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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Zytokine der Interleukin-6-Familie

Bei Zytokinen handelt es sich um Kkleine, vielfach glykosylierte Proteine, die von
verschiedensten Zelltypen produziert und sezerniert werden. Sie haben einen Einfluss auf die
Modulation vieler zellularer Prozesse, wie die Aktivierung, Apoptose, Differenzierung,
Migration, sowie die Proliferation von verschiedenen Zellen, indem sie auf Zielzellen autokrin,
endokrin oder parakrin einwirken, wenn spezifische Zytokinrezeptoren auf der Zelloberflache
vorhanden sind (Garbers et al. 2012; Rose-John 2018).

Zytokine werden aufgrund ihrer Struktur und Rezeptoren in verschiedene Familien
eingeordnet. Zu nennen sind hier vor allem die Zytokine der Interleukin-6 (IL-6)-Familie. Die
IL-6 Zytokin-Familie besteht aus einer Reihe von verschiedenen Zytokinen, wie das
namensgebende IL-6, virales IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, ciliary neurotrophic factor (CNTF),
Leukamie-Inhibitor-Faktor (LIF), cardiotropin-like cytokine (CLC), Cardiotropin-1 (CT-1) und
Oncostatin M (OSM). Alle IL-6 ahnlichen Zytokine weisen beziiglich ihrer Proteinsequenz eine
geringe Homologie auf, es sind allerdings auf struktureller Basis Gemeinsamkeiten vorhanden
(Bazan 1989). Sie bestehen aus einem Bundel von vier a-Helices mit einer up-up-down-down
Topologie, welche bis zum heutigen Zeitpunkt nur in Mediatorproteinen wie Interleukinen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren nachgewiesen wurden (Bazan 1990; Rose-John 2018). Fir
die Signaltransduktion der IL-6 Zytokin-Familie ist eine spezifische Kombination von a- und
B-Rezeptoren notwendig. Dabei binden a-Rezeptoren ihren jeweils spezifischen Liganden und
interagieren anschlielliend mit B-Rezeptoren (Garbers et al. 2012). Hierzu bilden 3-Rezeptoren
Homo- oder Heterodimere aus, um eine Signalweiterleitung zu induzieren (Taga & Kishimoto
1997). Bei fast allen Zytokinen der IL-6-Familie erfolgt dies Uber den membranstandigen
B-Rezeptor Glykoprotein 130 (gp130). Die Homodimeraktivierung von gp130 erfolgt nur nach
der Bindung von IL-6 und IL-11 an ihren entsprechenden a-Rezeptor. Bei allen anderen
Zytokinen der IL-6-Familie wird ein Heterodimer mit gp130 und einem anderen 3-Rezeptor
gebildet (Grotzinger et al. 1997; Boulanger et al. 2003a). Die einzige Ausnahme stellt IL-31
dar. Der signaltransduzierende Komplex ist ein Heterodimer aus dem OSM- und dem IL-31-
Rezeptor (Dillon et al. 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit ist vor allem ein Zytokin aus der IL-6-Familie von besonderer
Bedeutung, das namensgebende IL-6. Dieses ist ein wichtiger Regulator von anti- und pro-
inflammatorischen Prozessen und hat einen Einfluss auf viele physiologische Vorgange,

welche im folgenden Abschnitt genauer erlautert werden.



Einleitung

1.1.1 Das pleiotrope Zytokin Interleuktin-6

Das pleiotrope Zytokin IL-6 wurde erstmals im Jahr 1986 als B-Zell- Stimulationsfaktor 2
(BSF-2) beschrieben (Hirano et al. 1986). Dabei handelt es sich um ein 212 Aminosauren
langes Protein, welches ein 29 Aminosauren langes Signalpeptid beinhaltet. Es besteht aus
vier Helices, welche in einer up-up-down-down-Topologie angeordnet sind (Bazan 1990;
Grétzinger et al. 1999; Naka et al. 2002). Aufgrund von N-Glykosylierungen kann die GroRle
von IL-6 jedoch zwischen 21-28 kDa variieren (Schiel et al. 1990). Die Glykosylierung hat
keinen Einfluss auf die Funktion von IL-6, allerdings wird vermutet, dass sie einen Effekt auf
die Stabilitdt und somit auf die Halbwertszeit von IL-6 hat (Parekh et al. 1992; Simpson et al.
1997). IL-6 beeinflusst viele physiologische Prozesse, z.B. die Aktivierung der Akute-Phase-
Reaktion, die Differenzierung und Proliferation von Immunzellen, die Immunantwort
und -abwehr und es kann sowohl anti- als auch pro-inflammatorische Prozesse steuern
(Scheller et al. 2011b).

Einen entscheidenden Einfluss hat IL-6 auf die Differenzierung verschiedener Immunzellen.
Zusammen mit TGF-B induziert es die Differenzierung von naiven CD4-positiven T-Zellen zu
Th17-Zellen (Hirota et al. 2010) und inhibiert die TGF-B-vermittelte Differenzierung zu
regulatorischen T-Zellen (Bettelli et al. 2006). Des Weiteren ist es an der Differenzierung,
sowie der Proliferation von T-Zellen (Atreya et al. 2000; Dominitzki et al. 2007), Makrophagen
(Nicola et al. 1983) und Neutrophilen beteiligt (Walker et al. 2008).

In verschiedenen Krankheitsmodellen in der Maus wurde der regenerative Einfluss von IL-6
auf zellulare Prozesse beschrieben. Bei entziindlichen Darmerkrankungen ist IL-6 fur die
Neubildung von intestinalen Epithelzellen und fur die Erhaltung der Darmbarriere
verantwortlich (Grivennikov et al. 2009; Spehlmann et al. 2013; Kuhn et al. 2014). Des
Weiteren hat IL-6 einen wichtigen Einfluss auf die Leberregeneration (Cressman et al. 1996).
In IL-6-defizienten Mausen wurde nachgewiesen, dass diese eine Glukosetoleranz und
Insulinresistenz wahrend einer Hoch-Fett-Diat entwickelten, einhergehend mit verstarkten
Entziindungsprozessen in der Leber (Matthews et al. 2010). Uber den spezifischen Knock-out
des IL-6R in Hepatozyten konnte in Mausen gezeigt werden, dass diese ebenfalls eine
Glukosetoleranz und Insulinresistenz entwickeln, einhergehend mit der Entwicklung von
Leberentziindungen und erhéhten Serumkonzentrationen an IL-6, IL-10 und TNF-a
(Wunderlich et al. 2010). Diese Ergebnisse zeigen, dass IL-6 protektive und anti-
inflammatorische Prozesse steuert, aber auch einen Einfluss auf den Metabolismus hat.

Im Rahmen der Immunantwort hat IL-6 eine wichtige Funktion bezuglich der hepatischen
Akute-Phase-Reaktion (APR). Hierdurch wird in Hepatozyten die Produktion von APR-
Proteinen, wie dem C-reaktiven Protein, Serum Amyloid A, Haptoglobin und Fibrinogen,
wahrend Entziindungen induziert (Gauldie et al. 1987; Gabay & Kushner 1999). APR-Proteine

haben entscheidende Funktionen bei der Immunabwehr von bakteriellen Pathogenen, Viren
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und Pilzen (Neveu et al. 2009; Dienz et al. 2012; Simons et al. 2014). In Mausen, die mit dem
Pathogen Listeria monocytogenes infiziert wurden, wurde eine hdhere Anzahl an Bakterien in
den Nieren sowie der Milz und die reduzierte Bildung von APR-Proteinen nachgewiesen,
nachdem IL-6 mittels Antikdrper inhibiert wurde (Hoge et al. 2013).

IL-6 wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen produziert und sezerniert, wie B- und
T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen, Monozyten und oftmals auch von
Tumorzellen (Kishimoto et al. 1995; Naka et al. 2002). Die Expression von IL-6 ist im gesunden
Menschen streng reguliert. Unter normalen Bedingungen liegen Serumkonzentrationen von
1-10 pg/ml vor (Akira et al. 1993; Kishimoto et al. 1995). Im Gegensatz dazu sind deutlich
héhere Mengen an IL-6 unter pathophysiologischen Bedingungen vorhanden und die Schwere
und der Verlauf der Krankheiten korreliert oft mit der Menge an IL-6 (Heikkila et al. 2008; Ma
et al. 2017). Bei Patienten mit Entziindungs-assoziierten Krankheiten, wie z.B. Rheumatoider
Arthritis sind typischerweise erhohte IL-6 Konzentrationen von 20-200 pg/ml wahrend
moderaten Entziindungen im Serum vorhanden und in Ausnahmeféllen sogar extrem hohe
Konzentrationen von bis zu 150 ng/ml (Robak et al. 1998; Nowell et al. 2003; Chung et al.
2011). Unter septischen Bedingungen wurden auch Konzentrationen von mehreren ug/ml
nachgewiesen (Waage et al. 1989b). Damit IL-6 seine vielzahligen physiologischen
Funktionen ausiben kann, muss eine Signaltransduktion in Zielzellen induziert werden.
Hierbei sind zwei Formen der Signalweiterleitung bekannt, die in den folgenden Abschnitten

genauer erlautert werden.

1.1.2 Der Interleukin-6 Rezeptorkomplex: Klassische Signaltransduktion

Die cDNA des humanen Interleukin-6 a-Rezeptors (IL-6R, CD126 oder gp80) wurde im Jahr
1988 beschrieben (Yamasaki et al. 1988). Es handelt sich um einen 80 kDa glykosylierten Typ
I Transmembranrezeptor, bestehend aus 468 Aminosauren. Nach der Bindung von IL-6 an
den IL-6R ist eine Homodimerisierung mit zwei signaltransduzierenden B-Rezeptoren, namens
gp130 notwendig, um die Signaltransduktion zu induzieren (Murakami et al. 1993). Bei gp130
handelt es sich um einen 130 kDa gro3en Typ | Transmembranrezeptor, bestehend aus einer
Immunglobulin  (IgG)-ahnlichen Domaéane, funf Fibronektin Typ IlI Domanen, einer
Transmembranregion und einer intrazellularen Domane (Abbildung 1.1A) (Hibi et al. 1990).

Der IL-6R ist modular aufgebaut und besteht aus drei extrazellularen Domanen, einer 52
Aminosaure langen Stalk-Region, einer Transmembrandoméane (TMD) und einer 82
Aminosaure langen intrazelluldren Domane (Abbildung 1.1A). Die drei extrazellularen
Domanen bestehen aus einer Immunglobulin (IgG)-ahnlichen Doméane (D1) und zwei
Fibronektin Typ lll Doméanen (D2 und D3) (Yamasaki et al. 1988; Varghese et al. 2002). Fur
die Interaktion mit dem Liganden IL-6 sind die Domanen 2 und 3 von essentieller Bedeutung.

Diese Domanen bilden das Zytokinbindungsmodul (ZBM) aus (Sprecher et al. 1998). Die
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Stalk-Region weist zwei wichtige Funktionen auf. Um einen signaltransduzierenden Komplex
zu bilden, muss eine definierte Lange von mindestens 83 A (entspricht 22 Aminoséuren)
vorhanden sein, damit eine Interaktion mit gp130 nach IL-6 Bindung erfolgt (Baran et al. 2013).
Des Weiteren wird der IL-6R in der Stalk-Region von den Matrixmetalloproteasen ADAM10 (A
Disintegrin and Metalloproteinase) und ADAM17 proteolytisch gespalten, wodurch eine
I6sliche Form des IL-6R (sIL-6R) generiert wird, an die wiederum IL-6 binden kann (Mullberg
et al. 1993b; Riethmdller et al. 2017).

A B
IL-6R gp130

IL-6R

Extrazellular

TMD
Intrazellular
JAK/
STAT PI3K MAPK
C
IL-6 IL-6R IL-6/IL-6R Tetramer Hexamer
Komplex (IL-6/1L-6R/gp130,) (IL-6,/IL-6R,/gp130,)

.- g —

Abbildung 1.1: Struktureller Aufbau vom IL-6R, gp130, der IL-6-induzierten Signaltransduktion und der
IL-6/IL-6R/gp130 Komplexbildung. (A) Schematische Darstellung des modularen Aufbaus vom IL-6R (blau) und
gp130 (grun). IgG-Doméane (IgG, Kreis), Zytokinbindungsmodul (ZBM), Stalk-Region (schwarzer Strich),
Fibronektin Typ Il Doméanen (Sechsecke), Transmembrandoméne (TMD), Intrazelluldre Doméane (1ZD, blauer bzw.
griiner Kasten). Weitere Erlduterungen sind in Abschnitt 1.1.2 beschrieben. (B) Die Bindung von IL-6 (graues Oval)
an den membranstandigen IL-6R fiihrt zur Rekrutierung von zwei gp130 Rezeptoren. Dies fiihrt zur Aktivierung der
Signaltransduktion in der Zelle. Uber IL-6 wird vor allem der JAK/STAT Signalweg aktiviert, iiber die Aktivierung
von JAK1 und der anschliefenden Phosphorylierung von STAT3, welches in den Zellkern transloziert und die
Transkription von STAT-Zielgenen induziert. Zusatzlich kann der MAPK- und PI3K-Signalweg Uber das
Adapterprotein SHP2 aktiviert werden. (C) Schematische Darstellung tber die Bildung des IL-6/IL-6R/gp130
Komplexes. Nach Bindung von IL-6 an den membranstandigen IL-6R, bildet sich der IL-6/IL-6R Komplex. Dies fiihrt
zur Rekrutierung von zwei gp130 Molekulen, welche an den IL-6/IL-6R Komplex binden. Bei geringen IL-6
Konzentrationen wird ein tetramerer Proteinkomplex (IL-6/IL-6R/gp1302) gebildet, Gber den vermutlich die
Signaltransduktion induziert wird. Bei hohen IL-6 Konzentrationen soll ein hexamerer Proteinkomplex
(IL-62/1L-6R2/gp1302) entstehen, welcher vermutlich antagonistisch auf die Aktivierung der Signaltransduktion wirkt.
Weitere Erlduterungen sind in Abschnitt 1.1.2 beschrieben. Modifizierte Abbildung nach (Grétzinger et al. 1999).
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Um einen signaltransduzierenden Komplex mit dem IL-6R und gp130 zu formieren, besitzt IL-6
drei konservierte Bindungsepitope. Initial bindet IL-6 Uber das Epitop 1 an die ZBM des IL-6R.
AnschlielRend erfolgt eine Interaktion von Epitop 2 mit den Domanen 2 und 3, sowie von Epitop
3 mit der IgG Domane (Domane 1) von gp130 (Abbildung 1.1C) (Wiesinger et al. 2009). IL-6
oder der IL-6R alleine binden nicht an gp130, da eine Affinitdt zu gp130 nur vorhanden ist,
wenn IL-6 am IL-6R gebunden vorliegt (Jostock et al. 2001). Aufgrund von strukturellen
Analysen wird vermutet, dass der IL-6/IL-6R/gp130 Komplex als Tetramer (IL-6/IL-6R/gp1302)
vorliegen kann (Grotzinger et al. 1997). Kristallstrukturanalysen zeigen allerdings auch, dass
ein hexamerer Proteinkomplex (IL-62/IL-6R2/gp130-) gebildet werden kann (Boulanger et al.
2003b). In weiterfuhrenden Studien konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit zu dem
Verhaltnis zwischen gp130 Rezeptoren und IL-6/IL-6R Komplexen (membranstandige und
I6sliche Komplexe), sowohl tetramere als auch hexamere IL-6/IL-6R/gp130 Komplexe
vorliegen kénnen (Abbildung 1.1C). Geringe IL-6 Konzentrationen flihren zur Bildung des
tetrameren und hohe IL-6 Konzentrationen zur Bildung des hexameren Komplexes (Schroers
et al. 2005). Es wird vermutet, dass der tetramere Komplex aktiv ist und eine
Signalweiterleitung in die Zelle induziert. Der hexamere Komplex soll allerdings eine
regulatorische Funktion ausiben und antagonistisch auf die Signalweiterleitung wirken, um
den Organismus vor zu hohen IL-6 Konzentrationen zu schiitzen (Grotzinger et al. 1999;
Schroers et al. 2005). So eine regulatorische Funktion der Komplexbildung konnte z.B. anhand
des Insulinrezeptors gezeigt werden. Bei hohen Insulinkonzentrationen kann ein hexamerer
Liganden-Rezeptorkomplex gebildet werden, der antagonistisch auf die Signalweiterleitung
wirkt (De Meyts 1994). Allerdings ist es bis zum heutigen Zeitpunkt unklar, ob es sich bei der
IL-6-assoziierten Komplexbildung genauso verhalt.

Nach Bindung von IL-6 an den membranstandigen IL-6R erfolgt die Rekrutierung und Bindung
von zwei gp130 B-Rezeptoren. Dies flhrt vor allem zur Aktivierung des JAK/STAT
Signalweges (Abbildung 1.1B), uber aktivierte Janus-Kinasen (JAKs), welche intrazellulare
Tyrosine von gp130 phosphorylieren (Gerhartz et al. 1996; Schmitz et al. 2000). Dies fihrt vor
allem zur Rekrutierung von STAT3 (signal transducer and activator of transcription) und zu
einem geringen Anteil von STAT1, an die phosphorylierten Tyrosine. STAT-Proteine werden
wiederum durch JAKs phosphoryliert und bilden Homo- oder Heterodimere aus. Diese
translozieren in den Zellkern und binden Uber spezifische Bindungsstellen an die Promotoren
von Zielgenen (Eulenfeld et al. 2012). Hierdurch wird die Transkription von Genen aktiviert, die
in der Bildung von Akute-Phase-Proteinen, anti-apoptotischen Proteinen, sowie in
Zellproliferation und Zellwachstum involviert sind (Ara & Declerck 2010; Ataie-Kachoie et al.
2012). Um eine konstitutive IL-6-induzierte Genexpression zu verhindern, sind zwei Arten von
Proteinen vorhanden, die eine negative Regulation auf die Aktivierung des JAK/STAT-

Signalweges ausuben. SOCS-Proteine (suppressor of cytokine signaling) sind Feedback-
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Inhibitoren, welche an die intrazellulare Domane von gp130 binden und mit JAKs interagieren,
wodurch die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 inhibiert wird (Kershaw et al. 2013). PIAS-
Proteine (protein inhibitor of activated STAT) binden direkt an phosphorylierte STAT-Proteine
und verhindern deren Bindung an Zielpromotoren (Chung et al. 1997). Die Aktivierung des
MAPK- und des PI3K-Signalweges erfolgt Uber die Rekrutierung von SHP2 an ein
phosphoryliertes Tyrosin von gp130 (Fukada et al. 1996; Lai et al. 1999). SHP2 dient als
Adapterprotein fir den Grb2-SOS Komplex, wodurch eine Aktivierung von Ras stattfindet und
die MAPK-Signalkaskade induziert wird (Nakajima et al. 1993). SHP2 bindet zusatzlich das
Adapterprotein Gab1, wodurch die PI3-Kinase und der PI3K-Signalweg aktiviert wird
(Takahashi-Tezuka et al. 1998; Eulenfeld et al. 2012). Die Signaltransduktion von IL-6 erfolgt
allerdings nicht nur durch den membranstandigen IL-6R, sondern auch Uber den slL-6R, was

im folgenden Abschnitt genauer erlautert wird.

1.1.3 Der Interleukin-6/l6sliche Interleukin-6 Rezeptorkomplex:

Trans-Signalweg

Der humane IL-6R wird nur von bestimmten Zelltypen exprimiert, hierzu zahlen B-Zellen,
Hepatozyten, Neutrophile, Makrophagen und Monozyten (Oberg et al. 2006; Scheller & Rose-
John 2006; Chalaris et al. 2011). Aufgrund dieser Tatsache ist die klassische
Signaltransduktion (classic-signaling) Uber den membranstandigen IL-6R und gp130 auf eine
geringe Anzahl an Zelltypen beschrankt. Fir IL-6 ist eine weitere Form der Signalweiterleitung
bekannt, namlich der Trans-Signalweg (frans-signaling). Dieser erfolgt Uber den sIL-6R, der
keine intrazellulare und Transmembrandomane besitzt. Die Generierung des slL-6R verlauft
Uber zwei beschriebene Mechanismen. Der uberwiegende Anteil an sIL-6R wird durch ADAM-
Proteasen generiert (~90%) (Rose-John 2012). Hierbei handelt es sich um Typ |
Transmembranproteine mit einer proteolytischen Aktivitdt (Shedding), wodurch I6sliche
Formen von Zytokinrezeptoren generiert werden, wie z.B. vom IL-1R, IL-6R und TNFa-
Rezeptor (Lokau et al. 2016). Die Generierung des im Serum zirkulierenden sIL-6R in der
Maus erfolgt ungefahr zu 60% durch myeloide Zellen und zu 30% durch Hepatozyten
(McFarland-Mancini et al. 2010). Der zweite Mechanismus der zur Generierung des slL-6R
fuhrt, ist das alternative Splei3en der IL-6R mRNA. Bei der Prozessierung der mRNA wird das
kodierende Exon fir die Transmembrandomane ausgelassen, wodurch der sIL-6R direkt auf
translationaler Ebene generiert wird. Es wird davon ausgegangen, dass ~10% des im Serum
vorhandenen slIL-6R durch alternatives Splei3en generiert wird (Lust et al. 1992; Riethmdiller
et al. 2017). Durch diese transkriptionelle Veranderung wird die Bindung von IL-6 an den IL-6R
allerdings nicht beeinflusst (Horiuchi et al. 1994). In Mausen wurde kein alternatives Spleifen
der IL-6R mRNA nachgewiesen, was zusatzlich belegt, dass die Generierung des sIL-6R

hauptsachlich auf Sheddingmechanismen beruht (Schumacher et al. 2015).
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Eine Besonderheit des IL-6 Trans-Signalweges ist, dass der sIL-6R agonistisch auf die IL-6-
induzierte Signalweiterleitung wirkt. Der resultierende IL-6/sIL-6R Komplex kann im Gegensatz
zu IL-6 auf allen Zellen eine Signaltransduktion Uber den Trans-Signalweg induzieren, da der
B-Rezeptor gp130 ubiquitar exprimiert wird (Saito et al. 1992). IL-6 bindet mit der gleichen
Affinitat an den sIL-6R, wie an den membranstandigen IL-6R (Miller-Newen et al. 1996). Fur
viele |6sliche Rezeptoren ist dagegen eine antagonistische Wirkung bezlglich der
Signaltransduktion beschrieben, wie fir den IL-1aR, TNFa-R und LIF-R (Maliszewski et al.
1990; Layton et al. 1992; Howard et al. 1993). Der IL-6/sIL-6R Komplex erhéht somit die
Anzahl an Zelltypen, die mittels IL-6 stimuliert werden kdnnen. Es ist bekannt, dass bestimmte
Zelltypen, wie Endothelzellen (Romano et al. 1997), neuronale Zellen (Marz et al. 1998), glatte
Muskelzellen (Klouche et al. 1999), embryonale Stammzellen (Viswanathan et al. 2002) und
hamatopoetische Zellen (Audet et al. 2001) nur Uber den Trans-Signalweg stimuliert werden
kénnen (Scheller et al. 2006).

In den letzten Jahrzehnten wurden immer deutlicher, dass der Trans-Signalweg
pathophysiologische Prozesse fordert, die in der Entstehung von Krankheiten involviert sind
und der klassische Signalweg vor allem homdéostatische Prozesse von IL-6 reguliert (Scheller
et al. 2014). Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der klassische Signalweg vor allem anti-
inflammatorische Signalwege steuert, die an der Aktivierung von B-Zellen zur Produktion von
Antikorpern, Bildung von Akute-Phase-Proteinen im Rahmen der Immunabwehr, der Induktion
von Fieber und der Regeneration von Epithelzellen involviert sind (Abbildung 1.2) (Chalaris et
al. 2011). Der IL-6 Trans-Signalweg fuhrt vor allem zur Aktivierung von pro-inflammatorischen
Signalwegen und ist involviert in die Regulierung des angeborenen, sowie des adaptiven
Immunsystems (Rose-John et al. 2017). Die pro-inflammatorischen Eigenschaften werden vor
allem durch die Inhibition der T-Zellapoptose, die Erhaltung von aktivierten T-Zellen und die
unkontrollierte Proliferation von Epithelzellen im entziindeten Gewebe geférdert (Abbildung
1.2) (Chalaris et al. 2011). Damit Uber den Trans-Signalweg diese Prozesse gesteuert werden,
ist die Komplexbildung von IL-6 mit dem slL-6R notwendig. Da unter physiologischen
Bedingungen nur auferst geringe Mengen an IL-6 im Serum von Menschen vorliegen (1-10
pg/ml), erfolgt die Komplexbildung vor allem unter pathophysiologischen Bedingungen, bei
denen die Menge an IL-6 stark ansteigen kann (Akira et al. 1993; Kishimoto et al. 1995; Nowell
et al. 2003). Im gesunden Menschen liegen sIL-6R Serumkonzentrationen von 30-75 ng/ml
vor und unter pathophysiologischen Bedingungen konnen diese Mengen um den Faktor 2-3
ansteigen (Honda et al. 1992; Mitsuyama et al. 1995; Montero-Julian 2001). Erhdhte sIL-6R
Konzentrationen wurden im Menschen bei Asthma (Yokoyama et al. 1997), bei entzindlichen
Krebserkrankungen im Darm (Becker et al. 2004), bei Morbus Crohn (Atreya et al. 2000) und
bei der rheumatoiden Arthritis (Robak et al. 1998) nachgewiesen und werden mit der

Entstehung von Adipositas und Diabetes Typ Il in Verbindung gebracht (Hamid et al. 2004;
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Esteve et al. 2006). Allgemein fuhren erhdhte Serumkonzentrationen vom IL-6 und sIL-6R zu
einer verstarkten Aktivierung des Trans-Signalweges Uber den |IL-6/sIL-6R Komplex, wodurch
die Entstehung von chronisch-entzindlichen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen
gefordert wird. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte allerdings noch nicht bestimmt werden, in
welchem Ausmal} der IL-6/slIL-6R Komplex im Menschen vorliegen kann. Dieses kdnnte
jedoch zusatzlich ein geeigneter Marker fir den Verlauf, sowie die Schwere von Entziindungs-
assoziierten Erkrankungen sein und weitere Aufschliisse darlber liefern, zu welchen Anteilen
der klassische und der Trans-Signalweg unter pathophysiologischen Bedingungen aktiviert
wird. Bisher ist es nur aufgrund von Affinitats-basierten Berechnungen mdoglich, Hinweise
daruber zu erhalten, wie viel IL-6/sIL-6R Komplex vorliegen kann (Gaillard et al. 1999). In den
90er Jahren wurden Kp-Werte zwischen 0,5-1 nM beschrieben (Zohinhéfer et al. 1992; Gaillard
et al. 1999). Basierend auf diesen Werten sollten bei 1 ng/ml IL-6 und 50 ng/ml sIL-6R
umgerechnet 65% des IL-6 einen Komplex mit dem slIL-6R bilden, wodurch vor allem der
Trans-Signalweg aktiviert werden wirde. Mit weiterentwickelten und sensitiveren
Messmethoden wurden dagegen Affinitdten im Bereich von 15-34 nM bestimmt (Adams et al.
2017) und es kann davon ausgegangen werden, dass dieser Wert eher der naturlichen Affinitat
entspricht. Dies wurde bedeuten, dass nur noch 3-6% des IL-6 gebunden im Komplex
vorliegen und es vor allem zur Aktivierung des klassischen Signalweges fiihren wirde. Da
Berechnungen solcher Komplexbildungen jedoch nur als Hilfsmittel geeignet sind, die
physiologischen Bedingungen widerzuspiegeln, ware ein experimenteller Nachweis der
gebildeten IL-6/sIL-6R Komplexmengen fir ein erweitertes Verstandnis von Trans-Signalweg-
assoziierten Erkrankungen von grofder Nutzlichkeit. DarGber hinaus kdénnten Aufschlisse
dariber erlangt werden, zu welchen Anteilen freies IL-6 und im Komplex gebundenes vorliegt,
um in Erfahrung zu bringen, ob Gberwiegend der klassische oder der Trans-Signalweg aktiviert
wird.

Da der natlrlich gebildete IL-6/slL-6R Komplex wieder voneinander abdissoziieren kann,
wurde fur stabile experimentelle Untersuchungen des Trans-Signalweges das Designerprotein
Hyper-1L-6 (HIL-6) generiert. Hierbei handelt es sich um ein Fusionsprotein, bei dem der N-
Terminus von IL-6 Uber einen flexiblen Peptidlinker mit dem C-Terminus vom sIL-6R
verbunden ist. HIL-6 hat eine 100-1000fach héhere Affinitat auf die Stimulation von gp130
exprimierenden Zellen, im Vergleich zum nicht fest verbundenen IL-6/sIL-6R Komplex (Fischer
et al. 1997). Anhand von Mausstudien konnte gezeigt werden, dass Uber den Trans-Signalweg
auch physiologisch positive Effekte induziert werden, wie die Regenerierung der Leber nach
partieller Hepatektomie, sowie nach Leberschadigung durch D-Galactosamine, (Galun et al.
2000; Peters et al. 2000; Hecht et al. 2001).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung zur Aktivierung des klassischen und Trans-Signalweges iber
IL-6. Die Aktivierung von Signalwegen in Zielzellen erfolgt mit IL-6 Uber zwei unterschiedlichen Wege. Bei dem
klassischen Signalweg bindet IL-6 an den membranstandigen IL-6R. Dies fihrt zur Rekrutierung von zwei
signaltransduzierende gp130-Rezeptoren und zur Aktivierung der Signaltransduktion in Zielzellen. Die Aktivierung
des Trans-Signalweges erfolgt tiber die Bindung von IL-6 an den sIL-6R, welcher Giber Ektodomanen-Shedding von
ADAM-Proteasen oder durch alternatives SpleilRen generiert wird. Der IL-6/sIL-6R Komplex bindet an gp130 und
kann somit Zellen stimulieren, die keinen membranstandigen IL-6R exprimieren. Bei niedrigen IL-6 Konzentrationen
entsteht ein tetramerer Komplex mit dem IL-6R und gp130 (IL-6/IL-6R/gp1302), Uber den vermutlich eine
Signalweiterlung erfolgen kann. Bei hohen IL-6 Konzentrationen wird ein hexemarer Komplex mit dem IL-6R und
gp130 (IL-62/IL-6R2/gp1302) gebildet, der vermutlich antagonistisch auf die Signalweiterleitung wirkt. Die
Aktivierung des Trans-Signalweges kann auch spezifisch Uber das Designerzytokin HIL-6-induziert werden. Der
klassische Signalweg aktiviert vor allem anti-inflammatorische Eigenschaften und der Trans-Signalweg pro-
inflammatorische Eigenschaften. Modifizierte Abbildung nach (Chalaris et al. 2011) und (Rose-John 2017).

