungsinhibierung von ATP aufheben wiirde, lief3e sich eventuell gezielt
eine kongtitutiv aktive Jakl herstellen. Falls ein Tyrosin (wie im Fal des
Inhibitionsmechanismus der IR-Kinasedoméne) als Pseudosubstrat in das katalytische
Zentrum ragt, sollte dieses phosphoryliert werden kénnen. Falls keine Aktivierung der
Kinase erfolgt, ist das ein Hinweis darauf, da® das Doppeltyrosinmotiv nicht
autophosphoryliert wird und dal3 Substrate nach Aufhebung der ATP-Bindungshemmung
nicht erfolgreich mit dem A-loop um die Bindung an das aktive Zentrum kompetieren
konnen. Es konnte dann nach dem Vorbild der FGFR-Kinasedoméne andere Bereiche
geben, welche die Substratbindung verhindern. Die Mutation von Glycin 1019 von Jak1
sollte die strukturelle Integritdt der Kinasedomane nicht gefahrden und wirde mit relativ
wenig Aufwand Hinweise auf den Inhibierungsmechanismus liefern. In Zukunft kdnnten
konstitutiv aktivierte Jaks fur die Behandlung von Melanomen, welche eine STAT

abhangige Wachstumshemmung zeigen, eingesetzt werden.
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| R HRDL AARNCMWAHDFTVKI [€DFEGVITRDI Y. ETDYYRKGGKG
FGFR: HRDLAARNVLVTEDNVMKI RDEGLARDI H. HI DYYKKTTNG

Jak1l: HRDLAARNVLVESEHQVKI [€DFGLTKAI ETDKEYYTVKDDR
Jak2: HRDLATRN LVENENRVKI [€EDFG._TKVLPQDKEYYKVKEPG
Tyk2: HRDLAARNVLLDNDRLVKI [€DFGLAKAVPEGHEYYRVREDG
Jak3: HRDLAARNI LVESEAHVKI EDFG.AKLLPLGKDYYVVREPG

Abbildung 24: Die Aminosdure vor dem katalytisch wichtigen DFG-Motiv (die durch Rotférbung
hervorgehoben ist) kénnte fir einen unter schiedlichen Regulationsmechanismus von Jak1, Jak2 und
Tyk2im Vergleich zu Jak3 verantwortlich sein.

Katalytisch wichtige Bereiche in der Kinasedoméne der Jaks sind blau hinterlegt. Als Vergleich sind die
entsprechenden Bereiche aus der Insulin-Rezeptor(IR)- und der FGF-Rezeptor(FGFR)-Kinasedomane
dargestellt

2. Waeiterhin fallt auf, dal3 die JH1-Doméane der Janus-Kinasen eine spezifische Insertion
aufweist, welche als JSI (Janus-spezifische Insertion) bezeichnet wurde [110]. Fur diese
Insertion wurde eine Helixstruktur vorhergesagt, die sich in Modellen der Jak-
Kinasedoméane raumlich sehr nahe am aktiven Zentrum befindet. Dieser Bereich konnte
an der Substraterkennung beteiligt sein und so die Spezifitdt der Janus-Kinasen
mitbestimmen. Diese Theorie kénnte mit Hilfe des nichtradioaktiven in-vitro-Kinase-
assays fur Jaks Uberprift werden. Ergeben sich aus diesen ELISA-Studien spezifische
Substrate fir einzelne Jaks, so kdnnten die JSI der Jaks untereinander ausgetauscht und im
ELISA auf ihre eventuell verénderte Substratspezifitat untersucht werden. Dieses Projekt
wurde in Kooperation mit Serge Haan durchgefhrt.

Die Rolle anderer Bereiche bei der Regulierung der Kinaseaktivitét

Die Mutagenese-Studien von Jak1 zeigten, dal3 der Phosphorylierungszustand von Mutanten
die nicht mit gp130 assoziieren, gegenuber dem Wild-Typ erniedrigt ist. Die entsprechenden
Mutationen kénnten die Aggregation der Jaks in Losung verhindern oder die Regulierung der
Jaks beeinflussen. Phosphorylierung und Kinaseaktivitét der Jak1-Mutanten sollten deshalb
unbedingt untersucht werden.