Allgemein werden aber vor allem negative Eigenschaften mit dem Trans-Signalweg assoziiert.
Zudem wird vermutet, dass der sIL-6R zusammen mit l6slichem gp130 (sgp130) ein
Puffersystem bildet, bei dem die negativen Eigenschaften des Trans-Signalweges blockiert
werden konnten (Garbers et al. 2015; Rose-John 2017). Bei sgp130 handelt es sich um die
I6sliche Form des membranstandigen gp130 B-Rezeptors, welches mit einer Affinitat von 10
pM spezifisch den IL-6/sIL-6R Komplex bindet und keine Affinitat zu IL-6 oder sIL-6R alleine
aufweist (Jostock et al. 2001). Sgp130 wirkt dabei antagonistisch auf den IL-6/sIL-6R Komplex
und blockiert die Aktivierung des Trans-Signalweges. Es entsteht durch alternatives Spleillen
der gp130 mRNA und im humanen Serum liegen Konzentrationen zwischen 100-400 ng/ml

vor (Narazaki et al. 1993). Im physiologischen Rahmen liegt in der Regel eine ~1000fach

17



Einleitung

hohere Konzentration an sIL-6R und sgp130 gegentber IL-6 vor. Somit kdnnten laut dieser
Hypothese Uber dieses Puffersystem IL-6 Konzentrationen von bis zu 150 ng/ml gebunden
werden. Nur bei IL-6 Konzentrationen, die die Menge an sIL-6R und sgp130 ubersteigen, sollte
somit eine Stimulation von Zellen mittels IL-6 mdglich sein (Rose-John 2015). Diese
Vermutungen in der Literatur beruhen allerdings auf eine Affinitat von 1 nM fur die IL-6/sIL-6R
Komplexbildung, damit anschlieend sgp130 binden kann, um den Komplex zu neutralisieren
(Garbers et al. 2015). Diese Hypothese konnte bis zum heutigen Zeitpunkt allerdings nicht
experimentell bestatigt werden.

Des Weiteren wurde ein Single Nucleotide Polymorphism (SNP) rs2228145 im IL-6R
beschrieben, was zum Austausch der Aminosdure Asparaginsaure358 zu einem Alanin358
fuhrt, einhergehend mit einem erhéhten Shedding des IL-6R (Garbers et al. 2014).
Homozygote Trager dieses SNPs weisen eine geringere IL-6-induzierte Produktion von Akute-
Phase-Proteinen auf und sind besser gegen den Ausbruch von kardiovaskularen
Erkrankungen oder Rheumatoider Arthritis geschutzt (Collaboration et al. 2012; Swerdlow et
al. 2012). In Korrelation mit diesem SNP ist, dass eine geringere Menge an
membranstandigem IL-6R auf Zellen vorhanden ist und erhéhten Serumkonzentration an
slL-6R, als beim wildtypischen IL-6R (Ferreira et al. 2013). Es wird vermutet, dass die
protektiven Eigenschaften auf einer schwacheren Aktivierung des klassischen Signalweges in
Zielzellen beruhen, wie z.B. Hepatozyten, Monozyten oder Makrophagen. Zeitgleich fihrt dies
zu einer hoheren Pufferwirkung von sIL-6R und sgp130 auf IL-6, wodurch dessen Aktivitat
zusatzlich reduziert werden koénnte (Garbers & Scheller 2013). In diesem Kontext haben
hohere slL-6R Serumkonzentrationen einen anti-inflammatorischen Einfluss, welches das
Konzept des sIL-6R und sgp130 Puffersystems unterstutzt. Allerdings werden erhdhte Mengen
an slL-6R in der Regel mit der Entstehung von Krankheiten in Verbindung gebracht (Robak et
al. 1998; Scheller et al. 2014). Um dies zu unterbinden, sind verschiedene therapeutische
Méglichkeiten vorhanden, die eine IL-6-assoziierte Signalweiterleitung blockieren. Darauf wird

im folgenden Abschnitt eingegangen.

1.1.4 Therapeutische Blockade der IL-6 Signaltransduktion

Eine strikte Regulation des klassischen und des Trans-Signalweges ist essentiell fir viele
zelluldare Vorgange. Eine Fehlregulation dieser Signalwege unter pathophysiologischen
Bedingungen ist oft verbunden mit verschiedenen Erkrankungen. In vielen Studien wurde
belegt, dass eine Hochregulation in der Expression von IL-6 in Zusammenhang mit der
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen steht. Die Schwere und der Ausgang der Krankheit
korreliert dabei in vielen Fallen mit der Menge an vorhandenem IL-6 (Hirano et al. 1987,
Heikkila et al. 2008). Eine Dysregulation von IL-6 wurde in Rheumatoider Arthritis (Nowell et

al. 2003), entziindlichen Darmerkrankungen (Mitsuyama et al. 1991; Hosokawa et al. 1999),
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Osteoporose (Jilka et al. 1992), Asthma (Yokoyama et al. 1995) und der Castleman-Krankheit
(Yoshizaki et al. 1989) nachgewiesen. IL-6 kann zusatzlich das Wachstum von Tumoren
beglnstigen, wie z.B. Darm- und Brustkrebs, indem es von Tumorzellen exprimiert und als
Wachstumsfaktor verwendet wird (Becker et al. 2005; Sansone et al. 2007).

Die therapeutische Blockade von IL-6-induzierten Krankheiten ist somit von entscheidender
Bedeutung. Eine Reihe von Medikamenten ist in der klinischen Entwicklung oder wird bereits
fur die Behandlung von IL-6-vermittelten Krankheiten verwendet. Hierzu zahlen Inhibitoren, die
beide Signalwege (klassisch und Trans) oder spezifisch den Trans-Signalweg blockieren
(Abbildung 1.3) (Rose-John et al. 2017). Verschiedene Inhibitoren wurden entwickelt, die
gegen die Bindungsepitope von IL-6 gerichtet sind. Hierzu zahlt unter anderem Siltuximab
(Epitope 1), welches die Interaktion mit dem IL-6R blockiert und von der FDA fiur die
Behandlung der Castleman-Krankheit zugelassen ist (Sarosiek et al. 2016). EBI-029 (Epitop
2) und Olokizumab (Epitop 3) verhindern die Interaktion zwischen gp130 und dem IL-6/IL-6R
Komplex (Hunter & Jones 2015). Die Effektivitat dieser Antikérper wird in praklinischen oder
klinischen Studien untersucht, unter anderem zur Behandlung von Rheumatoider Arthritis,
multiplen Myelomen und Prostatakrebs (Shah et al. 2016; Takeuchi et al. 2016; Schett 2018).
Diese Inhibitoren weisen generell eine hohe Wirksamkeit in der Behandlung auf, jedoch ist die
Effizienz der Therapie von Patient zu Patient unterschiedlich stark (Tanaka & Mola 2014).
Dartber hinaus werden Antikorper gegen den IL-6R eingesetzt, welche die Bindung des IL-6
blockieren. Der monoklonale Antikdrper Tocilizumab wird bei Patienten in der Behandlung
gegen rheumatoide Arthritis, juvenile idiopathische Arthritis und die Castleman-Krankheit
eingesetzt (Calabrese & Rose-John 2014). Der Erfolg von Tocilizumab in Bezug auf die
Behandlung Rheumatoider Arthritis fuhrte auch zur Entwicklung von weiteren monoklonalen
Antikorpern, die gegen den IL-6R gerichtet sind. Dazu gehért Sarilumab, welches mit einer
~20fach héheren Affinitat an den IL-6R bindet als Tocilizumab, wodurch fir die Behandlung
geringere Konzentrationen notwendig sind (Rafique et al. 2014; Raimondo et al. 2017).
Sarilumab ist bereits fur die Therapie von Patienten mit Rheumatoider Arthritis zugelassen,
deren Behandlung nicht responsiv gegentber TNF-Inhibitoren ist und es hat eine langere
Serumhalbwertszeit als Tocilizumab, was die Frequenz der Verabreichung reduziert
(Fleischmann et al. 2017; Raimondo et al. 2017). Bei diesen Therapieansatzen ist es jedoch
nicht moglich, selektiv den klassischen- oder den Trans-Signalweg zu inhibieren. Es wird
vermutet, dass die Inhibierung des klassischen Signalweges zu einer Dysregulation der
Immunantwort fiihrt, so dass Patienten, die mit Tocilizumab behandelt werden, ein leicht
erhdhtes Risiko aufweisen an Infektionen zu erkranken (Navarro et al. 2014; Morel et al. 2017)
und in seltenen Fallen geringe Perforationen des Magen-Darm-Trakts mit leichten Symptomen
auftreten kénnten (Strangfeld et al. 2017). Um diese Nebenwirkung zu verringern ware daher

die spezifische Blockade des Trans-Signalweges wiinschenswert.
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Abbildung 1.3: Therapeutische Blockade der IL-6 Signaltransduktion. Fir die Inhibition der IL-6-induzierten
Signaltransduktion werden verschiedene Inhibitoren mit unterschiedlichen Funktionen verwendet. Fur die Blockade
des klassischen und Trans-Signalweges werden monoklonale Antikdrper verwendet, die gegen die
Bindungsepitope von IL-6 gerichtet sind. Siltuximab bindet an Epitop 1, EBI-029 an Epitop 2 und Olokizumab an
Epitop 3. Tocilizumab und Sarilumab binden an den IL-6R (membranstandige und I6sliche Form) und blockiert die
Bindung von IL-6. Fir die selektive Blockade des Trans-Signalweges wird sgp130Fc verwendet, welches spezifisch
an den IL-6/sIL-6R Komplex bindet. Tofacitinib und Ruxolotinib binden an JAKs und blockieren die intrazellulare
Signalweiterleitung. Weitere Erlauterungen sind in Abschnitt 1.5 beschrieben. Modifizierte Abbildung nach (Hunter
& Jones 2015).

Fir die spezifische Inhibierung von den Trans-Signalweg-assoziierten Krankheiten wurde
basierend auf sgp130 ein Fusionsprotein namens sgp130Fc entwickelt. Sgp130Fc besteht aus
den gesamten extrazellularen Domanen von gp130, fusioniert mit der Fc-Region eines
humanen IgG Antikdpers. Sgp130Fc liegt als Dimer vor und bindet mit einer 10-100fach
hoheren Affinitat spezifisch den IL-6/sIL-6R Komplex, als das im Serum enthaltende
monomere sgp130 (Jostock et al. 2001). Die Effizienz der spezifischen Trans-Signalweg-
Blockade mittels sgp130Fc wurde bereits in vielen praklinischen Untersuchungen gezeigt. Der
progressive Verlauf von Arteriosklerose (Schuett et al. 2012), Asthma (Ullah et al. 2015),
inflammatorischen Darmerkrankungen (Atreya et al. 2000), verschiedenen Krebsarten
(Grivennikov et al. 2009; Lo et al. 2011; Brooks et al. 2016) und neurodegenerativen
Erkrankungen (Campbell et al. 2014) wird durch die Behandlung mit sgp130Fc in der Maus
inhibiert. Sgp130Fc befindet sich aktuell in der klinischen Studie der Phase I, unter dem
Namen Olamkicept, und dessen Effektivitat wird fur die Behandlung von Patienten mit Colitis
Ulcerosa untersucht (clinicaltrials.gov, ID: NCT03235752).

Des Weiteren kdnnen Inhibitoren verwendet werden, die gegen JAKs gerichtet sind und somit

die intrazellulare Signalweiterleitung blockieren. Ruxolitinib ist gegen JAK1 und JAK2 gerichtet
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und ist von der FDA flr die Behandlung von Patienten mit Knochenmarksfibrose zugelassen
(Wade et al. 2017). Tofacitinib ist gegen JAK1 und JAK3 gerichtet und ist von der FDA fir die
Behandlung von Rheumatoider Arthritis zugelassen. Daruber hinaus wird es in klinischen
Studien fur die Behandlung von Colitis Ulcerosa und Psoriasis getestet (Winthrop 2017;
Fleischmann 2018). Die Behandlung von Krankheiten mit diesen Inhibitoren fuhrt allerdings
auch nicht zu einer selektiven Hemmung der IL-6 Signaltransduktion, da auch andere

Signalwege blockiert werden.
1.2 Visualisierung von Entziindungsprozessen

Entzindungsprozesse sind oft in der Entstehung und Entwicklung von vielen chronischen
Erkrankungen involviert, wie z.B. rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn und Alzheimer
(Casanova & Abel 2009; Gate et al. 2010; Shiozawa et al. 2011). Dies erfolgt oft Uber die
Einwanderung von Immunzellen, z.B. Monozyten und Makrophagen, in entziindete Bereiche.
Allerdings ist noch nicht vollstéandig aufgeklart, inwiefern diese Immunzellen einen Einfluss auf
verschiedene Phasen von Entziindungsvorgangen haben. Deswegen ist ein tiefgreifendes
Verstandnis Uber die zeitliche Abfolge der Migration, Differenzierung und Lokalisation von
Immunzellen notwendig, um neue Ansatzpunkte fir die Behandlung von Entziindungs-
assoziierten Krankheiten zu identifizieren. Klassische Methoden zur Untersuchung dieser
Vorgange in Mausen sind histologische Farbungen von isolierten Geweben oder die Analyse
von Zellen mittels Durchflusszytometrie. Bei diesen Methoden handelt es sich allerdings um
invasive Verfahren, bei denen die entziindeten Bereiche oder Organe isoliert werden mussen,
damit eine Untersuchung vorgenommen werden kann (Randolph et al. 1999). Fur die
Detektion von Immunzellen, in ihrem nativen Umfeld, sind vor allem bildgebende Verfahren
von groRer Bedeutung, aufgrund ihrer nicht-invasiven Anwendungsmoglichkeiten. In der
klinischen und wissenschaftlichen Forschung werden hierzu verschiedene Techniken
verwendet, wie Multiphotonen Mikroskopie, Biolumineszenz und die Markierung von Zellen
Uber radioaktive Substanzen. Die Anwendungsmadglichkeiten dieser Methoden sind allerdings
limitiert, zum Teil aufgrund der geringen Gewebepenetration oder aufgrund von zytotoxischen
Nebeneffekten (Thakur et al. 1977; Bousso & Moreau 2012; Ahrens & Bulte 2013a).

Far die nicht-invasive Analyse von Entziindungsprozessen ist die Detektion von Immunzellen
Uber Magnetresonanztomographie (MRT) eine weitere geeignete Methode. Diese Technik
wird im medizinischen Bereich flr die nicht-invasive Diagnose und Beobachtung von
verschiedenen Krankheiten angewendet. MRT hat gegeniber anderen Methoden den Vorteil,
tiefliegende Gewebeschichten darstellen zu kdnnen, keine zytotoxischen Nebenwirkungen
aufzuweisen und strahlungsfrei zu sein (Ahrens & Bulte 2013a). Fir die Visualisierung der
Gewebeanatomie wird das ubiquitdre Vorhandensein von Wasser im Organismus genutzt,

indem Wasserstoffkerne ('H) spezifisch detektiert und aus denen hochauflésende Bilder
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erzeugt werden (Tirotta et al. 2015). MRT ist allerdings nicht in der Lage einzelne Zellen oder
Zellarten direkt sichtbar zu machen. Das liegt daran, dass die Zellen keine physikalischen
Eigenschaften aufweisen, die sie vom umliegenden Gewebe abgrenzen. Um Zellen oder
Strukturen sichtbar zu machen, die sich unter herkdbmmlichen Bedingungen nur sehr schwer
darstellen lassen, werden Kontrastmittel eingesetzt. Gangige MRT-Kontrastmittel bestehen
auf Gadolinium-Basis oder superparamagnetischen Eisenoxiden (SPIOs) und fuhren nach
Applikation zu einer positiven oder negativen Kontrastverstarkung des 'H-Signals in der MRT
Messung. Fur die Untersuchung des Migrationsverhalten von phagozytierenden Immunzellen
kénnen diese ex vivo in der Zellkultur mit den Kontrastmitteln markiert werden. Nach
anschlieRender Injektion der markierten Immunzellen in Mause, kann das Migrationsverhalten
dieser Immunzellen mittels MRT untersucht werden (Kleinschnitz et al. 2003; Bulte &
Kraitchman 2004; Ahrens & Bulte 2013a). Ein Nachteil ist allerdings, dass Gadolinium und
SPIOs in der MRT Messung hypo- oder hyperintense Regionen im Gewebe verursachen
konnen. Dies erzeugt ein Hintergrundsignal, wodurch eine eindeutige ldentifizierung der
Gewebebereiche, in die die markierten Immunzellen eingewandert sind, erschwert wird
(Temme et al. 2012). Eine weitere vielversprechende und spezifischere Alternative, fur die
Detektion von Immunzellen mittels MRT, sind Perfluorkarbone (PFCs, Perflourocarbons). Bei
PFCs handelt es sich um perfluorierte Alkane, die eine hohe Menge an Fluor aufweisen.
Aufgrund ihrer hydrophoben, wie auch lipophoben Hille missen PFCs emulgiert werden,
damit sie flr physiologische Anwendungen genutzt werden kénnen und haben in der Regel
einen Durchmesser von ca. 100 nm (Krafft & Riess 2009; Grapentin et al. 2014). Als
Emulgatoren werden in der Regel Phospholipide aus Eigelb oder Soja verwendet, da diese
nicht zelltoxisch sind und zu keiner Veranderung von zelluldren Eigenschaften fihren (Ahrens
& Zhong 2013). Die PFC-Nanoemulsionspartikel (PFC-NE) bestehen somit aus einer
monomeren Lipidschicht, in denen der Perfluorkarbonkern eingeschlossen ist. Ein wichtiger
Faktor fir die Detektion von PFCs Uiber MRT ist, dass Fluor nahezu vollstandig im Organismus
fehlt, wodurch eine hochspezifische hintergrundfreie Detektion des Fluor-Signals ('°F)
ermoglicht wird (Holland et al. 1977). In Kombination mit morphologischen 'H-Aufnahmen des
Gewebes und anschlieRender Uberlagerung des '°F-Signals kénnen daher exakte Aussagen
zu der anatomischen Lokalisation von Immunzellen gemacht werden, welche PFC-NEs
aufgenommen haben (Flogel et al. 2008). Ein weiterer Vorteil von PFC-NEs fur physiologische
Anwendungen ist, dass sie biologisch stabil sind, da sie nicht metabolisiert werden und
widerstandsfahig gegenlber niedrigen pH-Werten sind (Krafft 2001; Janjic & Ahrens 2009).

Nach intravendser Applikation diffundieren PFC-NEs aufgrund ihrer GréRe nicht durch
gesundes Endothel und verbleiben im Blutstrom. Dort werden sie von phagozytierenden
Immunzellen, wie Makrophagen, Monozyten und zu einem geringen Anteil von Neutrophilen
Granulozyten endozytiert (Flogel et al. 2008; Ebner et al. 2010; Temme et al. 2014). Die

22



Einleitung

zeitlichen Ablaufe von Makrophagen- und Monozyten-Infiltrationen in entziindete Gewebe
konnte mit dieser Methode in unterschiedlichen Krankheitsmodellen in Tieren untersucht
werden, wie nach Myokardinfarkt (Flogel et al. 2008), bei Rheumatoider Arthritis (Flogel et al.
2012) und auch bei bakteriellen Infektionen (Hertlein et al. 2011).

Bei der Markierung von Monozyten und Makrophagen mit PFC-NE handelt es sich allerdings
um ein unspezifisches Targeting-Verfahren, bei dem alle phagozytierenden Immunzellen fir
die "F-MRT Detektion markiert werden. Somit ist es nicht moglich spezifisch zwischen
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen, anti-inflammatorischen M1, pro-
inflammatorischen M2 Makrophagen oder Neutrophilen Granulozyten zu differenzieren
(Temme et al. 2016). Weiterhin ist es nicht moglich, tber PFC-NEs, das Migrationsverhalten
von nicht-phagozytierenden Immunzellen, wie z.B. verschiedene T-Zell-Subpopulationen,
mittels MRT zu untersuchen. Hierfir wurden Studien durchgefiihrt, in denen nicht-
phagozytierende Zellen aus der Maus ex vivo mit Perfluorpolyether-Nanopartikeln markiert
und in das Tier injiziert wurden. Uber diese Technik konnte unter anderem in der Maus das
Migrationsverhalten von markierten dendritischen Zellen in Lymphknoten und die Migration
von T-Zellen in diabetischen Mausen untersucht werden (Srinivas et al. 2007; Waiczies et al.
2011). Jedoch miuissen fur diese Untersuchungen die entsprechenden Immunzelltypen isoliert,
kultiviert, markiert und dem Organismus wieder zugefiihrt werden. Dies kann allerdings im
manchen Fallen zu einer Veranderung der Zelleigenschaften fihren (Siglienti et al. 2006). Ein
aktives Targeting von spezifischen Immunzelltypen in vivo ist mit der intravendsen Applikation
von PFC-NEs nicht mdglich, ware jedoch winschenswert.

Ein direktes Targeting von Zellen kann Uber die Funktionalisierung von PFC-NEs mit
spezifischen Liganden erfolgen. Um ein hohes Mal} an Spezifitdt zu erreichen kénnen z.B.
Antikérper, Nanobodies oder Peptide an die Oberflache von PFC-NEs gekoppelt werden,
wodurch eine spezifische Bindung an Zielstrukturen ermoglicht wird (Ahrens & Bulte 2013a).
Mittels funktionalisierten PFC-NEs konnten molekulare Prozesse der Angiogenese
(Schmieder et al. 2014), Tumorgenese (Bae et al. 2013) und Thrombosebildung (Temme et
al. 2015) untersucht werden. Allerdings ist das aktive Targeting von spezifischen
Zellpopulationen tber funktionalisierte PFC-NEs in vielen Fallen schwierig, da viele endogene
Rezeptoren nicht zelltypspezifisch exprimiert werden. Zusatzlich kann die Ligandenbindung
an Zielstrukturen zu einer Aktivierung von Signalwegen fuhren, was zu einer Veranderung der

Zelleigenschaften fuhren kann.

1.2.1 Nanobodies und deren Anwendungsbereiche

Das humane Immunsystem generiert eine Vielzahl an verschiedenen Antikdrpern, um ein hoch
modulares Abwehrsystem gegen Pathogene zu haben. |hre Aufgabe ist es, spezifisch an

pathogene Antigene zu binden, um eine Immunantwort zu induzieren und Zellen sowie
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Molekile zu rekrutieren, welche an der Beseitigung von Pathogenen involviert sind. Bei
Antikdrpern handelt es sich um Proteine die von differenzierten B-Zellen, den Plasmazellen,
produziert und sezerniert werden. Aufgrund ihrer hohen Affinitat, sowie Spezifitdt werden
Antikérper heutzutage in klinischen Anwendungen, wie z.B. gegen Leukamie-assoziierte
Erkrankungen, Krebs, Entziindungs-assoziierte Krankheiten und gegen die Abstol3ung von
Organen nach Transplantationen eingesetzt (Buss et al. 2012). Fur die wissenschaftliche
Grundlagenforschung sind Antikdrper ein genauso wichtiges Hilfsmittel. Sie werden fir die
Erforschung von zellularen Vorgangen, Lokalisierung von Proteinen und fur viele methodische
Anwendungen wie Western Blots und ELISAs eingesetzt (Helma et al. 2015). Antikorper sind
150 kDa grofde Multidomanenproteine, bestehend aus zwei schweren Ketten (Vi) und zwei
leichten Ketten (VL) (Abbildung 1.4A). Die Bindungsspezifitat an das Antigen erfolgt Gber die
sechs (drei VH und drei VL) complementarity determining regions (CDRs). Allerdings
unterliegen Antikorper gewissen Limitierungen in ihrer Anwendung. Aufgrund ihrer GroRRe
haben sie eine schlechte Gewebepenetration, Loslichkeit und Stabilitdt. Des Weiteren kann es
Uber den Fc-Teil zu unspezifischen Interaktionen mit verschiedenen Zellen, wie Makrophagen
und Monozyten kommen (Beckman et al. 2007; Chames et al. 2009).

Die Entdeckung von schwere-Ketten-Antikorper (hcAbs), welche im Serum vom Camelidaen
identifiziert wurden, war ein wichtiger Schritt fir den Gebrauch von Antigen-bindenden
Proteinen (Hamers-Casterman et al. 1993). HcAbs bestehen aus zwei schweren Ketten eines
typischen Antikdrpers, je einer variablen Antigen-bindenden Doméane und haben ein
Molekulargewicht von ~90 kDa (Abbildung 1.4B). Die Bindung des Antigens erfolgt im
Gegensatz zu IgG Antikdrpern Uber eine einzelne Antigenbindungsdoméne (VHH), welche
isoliert als sogenannter Einzeldomanenantikorper bzw. Nanobody verwendet werden kann
(Abbildung 1.4C) (Hamers-Casterman et al. 1993). Die VHH-Domane hat ein
Molekulargewicht von ~13-14 kDa und besteht aus neun B-Faltblattern, welche Uber
hypervariable Schleifen miteinander verbunden sind. Drei dieser hypervariablen Schleifen sind
dabei die CDRs, welche eine Oberflache ausbilden, die komplementar zu der Oberflache des
Antigens ist, wodurch eine spezifische Bindung erzielt wird (Abbildung 1.4D). Die Antigen-
interagierende Oberflache der drei CDRs von Nanobodies ist dabei vergleichbar grof? wie die
sechs CDRs eines konventionellen IgG Antikérpers (Nguyen et al. 2000; Muyldermans 2013).
Dies ist vor allem auf eine langere CDR3 Region von Nanobodies zuriickzufiuihren, welche bis
zu 28 Aminosauren lang sein kann, im Gegensatz zu IgG Antikérpern mit einer Lange von bis
zu 15 Aminosauren (Wesolowski et al. 2009; Muyldermans 2013). Dies beglnstigt eine hdhere
Flexibilitat der Bindungseigenschaften und VHHs binden effizienter in kleine Proteinstrukturen,

z.B. an das aktive Zentrum von Enzymen, um diese zu inhibieren (De Genst et al. 2006).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus von Antikérpern, schwere-Ketten-
Antikorpern und Nanobodies. (A) Ein konventioneller Antikérper besteht aus zwei leichten (CL und VL) und zwei
schweren Ketten (CH1- bis CH3-Domane und VH). Die spezifische Bindung an das Antigen erfolgt Uber je drei
CDRs der VH- und VL-Domane. (B) Schwere-Ketten-Antikérper (hcAbs) aus Camelidaen bestehen aus zwei
schweren Ketten (CH2- und CH3-Domane) und je einer VHH-Domane. Die Erkennung von Antigenen erfolgt mittels
drei CDRs. Im Gegensatz zu konventionellen Antikdrpern fehlt die leichte Kette und die CH1-Domane der schweren
Kette. (C) Das kleinste funktionelle Antigen-bindende Fragment eines hcAbs ist die VHH-Domane, auch bekannt
als Einzeldomanenantikérper oder Nanobody bzw. VHH. (D) Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus
eines Nanobodies. Die Struktur besteht aus neun B-Faltblattern (hellgrau und grau) und drei CDR-Regionen (rot)
fur die spezifische Erkennung von Antigenen. CDR1 und 3 weisen im Gegensatz zu den CDRs von typischen
Antikdrpern langere Schleifen auf, um eine gréf3ere, sowie stabilere Bindungsoberflache zu schaffen und sind iber
eine Disulfidbriicke (gelb) miteinander verbunden. CDR (complementarity determining regions), CH (konstante
schwere Kette), CL (konstante leichte Kette), VH (variable schwere Kette), VL (variable leichte Kette). Modifizierte
Abbildung nach (Wang et al. 2016).

Nanobodies weisen eine Reihe von Eigenschaften auf, um in Kklinischen sowie in
wissenschaftlichen Anwendungsbereichen eingesetzt zu werden. Die Produktion findet in
hohen Mengen in verschiedenen Expressionsorganismen statt, wie in Mikroorganismen,
eukaryotischen Zellen und Pflanzen (Frenken et al. 1998; Frenken et al. 2000; Ismaili et al.
2007). Die Affinitadten zu Antigenen liegen oft im niedrigen nanomolaren bzw. pikomolaren
Bereich und sie weisen eine hohe chemische und Thermostabilitat auf (Ghahroudi et al. 1997;
Ries et al. 2012; Muyldermans 2013). Nanobodies besitzen aufgrund ihres geringen
Molekulargewichts eine gute Gewebepenetration und werden fir diagnostische und
therapeutische Anwendungen von unterschiedlichen Erkrankungen benutzt (Wang et al.

2016). Im medizinischen Bereich wurden nach Verabreichung von Nanobodies, in Mausen und
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Menschen, keine Immunreaktionen nachgewiesen (Cortez-Retamozo et al. 2004; Coppieters
et al. 2006). Fur Forschungszwecke werden Nanobodies fir die Stabilisierung von
Proteinkomplexen verwendet, um Kristallisationsprozesse und Strukturanalysen zu
ermoglichen (Rasmussen et al. 2011). Ein anderer Anwendungsbereich von Nanobodies sind
bildgebende Verfahren. Fir diagnostische Verfahren im Menschen werden sie mit
Radionukleotiden markiert, um in vivo Brustkrebs und EGF-R-lberexprimierende Krebsarten
mittels Computertomographie zu detektieren (Huang et al. 2008; Vaneycken et al. 2011). In
der wissenschaftlichen Grundlagenforschung werden Nanobodies auch fur die Detektion von
Proteinen und zellularen Strukturen eingesetzt (Wang et al. 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit ist vor allem ein Nanobody von besonderer Bedeutung, der gegen
GFP (green flourescent protein) gerichtet ist (Abbildung 1.5). Dabei bindet der GFP-Nanobody
mit einer hohen Affinitat an GFP (Kp = ~1 nM) und an der Bindung weisen alle drei CDRs eine
wichtige Funktion auf (Kubala et al. 2010). GFP-Nanobodies werden dazu verwendet die
Lokalisation, sowie den intrazellularen Transport von GFP-gekoppelten Proteinen und
Rezeptoren in lebenden Zellen zu verfolgen, indem sie z.B. mit Fluoreszenzproteinen
gekoppelt (Chromobody) werden (Rothbauer et al. 2006). Sie werden auch fur die Prazipitation
von GFP-Fusionsproteinen eingesetzt, um Interaktion mit anderen Proteinen nachzuweisen
(Wang et al. 2016). Des Weiteren kénnen GFP-gekoppelte Proteine auch uber GFP-
Nanobodies in vivo spezifisch ausgeschaltet werden. Hierzu wird der GFP-Nanobody mit
Domanen des Ubiquitin-Signalweges fusioniert und durch die spezifische Bindung an das
GFP-Fusionsprotein wird der proteolytische Abbau induziert (Caussinus et al. 2011). Ein
weiterer wichtiger Anwendungsbereich fur GFP-Nanobodies ist die synthetische Biologie. In
diesem Forschungsbereich ist es aufgrund der modularen Struktur von Rezeptoren méglich,
bestimmte Domanen unterschiedlichster Rezeptoren zu kombinieren, um synthetische
Rezeptoren zu generieren, die in der Natur nicht vorkommen, um sie fir einen bestimmten
Anwendungsbereich zu verwenden (Lienert et al. 2014; Lim & June 2017). Hierdurch kdnnen
spezifisch zellulare Funktionen untersucht, Zellvorgdnge moduliert oder auch Liganden-
gekoppelte Kontrastmittel spezifisch in die Zelle internalisiert werden, um einen Nachweis
dieser Zellen zu ermdglichen (Hymel & Peterson 2012; Eersels et al. 2016). Beispiele fur
synthetische GFP-Nanobody-Rezeptoren sind Synthetic Cytokine Receptors (SyCyRs) oder
Synthetic Notch Receptors (synNotch). Durch SyCyRs wird eine Zytokin-vermittelte
Signaltransduktion in Zellen induziert. Hierzu wurden die extrazellularen Domanen von
Zytokinrezeptoren, unter anderen vom IL-23 Rezeptor und von gp130, durch GFP-Nanobodies
ersetzt. Als synthetischer Ligand wird ein homodimeres GFP-GFP-Fusionsprotein verwendet.
Uber die Bindung des GFP-GFP-Fusionsproteins, an die GFP-Nanobodies, wird bei den
entsprechenden Rezeptoren in diesem Fall eine Homodimerisierung induziert. Dies flhrt zu

einer Aktivierung von intrazellularen Signalwegen, wie z.B. der JAK/STAT-Signalweg. Das
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Besondere hierbei ist, dass durch SyCyRs eine Aktivierung von intrazellularen
Signalmolekulen und Signalwegen induziert wird, die nahezu identisch zu der von den
entsprechenden natirlichen Zytokine ist. Uber dieses System wird somit eine hintergrundfreie
Zytokin-induzierte Signaltransduktion in vitro und in vivo simuliert, ohne das Vorhandensein
der physiologisch vorkommenden Liganden (Engelowski et al. 2018). Durch synNotch, die auf
T-Zellen exprimiert werden, kann spezifisch Uber die Zugabe von GFP die Sekretion von
Zytokinen und die Zelldifferenzierung induziert werden. GFP-gekoppelte Wirkstoffe kdnnen
Uber diese Rezeptoren auch in die Zelle aufgenommen werden. Die Steuerung dieser
Vorgange kann hierbei durch verschiedene intrazellulare Domanen beeinflusst werden
(Roybal et al. 2016). Intrazellulare Doméanen von Rezeptoren haben zusatzlich einen
entscheidenden Einfluss auf die Internalisierungsrate und die Art der Internalisierung, z.B. Uber
das Endozytose- oder das Phagozytosesystem (East & Isacke 2002; Rosales & Uribe-Querol
2017). Daher konnen synthetische Rezeptoren mit einem GFP-Nanobody so generiert werden,
dass eine Anwendung in bildgebenden Verfahren mittels MRT erfolgen kann. Fir die
spezifische Bindung und Aufnahme tber GFP-Nanobody-haltige Rezeptoren kénnten hierflir
z.B. GFP-gekoppelte PFC-NEs verwendet werden, um eine Visualisierung von spezifischen

Zelltypen, z.B. von nicht-phagozytierenden Zellen, Uber "F-MRT zu ermdglichen.

GFP-Nanobody Bindung an GFP

Abbildung 1.5: Bindung des GFP-Nanobodies an GFP. (A) Struktur der Bindung des GFP-Nanobodies (grau)
an GFP (grtn, PDB 30GO). Die Bindung erfolgt Uber die drei CDR-Regionen (rot) des GFP-Nanobodies und 10
Aminosauren von GFP. Weitere Erlauterungen sind in Abschnitt 1.2.1 beschrieben. Die Proteinstruktur wurde
mithilfe von PyMOL erstellt.
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist nicht bekannt, zu welchen Mengen der IL-6/sIL-6R Komplex
vorliegen kann. Das erste Ziel dieser Arbeit ist es daher zu quantifizieren, wie viel IL-6/sIL-6R
Komplex bei physiologisch vorkommenden Mengen an IL-6 und sIL-6R gebildet wird. Fur die
Bestimmung der Komplexmengen wird rekombinantes humanes IL-6 und slL-6R, sowie der
im Blutserum enthaltene endogene sIL-6R verwendet. Zur Simulierung von milden bis hin zu
starken Entzindungsbedingungen werden verschiedene IL-6 Konzentrationen zum sIL-6R
hinzugefugt. Die IL-6/sIL-6R Komplexbildung wird anschliellend mit einem spezifischen ELISA
analysiert. Es sollen Ruckschlisse gewonnen werden, zu welchen Anteilen IL-6 und der
sIL-6R im Komplex vorliegen kénnen, um einen Vergleich mit der Berechnung der
Komplexbildung zu ermdglichen. Ein inhibierender Faktor des Trans-Signalweges ist sgp130.
Daher soll auch bestimmt werden, zu welchen Mengen sgp130 an den IL-6/sIL-6R Komplex
binden kann, um eine Inhibition des Trans-Signalweges zu erméglichen. Dazu wird im
Blutserum enthaltenes endogenes sgp130 oder rekombinantes sgp130Fc verwendet. Bisher
ist es nicht bekannt, zu welchen Anteilen der sIL-6R mit IL-6 in einem Komplex vorliegen kann.
Um diese Fragestellung zu beantworten, wird eine Methode entwickelt, um die
IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexbildung zu analysieren, damit die maximale Bindekapazitat vom
sIL-6R an IL-6 bestimmt werden kann.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll ein System entwickelt werden, mit dem ein zelltypspezifisches
Targeting Gber PFC-NEs und die Detektion der markierten Zellen mittels MRT ermdglicht wird.
Hierzu werden drei verschiedene synthetische Cargo-Internalisierungsrezeptoren (CIR)
generiert, die einen extrazellularen GFP-Nanobody besitzen, Uber den eine spezifische
Bindung von GFP erfolgt. Die CIRs werden zuerst in vitro auf ihre Bindungs- und
Internalisierungseigenschaften an GFP bzw. GFP-gekoppelte Nanopartikeln charakterisiert.
Damit eine Visualisierung von CIR-exprimierenden Zellen GUber MRT erfolgen kann, werden
GFP-gekoppelte PFC-NEs verwendet. Liganden/Rezeptor-Interaktionen flihren in der Regel
zur Aktivierung von zellularen Signalwegen. Daher kdnnte die Bindung von GFP-PFCs an die
CIRs Signalwege aktivieren, was zu einer Veranderung von Zelleigenschaften fuhren konnte.
Um dies fur in vivo Anwendungen auszuschlief3en, wird die Genexpression von murinen pra-
B-Zellen in vitro analysiert, nachdem eine Bindung von GFP-PFCs an die CIRs erfolgte.
AbschlieRend wird fur die Etablierung des Systems eine CIR Knock-in Maus erstellt, um die

Funktionalitat dieses neuen Verfahrens in vivo zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 100 pg/ml
Chloramphenicol Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 34 ug/ml
Hygromycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 1 mg/mi
Puromycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 1,5 pg/mi

2.1.2 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper sind in Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2 aufgelistet.

Tabelle 2.1 Primére Antikorper

Antikorper Hersteller

a-humaner IL-6 (8C9) Monoklonaler Antikdrper aus der Maus (Stocklésung 1
pg/ul). Verwendete Verdinnung 1:1000 fir den in
Abschnitt 3.1.1 beschriebenen IL-6/sIL-6R Komplex-
ELISA. ImmunoTools GmbH.

a-humaner IL-6R (4-11) Monoklonaler Antikérper aus der Maus, Bindung an ein
Epitop der Doméane 1 des hIL-6R (Stocklésung 1 pg/ul).
Verwendete Verdinnung 1:1000 fur das Coating von
ELISA Platten und Western Blots. Herstellung
beschrieben in (Chalaris et al. 2007).

a-humaner IL-6Ra (BAF227) Biotinylierter IgG Antikdrper aus der Ziege (Stocklosung
0,4 pg/ul). Verwendete Verdinnung 1:1000 als
Detektionsantikérper fur ELISA. R&D Systems GmbH,
Minneapolis, USA.

a-Myc (71D10) Monoklonaler 1gG Antikérper aus dem Kaninchen,
Bindung an folgende Aminosauresequenz:
EQKLISEEDL. Verwendete Verdiinnung: 1:100 fir FACS
und 1:1000 fir Western Blots. Cell Signaling Technology,
Danvers, USA.

a-humaner-CD130 Monoklonaler IgG Antikorper aus der Maus (Stocklésung
(gp130 [BR-3)) 1 pg/ul). Verwendete Verdiinnung fur Prazipitation von
endogenem sgp130 aus humanem Blutserum 0,5 ug/50
pl - Protein  A-Agarose Beads. Abcam, Cambridge,
England.
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a-MHC Klasse | Antikérper

Tabelle 2.2: Sekundare Antikorper

W6/32, aus murinen Hybridomauberstanden.
Verwendete Verdinnung fir Immunfluoreszenz 1:10. Zur
Verfligung gestellt von Prof. Dr. N. Koch, Universitat
Bonn.

Antikorper Hersteller
a-Kaninchen 1gG (H+L) Alexa Fluor 488. Polyklonaler IgG Antikérper aus dem
Kaninchen (Stocklésung 2  pg/pl). Verwendete

a-Kaninchen IgG-POD

a-Maus 1gG-POD

a-Maus IgG (H&L)

2.1.3 Chemikalien

Konzentration im FACS: 0,5 pg/ml. Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA.

ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat a-rabbit I1gG
(H+L, Stocklésung 0,8 ug/ul). Verwendete Verdinnung
im Western Blot 1:5000. Thermo Fischer Scientific,
Perbio Science, Waltham, MA, USA.

ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat a-mouse IgG
(H+L, Stocklésung 0,8 ug/ul). Verwendete Verdinnung
im Western Blot 1:5000. Thermo Fischer Scientific,
Perbio Science, Waltham, MA, USA.

Alexa Fluor 594. Polyklonaler IgG Antikdrper aus der
Ziege (Stockldsung 2 ug/pl). Verwendete Verdinnung fiir
Immunfluoreszenz 1:500. Invitrogen, Carlsbad, CA, USA.

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Acrylamid-Mix 30% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Agar AppliChem GmbH, Darmstadt
Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenol-Blau

Bovines Serum Albumin

Complete Protease Inhibitor Cocktail
DAPI

Di-Natriumhydrogenphosphat

Direkt PCR-Tail Lésung

DMEM

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FBS

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Holding GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Peqlab, Erlangen

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Oregon, USA
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Glukose Merck KGaA, Darmstadt
Glycerol Carl Roth GmbH, Darmstadt
Glycin Merck KGaA, Darmstadt
HD Green Intas Science Imaging Instruments, Gottingen
Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Carl Roth GmbH, Darmstadt
Kaliumacetat Merck KGaA, Darmstadt
Kaliumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt
Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt
LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
R-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim
Methanol Merck KGaA, Darmstadt
Mowiol Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt
Natriumfluorid Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumorthovanat Sigma-Aldrich, Steinheim
Nonindet-P40 (NP-40) AppliChem GmbH, Darmstadt
Schwefelsaure AppliChem GmbH, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sucrose Merck KGaA, Darmstadt
Paraformaldehyd Merck KGaA, Darmstadt
Penicillin/Streptomycin GENAXXON Bioscience, Ulm
Percoll Sigma-Aldrich, Steinheim
Phorbol-12-myristat-13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich, Steinheim
POD-Substrat Roche Holding GmbH, Mannheim
Polybren Sigma-Aldrich, Steinheim
Protein A-Agarose Beads Roche Holding GmbH, Mannheim
Sucrose Merck KGaA, Darmstadt
Streptavidin-HRP Ldsung R&D Systems, Wiesbaden
Surfactant P20 GE Healthcare, Freiburg
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Steinheim
Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Triton X-100 Merck KGaA, Darmstadt
Trypan Blue Dye, 0,4% Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
TurboFect Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
Tween-20 Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.4 Enzyme

Alle verwendeten Enzyme (Polymerasen, Restriktionsenzyme, Ligasen etc.) wurden von
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) verwendet.
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2.1.5 Gerite

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 2.4 aufgelistet.

Tabelle 2.4: Verwendete Gerite

Gerat

Hersteller

9.4 T Bruker AVANCEIIl Wide Bore NMR
Spektrometer

Agilent 2100 Bioanalyzer

Biacore X100 Plus

BD FACS Canto Il

Binder COz2-Inkubator 150 (E2) Brutschrank
Gelelektrophoresekammer

Heizbad Julabo sw21

Heizblock: Stuart Block Heater

Heracell VIOS 250i CO2 Inkubator

Heraeus Function Line T6 Trockenschrank
INTAS Chemo Cam Imager

INTAS iX Imager

IVIS Lumina-Il Imaging System
Kuhlschrank

M-110S Microfluidizer
Mini-PROTEAN Tetra System
Neubauer Zahlkammer
NanoDrop ND-2000

Olympus BX61 Mikroskope
Pegstar 2x Twin Block Thermal Cycler
pH-Meter

Pipetus®-Akku

Pipetten

Pumpe fir die Sterilbank

Roller: Stuart roller mixer SRT 9D
Schwingmhle MM 400

Schittler CH-4103

Spannungsquelle Western Blot: Power Pac
300

Scanlaf Mars Safety Class 2

Tecan Infinite M200 PRO Reader

TC10 Automated Cell Counter

Trans-Blot Turbo System

Thermoblock

UV-Tisch

Vortexer

Waage Precisa 100M-300C

Zentrifugen: Centrifuge 5417R
Laborfuge 400R

Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
GE Healtcare, Freiburg

Becton Dickson GmbH, Heidelberg

Binder GmbH, Tuttlingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Julabo GmbH, Seelbach

Bibby Scientific, Staffordshire, England
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Liebherr GmbH, Rostock

Microfluidics Corparation, Newton, MA, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
LO-Laboroptik, Lancing, England

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Olympus Corporation, Tokio, Japan
PEQLAB Ltd, Crableck Lane, UK

WTW, Weilheim

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorf GmbH, Hamburg

HLC BioTech, Géttingen

Bibby Scientific, Staffordshire, England
Retsch GmbH, Haan

INFORS AG, Bottmingen

BioRad Laboratories GmbH, Hercules, USA

Weiss Labortechnik GmbH, Heroldsberg
Tecan GmbH, Maennedorf, Schweiz
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Eppendorf GmbH, Hamburg

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld
IKA Labortechnik GmbH, Staufen
Hartenstein GmbH, Wiirzburg
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus GmbH, Hanau
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2.1.6 GroRenmarker

Fir die GréRRenbestimmung von Proteinen wurde die PageRuler Prestained Protein Ladder
(10-180 kDa) verwendet. Fur die GroRenbestimmung von DNA wurde die GeneRuler Express
DNA Ladder (100-5000 bp) und die GeneRuler 1 kb DNA Ladder (250-10000 bp) von Thermo

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) verwendet.

2.1.7 Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 2.5 aufgelistet.

Tabelle 2.5: Verwendete Kits

Funktion

Hersteller

Detektion von Chemilumineszenz

Synthese von cDNA aus RNA und die
Markierung der cDNA fir die Analyse mittels
Microarray

DNA-Extraktion aus Agarosegelen, Reinigung
von PCR-Produkten, Entfernung von Enzymen
aus Reaktionsansatzen

Kit mit 96-Well Platten und standardisierten
Puffern fir die Detektion von sgp130 und
IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA

Midi-Praparation von Plasmid DNA

RNA-Extraktion aus Ba/F3-Zellen
TopTaqg Master Mix fur Genotypisierungen

Quantifizierung von humanem IL-6

Quantifizierung von humanen |L-6/sIL-6R

Komplexen

Quantifizierung von humanem sgp130

Proliferationsassay

Immobilion Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Millipore Corparation, Billerica, MA,
USA)

Ambion WT Expression und WT Terminal
Labelling Kit (Affymetrix, Freiburg)

NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diren)

DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit2 (DY008,
R&D Systems, Abingdon, UK)

NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diren)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
QIAGEN, Hilden

IL-6 Human ELISA Kit (KHC0061, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA)

Human IL-6/IL-6 Ra Complex DuoSet ELISA
(DY8139, R&D Systems, Abingdon, UK)

Human sgp130 DuoSet ELISA (DY228, R&D
Systems, Abingdon, UK)

CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega
GmbH, Mannheim)
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2.1.8 Kulturmedien
Medien zur Kultivierung von E.coli:

Lysogeny-Broth-(LB)-Medium: 10 g NaCl
10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
Ad 1000 ml dH20
Lysogeny-Broth-(LB)-Platten: 10 g NaCl
10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
20 g Agar
Ad 1000 ml dH20

Zur Selektion von Ampicillin resistenten E.coli-Zellen wurde den Medien 100 pg/ml Ampicillin
nach dem Autoklavieren zugesetzt. Die Zusammensetzung der Medien wurde (Bertani 1951)

entnommen.
Medien zur Kultivierung in der Zellkultur:

DMEM (-/-) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)
High Glucose (4,5 g/l), with stable Glutamine

DMEM (+/+) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)
High Glucose (4,5 g/l), with stable Glutamine, versetzt mit
10%  fotales  Kalberserum  (FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin

Das verwendete DMEM Medium und FCS stammen von Life Technologies, Darmstadt.

Trypsin/EDTA und Penicillin/Streptomycin wurden von Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

bezogen.
2.1.9 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon GmbH,

Ebersberg bezogen und sind in Tabelle 2.6 aufgelistet.

Tabelle 2.6: Verwendete Oligonukleotide

Primer | Sequenz (5° > 3Y)
Rosa26 fw IMG | GCACTTGCTCTCCCAAAGTC
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CMV rev

CIR2 fwd
Rosa26 rev IMG
Neo fw (IMG)
Neo Rv (IMG)
Neo fwd

CIR2 rev

CIR2 Cre 1 fwd
CIR2 Cre 2 rev
pcDNA 3.1 fwd
pMOWs fwd
pcDNA 3.1 rev
pMOWs fwd

2.1.10 Plasmide

Material und Methoden

GGTCATGTACTGGGCATAATGC
TGGTGTCCGACATGGAAATGAACG
GGCGGATCACAAGCAATAAT
TGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGC
CGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAG
GCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG
AGTGGAGGACTCCTGGATTCTGTG
TCTAGAGCCTCTGCTAACCA
ACCAGCTGCACTTGGGATCC
AGGCACAGTCGAGGCTG
AGCCCTTTGTACACCCTAAGC
AGGCACAGTCGAGGCTG
AGCCCTTTGTACACCCTAAGC

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.7 aufgelistet.

Tabelle 2.7: Verwendete Plasmide

Name Beschreibung Referenz
pcDNA3.1(+) Expressionsvektor fur transiente und | Invitrogen (Carlsbad, California,
stabile Proteinexpression in Saugerzellen | USA)
pcDNA3.1-CIR1 | pcDNA3.1(+), dessen Insert fir den | Diese Arbeit
synthetischen CIR1 kodiert
pcDNA3.1-CIR2 | pcDNA3.1(+), dessen Insert fir den | Diese Arbeit
synthetischen CIR2 kodiert
pcDNA3.1-CIR3 | pcDNA3.1(+), dessen Insert fiur den | Diese Arbeit
synthetischen CIR3 kodiert
pMOWS-(puro)- | Expressionsplasmid fur retrovirale | (Ketteler et al. 2002)

GFP

pMOWS-CIR1

pMOWS-CIR2

pMOWS-CIR3

Transduktion von Saugerzellen. Enthalt
Resistenzgene fir die Selektion mittels
Ampicillin und Puromycin

pMOWS, dessen |Insert fir den | Diese Arbeit
synthetischen CIR1 kodiert
pMOWS, dessen Insert fur den | Diese Arbeit
synthetischen CIR2 kodiert
pMOWS, dessen |Insert fir den | Diese Arbeit

synthetischen CIR3 kodiert
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pZDonor- Expressionsvektor fir die Generierung | (Kasparek et al. 2014)
Bluerflirt einer transgenen Knock-in Maus, dessen

Insert fur Blue Fluorescent Protein (BFP)

kodiert

pZDonor-CIR2 | Expressionsvektor flr die Generierung | Diese Arbeit
einer transgenen Knock-in Maus, dessen
Insert fir CIR2 kodiert

2.1.11 Programme und Internetseiten

In dieser Arbeit wurden folgende Programme und Internetseiten verwendet:

Amira Software (FEI, Thermo Fisher Scientific, Oregon, USA
Biacore X100 Evaluation Software Version 2.0.1 (GE Healthcare, Freiburg)
Caliper Software (Caliper Life Science, Hopkinton, MA, USA)
ChemosStar Professional (INTAS, Géttingen)

EndNote X7 (Thomas Reuter, Carlsbad, CA, USA)
Expression Console Software (Affymetrix, Freiburg)

Flowing Software 2 (Turku Bioimaging, Turku, Finnland)
GraphPad Prism (GraphPad, La Jolla, CA, USA)
http://www.genome.jp/tools/clustalw/

Microsoft Office 2013

pDRAW32 DNA Analysis Software

PyMOL (Richardson Lab, Duke University, NC, USA)
Software FCS4Express (De Novo Software, CA, USA)

Transcriptome Analysis Console 3.0 (Affymetrix, Freiburg)

2.1.12 Puffer und Lésungen
In dieser Arbeit wurden folgende Puffer und Lésungen verwendet:

Blocking Puffer, Milch 5% Milchpulver in TBS-T
(Western Blot)

Blocking Puffer, BSA 5% BSA in TBS-T
(Western Blot)

Blocking Puffer 5% Sucrose
(ELISA) 1% BSA
in PBS
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DNA-Probenpuffer 6x 30% (m/V) Glycerol in TAE-Puffer
fur Agarosegele 50 mM EDTA
0,25% Organge-G

FACS-Puffer 0,5% BSA in TBS-T
Lammli-Puffer 5x 10% (m/V) SDS
(SDS-PAGE) 5% (m/V) B-Mercaptoethanol

50% (m/V/) Glycerol
125 mM Tris-HCL (pH 6,8)

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Gewebelysispuffer 50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
2 mM EDTA
2 mM NaF
1 mM NasVO4
1% (V/V) Nonidet P40
1% (V/V) Triton X-100

1 Tablette Complete Protease Inhibitor Cocktail

HBS-P* Puffer 10 mM HEPES (pH 7,4)
150 mM NaCl
0,05% (V/V) surfactant P20

Mild Lysis Puffer 150 mM Nacl
2 mM EDTA
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1% (m/V) Triton X-100
1% (m/V) NP-40
1 mM NaszVO4
1 mM NaF
1 Tablette Complete Protease Inhibitor Cocktail

Paraformaldehyd (PFA) 1% (m/V) Paraformaldehyd
in PBS
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Phosphate Buffered Saline

(PBS)

PBS-T

Sammelgelpuffer

SDS-Laufpuffer
(SDS-PAGE)

S1-Puffer
(DNA Mini-Praparation)

S2-Puffer
(DNA Mini-Praparation)

S3-Puffer
(DNA Mini-Praparation)

Stripping Puffer
(Western Blot)

TAE-Puffer

Material und Methoden

1,5 mM KHoPO,4

2,7 mM KCl

8,1 mM Na,HPO,

137 mM NaCl (pH 7,4)

0,05% (V/V) Tween-20 in PBS

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,4% (m/V) SDS

25 mM Tris-HCI (pH 8,3)
192 nM Glycin
0,1 % (m/V) SDS

50 mM Glukose

25 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM EDTA (pH 8,0)
100 mM RNAse
Gelagert bei 4°C

200 mM NaOH
1% (m/V) SDS

60 ml 5 M Kaliumacetat

11,5 ml 99,9%ige Essigsaure
28,5 ml H.0

Gelagert bei 4°C

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% (m/V) SDS
0,1% B-Mercaptoethanol

40 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA

0,2 M Essigsaure

ad 1000 ml H.0
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Transferpuffer 250 mM Tris-HCI (pH 8,0)
192 mM Glycerin
0,01% (m/V) SDS
20% Methanol

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI (pH 8,0)
0,4% SDS
Tris Buffered Saline (TBS) 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl
TBS-T 0,05% (V/V) Tween-20 in PBS

2.1.13 Rekombinante Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine sind in Tabelle 2.8 aufgelistet.

Tabelle 2.8: Verwendete rekombinanten Proteine

Proteine Herkunft

IL-6 Conaris Research Institute AG, Kiel

sIL-6R Conaris Research Institute AG, Kiel

Hyper-IL-6 Conaris Research Institute AG, Kiel

Sgp130Fc Conaris Research Institute AG, Kiel

GFP Hergestellt im Institut fur Biochemie und
Molekularbiologie Il, medizinische Fakultat,

Heinrich-Heine-Universitat  Dusseldorf  (s.
Abschnitt 2.2.2.4).

VHHG6 Hergestellt im Institut fur Biochemie und
Molekularbiologie IlI, medizinische Fakultat,
Heinrich-Heine-Universitat Duisseldorf.
Beschrieben in (Adams et al. 2017).
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2.1.14 Verbrauchsmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2.9 aufgelistet.

Tabelle 2.9: Verwendete Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterial

Hersteller

5 mm Stahlkugel (Stainless Steel Beads)

Aldehyde/Sulfate Latex-Beads 20 nm, 100 nm
und 4 ym Durchmesser (4% w/v)

BD Falcon 5ml Polystyrene Round-Bottom
Tube

BD-Falcon Cell Strainer (Nylonsieb mit 40 uM
Siebdurchmesser)

BD Vacutainer 6 ml Serum/CAT Blood
Collection Tubes (13 x 100 mm)

Biacore Sensor Chip CM5
Einmalspitzen

Eppendorf Tubes (1,5 und 2 ml)

Falcon Réhrchen (15 und 50 ml)
Handschuhe Nitra-Tex

Kryoréhrchen

Mikrotiterplatte ELISA (96-Well)
PCR-Reaktionsgefalie
PVDF-Membran (Porengrdf3e 0,45 um)
Safety-Multifly-Kanule (0,8 x 19 mm)
Sterilpipetten Costar Stripette

TC10 System Counting Slides Dual Chamber
Zellkulturschalen

Whatman-Papier

2.1.15 Zelllinien

Qiagen, Hilden
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BD Bioscience Discovery Labware, Bedford,
MA, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

BD Bioscience Discovery Labware, Bedford,
MA, USA

GE Healthcare, Freiburg

B.Braun, Melsungen

Eppendorf AG, Hamburg

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Ansell Healthcare, Brissel, Belgien
VWR, Randor, USA

Nunc A/S, Roskilde, Danemark
Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH + Co, KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co, KG, Nuimbrecht
Corning Incorporated, Coming, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
TPP, Trasadingen, Schweiz

VWR International GmbH, Darmstadt

Der in dieser Arbeit verwendete E.coli-Stamm ist in Tabelle 2.10 aufgelistet.

Tabelle 2.10: Verwendeter E.coli-Stamm

Stamm Genotyp

XL-1 Blue

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,

relA1, lac [F'proAB laclqZAM15 Tn10 (TetR)]
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Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2.11 aufgelistet.

Tabelle 2.11: Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Beschreibung

Ba/F3-gp130

Ba/F3-gp130-IL-6R

Ba/F3-gp130-CIR1

Ba/F3-g130-CIR2

Ba/F3-gp130-CIR3

COs-7

CHO-K1

CHO-K1-CIR1

CHO-K1-CIR2

CHO-K1-CIR3

Phonix-Eco

Murine pra-B-Zelllinie, die mit der cDNA fir humanes gp130
stabil transduziert wurde. Beschrieben in (Fischer et al.
1997). Die Proliferation der Zelllinie ist abhangig von
humanem IL-6 und I&slichem IL-6R bzw. Hyper-IL-6.

Ba/F3-gp130-Zellen wurden stabil mit der cDNA fir den
humanen IL-6R transduziert. Beschrieben in Vollmer et al.,
1999. Konnen in Abhangigkeit von humanem IL-6 und
I6slichem IL-6R bzw. Hyper-IL-6 wachsen. Ursprung:
Masterarbeit Paul Baran 2013.

Ba/F3-gp130 Zellen, die in dieser Arbeit stabil mit der cDNA
fur den synthetischen CIR1 Rezeptor transduziert wurden.
Kénnen in Abhangigkeit von humanem IL-6 und I&slichem
IL-6R bzw. Hyper-IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130 Zellen, die in dieser Arbeit stabil mit der cDNA
fir den synthetischen CIR2 Rezeptor transduziert wurden.
Kdénnen in Abhangigkeit von humanem IL-6 und I&slichem
IL-6R bzw. Hyper-IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130 Zellen, die in dieser Arbeit stabil mit der cDNA
fur den synthetischen CIR3 Rezeptor transduziert wurden.
Kénnen in Abhangigkeit von humanem IL-6 und I&slichem
IL-6R bzw. Hyper-IL-6 wachsen.

SV40-transformierte Nierenfibroblasten aus der grinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops, ATCC-Nummer: CRL-
1651).

Ovarien Zellen, die aus einer Biopsie der Ovarien eines
adulten chinesischen Hamsters aus dem Jahr 1957
stammen und immortalisiert wurden (DSMZ, Braunschweig,
ACC 110).

CHO-K1 Zellen, die stabil mit der cDNA fir den
synthetischen CIR1 Rezeptor transfiziert wurden. Zur
Verfigung gestellt von Pascal Bouvain (Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf).

CHO-K1 Zellen, die stabil mit der cDNA fur den
synthetischen CIR2 Rezeptor transfiziert wurden. Zur
Verflgung gestellt von Pascal Bouvain (Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf).

CHO-K1 Zellen, die stabil mit der cDNA fur den
synthetischen CIR3 Rezeptor transfiziert wurden. Zur
Verfugung gestellt von Pascal Bouvain (Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf).

Verpackungszelllinie (HEK293T), stabil transfiziert mit einer
cDNA die Antigen, Hillenprotein und Polymerase fir
Ecotrope murine Retroviren kodiert (Ketteler et al. 2002). Zur
Verflgung gestellt von Garry P. Nolan (Stanford University,
Palo Alto, CA, USA).
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2211 Bakterienkultivierung
Bakterienzellen wurden bei 37°C in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten kultiviert. Zur
entsprechenden Selektion der Bakterienzellen wurde dem LB-Medium bzw. Agar-Platten 100
pa/ml Ampicillin zugesetzt. Flussigkulturen wurden auf einem Schittler bei 900 rpm kultiviert,
damit eine gute Sauerstoffversorgung gewahrleistet wird. Die Kultivierung von LB-Agar-Platten

erfolgte im Inkubator.

2.21.2 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen
DNA- und RNA-Konzentrationen wurden spektrometrisch unter Verwendung eines NanoDrop
ND-2000 bestimmt. Zur Reinheitsbestimmung der DNA wurde das Absorptionsverhaltnis
A260/280 und A230/260 bestimmt, wobei flir eine saubere DNA-Probe die Werte zwischen 1,8

und 2,0 als angemessen galten. Bei RNA war das Verhaltnis von ca. 2,0 angemessen.