Auch Deletionen der einzelnen Doménen von Jakl (S-grasp, PH, SH2) koénnten
Auswirkungen auf die Kinaseaktivitédt haben.
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6 Zusammenfassunq

Die gemeinsame Rezeptoruntereinheit gp130 ist fur Zellantworten nach Stimulation mit I1L-6-

Typ-Zytokinen essentiell. Gp130 vermittelt die Signaltransduktion tiber konstitutiv gebundene

Kinasen der Jak-Familie (Jak1, Jak2 und Tyk?2). In dieser Arbeit wurde die Interaktion von

Jak1 mit gp130 durch Mutagenese an beiden Molekilen untersucht.

Die Mutagenese von gp130 fhrte zu interessanten neuen Erkentnissen:

* Die minimal nétige Bindungsregion von Jakl an gpl30 konnte auf die membran-
proximalen 68 Aminosduren eingegrenzt werden. Anhand von Deletionsmutanten konnte
gezeigt werden, dal3 der Bereich C-terminal zur Box2 keine Rolle fir die Bindung
endogener Jak1 spielt, dal3 die Box2 aber dennoch wichtig fir diese Assoziation ist.

+ Jak-Uberexpression kann zu einem veranderten apparenten Bindungsverhalten der Jaks an
gp130 fuhren.

» W666 wurde als erste Aminosaure im membranproximalen Bereich von gpl30 aul3erhalb
der Box1- und der Box2-Region identifiziert, die die Jak1-Bindung -und damit auch ale
anderen Signaltransduktionsschritte- unterdriickt. Ob W666 direkt mit Jakl interagiert,
oder ob die Mutation eine eventuelle, fur die Jak-Bindung relevante Struktur des
zytoplasmatischen Bereiches stort, ist bisher unklar.

» Jak-Rekrutierung durch nur eine Rezeptorkette im gp130-Dimer ist nicht ausreichend, um
die Signaltransduktion einzuleiten. Die Konstrukte ABox1, P656A/P658A und WG666A
wirken im IL-5-Chiméren System allesamt dominant-negativ.

* Die Bindung von Jak1 ist notwendig aber nicht ausreichend fur die STAT-Aktivierung.
Der Effekt ist bei der Mutante W652A besonders ausgepragt; Box1 kdnnte also neben der
Vermittlung der Bindung noch andere wichtige Funktionen fur die Jak-Aktivierung

auslben.

Weiterhin wurde die Bindung von Jakl an gpl30 untersucht, indem erstmals
Aminosaureaustausche im N-Terminus der Jak1 -in konservierten Bereichen der sog. FERM-
Doméne- vorgenommen wurden. Von einer potentiellen S-grasp-Doméane in Jak1 (zwischen
den Aminosauren 36 und 112) wurde von Dr. J. Grétzinger ein Strukturmodell erstellt. Die -
grasp-Doméne umfaldt exakt die Region der Konsensusbereiche 1 bis 6 der vermeintlichen
FERM-Doménein Jak1.
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» Die vierte konservierte Region der potentiellen FERM-Doméne scheint eine bedeutende
Rolle bei der Rezeptorbindung zu spielen. Die Jak1-Mutanten L80A, L80A/Y81A und
Y81A/D82A fihrten zu einem Ruckgang der Bindung an IL-5Rp/gpl130. Im S-grasp-
Strukturmodell liegen diese Aminosauren im Anfangsbereich einer loop-Region (loop 4),
welche an der Bindung des Rezeptors beteiligt sein konnte. loop 4 ist in der Jak-Familie
nur maldig konserviert, wie man es von einer Region erwarten wirde, welche die
Rezeptorbindung und damit auch die Bindungsspezifizitét vermittelt.

* Im Bereich der sechsten Konsensusregion der potentiellen FERM-Domane fuhrte nur die
Mutation von Y107 zu einem kompletten Verlust der Bindung des IL-5R[3/gpl30-
Konstruktes. Y107 kontaktiert andere hydrophobe Aminosauren im Inneren der Doméne

und ist héchstwahrscheinlich essentiell fir die strukturelle Integritét der /-grasp-Doméne.

Schliefdlich wurde ein auf radioaktiver Markierung beruhender Autokinasetest sowie ein auf
der Phosphorylierung von biotinylierten Peptiden basierender  nicht-radioaktiver
Kinaseaktivitats-ELISA fur Jak1 etabliert.
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