2213 DNA-Gelelektrophorese
DNA-Fragmente wurden unter Verwendung von Agarosegelen (1-2% in Abhangigkeit zur
Grofle der DNA-Fragmente) in horizontalen Elektrophoresekammern der GrofRe nach
voneinander getrennt und nachgewiesen. 100 ml TAE-Puffer wurden mit der entsprechenden
Menge Agarose in der Mikrowelle aufgekocht und mit 2,5 yl HD Green zugesetzt. Vor dem
Laden der DNA auf Agarosegele, wurde die aufgekochte Agarose auf einen Schlitten
gegossen, erkalten lassen und die Probe wurde mit DNA-Ladepuffer (6x) versetzt. Bei einer
Spannung von 100 V wurde die Gelelektrophorese durchgeflihrt und die Dokumentation der

Gele erfolgte unter Verwendung eines INTAS iX Imager.

2.21.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen
Zur lIsolierung von DNA, die mittels Restriktionsenzyme fragmentiert wurde, wurde die
verwendete Probe, wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben, mittels Gelelektrophorese der Gréle
nach voneinander getrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente wurden auf einem UV-
Tisch bei einer Wellenldnge von 365 nm visualisiert. Im Anschluss wurden die Fragmente
sauber mit einem Skalpell aus dem Agarosegel isoliert und in ein 2 ml Reaktionsgefal®
Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente mit dem Kit NucleoSpin Extract Il isoliert

und gereinigt.

2.21.5 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA
Der linearisierten Plasmid-DNA wurde 1 U Fast-AP im entsprechenden Puffer zugegeben,

damit eine Ligation des 5‘- und 3‘-Endes vermieden wurde. Die Dephosphorylierung der
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Plasmid-DNA erfolgte bei 37°C fir 30 min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DNA-
Ladepuffer (6x) abgestoppt.

2.21.6 Enzymatische Spaltung von DNA

Restriktionsenzyme wurden verwendet, um eine Spaltung bzw. Fragmentierung bei Plasmid-
DNA und PCR-Produkten durchzufihren. 10 ug Plasmid-DNA wurden flr Klonierungen
verwendet und mit 10 U des entsprechenden Restriktionsenzyms, im vorgegebenen
Reaktionspuffer, versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 50 ul mit dH,O aufgefillt. Hierbei
erfolgte die Spaltung der DNA bei 37°C Uber Nacht und die Reaktion wurde am Folgetag durch
Zugabe von DNA-Ladepuffer (6x) gestoppt. Wie in Abschnitt 2.2.1.3 und Abschnitt 2.2.1.4
beschrieben, wurde die DNA elektrophoretisch der GroRe nach voneinander getrennt und
isoliert. Bei PCR-Produkten, die fur eine Ligation (s. Abschnitt 2.2.1.8) vorgesehen waren,
wurde analog verfahren.

Fur analytische Arbeiten wurde 1 pg Plasmid-DNA aus einer Mini-Praparation in einem
Gesamtvolumen von 10 pl verwendet. Die Inkubation mit Restriktionsenzymen erfolgte fur
mindestens 2 h oder Uber Nacht bei 37°C. Wenn die Verwendung von zwei
Restriktionsenzymen zeitgleich notwendig war, wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer

verwendet, bei dem die hochste Aktivitat beider Restriktionsenzyme vorliegt.

2.21.7 Herstellung eines pMOWSs-Vektors fiir retrovirale Transduktion
Fir alle retroviralen Transduktionen von Ba/F3-gp130-Zellen mussten die entsprechenden
cDNAs in pMOWSs-Vektoren subkloniert werden. Hierzu wurden 10 pg Plasmid-DNA pMOWs-
(Puromycin)-GFP oder pMOWs-(Hygromycin)-GFP (Ketteler et al. 2002) verwendet und mit 5
U BamHI und 5 U EcoNlI, sowie mit der entsprechenden Menge BamHI-Puffer, versetzt und
fur 3 h bei 37°C inkubiert. Dieser Schritt war notwendig, um die in den Plasmiden enthaltene
cDNA fir GFP herauszuschneiden. Die Restriktionsenzyme wurden im Anschluss fur 20 min
bei 95°C hitzeinaktiviert. Die Spaltprodukte wurden mittels Gelelektrophorese (s. Abschnitt
2.2.1.3) auf einem 1%igen Agarosegel der Grof3e nach voneinander getrennt. Von den beiden
visualisierten Fragmenten wurde das mit der GrdRe von 5721 bp isoliert und gereinigt.
Darauffolgend wurde vom isolierten Fragment 25 pl mit 3 pl 10x Klenow-Puffer, 0,5 yl 2 mM
dNTP-Mix und 5 U Klenow-Fragment versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 30 pl mit dH20
aufgefullt. Die Reaktion mit dem Klenow-Fragment erfolgte fir 10 min bei 37°C und
anschlieRend erfolgte eine Hitzeinaktivierung fur 10 min bei 95°C. Um eine Religation des
Fragmentes zu verhindern, wurde eine Dephosphorylierung der 5- und 3'-DNA-Enden
durchgefihrt (s. Abschnitt 2.2.1.5). Die flr die Subklonierung entsprechenden Inserts wurden
mittels Pmel (Mssl) Behandlung enzymatisch gespalten. Dieser Vorgang, sowie die
Verwendung des Klenow-Fragmentes fur die linearisierten pMOWSs-Vektoren, fihrt zu glatten

Enden der DNA, sogenannte blunt ends, wodurch eine Ligation des Inserts in die pMOWs-
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Vektoren ermdglicht wird (s. Abschnitt 2.2.1.8). Im Anschluss wurde eine Testspaltung mit
einem Restriktionsenzym durchgefiihrt, damit die richtige Orientierung des Inserts Uberprift
werden konnte. Hierbei wurde darauf geachtet, dass das Restriktionsenzym jeweils einmal im
Vektor und im Insert schneidet. AbschlielRend erfolgte die Sequenzierung der Plasmide bei
Seqlab-Sequence Laboratories Géttingen GmbH. Hierzu wurden die Primer ,pMOWS fwd oder
rev‘ verwendetet (s. Abschnitt 2.1.9, Tabelle 2.6)

2218 Ligation von DNA-Fragmenten
Um eine Ligation von sticky-end-Klonierungen durchzuflihren, wurde das enzymatisch
gespaltene Insert in einem 3:1 Verhaltnis zum linearisierten und dephosphorylierten Zielvektor
eingesetzt, zusammen mit 1 U T4 Ligase im entsprechenden Reaktionspuffer und mit dH-O
auf 20 pl aufgeflllt. Die Inkubation der Ligation erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur. Bei blunt-
end Ligationen wurde 2 U T4 Ligase und 2 pl einer 50%igen (m/v) PEG4000-Lésung

eingesetzt. Die Inkubation der Reaktion erfolgte Uber Nacht bei 4°C.

2219 Midi-Praparation von Plasmid-DNA
Fir die Isolierung von gréeren Mengen an Plasmid-DNA wurden 100 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt und mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte
angeimpft. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 37°C bei 120 rpm in einem Schittler. Am
darauffolgenden Tag wurde die Bakterienkultur bei 4000 rpm, 4°C fir 10 min pelletiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und es erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA
unter Verwendung des Kits NucleoBond Xtra Midi, nach Herstellerangaben. Abschlieend
wurde die Plasmid-DNA in 100 pl geldst und die DNA-Konzentration wurde, wie in Abschnitt

2.2.1.2 beschrieben, bestimmt.

2.2.1.10 Mini-Praparation von Plasmid-DNA
Far die Isolierung von kleineren Mengen von Plasmid-DNA wurden 2 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt und mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte
angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 900-1000 rpm Uber Nacht bei 37°C in einem Schuttler.
Am darauffolgenden Tag wurde die Bakterienkultur mittels Zentrifugation pelletiert (13000 rpm,
5 min, 4°C) und der Uberstand wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde im Anschluss in
100 pl S1-Puffer resuspendiert und im Anschluss wurden 200 pl S2-Puffer zugegeben. Nach
vier bis sechsmaligen invertieren des Reaktionsgefélles erfolgte die Zugabe von 150 pl
eiskaltem S3-Puffer und eine Inkubation der Suspension fir 10 min auf Eis. Die Suspension
wurde im Anschluss bei 13000 rpm fir 10 min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues 2 ml Reaktionsgefal® uberfihrt, mit 900 pl eiskaltem 100%igen Ethanol versetzt und
gevortext. Nach anschlieRender Zentrifugation (13000 rpm, 15 min, 4°C) wurde die pelletierte
DNA mit 500 pl 70%igen Ethanol gewaschen (13000 rpm, 5 min, 4°C), der Uberstand wurde
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verworfen, das DNA-Pellet bei 30°C getrocknet und zum Abschluss in 20 pl dH2O

resuspendiert. Die DNA-Konzentration wurde, wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben, bestimmt.

2.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)
Um DNA-Sequenzen spezifisch zu amplifizieren, wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
verwendet. Dies wurde unter Verwendung eines PCR-Thermal Cyclers durchgefihrt. Fur
nachfolgende Klonierungen wurde die Pfu-Polymerase, aufgrund der 3° zu 5
Korrekturlesefunktion (proof-reading), verwendet. Fur die PCR-Reaktion wurde zwischen 100-
900 ng Plasmid-DNA als Template verwendet, zusammen mit jeweils 10 uM 5°'- und 3'-Primer,
5 pl 10x Pfu-Polymerase-Puffer mit MgSOs (20 mM), 10 mM dNTP-Mix und 1 U Pfu-

Polymerase.

Fir die PCR wurde folgendes Programm verwendet:

95°C 3 min
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 55°C 30 sec 35 Zyklen
Elongation 72°C 2 min/kb

72°C 10 min

4°C o0

Die Annealing-Temperatur, als auch die Elongationszeit, wurde entsprechend des GC-

Gehaltes der Primer und nach Lange des Fragmentes angepasst.

2.21.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Um zu gewahrleisten, dass die DNA-Sequenz von selbst klonierten und amplifizierten
Plasmiden vollstandig mit der geplanten Sequenz Ubereinstimmt, wurden eine Sequenzierung
bei der Firma Seqlab-Sequence Laboratories Géttingen GmbH durchgefihrt. Hierzu wurde fir
pcDNA.3.1-Plasmide die Primer ,pcDNA3.1 fwd oder rev* und fir pMOWs-Plasmide die Primer
,PMOWSs fwd oder rev“ verwendet (s. Abschnitt 2.1.9, Tabelle 2.6).

2.2.1.13 Transformation von E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA
Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden 30 ul chemisch kompetente XL-1 Blue E.coli
Zellen verwendet. Das Auftauen der Zellen erfolgte flir 15 min auf Eis, mit anschlieRender
Zugabe von 1 pl Plasmid-DNA bei Retransformationen oder mit 1-5 yl bei Ligationsansatzen
und 5 min Inkubation auf Eis. Darauf erfolgte ein Hitzeschock fir 45 sec bei 42°C, mit
darauffolgender Zugabe von 500 ul aufgewarmten LB-Medium (ohne Antibiotikum) und eine
Inkubation von 1 h bei 37°C im Thermoblock (900-1000 rpm). Zuletzt wurden 50-500 ul
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Bakteriensuspension auf eine LB-Agar-Platte (mit entsprechendem Antibiotikum) ausplattiert
und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2221 Bestimmung des Gesamtproteingehalts mittels BCA
Ein BCA Protein Assay Kit von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) wurde laut
Herstellerangaben fir die Bestimmung des Gesamtproteingehalts von Zelllysaten verwendet.
Dies erfolgte durch eine Doppelbestimmung von Proben die in einem 1:10 oder 1:20 Verhaltnis
mit Wasser verdiinnt wurden. Jeweils 25 pl/Well Probe wurde auf eine 96-Well-Mikrotitterplatte
aufgetragen. Verschiedene BSA-Konzentrationen wurden laut Herstellerangaben als
Eichgerade verwendet. Nach Zugabe von Reagenz A und B, gemischt in einem 50:1
Verhaltnis, erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei 37°C. AbschlieRend wurde die Absorption
bei 562 nm mittels Infinite M200 PRO Reader bestimmt. Anhand der BSA Eichgerade wurde

die Proteinkonzentration bestimmt.

2222 Durchflusszytometrie

Um die Expression von Zelloberflachenproteinen, als auch die Bindung bzw. Internalisierung
von GFP, nachzuweisen, wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Der Nachweis der
Oberflachenproteinexpression von Proteinen und der Bindung bzw. Internalisierung von GFP
wurde mit transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen (s. Abschnitt 2.2.3.6) und mit transient
transfizierten COS-7 Zellen (s. Abschnitt 2.2.3.5) durchgeflhrt.

Adhéarente COS-7 Zellen wurden mit PBS/2,5 mM EDTA abgel6st, zentrifugiert (1200 rpm,
Raumtemperatur) und in PBS resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahl pro ml bestimmt
(s. Abschnitt 2.2.3.8). Analog dazu wurden Ba/F3-gp130 Zellen zentrifugiert (1500 rpm,
Raumtemperatur), in PBS resuspendiert und die Zellzahl pro ml wurde bestimmt (s. Abschnitt
2.2.3.8).

Fur den Nachweis von Zelloberflachenproteinen wurden jeweils 5 x 10° Zellen eingesetzt,
einmal in PBS gewaschen und zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, Raumtemperatur). Folgend
wurden die Zellen mit 500 pl FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (300 g, 5 min, 4°C).
Das Zellpellet wurde im Anschluss in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und mit dem
entsprechenden a-Myc-Tag Primarantikdrper (71D10) in einem 1:100 Verhaltnis fir 1 h auf Eis
inkubiert. Um nicht gebundenen Primarantikdrper zu entfernen, wurden die Proben
anschlieftend dreimal mit 500 ul FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (300 g, 5 min, 4°C).
Das Zellpellet wurde wieder in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und unter Lichtausschluss
mit 0,5 pg/ml sekundarem Antikorper (Alexa-Fluor 488, a-rabbit) fur 1 h auf Eis inkubiert. Um

tote Zellen bei der Analyse auszuschlieften, wurden die Proben mit DAPI (Endkonzentration 1
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pg/ml) gefarbt. Folgend wurden die Zellen dreimal mit 500 ul FACS-Puffer gewaschen (300 g,
5 min, 4°C), in 500 ul FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Rdhrchen (BD Falcon 5 ml
Polystyrene Round Bottom Tube) Uberfihrt.

Um die Bindung bzw. Internalisierung von GFP zu untersuchen, wurden 1 x 10° Zellen in 1ml
DMEM-/- mit 1 yg/ml GFP fur 5-180 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben
zentrifugiert (300 g, 5 min, 4°C) und dreimal mit eiskaltem FACS-Puffer gewaschen. Das
Zellpellet wurde in 500 pyl FACS Puffer aufgenommen und in FACS-Réhrchen Uberfiihrt. Die
Analyse der Zellen wurde mit einem BD FACS Canto Il durchgeftihrt und die Auswertung der

Daten erfolgte mit der Flowing Software 2 oder FCS4Express.
2223 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

2.2.2.3.1 Interleukin-6 Rezeptor ELISA

Fur die quantitative Bestimmung von rekombinantem slL-6R, sowie endogenem slL-6R, wurde
ein sogenannter Sandwich ELISA verwendet. Hierzu wurde im ersten Schritt der
Primarantikérper gegen den humanen IL-6R (4-11, Stocklésung 1 pg/ul) in PBS verdinnt
(1:1000) und jeweils 50 pl/Well wurden auf eine 96-Well-Mikrotitterplatte pipettiert. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Nicht gebundener Primarantikérper
wurde am folgenden Tag durch dreimaliges Waschen mit je 200 yl/Well PBS-T entfernt und
Uber eine zweistlindige Inkubation (Raumtemperatur) mit 200 pl/Well Blocking Puffer wurden
nicht besetzte Bindungsstellen abgesattigt. AnschlieRend wurden die entsprechenden Wells
dreimal mit PBS-T gewaschen und Proben wurden direkt, oder in 1% BSA in PBS verdinnt,
aufgetragen. Um eine Quantifizierung der Proben durchfuhren zu kdnnen, wurde ein Standard,
bestehend aus rekombinantem slIL-6R, mit aufgetragen. Fir die Standardreihe wurden
Konzentrationen in einer Verdiinnungsreihe von 1:1 (2000 pg/ml bis 31,25 pg/ml) verwendet.
Proben wurden fir 2 h bei Raumtemperatur auf der 96-Mikrotitterplatte inkubiert und nicht
gebundenes Protein wurde im Anschluss durch drei Waschschritte mit 200 pl/Well PBS-T
entfernt. AnschlielRend erfolgte die Zugabe von 50 pl/Well des Detektionsantikorpers BAF227
(Stocklésung 0,4 pg/ul, 1:1000 verdinnt in 1% BSA in PBS) und eine Inkubation von 2 h bei
Raumtemperatur. Nicht gebundener Detektionsantikorper wurde durch dreimaliges Waschen
mit 200 pl/Well PBS-T entfernt und 100 ul/Well Streptavidin-POD Lésung (1:200 verdinnt in
1% BSA in PBS) wurde aufgetragen. Nach einer Inkubation von 30-45 min unter
Lichtausschluss und bei Raumtemperatur erfolgte ein dreimaliges Waschen mit 200 pl/Well
PBS-T. Abschlielliend wurden 75 ul POD-Substrat pro Well aufgetragen und flir maximal 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 75 pl/Well 1,8 M H,SO,4 wurde die
Reaktion gestoppt. Die Messung erfolgte kolorimetrisch an einem Infinite M200 PRO Reader
bei 450 nm.
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2.2.2.3.2 IL-6 ELISA
Die Quantifizierung von humanem IL-6 in Blutserum erfolgte unter Verwendung des IL-6
Human ELISA Kits (KHC0061) nach Herstellerangaben. Die Messung erfolgte kolorimetrisch
an einem Infinite M200 PRO Reader bei 450 nm.

2.2.2.3.3 IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA

Die Menge an humanen IL-6/sIL-6R Komplexen wurde unter Verwendung des Human
IL-6/IL-6Ra Complex DuoSet ELISA Kits (DY8139) nach Herstellerangaben quantifiziert. Das
ELISA Kit wurde in Kombination mit dem DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2 (DY008)
verwendet, indem die 96-Wells, sowie standardisierte Puffer fur die Versuchsdurchfiihrung
enthalten waren. Entsprechende Mengen an rekombinantem IL-6 und sIL-6R wurden in 1 ml
1% BSA in PBS kombiniert und die Inkubation erfolgte flir 1 h bei Raumtemperatur unter
standiger Durchmischung. Fir die Analyse von IL-6/sIL-6R Komplexen, mit rekombinantem
IL-6 und endogenem sIL-6R, wurden 500 pl Serum mit einer entsprechenden Menge an IL-6
versetzt und fur 1 h bei Raumtemperatur unter standiger Durchmischung inkubiert.
AnschlieRend wurde 100 ul Proben pro Well aufgetragen und analysiert. Die Inkubation des
Substrates erfolgte fur maximal 20 min bei Raumtemperatur, bevor die Reaktion durch Zugabe
der Stop-Solution gestoppt wurde. Die Messung erfolgte kolorimetrisch an einem Infinite M200
PRO Reader bei 450 nm.

2.2.2.3.4 Sgp130 ELISA
Fir die Quantifizierung von humanem endogenen sgp130 wurde das Human sgp130 DuoSet
ELISA Kit (DY228) nach Herstellerangaben verwendet. Das ELISA Kit wurde in Kombination
mit dem DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2 (DY008) verwendet, indem die 96-Wells, sowie
standardisierte Puffer fur die Versuchsdurchfiihrung enthalten waren. Die Messung erfolgte
kolorimetrisch an einem Infinite M200 PRO Reader bei 450 nm.

2224 Expression und Reinigung von GFP
Fir die Expression von rekombinantem Green Fluorescent Protein (GFP) wurde der E.coli
Stamm BL21-pLysS verwendet, der mit der pQE-GFP Plasmid-DNA transformiert (s. Abschnitt
2.2.1.13) wurde. Hierzu wurden zwei Liter LB-Medium (mit 100 ug/ml Ampicilin und 34 ug/ml
Chloramphenicol) mit den transformierten BL21-pLysS E.coli angeimpft und unter 120 rpm bei
37°C inkubiert, bis eine ODsoonm von 0,6-0,9 vorlag. Anschlieend wurden der
Bakteriensuspension 1 mM IPTG hinzugefligt, wodurch die Proteinexpression induziert wurde.
Die Bakterienzellen wurden nach 5 h Inkubation bei 37°C geerntet (5000 g, 30 min, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet wurde in PBS resuspendiert und der
Zellaufschluss erfolgte mechanisch mittels M-110S Microfluidizer. Die Lysate wurden

zentrifugiert (20000 g, 20 min, 4°C), um Zelltrimmer zu entfernen. Aus dem Uberstand wurde
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das GFP gereinigt. Aufgrund des Vorhandseins einer C-terminalen Hexa-Histidine Sequenz

im GFP wurde die Reinigung mittels Affinitatschromatographie (IMAC) durchgeflhrt.

2.2.2.5 Isolierung von humanem Blutserum

Fir die Isolierung von humanem Blutserum wurde gesunden und freiwilligen Probanden
Vollblut entnommen. Die Blutentnahme erfolgte durch arztliches oder arztlich geschultes
Personal, indem eine Venenpunktion mit einer Safety-Multifly-Kantle durchgefiihrt wurde. Die
Isolierung des Serums erfolgte, indem das BD Vacutainer System mit CAT Blood Collection
Roéhrchen verwendet wurde. Nachdem das Vollblut in die Réhrchen eingeflossen war, wurde
es flnf bis sechsmal invertiert und flr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde
der Serumanteil mittels Zentrifugation isoliert (1300 g, 10 min, 4°C), von den festen
Blutbestandteilen (Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten) isoliert und in fllissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung des Serums erfolgte bei -80°C, bis es flir Versuche
verwendet wurde. Alle Probanden haben im Vorfeld eine Probandeninformation gelesen und
eine Probandeneinwilligungserklarung unterschrieben. Die Isolierung und Verwendung von
humanem Serum wurde zuvor von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat genehmigt (Studiennummer: 5829R; Registrierungs-ID: 2017-03-
4162).

2.2.2.6 Isolierung von endogenem sgp130 aus humanen Serum

Fir die Isolierung von endogenem sgp130 aus Serum wurde eine Immunprazipitation
durchgefuhrt. Hierzu wurden 20 ml Serum von einem gesunden Probanden isoliert (s.
Abschnitt 2.2.2.5) und in je zwei Fraktionen von 10 ml aufgeteilt (s. Abbildung 3.8). Fir die
Prazipitation wurde pro ml Serum jeweils 50 yl Protein A-Agarose Beads (Gesamtvolumen
500 pl) eingesetzt, die am Vortag viermal in 1 ml PBS gewaschen (300 g, 5 min, 4°C) wurden.
Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen und die Protein A-Agarose Beads wurden in 1,5
ml PBS resuspendiert. Dann erfolgte die Zugabe von 0,5 pug a-humaner-gp130 Antikorper
(BR-3) pro 50 pl Beads und der Ansatz inkubierte Uber Nacht bei 4°C bei standiger
Durchmischung. Am folgenden Tag wurde ungebundener Antikdrper durch viermaliges
Waschen entfernt (300 g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen, die gekoppelten
Protein A-Agarose Beads wurden in 10 ml Serum resuspendiert und fir 4 h bei 4°C unter
standiger Durchmischung inkubiert, damit das endogene sgp130 an die gekoppelten Beads
binden konnte. AbschlieBend wurde das Serum von den gekoppelten Protein A-Agarose
Beads mittels Zentrifugation getrennt (300 g, 10 min, 4°C). Die Konzentrationen von sgp130
und sIL-6R wurden mittels ELISA im sgp130-depletierten und -enthaltenden Serum bestimmt
(s. Abschnitt 2.2.2.3).

49



Material und Methoden

2227 Kopplung von GFP an Latex-Beads
Aldehyd-Sulfate Latex-Beads mit unterschiedlichen Durchmessern von 20 nm, 100 nm und 4
pm, wurden fur die Kopplung mit GFP verwendet. Hierzu wurden 40 ug GFP in 500 pl PBS mit
100 pl Latex-Beads Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde dem
Reaktionsansatz 1 ml 5% BSA in PBS hinzugefugt und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert,
um reaktive Aldehydgruppen abzusattigen. AnschlieRend wurden die Beads zentrifugiert (20
nm: 16000 g, 30 min, 4°C; 100 nm: 16000 g, 20 min, 4°C; 4 ym: 2000 g, 5 min, 4°C) und der
Uberstand wurde verworfen. Die gekoppelten Latex-Beads wurden zweimal mit 1 ml 1% BSA
in PBS und zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und in 600 pl PBS aufgenommen. Die
gekoppelten GFP-Latex-Beads (GFP-LBs) wurden anschlieRend mit einem In Vivo
Fluoresence Imaging (IVIS) Lumina-Il Imaging System auf ihre Fluoreszenz analysiert, um zu
Uberprifen, ob die Kopplung erfolgreich verlief. Hierzu wurden 10 ul der entsprechenden
GFP-LB-L6sung auf eine Glasplatte pipettiert und mittels IVIS Spektrometer untersucht (FOV
= A, GFP Excitation- und Emissions-Filter, 0,5 sec Excitation). Die Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitat der GFP-LBs wurde mit der Caliper Software durchgefihrt, indem die zu
untersuchenden Bereiche (ROIs) der GFP-LB Lésung markiert und die Mean Fluorescence
Intensity (MFI) gemessen wurde. Das Hintergrundsignal wurde von den gemessenen Werten

der Proben subtrahiert.

22238 Immunprazipitation von sIL-6R mittels sgp130Fc

Fur die Bestimmung der Bindekapazitat von sIL-6R wurde eine Prazipitation mit IL-6, sIL-6R,
sgp130Fc und Protein A-Agarose Beads durchgefihrt. Je Probe wurden 50 ul Protein
A-Agarose Beads verwendet, die dreimal in PBS gewaschen (300 g, 5 min, 4°C) wurden und
anschliefend fir eine weitere Stunde in PBS inkubierten (1 h, 4°C, unter standiger
Durchmischung). Dann wurden die Protein-A-Agrose Beads pelletiert (300 g, 5 min, 4°C) und
der zu untersuchenden Probe hinzugefigt. Fur die Bestimmung der Bindekapazitat von
rekombinanten sIL-6R wurde eine Losung mit einer Konzentration von 50 ng/ml sIL-6R erstellt
und je Probe wurde 1 ml verwendet. Fir die Bestimmung der Bindekapazitat des endogenen
sIL-6R wurden 500 pl Serum verwendet. Folgend wurde den Proben verschiedene
Konzentrationen an IL-6 (1-1000 ng/ml), sowie 10 ug/ml sgp130Fc, hinzugefiigt (s. Abschnitt
3.2.1 und 3.2.2) und die Proben wurden unter standiger Durchmischung flir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe der gewaschenen Protein A-Agarose Beads zu den
Proben, folgte eine weitere Inkubation unter standiger Durchmischung fir 1 h bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Probe zentrifugiert (300 g, 5 min, Raumtemperatur), der
Uberstand wurde entnommen und die Menge an ungebundenem sIL-6R wurde mittels IL-6R
ELISA bestimmt (s. Abschnitt 2.2.2.3).
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2229 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Eine diskontinuierliche SDS-PAGE wurde fir die Trennung von Proteinen anhand ihres
Molekulargewichtes verwendet. Hierzu wurden den Proben 5 x Lammli zugesetzt. Bei 95°C
fur 10 min wurden die enthaltenen Proteine denaturiert. In dieser Arbeit wurden selbst
gegossene Gele (Sammel- und 10%iges Trenngel), mit einer Dicke von 1,5 mm und 10
Probenkammern, verwendet. Uber das Mini-PROTEAN Tetra System erfolgte die
GroRentrennung der Proteine bei einer Spannung zwischen 100-120 V und einem konstanten
Ampere-Wert, bis die Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hat. Als GroRenmarker

wurden 7,5 ul des PageRuler Prestained Protein Ladder verwendet.

2.2.2.10 Surface plasmon resonance (SPR) Analyse
Um die Interaktion zwischen rekombinantem IL-6 und sIL-6R zu bestimmen, wurden die
gleichen Konditionen einer kirzlich publizierten Studie verwendet (Adams et al. 2017). Hierzu
wurde rekombinantes IL-6 mittels eines Biacore X100 Plus Instruments auf einem CM5 Chip
Uber eine Standard Amine Kopplung immobilisiert. Das Experiment wurde bei 25°C in HBS-P*
Puffer durchgeflihrt. AnschlieRend wurden ansteigende Konzentrationen (0-120 nM) des
rekombinantem sIL-6R mit einer Flussrate von 30 pl/min auf den CM5 Chip injiziert. Hierzu
wurde die Assoziation vom sIL-6R an das immobilisierte IL-6 fur 180 sec beobachtet und die
Dissoziation fur 360 sec. Ein Einzelzyklus-Model (single cycle model) wurde verwendet, um
die kinetischen Parameter der IL-6/sIL-6R Interaktion zu bestimmen. Die Daten wurden mit
einem 1:1 Bindungsmodell, unter Verwendung der Biacore X100 Evaluation Software Version

2.0.1, berechnet. Jeder Messpunkt wurde mit einer Dreifachbestimmung ermittelt.

2.2.211 Western Blot
Der Nachweis von Proteinen, die mittels SDS-Page voneinander getrennt wurden, erfolgte
mittels Western Blot. Hierzu wurden die Proteine vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran,
unter Verwendung des Trans-Blot Turbo semidry Transfer Systeme, Ubertragen. Im Vorfeld
wurde die PVDF-Membran fir 1,5 min in Methanol inkubiert, in Transferpuffer gewaschen und
auf drei Lagen Whatmann-Papier gelegt, welches fir mindestens 5 min in Transferpuffer
aquilibriert wurde. Um Rickstande des SDS-Laufpuffers vom SDS-Gel zu entfernen, wurde
dieses ebenfalls in Transferpuffer gewaschen und dann auf die PVDF-Membran gelegt.
AbschlieRend wurden drei Lagen des Whatmann-Papiers auf das SDS-Gel gelegt und
Luftblasen wurden ausgestrichen. Der elektrophoretische Transfer der Proteine erfolgte bei
einer konstanten Spannung von 25V, bei 1 A fir 40 min. Nach dem Transfer wurde die PVDF-
Membran in ein 50 ml Falcon Uberflhrt, dreimal mit TBS-T fir je 5 min gewaschen, um
Ruckstande des Transferpuffers zu entfernen, und mit Blocking Puffer fir 2 h bei
Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation des jeweiligen Primarantikérpers erfolgte bei 4°C

uber Nacht. Um nicht gebundene Primarantikérper am folgenden Tag zu entfernen, wurde die
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Membran dreimal flr je 10 min mit TBS-T gewaschen. Die Inkubation des jeweiligen
Sekundarantikdrpers erfolgte flr 1 h bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die Membran
dreimal fur je 10 min mit TBS-T gewaschen und die Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe

des Immobilion Western Chemiluminescent HRP Substrate nach Herstellerangaben.

22212 Zelllyse

Zellen wurden mit 1 ml eiskaltem PBS aus einer 6-Well Kulturschale abgelést, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald tGberflhrt und pelletiert (13000 rpm ,15 sec, 4°C). Das Zellpellet wurde in 75
pI Mild Lysis Puffer resuspendiert und fir 1 h bei 4°C unter stdndiger Bewegung inkubiert.
AnschlieRend wurde die Probe zentrifugiert (13000 rpm, 15 min, 4°C), um den Uberstand von
den Zellresten zu isolieren. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Die Proben wurden bei -20°C gelagert und der Gesamtproteingehalt wurde
bestimmt (s. Abschnitt 2.2.2.1).

2.2.213 Strippen von Western Blot-Membranen
Um eine gleichmaRige Beladung von Western Blots zu gewahrleistet, wurde die Membran
gestrippt und auf B-Aktin detektiert. Hierzu musste der zuvor gebundene Antikérper entfernt
werden. Nach der ersten Detektion wurde die Membran fur 5 min in TBS-T gewaschen und
anschlieftend mit 50 ml Stripping-Puffer flir 30 min bei 60°C inkubiert. AnschlielRend wurde die
Membran dreimal fir je 10 min TBS-T gewaschen, um Ruckstande des Stripping-Puffers zu
entfernen, und dann fur 2 h bei Raumtemperatur in Blocking-Puffer inkubiert. Die Inkubation

des jeweiligen Primarantikorpers erfolgte bei 4°C Uber Nacht.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Detektion von GFP-PFCs mittels 'H/'°F Magnetresonanztomographie

Far die Aufnahme und Detektion von GFP-PFCs mittels Magnetresonanztomographie (MRT)
wurden stabil transfizierte CHO-CIR1-3 Zellen verwendet, die eine 80%ige Konfluenz auf einer
10 cm Kulturschale aufwiesen. Die Zellen wurden Gber Nacht bei 37°C mit 75 pyl GFP-PFCs
auf einem Schattler inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen auf der 10 cm Kulturschale
funfmal mit PBS gewaschen (1200 rpm, 5 min, 4°C) und in 1 ml PBS aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde vorsichtig in einem 15 ml Falcon auf eine 2 ml hohe Percoll-Schicht
geschichtet, bei 500 g fur 20 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und direkt in ein vertikales
9.4 T Bruker AVANCEIII Wide Bore NMR Spektrometer fir die Messung uberfuhrt.

Das NMR Spektrometer arbeitete bei einer Frequenz von 400,21 MHz fiir die 'H und bei 376,54
MHz fir die F Messungen, mit Einstellungen fiir Mikroabbildungseinheiten, die bereits
beschrieben wurden (Flogel et al. 2008). Nachdem die morphologischen 'H-Signale

aufgenommen wurden, erfolgte die Detektion auf das '°F-Signal. Hierzu erfolgte die Aufnahme
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der "H-Bilder unter Verwendung einer Rapid Acquisition and Relaxation Enhancement (RARE:
Field of View (FOV) = 2,56 x 2,56 cm?, Matrix 256 x 256, 0,1 x 0,1 mm? in flacher Aufnahme,
1 mm Schichtdicke; TR = 3000 ms; RARE-Faktor = 128, 6 Durchschnittswerte, Scanzeit = 2
min). Die entsprechenden 'F-Bilder wurden mit der gleichen FOV und einer "®F-Sequenz
aufgenommen (Matrix 32 x 32, 0,85 x 0,85 mm? in flacher Aufnahme, 3 mm Schichtdicke; TR
= 2500 ms; RARE-Faktor = 32). In Zusammenarbeit mit Pascal Bouvain (Institut fir Molekulare

Kardiologie, medizinische Fakultat, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf).

2.2.3.2 Genexpressionsanalyse der CIR-vermittelten Aufnahme von GFP-PFCs
Um zu Uberprifen, ob die Bindung und Internalisierung von GFP-PFCs an CIR-exprimierende
Zellen die Aktivierung von Signalwegen induziert, wurde eine Genexpressionsanalyse mittels
Microarray durchgefuhrt. Hierzu wurden stabil transduzierte Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen
viermal mit 10 ml PBS gewaschen (1500 rpm, 5 min, 4°C), die Zellzahl wurde bestimmt und
fur jeden Ansatz wurden 2 x 10° Zellen in 1 ml DMEM-/- aufgenommen. Anschliefend wurden
die Zellen fur 2 h bei 37°C und 5% CO: in einem Binder CO. Inkubator 150 (E2) Brutschrank
gehungert und danach mit 75 yl GFP-PFCs oder mit 100 ng/ml Hyper-IL-6 fir 1 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Unstimulierte Zellen der jeweiligen Zelllinie wurden als Negativkontrolle
verwendet, um einen Vergleich in der Veranderung der Genexpression nach Stimulation zu
ermoglichen. Nach Stimulation wurden die Proben zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4°C) und die
RNA wurde mittels RNeasy Mini Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die Qualitat der RNA
wurde mittels Agilent 2100 Bioanalyzer bestimmt. Nur RNA Proben mit einem RIN Wert > 8
wurden fur die Genexpressionsanalyse verwendet. 150 ng RNA wurden mittels Ambion WT
Expression Kit und dem WT Terminal Labelling Kit amplifiziert und die resultierende cDNA
wurde auf einem Affymetrix Mouse Gene ST 1.0 Array hybridisiert. Die anschlieliende Farbung
und das Scannen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fur die Normalisierung und
Qualitatskontrolle wurde die Expression Console Software und fir die statistische Analyse die
Transcriptome Analysis Console 3.0 Software verwendet. Der vollstdndige Datensatz der
Genexpressionsanalyse wurde auf der Plattform ,gene expression omnibus (GEO)*
hochgeladen (Projektnummer: GSE106215). Die Qualitatsbestimmung der RNA, die
Amplifizierung der cDNA, die Hybridisierung auf dem Mouse Gene ST 1.0 Array sowie die
Normalisierung der Daten wurde von Frau Dr. Knebel (Institut fur klinische Biochemie und

Pathobiochemie, Deutsches Diabetes Zentrum, Dusseldorf) durchgefuhrt.

2.2.3.3 Immunfluoreszenz
Um die Bindung und Internalisierung von GFP bzw. GBF-Latex Beads zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzbilder erstellt. Hierzu wurden COS-7 Zellen transfiziert (s. Abschnitt 2.2.3.5),
nach 24 h in eine 6-Well Kulturschale mit Coverslips ausgeséat und nach weiteren 24 h fir das

Experiment verwendet. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden einmal mit
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PBS gewaschen und 1 ml DMEM-/- wurden den Zellen zugesetzt. Anschlieliend wurden die
Zellen fur 30 min mit 1 pg/ml GFP bei 4°C oder 37°C inkubiert, dann dreimal mit PBS
gewaschen und mit 1 ml 0,5% PFA fir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Fir die
Internalisierung von GFP-gekoppelten Latex-Beads wurden 50 pyl GFP-LBs verwendet. Die
Inkubation erfolgte fur 1 h bei 37°C. Die Zellen wurden mit 1% Triton X-100 permeabilisiert.
Nachfolgend wurden die Zellkerne wurden mittels DAPI (Endkonzentration 1 pg/ml) angefarbt.
Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, der Coverslip wurde aus der 6-Well
Kulturschale genommen, auf einen Objekttrager Uberflihrt und mit einem Tropfen Mowiol auf
dem Objekttrager eingebettet. Die Losung trocknete Uber Nacht bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss. Die Aufnahmen wurden mit einem Olympus BX61 Mikroskope gemacht.

Fir die Erstellung der 3D Rekonstruktion von transfizierten CHO-CIR3 Zellen nach Inkubation
mit 4 yM GFP-LBs, wurden diese nach der Fixierung mit PFA tber Nacht bei 4°C in 1 ml 1%
BSA in PBS mit einem a-MHC Klasse | Antikorper (W6/32, Verhaltnis 1:10) inkubiert. Am
folgenden Tag wurde der ungebundene Antikérper durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt. Die Inkubation des Sekundarantikérpers (a-mouse-Alexa594, Verhaltnis 1:500 in
1%BSA in PBS) erfolgte fur 1,5 h bei 4°C. Ungebundener Sekundarantikdrper wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden anschliefend mit 1% Triton X-100
permeabilisiert, sowie die Zellkerne mittels DAPI (Endkonzentration 1 pg/ml) angefarbt. Der
Coverslip wurde aus der 6-Well Kulturschale auf ein Objekttrager tberfihrt und mit einem
Tropfen Mowiol eingebettet. Die Lésung trocknete Uber Nacht bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss. Fir die 3D Rekonstruktion wurden verschiedene Z-Stapelaufnahmen mit
einem Olympus BX61 Mikroskope gemacht und die Erstellung der 3D Rekonstruktion erfolgte

mit der Amira Software.

2.2.3.4 Kultivierung von eukaryotischen Zellen
Alle adharenten Zellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Abschnitt 2.1.15
beschrieben. Die Zelllinien wurden in 10 cm Kulturschalen mit 10 ml DMEM High Glucose (4,5
g/ml) mit 10% fotalem Kalberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5 %
CO: in einer gesattigten Wasserdampfatmosphare kultiviert. Dies erfolgte in einem Binder CO»
Inkubator 150 (E2) Brutschrank oder in einem Heracell VIOS 250i CO; Inkubator. Fir die
Subkultivierung wurden die adharenten Zellen zweimal pro Woche in einem 1:20 Verhaltnis
(COS-7) bzw. in einem 1:100 Verhaltnis (CHO-K1) gesplittet, indem zunachst das Medium
entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen wurden. Die Ablésung der Zellen erfolgte
durch Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA (5 min, 37°C). Die Wirkung von Trypsin/EDTA wurde
anschliel®end durch Zugabe von 2 ml DMEM+/+ neutralisiert und die Zellen wurden in einem
15 ml Falcon bei 1200 rpm fir 5 min bei Raumtemperatur pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1
ml DMEM +/+ resuspendiert, um anschlie®end in einem entsprechenden Verhaltnis auf eine

neue 10 cm Schale mit 10 ml DMEM +/+ Uberfihrt zu werden.
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Analog zu den adharenten Zellen wurden die Suspensionszellen Ba/F3-gp130 und die daraus
generierten Zelllinien in 10 cm Kulturschalen mit 10 ml DMEM+/+ kultiviert. Hierzu wurde 1 pl
Zellsuspension auf eine neue 10 cm Schale mit 10 ml DMEM+/+, das mit 10 ng/ml Hyper-IL-6

versetzt wurde, Uberfuhrt.

2.2.3.5 Transfektion von adhédrenten Zellen
Fir die transiente Transfektion von COS-7 Zellen wurden 1,5 x 108 Zellen auf eine 10 cm
Kulturschale mit 10 ml DMEM+/+ ausgesat. Nach 24 h wurde die Transfektion durchgefihrt,
indem 10 pl Turbofect mit 5 ug Plasmid-DNA (pcDNA3.1 Plasmide, Abschnitt 2.1.10) in 1 ml
DMEM-/- vermischt und fur 30 sec gevortext wurde. Nach 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen pipettiert. Nach einer
Inkubation von 6 h bei 37°C im Zellinkubator wurde das Medium ausgetauscht. 48 h nach
Transfektion, wurden die transifizierten Zellen fur Expressions- und Bindungsanalysen

verwendet.

Fur die Transfektion von Phoenix-Eco Zellen wurde 8 x 10° Zellen in eine 6-Well Kulturschale
in 2 ml DMEM +/+ ausgesat. Nach 24 h wurde die Transfektion durchgefihrt, indem 2 ul
Turbofect mit 1 ug Plasmid DNA (pMOWS Plasmide, Abschnitt 2.1.10) in 200 yl ml DMEM-/-
vermischt und flr 30 sec gevortext wurde. Der Transfektionsansatz wurde nach 15 min auf die
Zellen pipettiert. Nach einer Inkubation von 6 h bei 37°C im Zellinkubator wurde das Medium
gegen 2 ml DMEM mit 30% FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ausgetauscht. 24 h nach
Transfektion, wurde der Uberstand fiir die retrovirale Transfektion von Ba/F3-gp130 Zellen
verwendet (s. Abschnitt 2.2.3.3).

2.2.3.6 Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen

Die Uberstande von Phoenix-Eco Zellen, die mit pMOWSs Plasmiden transfizierte wurden (s.
Abschnitt 2.2.3.5), wurden fir die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen nach
Ketteler et al., 2002 verwendet. Um Zellreste aus den Phoenix-Eco Uberstanden zu entfernen,
wurden diese bei 13000 rpm fur 5 min und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurden 250 pl
Phoenix-Eco Uberstand mit 3 pl Polybrene (Stocklésung 800 pg/ml) und 50 pl Ba/F3-gp130
Zellsuspension (1 x 10° Zellen) vermischt. Folgend wurde die Probe bei 1800 rpm fiir 2 h und
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss verworfen. Die Ba/F3-gp130
Zellen wurden in 1 ml DMEM+/+ resuspendiert und in eine 6-Well Kulturschale mit 4 ml
DMEM+/+ und 10 ng/ml Hyper-IL-6 Uberfuhrt. Die Selektion der stabil transduzierten Zellen
erfolgte nach einer Kultivierung von 48 h bei 37°C im Zellinkubator. Hierzu wurden die Zellen
fur mindestens 2 Wochen in Anwesenheit von 1,5 pyg/ml Puromycin selektiert. Die stabil
transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen wurden in Anwesenheit von 10 ng/ml Hyper-IL-6 in 10 ml
DMEM+/+ kultiviert.
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2.2.3.7 Proliferationassay
Retroviral transduzierte Ba/F3-gp130 oder Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen wurden pelletiert (1500
rom, 5 min, Raumtemperatur), dreimal mit PBS gewaschen, damit die enthaltenen Zytokine
entfernt werden, und in 1 ml DMEM+/+ resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl
bestimmt und eine Zellsuspension mit 5 x 102 Zellen/100ul wurde erstellt. Jeweils 100 pl der
Zellsuspension wurde in ein Well einer 96-Well Platte ausgesat, mit der entsprechenden
Menge an Zytokinen versetzt (Negativkontrolle = ohne Zytokinzugabe) und fur 72 h bei 37°C
mit 5% CO: inkubiert. Anschliellend erfolgte die Messung der Proliferation mit Hilfe des Kits
CellTiter-Blue Cell Viabillity Assay. Hierzu wurden 20 ul CellTiter-Blue pro Well hinzugefigt
und die Proliferation an einem Tecan Infinite M200 PRO Reader (ex-Filter 530/25, em-Filter
590/35) gemessen. Der nach 60 min gemessene Wert wurde vom 0 min Wert subtrahiert und
die Proliferation in relative light units (RLU) angegeben. Alle Messwerte wurden mit einer

Dreifachbestimmung ermittelt.

2.2.3.8 Zellzahlbestimmung
Mit Hilfe des TC10 Automated Cell Counters wurde die Zellzahl von Zelllinien bestimmt. Daflr
wurden 6 ul Trypan Blue Dye zu 6 ul Zellsuspension hinzugefiigt und vermischt. Anschliel3end
wurden 10 ul des Gemisches in TC10 System Counting Slides Dual Chamber geladen, damit

die Zellzahl im TC10 Automated Cell Counter bestimmt wurde.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

Die geschilderten Tierexperimente, bezuglich der Isolierung von murinen Organen (Herz,
Lunge, Leber und Milz), wurde gemeinsam mit Dr. Sebastian Temme oder mit Pascal Bouvain

(Institut fur Molekulare Kardiologie, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) durchgeflhrt.

2241 Tierhaltung

Pathogenfreie CIR2¥fox Mause wurden von der zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und
Tierschutzaufgaben (ZETT) erhalten. Des Weiteren wurden pathogenfreie CIR2¢Pe! Mause
aus dem Tierhaus des Institute of Molecular Genetics of the ASCR (Prag, Tschechische
Republik) in das ZETT importiert und mindestens fir zwei Wochen akklimatisiert. Alle Mause
hatten einen C57BL/6N Hintergrund. Die Tiere hatten jederzeit unbegrenzten Zugang zu Futter
und entkeimten Trinkwasser. Die Mauslinien die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden,
wurden genehmigt durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV),
Nordrhein-Westfalen, Hauptsitz Recklinghausen entsprechend § 8 des Tierschutzgesetztes
(Az: 84-02.04.2014.A047; Projektnummer: G47/14)
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2242 Isolierung von DNA aus Schwanzspitzen

Fur die Isolierung von DNA aus dem Gewebe der Maus, wurde ein Gewebestick der
Schwanzspitze einer Maus lysiert. Hierzu wurden in einem Reaktionsgefal jeweils ein
Gewebestuck mit 200 pl Direkt PCR-Tail Lésung und 2 pl Proteinase K (0,2 mg/ml) versetzt.
Mittels Proteinase K wurden die Zellen aufgeschlossen und somit die genomische DNA
freigelegt. Die Probe inkubierte im Anschluss bei 55°C Uber Nacht im Thermoblock, unter
standigem Schitteln. Am folgenden Tag erfolgte die Hitzeinaktivierung der Proteinase K bei
85°C fur 1 h im Thermoblock.

2243 Bestimmung des Genotyps mittels PCR
Die Validierung des Knock-in des CIR2 Gens in den Mausstamm C57BL/6 (CIR21¥1X) wurde
mittels PCR bestimmt. Hierzu wurden die Genotypen der untersuchten CIR2¥flox ynd
CIR2Cre-Pel Mauslinien, unter Verwendung von bis zu fiinf unterschiedlichen PCR-Reaktionen,
untersucht. In Abbildung 2.1 A ist die Genotypisierung der CIR2"ox Mauslinie dargestellt.
Hierzu wurden vier PCR Reaktionen durchgefiihrt, bei denen analysiert wurde, ob die Insertion
des pZDonor-CIR2 erfolgreich verlaufen war. Bei der PCR 1 wurde der linke Homologiebereich
(LHB), bei PCR 2 die Neomycinresistenz (Neo), bei PCR 3 von Neomycin zum CIR2 (NtC) und
bei PCR 4 der rechte Homologiebereich (RHB) erkannt. Bei dem CIR2¢*Pe! Mausstamm,
resultierend durch die Verpaarung des CIR2"¥lox Mausstamms mit dem ubiquitar
exprimierenden Cre-Rekombinase Mausstamm ACTB-Cre-EGFP, wurde eine zusatzliche
PCR Analyse durchgefuihrt. Hierbei wurde der Bereich vom CAG-Promotor zum CIR2 erkannt
(PCR 5, Abbildung 2.1 B). In Tabelle 2.12 sind die Primer aufgelistet, die fur die jeweiligen
PCR Reaktionen verwendet wurden, sowie die GroRRe des erwarteten PCR-Produktes. Fir alle
PCR Ansatze wurden 2 pl DNA, jeweils 0,1 ul 5°- und 3‘- Primer (100 pM), 10 pl TopTaq und
7,8 ul H20 eingesetzt. In Tabelle 2.13 ist das verwendete PCR-Programm dargestellt, welches

fur die jeweilige Genotypisierung verwendet wurde.
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A Cl R2flox/flox
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung zur Genotypisierung der CIR2floxflox ynd CIR2CrePe! Mauslinien.
Erlauterungen sind in Abschnitt 2.2.4.2 und Abschnitt 3.3.7 beschrieben. CAGp (CAG-Promotor bestehend aus:
Chicken [-Aktin-Promotor mit Cytomegalievirus Enhancer), LHB (linker Homologiebereich), RHB (rechter
Homologiebereich), Neo (Neomycinresistenz).

Tabelle 2.12: Ubersicht der verwendeten Primer fiir die Genotypisierung der CIR2flexflox ynd CJR2Cre-Del
Mauslinien. Die verschiedenen PCR-Reaktionen sind in Abbildung 2.1 dargestellt.

Reaktion Primerpaare Erwartete GroRe des PCR-Produktes
PCR 1 (LHB) Rosa26 fw IMG 512 Basenpaare
CMV rev (CIR2flox/flox yng CIR2Cre-Del)
PCR 2 (Neo) Neo fw (IMG) 380 Basenpaar (CIR2flox/flox)
Neo Rv (IMG) Kein PCR Produkt (CIR2Cre-Del)
PCR 3 (NtC) Neo fwd 908 Basenpaare (CIR2flox/flox)
CIR2 rev Kein PCR Produkt (CIR2Cre-Del)
PCR 4 (RHB) CIR2 fwd 526 Basenpaare
Rosa26 rev IMG (CIR2floxfflox ynd CIR2Cre-Pel)
PCR 5 (Cre) CIR2 Cre 1 fwd 1201 Basenpaare (CIR2flo¥/flox)
CIR2 Cre 2 rev 254 Basenpaare (CIR2Cre-Del)
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Tabelle 2.13: Ubersicht des verwendeten PCR-Programms fiir die Genotypisierung der CIR2Mox/flox ynd
CIR2Cre-Del Mauslinien: Dargestellt ist das verwendete PCR-Programm (linke Seite), dass flr die finf PCR
Reaktionen verwendet wurde. Unterschiede bestehen nur in den Annealingtemperaturen der jeweiligen
Primerpaare (Tabelle 2.12), und in der Anzahl der verwendeten Zyklen (dargestellt auf der rechten Seite).

Zeit Temperatur Reaktion Annealing (C°) Zyklen
Denaturierung 5 min 95°C PCR 1 (LHB) 60 43
Denaturierung 30 sek 95°C PCR 2 (Neo) 72 30
Annealing 30 sek Zyklen PCR 3 (NtC) 64,5 38
Elongation 1 min 72°C PCR 4 (RHB) 58 43
Finale Elongation 5 min 72°C PCR 5 (Cre) 60 38

2244 Analyse der CIR2-Expression und GFP-Bindung mittels isolierten
murinen Organen
Zu untersuchende Mause wurden flir die Organentnahme mittels zervikaler Dislokation
getotet. Herz, Lunge, Leber Niere und Milz wurden entnommen und in ein 15 ml Falcon mit 5
ml eiskaltem PBS aufgenommen. Fir die Analyse der GFP-Bindung wurden Leber- und
Milzzellen verwendet. Hierzu wurden die Organe auf einem Nylonsieb mit 40 pM
Siebdurchmesser (BD Falcon Cell Strainer) vorsichtig vereinzelt und in 5 ml in PBS mit 1%
BSA aufgenommen. Die Zellsuspensionen wurden zweimal gewaschen (PBS mit 1% BSA,
300 g, 5 min, 4°C) und in 5 ml PBS mit 1% BSA resuspendiert. Anschlie’end wurde 1 ml
Zellsuspension entnommen, mit 1 ug GFP versetzt und fir 30 min bei 37°C unter standiger
Durchmischung inkubiert. Dann wurde die Zellsuspensionen gewaschen (300 g, 5 min, 4°C),

in 1 ml FACS Puffer aufgenommen und mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Fir die Analyse der CIR2-Expression mittels Western Blot wurden Herz, Lunge, Leber und
Niere verwendet. Hierzu wurde je ein 2 mg Gewebestick enthommen, in ein 2 ml
Reaktionsgefalt tGberflhrt und in flissigen Stickstoff schockgefroren. Dann wurde eine 5 mm
Stahlkugel in das Reaktionsgefald Uberfiuhrt und das Gewebestick wurde mittels
Schwingmuihle MM 400 homogenisiert (Frequenz 25 (1/s); Zeit 1,5 min), mit 300 pl eiskaltem
Gewebelysispuffer versetzt und fur 2 h bei 4°C unter standiger Rotation inkubiert. Nach
Zentrifugation (13000 rpm, 15 min, 4°C) wurde der Uberstand von den Zellresten isoliert.

Jeweils 50 ug Gesamtprotein wurden pro Probe mittels Western Blot analysiert.

59



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung von humanen IL-6/I6slichen IL-6R Komplexen

IL-6 kann Uber die membranstdandige Form des IL-6 Rezeptors (IL-6R) den klassischen
Sighalweg und zusatzlich im Komplex mit der I6slichen Form des IL-6R (sIL-6R) den Trans-
Signalweg induzieren. Allgemein ist beschrieben, dass der klassische Signalweg anti-
inflammatorische und der Trans-Signalweg pro-inflammatorische Prozesse steuert (Scheller
et al. 2011b). Unter pathophysiologischen Bedingungen kann sich die Menge des im Blut
vorhandenen IL-6 und slL-6R deutlich erhéhen, was zu einer verstarkten Aktivierung des
Trans-Signalweges fihrt (Honda et al. 1992; Mitsuyama et al. 1995; Jones 2005). Dieser
Signalweg ist sehr an der Entstehung von chronisch-entziindlichen Krankheiten und
Autoimmunerkrankungen beteiligt (Chalaris et al. 2011). Daher ist es notwendig zu
untersuchen, in welchen Mengen die IL-6/slIL-6R Komplex induzierte Signalweiterleitungen
uber den Trans-Signalweg erfolgen kann. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte jedoch kein
quantitativer Nachweis durchgefihrt werden, wie viel IL-6/sIL-6R Komplex unter bestimmten
IL-6 und slL-6R Konzentrationen entstehen kann. Diese Ergebnisse koénnen allerdings
hilfreiche Hinweise fur die Behandlung von Krankheiten liefern, die Gber den Trans-Signalweg
induziert werden. Erkenntnisse Uber die moglichen Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen kdnnen
ebenso fur die Dosierung von Inhibitoren des Trans-Signalweges, wie sgp130Fc, verwendet
werden. Eine gangige Methode zum quantitativen Nachweis von Proteinen im Blutserum ist
der Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). Mittels ELISA wurde bereits in friiheren
Studien das Vorhandensein von |L-6/sIL-6R Komplexen im Serum von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis nachgewiesen. Es wurde zusatzlich gezeigt, dass im Serum von
gesunden Menschen keine IL-6/sIL-6R Komplexe vorliegen. Erst nach Zugabe von
rekombinantem IL-6 war es mdglich, diese zu detektieren (De Benedetti et al. 1994). Aufgrund
des Fehlens eines geeigneten Proteinstandards, konnte in dieser Studie nur ein qualitativer
Nachweis von IL-6/sIL-6R Komplexen dargestellt werden, jedoch kein quantitativer Nachweis.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals ein ELISA verwendet, der die spezifische Detektion
von IL-6/sIL-6R Komplexen und deren Quantifizierung ermdglicht. In einer anderen Studie von
Gaillard et al., wurde eine Gleichung beschrieben mit der es mdglich ist, die Menge an IL-6/slL-
6R Komplexen mathematisch zu bestimmen (Gaillard et al. 1999). Diese Gleichung basiert auf
den Kp-Werten von IL-6 zum sIL-6R, in Abhangigkeit zu den vorhandenen Konzentrationen.
Dieser mathematische Ansatz soll dazu verwendet werden, die berechneten Mengen an
IL-6/sIL-6R Komplexen mit denen im ELISA quantifizierten Werten zu vergleichen. Hierdurch

sollen weitere Erkenntnisse Uber die Dynamik der Komplexbildung gewonnen werden.
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3.1.1 Etablierung eines spezifischen IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA

Um den IL-6/slL.-6R Komplex spezifisch zu detektieren, wurde ein sogenannter Sandwich
ELISA verwendet. Hierzu wurden Vorarbeiten im Institut fir Biochemie und Molekularbiologie
I, von Dr. Christoph Garbers durchgeflihrt. Basierend auf den in Abschnitt 2.2.2.3.1
beschriebenen IL-6R ELISA, wurde der a-slL-6R Coating Antikorper durch einen a-IL-6
Antikérper ersetzt, um zu untersuchen, ob eine spezifische Detektion des IL-6/sIL-6R
Komplexes mdglich war (Abbildung 3.1A). Das weitere methodische Vorgehen war gleich zum
IL-6R ELISA. Als Aquivalent zum IL-6/sIL-6R Komplex wurde rekombinantes Hyper-IL-6
(HIL-6) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Designerzytokin, bei dem IL-6 Uber einen
flexiblen Linker fest mit dem sIL-6R verbunden ist (Jostock et al. 2001).

Fir die erste ELISA-gestitzte Untersuchung wurde eine Konzentrationsreihe aus HIL-6 (0-2
ng/ml) sowie verschiedene Konzentrationen an rekombinantem IL-6 und slIL-6R eingesetzt.
Hierdurch sollte kontrolliert werden, ob dieser ELISA spezifisch HIL-6 detektiert, oder IL-6 bzw.
sIL-6R alleine zu einem Signal fihren. In Abbildung 3.1B ist zu erkennen, dass spezifisch
HIL-6 detektiert wurde (2 ng/ml HIL-6: OD4s0nm von 0,4 + 0,004). Bei einer gleichen Menge von
rekombinantem IL-6 (2 ng/ml) wurde kein Signal detektiert, das deutlich hdher war, als der
Nullwert (0 ng/ml IL-6: ODasonm von 0,096 + 0,002; 2 ng/ml IL-6: ODasonm von 0,1 £ 0,002). Auch
beim rekombinanten sIL-6R konnte kein Signal detektiert werden. Selbst bei einer
Konzentration von 30 ng/ml sIL-6R war die Absorption nicht héher, als der Nullwert (0 ng/ml
sIL-6R: OD4sonm von 0,1 + 0,002; 30 ng/ml sIL-6R: ODusonm von 0,1 + 0,001). Diese Daten
belegen, dass ein spezifischer Nachweis des HIL-6 moglich war (Abbildung 3.1B). Aufbauend
auf diesem Versuch, wurde im Anschluss untersucht, wie viel IL-6/sIL-6R Komplex gebildet
wird, wenn physiologisch vorkommende Mengen an IL-6 und sIL-6R miteinander kombiniert
werden. In weiteren Vorarbeiten, durchgefiihrt von Rana Sadiq (Institut fir Biochemie und
Molekularbiologie IlI, Heinrich-Heine-Universitadt Dusseldorf), wurden verschiedene
Konzentrationen an rekombinantem IL-6 (1-100 ng/ml) mit 50 ng/ml rekombinantem sIL-6R
miteinander versetzt (Abbildung 3.1C). Die Inkubation der Proben erfolgte fur 30 min bei
Raumtemperatur in einem Standardpuffer, bestehend aus PBS mit 1% BSA. Hierbei wurde
festgestellt, dass aufgrund der Interaktion von monomerem IL-6 und slL-6R, eine Detektion
von IL-6/sIL-6R Komplexen mdglich war. Durch die Zugabe von héheren IL-6 Konzentrationen
konnte eine vermehrte Komplexbildung mittels ELISA nachgewiesen werden.

Anhand dieses methodischen Nachweises, der IL-6/sIL-6R Komplexbildung, wurde jedoch
festgestellt, dass die Varianz von Experiment zu Experiment sehr hoch war, was anhand der
Standardabweichungen zu erkennen ist. Darliber hinaus war der ELISA zu wenig sensitiv, um
kleinste Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen zu detektieren (Abbildung 3.1C). Kurz nach diesen
Experimenten wurde von R&D Systems ein ELISA angeboten, der ebenfalls den IL-6/sIL-6R
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Komplex detektiert. Dieser ELISA wurde dahingehend getestet, ob dieser besser geeignet war,

eine moglichst genaue Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen zu erméglichen.
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Abbildung 3.1: Spezifischer Nachweis von IL-6/slL-6R Komplexen mittels ELISA. (A) Schematische
Darstellung zur Funktion des entwickelten IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA. Basierend auf den IL-6R ELISA, wurde der
a-slL-6R Coating Antikdrper durch einen a-IL-6 Antikdrper ersetzt. Das weitere methodische Vorgehen war gleich
zum IL-6R ELISA, beschrieben in Abschnitt 2.2.2.3.1. Hierdurch wurde IL-6 auf der 96-Well Mikrotiterplatte
immobilisiert. Flr die Detektion des IL-6/sIL-6R Komplexes, wurde ein biotinylierter Antikérper gegen den sIL-6R
verwendet. Nur bei dem Vorhandensein von IL-6/sIL-6R Komplexen sollte eine Detektion erfolgen. (B)
Verschiedene Konzentrationen an HIL-6 (0-2 ng/ml), sIL-6R (0-30 ng/ml) und IL-6 (0-2 ng/ml) wurden mittels den
in (A) beschriebenen ELISA analysiert. Ein Signal war nur gegeben, wenn IL-6 und sIL-6R in einem Komplex (HIL-
6) vorlagen. Eine Detektion von IL-6 oder sIL-6R hat nicht stattgefunden (durchgefiihrt von Dr. Christoph Garbers,
Institut flir Biochemie und Molekularbiologie II, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf). (C) Verschiedene
Konzentrationen von rekombinantem IL-6 (1-100 ng/ml) wurden mit 50 ng/ml rekombinantem sIL-6R in PBS mit 1%
BSA kombiniert und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Quantifizierung von gebildeten IL-6/sIL-6R
Komplexen erfolgte mittels ELISA. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von zwei unabhangigen Experimenten
(durchgefuhrt von Rana Sadiq, Institut fur Biochemie und Molekularbiologie Il, Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf).
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3.1.2 Spezifischer Nachweis von IL-6/sIL-6R Komplexen iiber den IL-6/sIL-6R
Komplex-ELISA von R&D Systems

Fur alle nachfolgenden Analysen, zur Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen, wurde ein
kommerziell erwerblicher Sandwich ELISA von R&D System (Human IL-6/sIL-6R Alpha
Complex DuoSet) verwendet. Zunachst wurde geprift, ob dieser ELISA eine spezifische
Detektion des IL-6/sIL-6R Komplexes ermdglicht und das keine Affinitat zu ungebundenem
IL-6 oder slIL-6R vorhanden ist. Dafir wurde der im Kit enthaltene IL-6/sIL-6R
Komplexstandard, bei dem es sich um HIL-6 handelt, rekombinantes IL-6 und rekombinanter
sIL-6R in verschiedenen Konzentrationen (0-5 ng/ml) nach Herstellerangaben aufgetragen
und analysiert (s. Abschnitt 2.2.2.3.3). In Abbildung 3.2 ist zu erkennen, dass nur bei dem
IL-6/sIL-6R Komplexstandard ein konzentrationsabhangiges ansteigendes Signal detektiert
wurde. Dagegen wurde bei IL-6 und slL-6R kein Signal im ELISA detektiert. Selbst bei der
hochsten eingesetzten Konzentration von 5 ng/ml entsprach die ODassonm dem Wert der
Negativkontrolle (ohne Zytokin). Dies belegte, dass der IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA von R&D
Systems spezifisch den [L-6/slL-6R Komplex detektiert und geeignet flir dessen

Quantifizierung erscheint.
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Abbildung 3.2: Spezifischer Nachweis von IL-6/sIL-6R Komplexen mittels R&D Systems IL-6/sIL-6R
Komplex-ELISA. Zur Uberpriifung, ob der ,Human IL-6/sIL-6R Alpha Complex DuoSet ELISA® von R&D Systems
spezifisch den IL-6/sIL-6R Komplex detektiert, wurde der IL-6/sIL-6R Komplexstandard, bei dem es sich um HIL-6
handelt, rekombinantes IL-6 und slL-6R in einer Konzentrationsreihe von 0-5 ng/ml aufgetragen und nach
Herstellerangaben analysiert. Es wurde nachgewiesen, dass spezifisch der IL-6/sIL-6R Komplex detektiert wurde
und keine Detektion von IL-6 oder sIL-6R erfolgte. Dargestellt ist eine reprasentative Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten.
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3.1.3 Qualitatsanalyse von rekombinantem IL-6 und sIL-6R fur die

Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen

Um eine mdglichst genaue Quantifizierung von gebildeten IL-6/sIL-6R Komplexen zu
ermdglichen, war die Qualitat der verwendeten rekombinanten Proteine, IL-6 und sIL-6R, von
entscheidender Bedeutung. Ein wichtiger Faktor fur die Qualitat eines Proteins ist dessen
biologische Aktivitat. Hierzu wurde die Aktivitdt des rekombinanten IL-6 in einem
Proliferationsassay mit Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen untersucht (s. Abschnitt 2.2.3.7). Die
gemessene Proliferation ist in relativ light units (RLU) angegeben. Diese Zellen exprimieren
zwei essentielle Rezeptoren, die fir die IL-6-induzierte Zellproliferation notwendig sind, den
a-Rezeptor IL-6R und den B-Rezeptor gp130. Uber die Bildung des Signalkomplexes,
bestehend aus IL-6/sIL-6R/gp130, wird die Zellproliferation induziert. Ba/F3-gp130-IL-6R
Zellen wurden hierfir mit ansteigenden Menge an IL-6 (0,005-10 ng/ml) flr 72 h bei 37°C
inkubiert. Es wurde festgestellt, dass eine halbmaximale Proliferation bei 8,4 pM vorlag
(entspricht 0,2 ng/ml IL-6, Abbildung 3.3A). Aus friiheren Studien ist bekannt, dass gp130 eine
Affinitat im Bereich von 10 pM zum membranstandigen IL-6R aufweist, wenn IL-6 gebunden
vorliegt (Hibi et al. 1990). Dies belegte, dass das verwendete rekombinante IL-6 eine
ausreichende biologische Aktivitat aufwies.

Um die Affinitdt zwischen den verwendeten rekombinanten Proteinen IL-6 und sIL-6R zu
bestimmen, wurde eine Surface Plasmon Resonance (SPR) Analyse durchgefuhrt (s.
Abschnitt 2.2.2.10). In einer publizierten Studie aus dem Jahr 2017 wurde eine Kp zwischen
15 nM und 34 nM, flr die Interaktion zwischen IL-6 und sIL-6R beschrieben (Adams et al.
2017). Diese publizierten Werte wurden als Referenz, fir die im Rahmen dieser Arbeit
gemessene Kp der IL-6/sIL-6R Komplexbildung, verwendet, um eine Einordung bezlglich der
Qualitat des genutzten rekombinantem IL-6 und slL-6R zu ermdglichen. Fir die SPR Analyse
wurde IL-6 auf einem CM5 Chip Uber eine Standard Amine Kopplung immobilisiert.
AnschlieRend wurde slL-6R mit einer Flussrate von 30 ul/min auf den CM5 Chip injiziert. Hierzu
wurden folgende Konzentrationen des slL-6R verwendet: 5 nM, 30 nM, 60 nM, 100 nM und
120 nM. Die Assoziation des slL-6R an das immobilisierte IL-6 wurde fir 180 sec und die
Dissoziation fir 360 sec beobachtet. Die ermittelte Kp fir die Interaktion der verwendeten
Proteine lag bei 22 nM (Abbildung 3.3B und C). Dieser Wert ist im Einklang mit den von Adams
et al., 2017 publizierten Werten, bei denen eine Kp von 34 nM (immobilisiertes IL-6) und 15 nM
(immobilisierter sIL-6R) ermittelt wurde.

Diese Analysen belegten somit, dass das rekombinante IL-6 eine optimale biologische Aktivitat
aufwies. Fir die Interaktion von IL-6 und sIL-6R wurde auf3erdem eine Affinitat ermittelt, die
Ubereinstimmend mit aktuell publizierten Werten ist. Basierend auf diesen Untersuchungen
wurde geschlussfolgert, dass die Qualitat des rekombinanten IL-6 und sIL-6R somit geeignet

war, um eine quantitative Analyse von IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA durchzufihren.
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Des Weiteren wurde die gemessene Kp von 22 nM fir die Berechnung der theoretischen

IL-6/sIL-6R Komplexmengen verwendet, um einen Vergleich mit den gemessenen Werten zu

ermaoglichen.
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Abbildung 3.3: Qualititsbestimmung des rekombinantem IL-6 und sIL6R mittels Proliferationsassay und
Surface Plasmon Resonance (SPR) Analyse. (A) Proliferation von Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen, die mit
ansteigenden Mengen an IL-6 (0,005-10 ng/ml) fir 72 h bei 37°C inkubiert wurden, um die halbmaximale
Proliferation zu bestimmen (durchgeflihrt von Selina Hansen, Institut fir Biochemie und Molekularbiologie II,
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf). Die gestrichelte Linie stellt die IL-6-induzierte halbmaximale Proliferation
der Zellen dar. (B) Die SPR Analyse wurde mit IL-6 durchgefiihrt, welches auf einem CM5 Chip immobilisiert wurde.
sIL-6R (5-120 nM) wurde bei einer Flussrate von 30 pl/min auf den CM5 Chip injiziert, um eine optimale Berechnung
der Assoziations- sowie Dissoziationsrate zu ermdglichen. Ein Einzelzyklusmodel (single cycle model) wurde
verwendet, um die kinetischen Parameter der IL-6/sIL-6R Interaktion zu bestimmen. Die Daten wurden mit einem
1:1 Bindungs-Model berechnet (Y-Achse = RU; X-Achse: Zeit (s). Jeder Messpunkt wurde mit einer
Dreifachbestimmung ermittelt. (C) Dargestellt sind die ermittelten Werte der Assoziationsrate Ka (1/M.s), die
Dissoziationsrate (Koff (1/s), der Standardfehler (SE Ka und Koff) und die Ko der IL-6/sIL-6R Komplexbildung.

3.1.4 Berechnung der theoretischen IL-6/slL-6R Komplexmenge unter

definierten IL-6 und sIL-6R Konzentrationen

In einer Studie von Gaillard et al., wurde eine Formel beschrieben, mit der die entstehende
Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen mathematisch berechnet werden kann (Gaillard et al. 1999).
Diese Formel wurde von Monica Schliemann-Bullinger und Eric Bullinger (Institut fur
Automatisierungstechnik, Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg) adaptiert und optimiert,
um eine Berechnung Uber die theoretische Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen durchzufuhren,
wenn verschiedene IL-6 und sIL-6R Konzentrationen vorliegen.

Fir die Berechnung der IL-6/sIL-6R Komplexmengen wurden die in Abbildung 3.4
dargestellten Formeln verwendet. Als Einheiten wurde die Menge an eingesetztem IL-6
([IL-6]_total) bzw. sIL-6R ([sIL-6R]_total) und die Kp der IL-6/sIL-6R Komplexbildung (22 nM)
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verwendet (Abbildung 3.3B und C). Zuerst wurden die verwendeten Konzentrationen von IL-6
und sIL-6R von ng/ml auf nM umgerechnet.

Als Beispielrechnungen flr IL-6: 50 ng/ml IL-6 entsprechen 2,108 nM IL-6 (Molekulargewicht
IL-6: 23.718 Da; 0,00005 mg/l IL-6 / 23.718 Da = 2,108 x 10° M, dies entspricht 2,108 nM).
Als Beispielrechnung fur sIL-6R: 50 ng/ml sIL-6R entsprechen 0,969 nM sIL-6R
(Molekulargewicht sIL-6R: 51.547 Da; 0,00005 mg/l sIL-6R / 51.547 Da = 0,969 x 10° M, dies
entspricht 0,969 nM).

Fur [IL-6]_total wurde dementsprechend der Wert von 2,108 nM und fur [sIL-6R]_total 0,969
nM in die Formel 1 eingesetzt (Abbildung 3.4). Dabei wurde der Wert von [IL-6]_frei
(ungebundene Menge an IL-6) von 2,026 nM berechnet. Dies entspricht 48,052 ng/ml an
freiem IL-6. Um die Menge an gebundenem IL-6 im IL-6/sIL-6R Komplex zu berechnen, wurde
die Differenz von [IL-6] total zu [IL-6] frei ermittelt (2,108 nM — 2,026 nM = 0,082 nM). Die
Differenz von 0,082 nM wurde anschliefsend auf ng/ml umgerechnet. Dies entspricht 1,944
ng/ml an im Komplex gebundenem IL-6. Um die Menge an im Komplex gebundenem IL-6 in
Prozent zu ermitteln, wurde die gebundene Menge IL-6 dividiert durch die eingesetzte Menge
von IL-6 (1,944 ng/ml / 50 ng/ml IL-6 * 100 = 3,88% gebundenes IL-6 im Komplex). Hieraus
ergibt sich, dass 3,88% des vorhandenen IL-6 gebunden im Komplex vorliegen sollten.
AnschlieBend wurde die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen mittels Formel 2 berechnet,
angegeben als [IL-6:sIL-6R Komplex]. Hierzu wurde die eingesetzte Menge an [IL-6]_total
(2,108 nM) subtrahiert von der berechneten Menge an [IL-6]_frei (2,026 nM) und fur [IL-6:slL-
6R Komplex] wurde ein Wert von 0,082 nM berechnet. Um eine Umrechnung von 0,082 nM
IL-6/sIL-6R Komplex auf ng/ml durchzuflihren, wurde fur den Komplex ein Molekulargewicht
von 75.265 Da verwendet. 0,082 nM IL-6/sIL-6R Komplex entsprechen 6,171 ng/ml.

Formel 1: [IL-6]_frei = -0,5 x (Ko +[sIL-6R]_total -[IL-6]_total)

+ 0,5 \/{(Kp+[sIL-6R]_total - [IL-6] _total)?> + 4 x Kp x [IL-6]_total}

Formel 2: [IL-6:sIL-6R Komplex] = [IL-6]_total - [IL-6]_frei

Formel 3: [sIL-6R]_frei = [sIL-6R]_total - [IL-6:sIL-6R]

Abbildung 3.4 Verwendete Formeln zur Berechnung von IL-6/sIL-6R Komplexmengen unter definierten IL-6
und sIL-6R Konzentrationen. Dargestellt sind die verwendeten Formeln zur Berechnung der IL-6/sIL-6R
Komplexmengen (Formel 2), sowie die Menge an freiem IL-6 ([IL-6]_frei, Formel 1) und freiem sIL-6R ([sIL-6R]_frei,
Formel 3). Erlauterungen sind in Abschnitt 3.1.4 beschrieben. Dieser Rechenweg wurde von Monica Schliemann-
Bullinger und Eric Bullinger erstellt (Institut fir Automatisierungstechnik, Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg).

Um die Menge an freiem slIL-6R, angeben in [sIL-6R]_frei, zu berechnen, wurde die Formel 3
verwendet. Die eingesetzte Menge an [sIL-6R]_total (0,969 nM, entspricht 50 ng/ml) wurde
von der berechneten Menge an [IL-6:sIL-6R Komplex] (0,082 nM) subtrahiert. Fir [sIL-6R]_frei
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wurde ein Wert von 0,887 nM berechnet. Dies entspricht 45,722 ng/ml an nicht im Komplex
gebundenem sIL-6R.

AbschlieRend wurde die Menge an gebundenem slL-6R im IL-6/sIL-6R Komplex berechnet.
Hierzu wurde [sIL-6R]_total (50 ng/ml) von [sIL-6R]_frei (45,722 ng/ml) subtrahiert und 4,278
ng/ml sIL-6R gebunden im Komplex wurde berechnet. Fur die Umrechnung auf Prozent wurde
die im Komplex gebundene Menge an sIL-6R dividiert durch die eingesetzte Menge an sIL-6R
(4,278 ng/ml / 50 ng/ml sIL-6R * 100 = 8,55% gebundener sIL-6R im Komplex). Dies bedeutet,
dass 8,55% des vorhandenen slL-6R gebunden im Komplex vorliegen sollten.

Alle im Text beschriebenen Werte flr die Beispielrechnung der IL-6/sIL-6R Komplexmenge
sind zusammengefasst in Tabelle 3.1 dargestellt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden alle
Berechnungen der IL-6/sIL-6R Komplexmengen nach diesem beschriebenen Schema
durchgefiihrt.

Tabelle 3.1: Werte zur Berechnung der IL-6/sIL-6R Komplexmengen. Dargestellt sind die berechneten Werte

der IL-6/sIL-6R Komplexmenge, anhand einer Beispielrechnung mit 50 ng/ml IL-6 und sIL-6R. Erlauterungen zum
Rechenweg und zu den einzelnen Werten sind in Abschnitt 3.1.4 beschrieben.

IL-6 sIL-6R IL-6/sIL-6R Freies IL-6 IL-6 im Komplex | Freier sIL-6R sIL-6R im Komplex
eingesetzt | eingesetzt Komplex (ungebunden) gebunden (ungebunden) gebunden
50 ng/ml 50 ng/ml | 6,171 ng/ml | 48,052 ng/ml 1,944 ng/mi 45,722 ng/ml 4,278 ng/ml
2,108 nM | 0,969 nM 0,082 nM 2,026 nM 0,082 nM 0,887 nM 0,082 nM
96,12% 3,88% 91,45% 8,55%

3.1.5 Quantifizierung von IL-6/slL-6R Komplexen mit rekombinantem slIL-6R
und IL-6

In dieser Arbeit wurde erstmals untersucht, zu welchen Mengen IL-6/sIL-6R Komplexe
vorliegen, wenn unterschiedliche Mengen an IL-6 und slL-6R vorhanden sind. Rekombinantes
humanes IL-6 und rekombinanter humaner sIL-6R wurden in einem Standardpuffer (PBS mit
1% BSA) kombiniert und unter kontinuierlicher Durchmischung fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mittels IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA analysiert (s.
Abschnitt 2.2.2.3.3). Es wurden verschiedene Konzentrationen von rekombinantem humanem
IL-6 verwendet (1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml oder
1000 ng/ml). Diese IL-6 Konzentrationen entsprechen denen, die wahrend milden bis sehr
starken Entzindungsprozessen im Serum von Menschen nachgewiesen wurden (Jones
2005). Des Weiteren wurden drei Konzentrationen des rekombinanten humanen sIL-6R
verwendet (25 ng/ml, 50 ng/ml und 75 ng/ml), welche ebenfalls physiologisch vorkommende
sIL-6R Konzentrationen im Blutserum widerspiegeln (Mitsuyama et al. 1995; Gaillard et al.
1999; Montero-Julian 2001). In Abbildung 3.5A sind die Ergebnisse Uber die detektierten

Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen dargestellt. In allen Messreihen wurden IL-6/sIL-6R

67



Ergebnisse

Komplexe ab einer IL-6 Konzentrationen von 5 ng/ml detektiert. Im Allgemeinen wurde
beobachtet, dass hohere Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen vorlagen, je mehr IL-6 und sIL-6R
vorhanden waren (Tabelle 3.2). Die héchsten Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen wurden bei
1000 ng/ml IL-6 nachgewiesen, d.h. 5 £ 0,28 ng/ml Komplex bei 25 ng/ml sIL-6R, 8,49 £ 2,1
ng/ml Komplex bei 50 ng/ml sIL-6R und 9,86 + 0,74 ng/ml Komplex bei 75 ng/ml sIL-6R.
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Abbildung 3.5 Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen mit rekombinantem IL-6 und sIL-6R. (A)
Rekombinantes humanes IL-6 (1-1000 ng/ml) und rekombinanter humaner sIL-6R (25, 50 oder 75 ng/ml) wurden
in PBS mit 1% BSA fiur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die vorhandene Menge an
IL-6/sIL-6R Komplexen mittels IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von drei
unabhéangigen Experimenten. (B) Die Menge an gebundenem sIL-6R im IL-6/sIL-6R Komplex, dargestellt in Prozent
(%), wurde anhand der Werte aus Abbildung 3.5A berechnet (beschrieben in Abschnitt 3.1.5). (C) Rekombinanter
humaner sIL-6R (1-1000 ng/ml) und rekombinantes humanes IL-6 (1, 10 oder 100 ng/ml) wurden in PBS mit 1%
BSA fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die vorhandene Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen
mittels IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von drei unabhangigen
Experimenten. (D) Die Menge an gebundenem sIL-6R im IL-6/sIL-6R Komplex, dargestellt in Prozent (%), wurde
anhand der Werte aus Abbildung 3.5C berechnet.

Basierend auf den gemessenen Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde berechnet, wie viel
des sIL-6R gebunden im Komplex vorlag, um Ruckschlusse auf die Bindekapazitat an IL-6
ziehen zu kdénnen (Abbildung 3.5B). Dies erfolgte unter Verwendung des Molekulargewichts
vom IL-6, sIL-6R und dem IL-6/IL-6R Komplex (IL-6: 23,7 kDa; sIL-6R: 51,5 kDa; IL-6/sIL-6R
Komplex: 75,2 kDa).

Anhand einer Beispielrechnung, wird die Bestimmung des im Komplex gebundenen slIL-6R
erlautert. 5,05 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex wurden bei einer eingesetzten Menge von 75 ng/ml

sIL-6R und 100 ng/ml IL-6 detektiert (Verhaltnisse basierend auf dem Molekulargewicht von
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IL-6 und sIL-6R im Komplex: ~1/3 IL-6 [31,5%] und ~2/3 sIL-6R [68,5%)]). 5,05 ng/ml IL-6/sIL-
6R Komplex wurden hierzu mit 0,685 multipliziert, um den Anteil an sIL-6R im Komplex zu
ermitteln. Dies bedeutet, dass 3,459 ng/ml sIL-6R, und somit 4,61% des vorhandenen sIL-6R,
gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen vorlagen (3,459 ng/ml [Menge des slL-6R im Komplex] /
75 ng/ml [eingesetzte Menge sIL-6R] x 100 = 4,61% des eingesetzten sIL-6R gebunden im
Komplex). Anhand der Berechnungen wurde deutlich, dass bei einem 87fachen molaren
Uberschuss von IL-6 (1000 ng/ml, 42,2 nM) zum sIL-6R (25 ng/ml, 0,485 nM), maximal 13%
des vorhandenen sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen vorlagen (Tabelle 3.2).
Zusatzlich wurde die Menge an im Komplex gebundenem IL-6 berechnet, indem der
Umrechnungsfaktor 0,315 verwendet wurde. Hierbei wurde festgestellt, dass bei allen
untersuchten Konzentrationen zwischen ~0,16-2% des vorhandenen IL-6 gebunden im
Komplex vorlag. Alle gemessenen und berechneten Daten, bezlglich der quantifizierten
Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen und gebundenem IL-6, sowie sIL-6R, aus Abbildung 3.5A,
sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Als nachstes wurde der Versuchsaufbau umgedreht, indem drei feste Konzentrationen an IL-6
(1, 10 oder 100 ng/ml) mit aufsteigenden Konzentrationen an slL-6R (1-1000 ng/ml) kombiniert
und flir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die Komplexmenge wurde anschlielend
mittels IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA untersucht. Bei IL-6 Konzentrationen von 1 ng/ml oder 10
ng/ml wurde nur eine auferst geringe Menge an Komplex nachgewiesen, maximal 0,91 £ 0,15
ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex mit 200 ng/ml sIL-6R. In den Messreihen mit 100 ng/ml IL-6 wurde
in Abhangigkeit zur vorliegenden sIL-6R Konzentration eine hdhere Menge an Komplexen
beobachtet. Maximal lagen 13,51 + 4,12 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex bei 1000 ng/ml sIL-6R vor
(Abbildung 3.5C). Vergleichsweise zum vorherigen Versuchsaufbau war nur ein geringer Anteil
des slL-6R gebunden im Komplex, maximal 7% bei 25 ng/ml sIL-6R und 100 ng/ml IL-6
(Abbildung 3.5D). Interessanterweise konnte anhand dieses Versuches auch gesehen
werden, dass selbst bei einem 4,5fachen molaren Uberschuss vom slIL-6R (1000 ng/ml, 19,4
nM) zum IL-6 (100 ng/ml, 4,22 nM), nach wie vor nur ein geringer Anteil des vorhandenen IL-6
(4,25%) gebunden im Komplex vorlag (Tabelle 3.3).

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen
konzentrationsabhangig zu der vorhandenen Menge an rekombinantem IL-6, sowie
rekombinantem slIL-6R, ist. Hieraus ergibt sich ein Datensatz, der beschreibt, wie viel Komplex
maximal vorliegen kann, wenn bestimmte Mengen an IL-6 und slIL-6R vorhanden sind.
Zusatzlich ergibt sich, wie viel Prozent des IL-6 und sIL-6R gebunden im Komplex vorliegen
kann. Dabei wurde festgestellt, dass nur ein geringer Anteil des vorhandenen IL-6, sowie des
sIL-6R, gebunden im Komplex vorlagen. In dem folgenden Abschnitt wurde die entstehende
Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen in humanem Serum mit darin enthaltenem endogenen

slL-6R und rekombinantem IL-6 untersucht.
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Tabelle 3.2: Zusammenfassung der Ergebnisse der IL-6/sIL-6R Komplexmengen mit drei Konzentrationen an rekombinantem sIL-6R und ansteigenden Mengen an
rekombinantem IL-6 aus Abbildung 3.5A. Dargestellt sind die gemessenen Werte aus Abbildung 3.5A, bezliglich der IL-6/sIL-6R Komplexmengen mit rekombinantem IL-6 (1-1000
ng/ml) und sIL-6R (25, 50 oder 75 ng/ml). Die Berechnung des im Komplex gebundenem IL-6 und sIL-6R ist in Abschnitt 3.1.5 beschrieben (n.d. = nicht detektierbar). Dargestellt ist

der Mittelwert + SD von drei unabhangigen Experimenten.

Rekombinanter sIL-6R

Rekombinanter sIL-6R

Rekombinanter sIL-6R

(25 ng/ml) (50 ng/ml) (75 ng/ml)
IL-6 IL-6/sIL-6R Gebundenes Gebundener IL-6/sIL-6R ~ Gebundenes  Gebundener IL-6/sIL-6R Gebundenes  Gebundener
(ng/ml) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

5 0,06 (+ 0,03) 0,42 (+ 0,22) 0,18 (x 0,09) 0,07 (x 0,07) 0,49 (+0,48) 0,1(x0,1) 0,02 (+ 0,04) 0,13 (¢ 0,25) 0,02 (+0,03)
10 0,18 (£ 0,01) 0,59 (+ 0,04) 0,5 (£ 0,03) 0,35(+0,08) 1,09 (+0,26) 0,47 (x0,11) 0,37 (+ 0,08) 1,17 (£ 0,27) 0,33 (£ 0,07)
25 0,69 (+ 0,05) 0,88 (+ 0,07) 1,9 (£ 0,15) 1,18 (£ 0,22) 1,48(+£0,28) 1,61 (x0,3) 1,4 (£ 0,23) 1,77 (£ 0,3) 1,28 (£ 0,21)
50 1,3 (£ 0,008) 0,82 (+ 0,01) 3,56 (+ 0,02) 2,37 (£ 0,44) 1,49(x0,28) 3,24 (+0,59) 2,68 (£ 0,3) 1,69 (£0,19) 2,45 (+£0,27)
100 2,3(x0,13) 0,73 (£ 0,04) 6,34 (+ 0,36) 4,05(+0,86) 1,28 (+0,27) 5,55(x1,17) 5,05 (+ 0,42) 1,59 (£ 0,13) 4,61 (£ 0,36)
200 3,3(£0,04) 0,52 (£ 0,01) 9,12 (£ 0,12) 5,56 (+1,22) 0,88(+x0,19) 7,61 (x1,67) 6,42 (+ 0,88) 1,01 (£0,14) 5,86 (+0,8)

1000 5(+0,28) 0,16 (£ 0,01) 13,78 (£ 0,79) 8,49 (+2,1) 0,27 (x0,07) 11,6 (x2,88) 9,86 (+ 0,74) 0,31 (£ 0,02) 9(x0,6)
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung der Ergebnisse der IL-6/sIL-6R Komplexmengen mit drei Konzentrationen an rekombinantem IL-6 und ansteigenden Mengen an
rekombinantem sIL-6R aus Abbildung 3.5C. Dargestellt sind die gemessenen Werte aus Abbildung 3.5C, beziglich der IL-6/sIL-6R Komplexmengen mit rekombinantem sIL-6R
(1-1000 ng/ml) und IL-6 (1, 10 oder 100 ng/ml). Die Berechnung des im Komplex gebundenem IL-6 und sIL-6R ist in Abschnitt 3.1.5 beschrieben (n.d. = nicht detektierbar). Dargestellt
ist der Mittelwert + SD von drei unabhangigen Experimenten.

Rekombinantes IL-6

Rekombinantes IL-6

Rekombinantes IL-6

(1 ng/ml) (10 ng/ml) (100 ng/ml)
slL-6R IL-6/sIL-6R Gebundenes Gebundener IL-6/sIL-6R Gebundenes Gebundener IL-6/sIL-6R Gebundenes  Gebundener
(ng/ml) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,04 (£ 0,09) 0,01 (£ 0,02) 2,83 (+5,98)
5 n.d n.d. n.d. 0,01 (£ 0,01) 0,035 (+ 0,028) 0,15 (£ 0,12) 0,37 (£ 0,14) 0,11 (£ 0,04) 5(+1,87)
10 n.d. n.d. n.d. 0,07 (£ 0,06) 0,21 (£ 0,17) 0,46 (+ 0,38) 0,87 (+ 0,26) 0,27 (£ 0,08) 5,95 (+1,8)
25 n.d. n.d. n.d. 0,24 (£ 0,07) 0,77 (£ 0,21) 0,67 (£ 0,18) 2,59 (£ 0,64) 0,81(x0,2) 7,08 (£1,77)
50 0,01 (£ 0,01) 0,22 (£ 0,19) 0,009 (+ 0,008) 0,44 (£ 0,07) 1,38 (x 0,21) 0,6 (+ 0,09) 4,85 (+ 1,09) 1,52 (£ 0,34) 6,65(+1,5)
100 0,01 (£ 0,01) 0,43 (+ 0,35) 0,009 (+ 0,007) 0,74 (£ 0,07) 2,31 (£ 0,21) 0,5 (£ 0,04) 7,65 (¢ 1,23) 2,4(+x0,38) 5,24 (+£0,84)
200 0,02 (£ 0,01) 0,54 (£ 0,42) 0,006 (+ 0,004) 0,91 (£ 0,15) 2,87 (£ 0,47) 0,31 (x 0,05) 11,38 (£ 1,87) 3,58 (x0,59) 3,9 (+0,64)
1000 0,003 (+ 0,01) 0,09 (+0,23) 0,0002 (+ 0,005) 0,55 (£ 0,16) 1,73 (£ 0,5) 0,038 (x 0,011) 13,51 (x4,12) 4,25(+x1,29) 0,93 (+0,28)
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3.1.6 Quantifizierung der IL-6/slL-6R Komplexmengen in humanem Blutserum

mit endogenem sIL-6R und rekombinantem IL-6

Nachdem die vorliegenden IL-6/sIL-6R Komplexmengen in einem Standardpuffer (PBS mit 1%
BSA) mit rekombinantem IL-6 und sIL-6R untersucht wurden, war der nachste Schritt die
Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen in humanem Blutserum, in dem endogener sIL-6R
enthalten ist. Uber die gezielte Zugabe von verschiedenen Mengen an rekombinantem IL-6 in
humanes Serum, sollten milde bis sehr starke Entzindungsbedingungen simuliert werden, bei
denen erhéhte Mengen an endogenem IL-6 im Serum gemessen wurde (Waage ef al. 1989a;
Nowell et al. 2003). Hierdurch sollten Erkenntnisse daruber gewonnen werden, zu welchen
Mengen IL-6/sIL-6R Komplexe im Serum von Menschen vorliegen kénnen.

Fir diese Untersuchungen wurde 10 freiwilligen und gesunden Probanden vendses Blut in
Serum/CAT Blutentnahmerdhrchen entnommen. Der Serumanteil wurde anschlie®end von
den festen Blutbestandteilen (Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten) isoliert (s.
Abschnitt 2.2.2.5). Die Serumproben wurden im Anschluss auf die Mengen an IL-6, sIL-6R,
sgp130 und IL-6/sIL-6R Komplexe (Abbildung 3.6A) mittels ELISA untersucht (s. Abschnitt
2.2.2.3). In allen Serumproben war die Konzentration von endogenem IL-6 und des endogenen
IL-6/sIL-6R Komplexes unter dem Detektionsbereich des jeweiligen ELISAs (<2 pg/ml IL-6
ELISA; <78,1 pg/ml IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA). Dies war zu erwarten, da in gesunden
Menschen nur sehr geringe Mengen an IL-6 vorhanden sind (Akira et al. 1993; Kishimoto et
al. 1995). Eine Serumprobe mit hohen Mengen an IL-6 ware ausgeschlossen worden, um die
detektierbare Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen, durch die gezielte Zugabe von rekombinanten
IL-6, nicht zu verfalschen. Fur den slL-6R wurden Serumkonzentrationen von 36-69 ng/ml
(Mittelwert aller Proben: 52,9 £ 16,3) und fir sgp130 wurden Serumkonzentrationen von 205-
330 ng/ml (Mittelwert aller Proben: 243 + 38,9 ng/ml) gemessen.

Um die Menge an IL-6/slL-6R Komplexen im Serum zu quantifizieren, wurde das im
IL-6/sIL-6R ELISA Kit gelieferte IL-6/sIL-6R Komplexstandardprotein laut Herstellerangaben
in dem mitgelieferten Puffer (R&D Diluent) verdinnt. Aquivalent hierzu wurde das IL-6/sIL-6R
Komplexstandardprotein im Serum von drei Probanden verdiinnt (Abbildung 3.6B). Durch
diesen Versuch wurde festgestellt, dass der in Serum verdinnte IL-6/sIL-6R Komplexstandard
um den Faktor 8,3 schwacher zu detektieren war, als der Standard, der in dem mitgelieferten
Puffer (R&D Diluent) verdinnt wurde. Daraus wurde geschlossen, dass aufgrund von
Serumbestandteilen, die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen im Serum deutlich reduziert
sein wirde. Fir die darauffolgenden Quantifizierungen von IL-6/sIL-6R Komplexen im Serum,
wurden deswegen alle gemessenen Werte mit dem Korrekturfaktor 8,3 multipliziert, um die

serumbedingte Beeintrachtigung der Komplexdetektion zu normalisieren.
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Abbildung 3.6: IL-6/sIL-6R Komplexmengen in humanem Blutserum mit endogenem sIL-6R und
rekombinantem IL-6. (A) Serumkonzentrationen von IL-6, sIL-6R, sgp130 und IL-6/sIL-6R Komplex von 10
gesunden Probanden, dessen Serum fiir die Untersuchung der IL-6/sIL-6R Komplexbestimmung mit endogenem
sIL-6R verwendet wurde. Alle Werte wurden mittels entsprechendem ELISAs quantifiziert. Die mittlere Linie stellt
den Mittelwert und die Fehlerbalken (obere und untere Linie) die Standardabweichung dar. (B) IL-6/sIL-6R
Komplexstandardprotein wurde gleichmafRig in dem vom Hersteller gelieferten Puffer (R&D Diluent) oder in
humanem Serum verdiinnt (Konzentrationsreihe von 0-5 ng/ml) und mittels IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA detektiert.
Das im Serum verdiinnte Standardprotein wurde um den Faktor 8,3 schwacher detektiert, als der Standard,
verdinnt in R&D Diluent. Die im Serum gemessenen Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurden mit dem
Korrekturfaktor 8,3 multipliziert, um eine Normalisierung der Daten vorzunehmen. Dargestellt ist der Mittelwert +
SD von drei unabhangigen Experimenten. (C) Humanes Serum wurden mit der entsprechenden Menge an
rekombinantem IL-6 (1-1000 ng/ml) versetzt und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Menge an
IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA quantifiziet wurde. Dargestellt sind die Ergebnisse der IL-6/sIL-6R
Komplexmengen im Serum von 10 gesunden Probanden. Die mittlere Linie stellt den Mittelwert und die
Fehlerbalken (obere und untere Linie) die Standardabweichung dar. (D) Die Menge an gebundenem sIL-6R im IL-
6/sIL-6R Komplex, dargestellt in Prozent (%), wurde anhand der Werte aus Abbildung 3.6C berechnet (beschrieben
in Abschnitt 3.1.5). Dargestellt ist der Mittelwert + SD von 10 unabhangigen Experimenten.

In Abbildung 3.6C sind die Ergebnisse der Titrationen von rekombinantem IL-6 zu endogenem
sIL-6R im Serum von 10 Probanden dargestellt. Um die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen in
humanem Serum zu untersuchen, wurden 500 yl Serum mit einer definierten Menge an IL-6
versetzt (1-1000 ng/ml) und unter kontinuierlicher Durchmischung fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch die Zugabe von niedrigeren Mengen an IL-6 (1-50 ng/ml) wurden mittlere bis
starke und durch die Zugabe von hoéheren IL-6 Mengen (100-1000 ng/ml) sehr starke
Entzindungsbedingungen simuliert. Die Proben wurden anschlielend mittels IL-6/sIL-6R
Komplex-ELISA analysiert. Wie bereits in Abschnitt 3.1.5 dargestellt, wurde beobachtet, dass
konzentrationsabhangig zur eingesetzten Menge an IL-6, eine einsteigende Menge an
IL-6/sIL-6R Komplexen detektiert wurde. Bereits durch die Zugabe von 1 ng/ml IL-6 wurde eine

geringe Menge von 0,16 + 0,27 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex detektiert. Maximal wurden 11,3
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4,71 ng/ml an IL-6/sIL-6R Komplexen gemessen, nach Zugabe von 1000 ng/ml IL-6 (Abbildung
3.6C und Tabelle 3.4). Basierend auf den ermittelten Daten aus Abbildung 3.6C wurde die im
IL-6/sIL-6R Komplex gebundene Menge an IL-6, sowie von gebundenem slL-6R, berechnet
(beschrieben in Abschnitt 3.1.5). Nur ein geringer Anteil des eingesetzten rekombinanten IL-6
lag gebunden mit dem endogenen sIL-6R im Komplex vor (Tabelle 3.4). Unter &quimolaren
Verhaltnissen von IL-6 (25 ng/ml, 1,05 nM) zum endogenen sIL-6R (52,9 + 16,3 ng/ml, 1,03
nM), lag maximal 2,01 £ 0,8% des vorhandenen IL-6 gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen vor.
Selbst bei einem 5fachen molaren Uberschuss vom endogenem slL-6R zu IL-6 (5 ng/ml, 0,21
nM) lag nur ein geringer Anteil des vorhandenen IL-6 gebunden im Komplex vor (1,64 + 2,4%).
Die Menge an im Komplex gebundenen endogenen sIL-6R stieg konzentrationsabhangig zu
der Menge des vorhandenen IL-6 an (Abbildung 3.6D, Tabelle 3.4). Unter aquimolaren
Verhaltnissen befanden sich 2,24 + 0,87% des endogenen sIL-6R im Komplex mit IL-6.
Maximal lag 15,24 + 3,54% des vorhandenen endogenen sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R
Komplexen vor. Dies wurde bei einem 42fachen molaren Uberschuss von IL-6 (1000 ng/ml;
42,2 nM) IL-6/sIL-6R

Komplexmengen in humanem Serum, sowie die im Komplex gebundene Menge an IL-6 und

zum endogenen sIL-6R nachgewiesen. Die Ergebnisse der
slL-6R, sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst dargestellt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen, mittels
des im Blutserum enthaltenen endogenen slL-6R, konzentrationsabhangig zur eingesetzten
Menge an IL-6 ist und nur geringe Mengen des vorhandenen sIL-6R bzw. IL-6 gebunden im
Komplex vorliegen. Die entstehende Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen im humanen Serum
war vergleichbar, zu der im Abschnitt 3.1.5 dargestellten Komplexmengen in Standardpuffer

mit rekombinanten sIL-6R.

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der Ergebnisse der IL-6/sIL-6R Komplexmengen in humanem Serum mit
endogenem slIL-6R und rekombinantem IL-6. Dargestellt sind die gemessenen Werte aus Abbildung 3.6C,
beziiglich der IL-6/sIL-6R Komplexmengen in humanem Serum mit rekombinantem IL-6. Die Berechnung des im
Komplex gebundenem IL-6 und sIL-6R (beschrieben in Abschnitt 3.1.5) basiert auf die gemessenen Mengen an
IL-6/sIL-6R Komplexen im Serum. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von den Messungen mit dem Serum von 10
gesunden Probanden.

Endogener sIL-6R
(52,9 + 16,3 ng/ml)

IL-6 IL-6/sIL-6R ~ Gebundenes Gebundener
(ng/ml) Komplex IL-6 (%) sIL-6R (%)
(ng/ml)
1 0,16 (£ 0,27) 5,32 (£8,7) 0,27 (£ 0,48)
5 0,26 (£ 0,39) 1,64 (£2,4) 0,4 (+ 0,65)
10 0,54 (£0,49) 1,71 (x1,5) 0,81 (£ 0,81)
25 1,59 (x0,63) 2,01(x0,8) 2,24 (£ 0,87)
50 2,99 (£1,05) 1,89(x0,67) 4,14 (+1,09)
100 5(+ 1,85) 1,58 (+ 0,58) 6,82 (+ 1,48)
200 7,55 (£2,67) 1,19(x0,42) 10,35(+2,22)
1000 11,3 (x4,71) 0,36 (+0,15) 15,24 (+ 3,54)
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3.1.7 Die experimentell bestimmte Menge an IL-6/slL-6R Komplexen ist

deutlich geringer als die berechnete Menge

Um weitere Erkenntnisse Uber die IL-6/sIL-6R Komplexmengen zu erlangen, wurde die
theoretisch vorliegenden Komplexmengen berechnet (Abschnitt 3.1.4), damit ein Vergleich mit
den gemessenen Daten erfolgen kann. Fir die Berechnung der IL-6/sIL-6R Komplexmengen
wurde der in Abschnitt 3.1.3 ermittelte Kp-Wert von 22 nM verwendet. Hierbei wurde vor allem
verglichen, wie viel des vorhandenen IL-6 bzw. sIL-6R gebunden in Komplexen vorlag. In
Tabelle 3.5 ist die berechnete Menge (Ko Rechnung) und die gemessene Menge (ELISA) an
in IL-6/sIL-6R Komplexen gebundenem slL-6R in Prozent (%) dargestellt. Im Allgemeinen
zeigten die Ergebnisse, dass ein deutlicher Unterschied zwischen berechneter und
gemessener Menge vorhanden war (Tabelle 3.5). In den Versuchen mit rekombinantem
sIL-6R (Abbildung 3.5A und B) war die berechnete Menge an im Komplex gebundenem sIL-6R
durchschnittlich um den Faktor 4,4 hoher, als die gemessene Menge. Bei 1000 ng/ml IL-6, dies
entspricht einem 29 bis 87fachen molaren Uberschuss zum sIL-6R (25-75 ng/ml), sollten
anhand der Berechnung ~65% aller sIL-6R Molekule gebunden in Komplexen vorliegen.
Jedoch wurde anhand der ELISA-gemessenen Werte ersichtlich, dass nur maximal 13% des
rekombinanten slL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen vorlag. Ein geringerer Unterschied
war bei den Messungen mit dem endogenen sIL-6R im Blutserum vorhanden. Hier war die
berechnete Menge an im Komplex gebundenem sIL-6R um den Faktor 2,5 héher, als die
gemessene Menge. Auch hier sollten anhand der Berechnung bei 1000 ng/ml IL-6 65% des
endogenen sIL-6R im Komplex vorliegen. Allerdings lagen tatséchlich nur maximal 15% des
endogenen sIL-6R gebunden im Komplex vor. Zusatzlich wurde ermittelt, wie hoch die
Unterschiede an im Komplex gebundenem IL-6 waren. Anhand der Ergebnisse aus Abbildung
3.5A wurde ermittelt, dass die berechnete Menge an im Komplex gebundenem IL-6, mit
rekombinanten sIL-6R, durchschnittlich um den Faktor 4 héher war, als die gemessene Menge
(Tabelle 3.6). Anhand der Berechnung sollten maximal 6% des IL-6 im Komplex vorliegen (25
ng/ml IL-6 und 75 ng/ml sIL-6R), allerdings befanden sich tatsachlich nur 1,7% des IL-6 im
Komplex. Ein geringerer Unterschied war in der Messreihe mit Serum, d.h. mit dem endogenen
slL-6R, zu beobachten. In dieser Messreihe war die berechnete Menge an gebundenem IL-6
um den Faktor 2,7 héher, als die gemessene Menge an gebundenem IL-6 in IL-6/sIL-6R
Komplexen. Ein deutlicher Unterschied zwischen berechneter und gemessener Menge an im
Komplex gebundenem IL-6 war vor allem anhand des Vergleiches der Werte aus Abbildung
3.5C zu erkennen. Innerhalb dieser Versuchsreihe wurden drei Konzentrationen an IL-6
verwendet (1, 10 oder 100 ng/ml) mit ansteigenden Mengen an sIL-6R (1-1000 ng/ml). Bei
einem 4,6 bzw. 46fachen molaren Uberschuss vom sIL-6R (1000 ng/ml, 19,4 nM) zum IL-6
(10 ng/ml, 0,422 nM bzw. 100 ng/ml, 4,22 nM) sollten anhand der berechneten Komplexbildung

~45% des vorhandenen IL-6 im Komplex gebunden sein. Anhand der Messung war allerdings
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ersichtlich, dass bei 10 ng/ml IL-6 maximal 1,7% und bei 100 ng/ml IL-6 maximal 4,25% des
vorhandenen IL-6 gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen war (Tabelle 3.7).

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die berechnete Menge an in IL-6/sIL-6R
Komplexen gebundenem IL-6 und slL-6R, sich deutlich von den gemessenen Werten
unterscheidet. Basierend auf diesem Vergleich wurden weitere Versuche durchgefuhrt, um zu
untersuchen, welche Faktoren die Detektion oder die Bildung von IL-6/sIL-6R Komplexen

beeinflussen konnten.
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Tabelle 3.5: Vergleich von berechneter zu gemessener Menge an slL-6R, gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen, aus Abbildung 3.5A. Fir die Berechnung der
IL-6/sIL-6R Komplexmengen wurde der in Abschnitt 3.1.3 ermittelte Ko-Wert von 22 nM verwendet (Ko Rechnung) und die Menge an theoretisch gebundenem sIL-6R im
Komplex wurde berechnet. Anhand der mittels ELISA gemessenen Werte an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde die Menge an gebundenem sIL-6R bestimmt. Dargestellt ist
der Mittelwert £ SD von drei unabhangigen Experimenten (rekombinantes IL-6 und sIL-6R, Abbildung 3.5B, Tabelle 3.2), sowie der Mittelwert + SD von den Messungen

mit dem Serum von 10 Probanden (rekombinantes IL-6 und endogener sIL-6R, Abbildung 3.6D, Tabelle 3.4). n.d. = nicht detektierbar.

Titration

Rekombinanter sIL-6R

Rekombinanter sIL-6R

Rekombinanter sIL-6R

Endogener sIL-6R

(25 ng/ml) (50 ng/ml) (75 ng/ml) (52,9 + 16,3 ng/ml)
Rekombinantes | Kp Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA

IL-6 (ng/ml) (gebundener (gebundener (gebundener (gebundener (gebundener (gebundener (gebundener (gebundener

sIL-6R, %) sIL-6R, %) sIL-6R, %) sIL-6R, %) sIL-6R, %) sIL-6R, %) sIL-6R, %) sIL-6R, %)

1 0,2 n.d. 0,2 n.d. 0,2 n.d. 0,2 0,27 (+ 0,48)

5 0,9 0,18 (£ 0,09) 0,9 0,1(x0,1) 0,9 0,02 (£ 0,03) 0,9 0,4 (+ 0,65)

10 1,8 0,16 (+ 0,03) 1,8 0,47 (£ 0,11) 1,8 0,33 (£ 0,07) 1,8 0,81 (£ 0,81)

25 4,5 1,53 (+ 0,15) 4,4 1,61 (x0,3) 4,3 1,28 (£ 0,21) 4,4 2,24 (£ 0,87)

50 8,6 3,29 (+ 0,02) 8,4 3,24 (x 0,59) 8,3 2,45 (£ 0,27) 8,4 4,14 (+ 1,09)

100 15,8 5,79 (£ 0,36) 15,6 5,55 (£ 1,17) 15,4 4,61 (+ 0,36) 15,6 6,82 (+ 1,48)
200 27,4 9,08 (£ 0,12) 271 7,61 (£1,67) 26,8 5,86 (+ 0,8) 27 10,35 (+ 2,22)
1000 65,5 12,83 (£ 0,79) 65,4 11,6 (+ 2,88) 65,2 9(+0,6) 65,4 15,24 (+ 3,54)

Ergebnisse



78

Tabelle 3.6: Vergleich von berechneter zu gemessener Menge an IL-6, gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen, aus Abbildung 3.5A. Fur die Berechnung der IL-
6/sIL-6R Komplexmengen wurde der in Abschnitt 3.1.3 ermittelte Ko-Wert von 22 nM verwendet (Ko Rechnung) und die Menge an theoretisch gebundenem IL-6 im
Komplex wurde berechnet. Anhand der mittels ELISA gemessenen Werte an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde die Menge an gebundenem IL-6 bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert + SD von drei unabhangigen Experimenten (rekombinantes IL-6 und sIL-6R, Abbildung 3.5A, Tabelle 3.2), sowie der Mittelwert + SD von den Messungen mit

dem Serum von 10 Probanden (rekombinantes IL-6 und endogener sIL-6R, Abbildung 3.6C, Tabelle 3.4). n.d. = nicht detektierbar.

Titration

Rekombinanter sIL-6R

Rekombinanter sIL-6R

Rekombinanter sIL-6R

Endogener sIL-6R

(25 ng/ml) (50 ng/ml) (75 ng/ml) (52,9 + 16,3 ng/ml)

Rekombinantes | Kp Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA
IL-6 (ng/ml) (gebundenes  (gebundenes | (gebundenes  (gebundenes | (gebundenes  (gebundenes | (gebundenes  (gebundenes

IL-6, %) IL-6, %) IL-6, %) IL-6, %) IL-6, %) IL-6, %) IL-6, %) IL-6, %)
1 2,2 n.d. 4,2 n.d. 6,2 n.d. 4,5 5,32 (£ 8,7)
5 21 0,42 (£ 0,22) 4,2 0,49 (£ 0,48) 6,2 0,13 (£ 0,25) 4.4 1,64 (£ 2,4)
10 21 0,59 (+ 0,04) 4,2 1,09 ( 0,26) 6,1 1,17 (£ 0,27) 4,4 1,71 (£ 1,5)
25 21 0,88 (+ 0,07) 4 1,48 (+ 0,28) 6 1,77 (x 0,3) 4,3 2,01 (£ 0,8)
50 2 0,82 (+ 0,01) 3,9 1,49 (+ 0,28) 4,7 1,69 (£ 0,19) 4,1 1,89 (+ 0,67)
100 1,8 0,73 (£ 0,04) 3,6 1,28 (+ 0,27) 53 1,59 (+ 0,13) 3,8 1,58 (+ 0,58)
200 1,6 0,52 (+ 0,01) 3,1 0,88 (£ 0,19) 4,6 1,01 (£ 0,14) 3,3 1,19 (x 0,42)
1000 0,8 0,16 (+ 0,01) 1,5 0,27 (+ 0,07) 2,2 0,31 (x 0,02) 1,6 0,36 (+ 0,15)
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Tabelle 3.7: Vergleich von berechneter zu gemessener Menge an IL-6, gebunden in IL-6/sIL-6R Komplexen,
aus Abbildung 3.5C. Fir die Berechnung der IL-6/sIL-6R Komplexmengen wurde der in Abschnitt 3.1.3 ermittelte
Ko-Wert von 22 nM verwendet (Ko Rechnung) und die Menge an theoretisch gebundenem IL-6 im Komplex wurde
berechnet. Anhand der mittels ELISA gemessenen Werte an IL-6/sIL-6R Komplexen, aus Abbildung 3.5C, wurde
die Menge an gebundenem IL-6 bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von drei unabhangigen Experimenten
(rekombinantes IL-6 und sIL-6R, Abbildung 3.5C, Tabelle 3.3). n.d. = nicht detektierbar.

Titration Rekombinantes IL-6 Rekombinantes IL-6 Rekombinantes IL-6
(1 ng/ml) (10 ng/ml) (100 ng/ml)

Rekombinanter | Kp Rechnung ELISA Kp Rechnung ELISA Ko Rechnung ELISA
sIL-6R (ng/ml) (gebundenes  (gebundenes (gebundenes  (gebundenes (gebundenes  (gebundenes

IL-6, %) IL-6, %) I1L-6, %) I1L-6, %) IL-6, %) IL-6, %)
1 0,1 n.d. 0,1 n.d. 0,1 0,01 (£ 0,02)
5 0,4 n.d. 0,4 0,03 (£ 0,02) 0,4 0,11 (£ 0,04)
10 0,9 n.d. 0,9 0,21 (£ 0,17) 0,7 0,27 (+ 0,08)
25 2,2 n.d. 21 0,77 (£ 0,21) 1,8 0,81 (£ 0,2)
50 4,2 0,22 (£ 0,19) 4,2 1,38 (£ 0,21) 3,6 1,52 (+ 0,34)
100 8,1 0,43 (+ 0,35) 8 2,31 (£ 0,21) 7 2,4 (+0,38)
200 15 0,54 (£ 0,42) 14,8 2,87 (£ 0,47) 13,1 3,58 (+ 0,59)
1000 46,8 0,09 (+ 0,23) 46,6 1,73 (£ 0,5) 44 .4 4,25 (+ 1,29)

3.1.8 Einfluss von sgp130 auf die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen

In humanem Blutserum liegen sgp130 Konzentrationen im Bereich zwischen 100-400 ng/ml
vor (Gaillard et al. 1999). Es wurde in frUheren Studien bereits gezeigt, dass endogenes
sgp130 spezifisch an den IL-6/sIL-6R Komplex bindet und den Trans-Signalweg inhibiert. Der
klassische Signalweg wird nicht gehemmt, da sgp130 keine Affinitat zu IL-6 oder zum sIL-6R
alleine aufweist (Jostock et al. 2001; Garbers et al. 2011b). In Bezug auf die Quantifizierung
von IL-6/sIL-6R Komplexen wurde daher untersucht, inwiefern endogenes sgp130 die
Detektion des Komplexes beeintrachtigen kann. Dies soll dabei helfen zu untersuchen, wie
stark endogenes sgp130 an IL-6/sIL-6R Komplexe bindet, um dessen Signalweiterleitung zu
blockieren. Fur die ersten Untersuchungen wurde rekombinantes sgp130Fc mit
rekombinantem IL-6 und slIL-6R verwendet. Bei sgp130Fc handelt es sich um ein
Fusionsprotein, bei dem die extrazellularen Domanen von zwei sgp130 Molekulen Uber den
Fc-Teil eines IgG1 Antikdrpers dimerisieren. Sgp130Fc hat eine 10fach héhere Affinitat zum
IL-6/sIL-6R Komplex, als monomeres endogenes sgp130 (Jostock et al. 2001).

In Abbildung 3.7A ist der Einfluss von sgp130Fc auf die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen
dargestellt. Hierzu wurde 50 ng/ml rekombinanter sIL-6R mit verschiedenen Konzentrationen
an rekombinantem IL-6 (1-1000 ng/ml) und 1 pg/ml sgp130Fc versetzt. Als Kontrolle wurde
eine Versuchsreihe ohne sgp130Fc erstellt. Die Proben wurden fur 1 h bei Raumtemperatur

inkubiert und anschlielend mittels ELISA analysiert. In der Messreihe ohne sgp130Fc wurde

79



Ergebnisse

eine IL-6 konzentrationsabhangige ansteigende Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen detektiert,
wie in Abschnitt 3.1.5. Durch die Zugabe von 1 pg/ml sgp130Fc wurde die Detektion des
IL-6/sIL-6R Komplex allerdings vollstandig inhibiert.
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Abbildung 3.7: Konzentrationsabhangiger Einfluss von sgp130Fc auf die Quantifizierung von IL-6/sIL-6R
Komplexen mit rekombinantem IL-6 und sIL-6R. (A) IL-6 (1-1000 ng/ml) wurde mit 50 ng/ml sIL-6R und
sgp130Fc (0 oder 1 pg/ml) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde
mittels ELISA quantifiziert. Dargestellt ist eine reprasentative Auswertung von drei unabhangigen Experimenten.
(B) 100 ng/ml IL-6 wurden mit 50 ng/ml sIL-6R und aufsteigenden Konzentrationen an sgp130Fc (5-10.000 ng/ml)
kombiniert und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde mittels ELISA
detektiert. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von drei unabhangigen Experimenten. (C) Proliferation von
Ba/F3-gp130 Zellen nach 72 h bei 37°C mit 10 ng/ml HIL-6 oder 100 ng/ml IL-6 kombiniert mit 50 ng/ml sIL-6R und
aufsteigenden Konzentrationen an sgp130Fc (5-10.000 ng/ml). Dargestellt ist eine reprasentative Auswertung von
drei unabhangigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way
ANOVA-Test mit anschlielfendem Bonferroni-Test durchgefiihrt (p < 0,05 =*, p<0,01 =**, p<0,001 =*** p <
0,0001 = ****),

AnschlieRend wurde der inhibitorische Effekt von ansteigenden sgp130Fc Konzentrationen auf
die Detektion des IL-6/sIL-6R Komplexes mittels ELISA und auf zellulare Proliferation,
induziert Uber den Trans-Signalweg, untersucht. Hierzu wurden definierte Konzentrationen von
rekombinantem IL-6 (100 ng/ml) und sIL-6R (50 ng/ml) mit einsteigenden Mengen an
sgp130Fc (5-10.000 ng/ml) verwendet. In Abbildung 3.7B ist der konzentrationsabhangige
Einfluss von sgp130Fc auf die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA dargestellt.
Ohne sgp130Fc wurde 3,83 + 0,21 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex detektiert und Gber die Zugabe
von 100 ng/ml sgp130Fc wurde die detektierbare Menge auf 50% reduziert (1,95 + 0,26 ng/ml).
Ab 1000 ng/ml sgp130Fc wurde die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen vollstandig blockiert.
In Abbildung 3.7C ist der konzentrationsabhangige inhibitorische Effekt von sgp130Fc auf die

Trans-Signalweg-induzierte Zellproliferation, tber den IL-6/sIL-6R Komplex, dargestellt. Dies
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erfolgte Uber einen Proliferationsassay (s. Abschnitt 2.2.3.7), bei dem Ba/F3-gp130 Zellen mit
100 ng/ml IL-6, 50 ng/ml sIL-6R und ansteigenden sgp130Fc Konzentrationen (5-10.000
ng/ml) fur 72 h bei 37°C inkubiert wurden. Als Kontrolle fur induzierte Proliferation Uber den
Trans-Signalweg wurden 10 ng/ml HIL-6 und als Negativkontrolle wurden unstimulierte Zellen
verwendet. Die HIL-6-induzierte Zellproliferation war hierbei in einem vergleichbaren Bereich
zu der Proliferation, induziert durch 100 ng/ml IL-6 kombiniert mit 50 ng/ml sIL-6R. Sgp130Fc
reduzierte die IL-6/sIL-6R Komplex-induzierte Proliferation konzentrationsabhangig. Eine
halbmaximale Inhibition der Zellproliferation erfolgte bei 200 ng/ml sgp130Fc. Durch Zugabe
von 10.000 ng/ml sgp130Fc wurde die Zellproliferation vollstandig inhibiert (Abbildung 3.7C).
Diese Daten verdeutlichen, dass bereits 100-200 ng/ml sgp130Fc einen vergleichbaren
Einfluss auf die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen und auf die Zellproliferation, induziert

Uber den Trans-Signalweg, ausibten.

Im humanen Serum liegen sgp130 Konzentrationen von 100-400 ng/ml vor (Gaillard et al.
1999). Um einen Vergleich zwischen dem Einfluss von endogenem sgp130 und sgp130Fc
durchzufuhren, musste beachtet werden, dass sgp130Fc eine 10fach héhere Affinitat zum
IL-6/sIL-6R Komplex aufweist, als endogenes sgp130. Anhand Abbildung 3.7B ist ersichtlich,
dass bereits bei 10 ng/ml sgp130Fc (entspricht 100 ng/ml sgp130) und 40 ng/ml sgp130Fc
(entspricht 400 ng/ml sgp130), die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen um 14% bzw. 23%
verringert wurde. Aufgrund dieser Tatsache wurde als nachstes der Einfluss von endogenem
sgp130 auf die Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen untersucht. Hierzu wurde aus dem
Serum eines gesunden Probanden endogenes sgp130 mittels Immunprazipitation depletiert.
Daflir wurden Protein-A Agarose Beads verwendet, die mit einem humanen a-sgp130
Antikdrper gekoppelt wurden (s. Abschnitt 2.2.2.6). In Abbildung 3.8A ist zu erkennen, dass in
dem unbehandelten Serum eine sgp130 Konzentration von 388 % 23 ng/ml (sgp130-
enthaltenes Serum) vorlag. Nach Immunprazipitation wurde die sgp130 Konzentration auf 7,4
+ 0,21 ng/ml (sgp130-depletiertes Serum) reduziert. Dies entspricht einer 98%igen
Reduzierung des endogenen sgp130 im Serum. Des Weiteren wurde uUberprift, ob die
Immunprazipitation mittels Protein A-Agarose Beads einen Einfluss auf die Konzentration des
endogenen slL-6R hatte. Hierzu wurde das sgp130-enthaltende und -depletierte Serum mittels
IL-6R ELISA untersucht (s. Abschnitt 2.2.2.3.1). Es wurde festgestellt, dass endogener sIL-6R
nur zu einem geringen Anteil unspezifisch an Protein A-Agarose Beads gebunden hat. Im
sgp130-enthaltenen Serum betrug die sIL-6R Konzentration 40,5 ng/ml und im
sgp130-depletierten Serum 39,6 ng/ml (siehe Tabelle 3.8).

AnschlieRend wurden dem sgp130-enthaltenen und -depletierten Serum rekombinantes IL-6
zugesetzt (50, 100, 200 oder 1000 ng/ml) und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann

wurden die Proben auf die Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA untersucht
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(Abbildung 3.8B). Nach Zugabe von 50 ng/ml oder 100 ng/ml IL-6 wurde zwischen
sgp130-enthaltenen und sgp130-depletierten Serum kein signifikanter Unterschied in der
Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen festgestellt. Im sgp130-enthaltenen Serum wurden 3 + 0,4
ng/ml (50 ng/ml IL-6) bzw. 4,88 + 0,43 ng/ml (100 ng/ml IL-6) und im sgp130-depletierten
Serum 3 + 0,3 ng/ml bzw. 5,3 £ 0,34 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex detektiert. Dagegen wurde
nach Zugabe von hohen IL-6 Konzentrationen (200 ng/ml oder 1000 ng/ml) ein signifikanter
Unterschied in der Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen nachgewiesen. Im sgp130-depletierten
Serum wurde eine 17% bzw. 21% erhohte Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen detektiert, als im
Serum mit sgp130. Im sgp130-enthaltenem Serum wurde 6,83 + 0,73 ng/ml (200 ng/ml IL-6)
bzw. 11,12 £ 0,94 ng/ml (1000 ng/ml IL-6) und im sgp130-depletierten Serum 7,99 + 0,81 ng/ml
bzw. 13,4 + 1,46 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex nachgewiesen. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass das endogene sgp130 nur zu einem geringen Anteil an IL-6/sIL-6R Komplexe bindet.
Erst bei hohen IL-6 Konzentrationen war ein signifikant héherer Anteil von IL-6/sIL-6R
Komplexen durch endogenes sgp130 gebunden, wodurch die Detektion im ELISA reduziert

wurde. Die erhobenen Daten, aus Abbildung 3.8B, sind in Tabelle 3.8 dargestellt.

n.s. * *hkx
500 - 20— 1 T

400+
300 EEEE Endogenes sgp130

Sgp130 depletiert

T
: -
] s_j ' I
0- 0- T T T T
50

100 200 1000
IL-6 (ng/ml)

EEEE Sgp130 enthalten

15—
Sgp130 depletiert T

sgp130 (ng/ml)
>
|
1

IL-6/sIL-6R Komplex (ng/ml)
=
|

Abbildung 3.8: Einfluss von endogenem sgp130 auf die Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen. (A)
Isolierung des endogenen sgp130 aus dem Serum eines gesunden Probanden mittels Immunprazipitation mit
a-sgp130 Antikorper-gekoppelten Protein A-Agarose Beads, beschrieben in Abschnitt 2.2.2.6. Die Konzentration
an endogenen sgp130 im Serum wurde vor (schwarzer Balken) und nach (grauer Balken) Immunprazipitation
mittels humanem sgp130 ELISA quantifiziert. (B) Verschiedene Konzentrationen an rekombinantem IL-6 (50-1000
ng/ml) wurden mit sgp130-enthaltenen und sgp130-depletierten Serum fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde mittels ELISA quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von drei
unabhangigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way ANOVA-
Test mit anschlieRendem Bonferroni-Test durchgefihrt (p < 0,05 =*, p < 0,01 =**, p £0,001 =***, p <0,0001 =
****n.s. = nicht signifikant).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass 100-200 ng/ml sgp130Fc sowohl die Trans-
Signalweg induzierte Zellproliferation, als auch die Detektion des IL-6/sIL-6R Komplexes, zu
50% inhibiert. Sgp130Fc Konzentrationen (10-40 ng/ml), die den physiologischen sgp130
Konzentrationen entsprechen, weisen bereits einen geringen Einfluss auf die Quantifizierung

des IL-6/sIL-6R Komplexes auf. Die Ergebnisse mit sgp130-enthaltenen und -depletierten
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Serum belegen, dass endogenes sgp130 einen Einfluss auf die Detektion von [L-6/sIL-6R

Komplexen hat, allerdings erst bei sehr hohen IL-6 Konzentrationen (200-1000 ng/ml).

Tabelle 3.8: Zusammengefasste Daten der IL-6/sIL-6R Komplexmengen in sgp130-enthaltenen und sgp130
depletierten-Serum. Der prozentuale Anteil an gebundenem sIL-6R im IL-6/sIL-6R Komplex in sgp130 enthaltenen
und depletierten Serum wurde berechnet anhand der gemessenen IL-6/sIL-6R Komplexmengen aus Abbildung 3.8.
Erlauterungen zur Rechnung sind in Abschnitt 3.1.5 beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von drei
unabhangigen Experimenten mit dem Serum eines Probanden.

Titration Sgp130-enthaltenes Serum Sgp130-depletiertes Serum
(388 ng/ml) (7,5 ng/ml)
IL-6, IL-6/sIL-6R Gebundener sIL-6R (%) IL-6/sIL-6R Gebundener sIL-6R (%)
rekombinant Komplex (ng/ml) (40,5 ng/ml sIL-6R im Komplex (ng/ml) (39,6 ng/ml sIL-6R im

(ng/ml) Serum) Serum)

50 3(x04) 5,18 (£ 0,68) 3,0(x0,3) 5,27 (£ 0,53)

100 4,88 (+ 0,43) 8,26 (£ 0,73) 5,3 (£ 0,34) 9,3 (£ 0,6)

200 6,83 (£ 0,73) 11,56 (+ 1,24) 7,99 (£ 0,81) 13,83 (£ 1,4)

1000 11,12 (£ 0,94) 18,81 (£ 1,6) 13,4 (+ 1,46) 23,24 (+ 2,54)

3.1.9 Stabilisierung von IL-6/sIL-6R Komplexen durch den Nanobody VHH6

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern eine Stabilisierung des
IL-6/sIL-6R Komplexes vorgenommen werden kann, um héhere Komplexmengen zu erhalten.
In Bezug auf IL-6 und sIL-6R wurde vor kurzem ein Nanobody, namens VHHG6, beschrieben,
der spezifisch an den IL-6/sIL-6R Komplex bindet, somit den Protein-Komplex stabilisiert, und
die Dissoziation beider Proteine stark reduziert. Verschiedene Aminosauren der CDR1 und
CDR3 des VHHG interagieren mit IL-6, sowie dem sIL-6R, und CDR2 nur mit sIL-6R (Abbildung
3.9A). Aufgrund der geringen Grofie des VHHG wird die Interaktion des IL-6/sIL-6R Komplexes
mit gp130 nicht blockiert und Uber die Stabilisierung wird eine starkere Aktivierung des Trans-
Signalweges induziert (Abbildung 3.9B) (Adams et al. 2017). Der VHH6 kann daher als
Hilfsmittel zur Bestimmung von IL-6/slL-6R Komplexmengen verwendet werden, um zu
analysieren, wie viel des Komplexes maximal vorliegen kann.

In Zusammenarbeit mit Selina Hansen, die im Rahmen |hrer medizinischen Dissertation im
Institut fur Biochemie und Molekularbiologie Il den VHH6 Nanobody in E.coli exprimierte und
reinigte, wurden die Versuche beziglich der Stabilisierung von IL-6/sIL-6R Komplexen, mit
rekombinantem IL-6 und sIL-6R, durchgefihrt (Abbildung 3.10A-C). Zuerst wurde untersucht,
ob der VHHG6 eine Kreuzreaktivitat in dem verwendeten IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA aufwies.
Hierzu wurden VHHG (1 oder 10 pg/ml) einzeln, oder in Kombination mit IL-6 (50 ng/ml) bzw.
sIL-6R (50 ng/ml), auf dem IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA aufgetragen (Abbildung 3.10A). In
keiner dieser Bedingungen wurde ein Signal detektiert, was darauf hindeutete, dass der VHHG6
kein unspezifisches Signal im ELISA verursachte. Zusatzlich wurde untersucht, ob erhdhte

Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen nachgewiesen werden konnten, wenn der VHHG6
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vorhanden war. Dazu wurden 50 ng/ml sIL-6R und 5 ng/ml IL-6, jeweils ohne oder mit VHHG6
(0,1 pg/ml) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und mittels ELISA untersucht (Abbildung
3.10A). Ohne VHH6 wurde 0,43 + 0,01 ng/ml und mit 0,1 pyg/ml VHH6 5,05 + 0,12 ng/ml
IL-6/sIL-6R Komplex nachgewiesen. Dies zeigte, dass aufgrund der stabilisierenden Funktion
des VHHG, hbéhere Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA detektiert wurden.
Anschlieend wurde die optimale Konzentration des VHHG6 bestimmt, die flr die Stabilisierung
und Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen mit rekombinantem IL-6 und sIL-6R notwendig war.
Hierzu wurde 50 ng/ml sIL-6R, zusammen mit verschiedenen Konzentrationen an IL-6 (5-50
ng/ml) und VHHG (0,1-10 pg/ml), fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle wurden
50 ng/ml sIL-6R und 5-50 ng/ml IL-6 ohne VHHG6 verwendet. AnschlieRend wurden die Proben
auf die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA untersucht. Bei allen VHHG6
Konzentrationen wurde eine héhere Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen detektiert, als in der
Kontrolle ohne VHHG6. Eine maximale Stabilisierung von IL-6/sIL-6R Komplexen erfolgte ab
einer VHH6 Konzentration von 0,5 pg/ml (Abbildung 3.10B).
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Abbildung 3.9: Bindung des VHH6 Nanobodies an den IL-6/sIL-6R Komplex. (A) Struktur der VHH6-Bindung
an den IL-6/sIL-6R Komplex (PDB 5FUC). CDR1 und CD3 interagieren mit IL-6 (grau) und sIL-6R (blau) und CDR2
nur mit dem sIL-6R. Die CDR-Regionen des VHH6 (orange) sind in Rot, IL-6 in grau und der sIL-6R in blau
dargestellt. Die Proteinstruktur wurde mithilfe von PyMOL erstellt. (B) Schematische Darstellung zur
stabilisierenden Funktion des VHH6 auf den IL-6/sIL-6R Komplex. Durch die spezifische Bindung des VHH6 an
den IL-6/sIL-6R Komplex wird die Dissoziation stark reduziert. Der stabilisierte IL-6/sIL-6R Komplex kann weiterhin
an den signaltransduzierenden gp130 Rezeptor binden und eine Signaltransduktion in Zielzellen induzieren.

In Abschnitt 3.1.5 wurde bereits dargestellt, dass IL-6/sIL-6R Komplexe erst ab einer IL-6
Konzentration von 5 ng/ml detektiert werden konnten. Deswegen wurde untersucht, ob in
Anwesenheit des VHHG6, eine Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen moglich ist, wenn
geringere Mengen an IL-6 vorliegen. Hierzu wurden 0,1 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml oder 1
ng/ml IL-6 mit 50 ng/ml sIL-6R fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dies erfolgte in
Abwesenheit oder mit VHH6 (0,1 oder 0,5 pyg/ml) und die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen
wurden mittels ELISA quantifiziert (Abbildung 3.10C). In den Kontrollen ohne VHH6 wurde bei

keiner der vorliegenden niedrigen IL-6 Konzentrationen IL-6/sIL-6R Komplex nachgewiesen.
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Im Gegensatz dazu erfolgte nach Zugaben von 0,1 ug/ml, oder 0,5 ug/ml VHHG, bei allen IL-6
Konzentrationen eine Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen. Mit 0,5 ug/ml VHHG erfolgte eine
signifikant starkere Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen, als mit 0,1 pg/ml VHHG (Abbildung
3.10C und Tabelle 3.9).

Aufbauend auf die zuvor erhaltenen Ergebnisse mit rekombinanten Proteinen wurde der
Einfluss des VHHG6 auf die Stabilisierung des IL-6/sIL-6R Komplexes in humanem Serum mit
endogenem slL-6R und niedrigen IL-6 Konzentrationen untersucht (Abbildung 3.10D). Hierzu
wurde das Serum von drei gesunden Probanden verwendet. Dem im Serum enthaltenen
endogenen s|L-6R wurde 0,1 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml oder 1 ng/ml IL-6 zugesetzt (25-
250facher molarer Uberschuss von endogenem sIL-6R zu rekombinantem IL-6). Die
Inkubation der Proben erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur ohne oder mit VHH6 (1 ug/ml) und
die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurden mittels ELISA quantifiziert. Bei allen IL-6
Konzentrationen ohne VHHG6 erfolgte keine Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen. Mit 1 ug/ml
VHH6 wurden IL-6/slL-6R Komplexen nachgewiesen, in Abhangigkeit zur eingesetzten Menge
an IL-6 (Abbildung 3.10D, Tabelle 3.9). Wie bereits in Abschnitt 3.1.6 beschrieben, wurde ohne
Verwendung des VHHBG, in der Messreihe mit dem Serum von 10 gesunden Probanden, bei 1
ng/ml IL-6 mit endogenem sIL-6R 0,16 £ 0,27 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex detektiert. Dagegen
wurde in diesem Experiment mit 1 pg/ml VHH6 4,22 + 0,37 ng/ml IL-6/sIL-6R Komplex
detektiert. Dies deutet darauf hin, dass praktisch alle vorhandenen IL-6 Molekile im Komplex
mit dem endogenen sIL-6R stabilisiert wurden.

Basierend auf dieser Beobachtung wurde anschlieBend untersucht, wie hoch der Anteil des
endogenen slL-6R ist, der mit rekombinantem IL-6 einen Komplex bilden kann. Hierzu wurde
das Serum von drei gesunden Probanden mit PBS auf sIL-6R Konzentrationen von 0,5 ng/ml,
1 ng/ml, 2,5 ng/ml oder 5 ng/ml verdinnt. AnschlieRend wurde den verdinnten Serumproben
10 ng/ml oder 1000 ng/ml IL-6 (4-43facher bzw. 435-4350facher molarer Uberschuss an IL-6
zum sIL-6R) mit 1 ug/ml VHH6 zugesetzt und die Proben wurden fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen mittels ELISA quantifiziert wurde. Wie
in Abbildung 3.10E zu erkennen ist, besteht kaum ein Unterschied zwischen der Menge an
IL-6/sIL-6R Komplexen nach Inkubation mit 10 ng/ml oder 1000 ng/ml IL-6. Wie in Abschnitt
3.1.5 beschrieben, wurde die Menge an gebundenem endogenen sIL-6R im Komplex
berechnet. Hierbei wurde festgestellt, dass 89% des endogenen sIL-6R (5 ng/ml) einen
Komplex mit IL-6 bildete, wenn eine Stabilisierung Uber den VHHG6 vorlag. Bei allen anderen
verdunnten Serumproben (0,5 ng/ml, 1 ng/ml oder 2,5 ng/ml) lagen alle endogenen sIL-6R

Molekule gebunden im Komplex mit IL-6 vor.
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Abbildung 3.10: Stabilisierende Funktion des VHH6 auf den IL-6/sIL-6R Komplex. (A) VHH6 (1 oder 10 pg/ml)
wurde in PBS mit 1% BSA ohne bzw. mit 50 ng/ml IL-6 oder sIL-6R fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zusatzlich
wurden 5 ng/ml IL-6 und 50 ng/ml sIL-6R ohne oder mit 0,1 pg/ml VHH6 fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde mittels ELISA quantifiziert. Dargestellt ist eine reprasentative Auswertung
von drei unabhangigen Experimenten (B) Rekombinantes IL-6 (5-50 ng/ml) wurde mit 50 ng/ml rekombinantem
sIL-6R und ansteigenden Konzentrationen an VHH6 (0-10 pg/ml) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Menge
an IL-6/sIL-6R Komplexe wurde mittels ELISA analysiert. Dargestellt ist eine reprasentative Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten. (C) Rekombinantes IL-6 (0,1-1 ng/ml) wurde mit 50 ng/ml rekombinantem sIL-6R,
sowie VHH6 (0, 0,1 oder 0,5 pg/ml) kombiniert, fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und mittels IL-6/sIL-6R
Komplex-ELISA quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von drei unabhangigen Experimenten. (D)
Rekombinantes IL-6 (0,1-1 ng/ml) und VHH6 (0 oder 1 pg/ml) wurden dem Serum von drei gesunden Probanden
hinzugefugt, fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und mittels IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA quantifiziert. Dargestellt
ist der Mittelwert + SD von drei unabhangigen Experimenten. (E) Rekombinantes IL-6 (10 oder 1000 ng/ml), VHH6
(1 pg/ml) und im Serum enthaltender endogener sIL-6R (verdinnt in PBS auf 0,5, 1, 2,5 oder 5 ng/ml) wurden
kombiniert und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen wurde mittels ELISA
analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von den Messungen mit dem Serum von drei gesunden Probanden.
Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way ANOVA-Test mit anschlieRendem
Bonferroni-Test durchgefiihrt (P < 0,05 =*, P <0,01 =**, P <0,001 =***, P <0,0001 = ****, n.s. = nicht signifikant).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der von Adams et al. publizierte VHH6 Nanobody
keine Kreuzreaktivitat mit dem IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA aufweist und dass durch die
stabilisierende Eigenschaft auf den IL-6/sIL-6R Komplex eine deutlich groRere Menge an

Komplex detektiert werden kann. Dies gilt sowohl fur die Quantifizierung von IL-6/sIL-6R
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Komplexen, unter Verwendung von rekombinantem IL-6 und sIL-6R, als auch fir die
Quantifizierung mit rekombinantem IL-6 und endogenem sIL-6R. Des Weiteren konnte
festgestellt werden, dass Uber den VHHG6 alle IL-6 Molekile im Komplex stabilisiert werden,
wenn ein hoher molarer Uberschuss von endogenem sIL-6R zum rekombinantem IL-6
vorhanden ist. Auch alle endogenen sIL-6R Molekille kdnnen im Komplex stabilisiert werden,
wenn ein hoher molarer Uberschuss an rekombinantem IL-6 vorhanden ist.

Tabelle 3.9: Zusammengefasste Daten der stabilisierenden Funktion des VHH6 auf die Detektion von
IL-6/sIL-6R Komplexen. Erlduterungen sind in Abschnitt 3.1.9 beschrieben. Dargestellt sind die

zusammengefassten Daten von drei unabhangigen Experimenten mit rekombinanten sIL-6R. Bei endogenem
sIL-6R wurde das Serum von drei gesunden Probanden verwendet. n.d. = nicht detektierbar.

Rekombinanter sIL-6R Endogener sIL-6R
IL-6 sIL-6R IL-6/sIL-6R IL-6/sIL-6R IL-6 sIL-6R IL-6/sIL-6R IL-6/sIL-6R
(ng/ml)  (ng/ml) Komplex Komplex (ng/ml) (ng/ml) Komplex Komplex
(ohne VHHS, (mit VHHG, ng/ml) (ohne VHHS, (mit VHHG, ng/ml)
ng/ml) ng/ml)
0,1 50 n.d. 0,12 (¢ 0,1) 0,1 54 (+ 16) n.d. 0,2 (£ 0,32)
0,25 50 n.d. 0,37 (£ 0,15) 0,25 54 (+ 16) n.d. 0,78 (£ 0,27)
0,5 50 n.d. 0,79 (+ 0,25) 0,5 54 (+ 16) n.d. 2(£0,31)
1 50 n.d. 1,18 (£ 0,2) 1 54 (+ 16) n.d. 4,22 (£ 0,37)

3.2 Quantifizierung von IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexen

In vielen Studien wird vermutet, dass der sIL-6R und sgp130 einen systemischen Puffer fur
IL-6 bilden. Auf der einen Seite, um die Serumhalbwertszeit von IL-6 Uber die Bindung an den
sIL-6R zu erhéhen und auf der anderen Seite, um systemische IL-6 Signale zu inhibieren, tUber
die Bindung von sgp130 an den IL-6/sIL-6R Komplex (Rose-John 2017). Allerdings wurde bis
zum heutigen Zeitpunkt nicht beschrieben, in welchem Ausmal? IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexe
vorliegen. Aufgrund der Tatsache, dass sgp130 bzw. sgp130Fc die Detektion des IL-6/sIL-6R
Komplexes mittels ELISA inhibiert, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine andere Methode
entwickelt, mit der es mdglich ist, die Komplexbildung von IL-6, slIL-6R und sgp130 zu
analysieren (s. Abschnitt 2.2.2.8). Hierdurch soll die Bindekapazitat des sIL-6R an IL-6
bestimmt werden, da sgp130Fc die Dissoziation des IL-6/sIL-6R Komplexes stark reduziert.
Wie in Abbildung 3.11 dargestellt, wurde rekombinanter sIL-6R bzw. der im Blutserum
enthaltene endogene sIL-6R mit rekombinantem IL-6 und sgp130Fc versetzt. Anschliel3end
erfolgte eine Inkubation, bei der sich IL-6/sIL-6R Komplexe bildeten. Diese wurden wiederum
von sgp130Fc gebunden, wodurch ein Komplex, bestehend aus IL-6/slL-6R/sgp130Fc,
entstanden ist. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von Protein A-Agarose Beads. Sgp130Fc
bindet aufgrund seines Fc-Teils eines IgG1 Antikdrpers an die Protein A-Agarose Beads. Nach
Zentrifugation der Probe lagen alle IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe gebunden an der Protein

A-Agarose Beads, im Pellet, vor. AnschlieRend wurde der Uberstand entnommen und die
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Menge an ungebundenem slL-6R (freier sIL-6R oder im IL-6/sIL.-6R Komplex gebunden)
wurde mittels IL-6R ELISA quantifiziert (s. Abschnitt 2.2.2.3.1). Aufgrund des Vergleiches
zwischen eingesetztem sIL-6R und nicht gebundenem slIL-6R (Uberstand), vor und nach
Prazipitation, war es moglich zu bestimmen, wie viel des vorhandenen sIL-6R einen Komplex
mit IL-6 und sgp130Fc bilden konnte. Eine Prazipitation von IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen
kann nur aufgrund der initialen Bindung vom slIL-6R an IL-6 erfolgen. Uber die im Uberstand
verbliebende Menge an sIL-6R kdnnen daher Ruckschlisse gezogen werden, wie hoch die
Bindekapazitat des sIL-6R an IL-6 ist.

BN N%
AN SAS %8
o

+ Protein %

5. 4, A-Agarose

Cherstena | &% ) -

r Zentrifugation
4—
<
Pellet 1 Q

O IL-6 ‘SlL-GR %’ sgp130Fc QP Protein A-Agarose

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung zur Prazipitation von IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen mittels
Protein A-Agarose. Nach Prazipitation der I1L-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe erfolgte die Quantifizierung des im
Uberstand vorhandenen sIL-6R (freier sIL-6R oder im IL-6/sIL-6R Komplex gebunden) mittels IL-6R ELISA. Dariiber
war es moglich zu bestimmen, wie hoch die Bindekapazitat des sIL-6R an IL-6 ist. Erlauterungen sind in Abschnitt
3.2 beschrieben.

3.2.1 Bindekapazitat von rekombinanten sIL-6R an rekombinantes IL-6

Wie zuvor beschrieben, wurde Uber die IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexbildung die maximale
Bindekapazitat von rekombinantem sIL-6R an IL-6 bestimmt (s. Abschnitt 2.2.2.8). Hierzu
wurde 50 ng/ml sIL-6R (0,97 nM) und ansteigende Konzentrationen an rekombinantem IL-6
(1-200 ng/ml, 0,0422-8,4 nM) zusammen mit 10 pg/ml sgp130Fc (38,5 nM) in 1 ml PBS mit
1% BSA fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 50 pl

Protein A-Agarose Beads und eine weitere Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur. Nach
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Zentrifugation der Proben (300 g, 5 min, Raumtemperatur), wurde die Menge an
ungebundenem sIL-6R im Uberstand mittels IL-6R ELISA bestimmt. Fir die genaue
Berechnung des Unterschiedes zwischen eingesetztem und im IL-6/sIL-6R/sgp130Fc
Komplex gebundenem sIL-6R, wurde die verwendete sIL-6R Stammlosung (50 ng/ml) mittels
IL-6R ELISA auf die tatsachlich eingesetzte Menge an slIL-6R analysiert (47,8 £ 7 ng/ml,
Abbildung 3.12A). Als zusatzliche Kontrolle wurden 50 ng/ml sIL-6R zusammen mit 10 pg/ml
sgp130Fc und 50 pl Protein A-Agarose Beads inkubiert, um die unspezifische Bindung vom
slL-6R an die Protein A-Agarose Beads zu ermitteln. 10,89 + 6,76 ng/ml des vorhandenen
rekombinanten sIL-6R banden hierbei unspezifisch an die Protein A-Agarose Beads (Tabelle
3.10). Allgemein wurde festgestellt, dass bei ansteigenden IL-6 Konzentrationen die Menge
an slL-6R im Uberstand nach Prazipitation abnahm, was darauf hindeutete, dass vermehrt
IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe gebildet wurde (Abbildung 3.12A).

Basierend auf den Daten in Abbildung 3.12A wurde berechnet, zu welchem Anteil der sIL-6R
gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen vorlag (ungebundener sIL-6R [ng/ml] /
eingesetzte Menge slIL-6R [ng/ml] * 100 = Im Komplex gebundener sIL-6R in %). Unter
aquimolaren Verhaltnissen von IL-6 zum sIL-6R (25 ng/ml IL-6 = 1,05 nM; 50 ng/ml sIL-6R =
0,97 nM) lagen ~60% des sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen vor. Bei
einem zweifachen molaren Uberschuss von IL-6 (50 ng/ml = 2,1 nM) zum sIL-6R, waren 90%
des sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen. Selbst bei einem achtfachen
molaren Uberschuss von IL-6 (200 ng/ml = 8,4 nM) wurde keine signifikant héhere Menge an
gebundenem slL-6R nachgewiesen (Abbildung 3.12B). Alle Ergebnisse bezlglich der
gebundenen Mengen an rekombinantem sIL-6R im IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplex sind in
Tabelle 3.10 zusammengefasst dargestellt.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, wie stark die Bindekapazitat des sIL-6R, und
somit die IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexbildung, bei geringeren sgp130Fc Konzentrationen
ist. FUr diese Untersuchung wurden 50 ng/ml sIL-6R mit IL-6 (10 ng/ml, 50 ng/ml, 200 ng/ml
oder 1000 ng/ml) und verschiedenen sgp130Fc Konzentrationen (0,04 pg/ml, 0,4 ug/ml oder
10 pg/ml) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe wurden
mittels Protein A-Agarose Beads prazipitiert (s. Abschnitt 2.2.2.8). Die Menge an
ungebundenem rekombinanten sIL-6R wurde mittels IL-6R ELISA quantifiziert. Es wurde
festgestellt, dass mit 0,4 ug/ml sgp130Fc, IL-6/sIL-6R Komplexe genauso effizient gebunden
wurden, wie mit 10 pg/ml sgp130Fc. Bei hohen IL-6 Konzentrationen (50-1000 ng/ml) waren
bei beiden sgp130Fc Konzentrationen 84-94% des rekombinanten sIL-6R im Komplex
gebunden. Bei niedrigen IL-6 Konzentrationen (10 ng/ml) lagen allerdings nur 29-35% des
rekombinanten sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen vor. Mit 40 ng/ml
sgp130Fc, dies entspricht ~400 ng/ml von endogenem sgp130, lagen maximal 30% des
rekombinantem sIL-6R gebunden vor (1000 ng/ml IL-6).
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Abbildung 3.12: Quantifizierung von IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen mit rekombinantem sIL-6R. (A)
Rekombinantes IL-6 (1-200 ng/ml), sIL-6R (50 ng/ml) und sgp130Fc (10 pg/ml) wurden in 1 ml PBS mit 1% BSA
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe wurden anschlieRend mit 50 ul Protein A-
Agarose prazipitiert (1 h, Raumtemperatur). Nach Prazipitation wurde die Menge an ungebundenem sIL-6R im
Uberstand mittels IL-6R ELISA quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von fiinf unabhéngigen
Experimenten. (B) Die Menge an gebundenem sIL-6R, dargestellt in Prozent (%), in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc
Komplexen, wurde berechnet aus den Werten in Abbildung 3.12A und ist in Abschnitt 3.2.1 beschrieben. Dargestellt
ist der Mittelwert £ SD von fiinf unabhangigen Experimenten. (C) Rekombinantes IL-6 (50-1000 ng/ml), sIL-6R (50
ng/ml) und sgp130Fc (0,04-10 pg/ml) wurden in 1 ml PBS mit 1% BSA fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe wurden anschlieBend mit 50 pl Protein A-Agarose prazipitiert (1 h,
Raumtemperatur). Nach Prézipitation wurde die Menge an ungebundenem sIL-6R im Uberstand mittels IL-6R
ELISA quantifiziert und die Menge an gebundenem sIL-6R berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von drei
unabhangigen Experimenten.

Uber die Bindekapazitat von rekombinantem sIL-6R zu IL-6 und sgp130 lasst sich
zusammenfassend sagen, dass bei einem hohen molaren Uberschuss von sgp130Fc und IL-6
zum rekombinantem slL-6R, bis zu 90% des sIL-6R gebunden in IL-6/slL-6R/sgp130Fc
Komplexen vorliegt. Bei sgp130Fc Konzentrationen (40 ng/ml), die dem physiologischen Wert
von 400 ng/ml an endogenem sgp130 entsprechen, liegen maximal 30% des vorhandenen
sIL-6R gebunden in Komplexen vor. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung sind die
Daten aus Abschnitt 3.1.8 (Abbildung 3.8B), anhand derer festgestellt wurde, dass endogenes
sgp130 (388 + 23 ng/m) die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen um bis zu 21% reduziert.
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3.2.2 Bindekapazitat von endogenem slL-6R an rekombinantes IL-6

Um die physiologische Bindekapazitat des endogenen slL-6R zu bestimmen, wurde das
Serum von 10 gesunden Probanden verwendet und die Menge an endogenem sl|L-6R im
Vorfeld quantifiziert (Abbildung 3.6A). Aquivalent zu Abschnitt 3.2.1, wurden ansteigende
Konzentrationen an rekombinantem IL-6 (1-1000 ng/ml, 0,0422-42,1 nM) mit 10 pug/ml sgp130
(38,5 nM) und 500 pl Serum kombiniert. IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe wurden mittels
Protein A-Agarose prazipitiert, um die Bindekapazitdt von endogenem slIL-6R an
rekombinantes IL-6 zu analysieren.

Allgemein wurde nachgewiesen, dass bei ansteigenden IL-6 Konzentrationen die Menge an
endogenem sIL-6R im Uberstand reduziert wurde, was daflir spricht, dass vermehrt IL-6/sIL-
6R/sgp130Fc Komplexe gebildet wurden (Abbildung 3.13A). Basierend auf den Daten aus
Abbildung 3.14A, wurde berechnet, wie viel des endogenen slIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R-
sgp130Fc Komplexen vorlag (Abbildung 3.13B). Um die unspezifische Bindung des
endogenen slL-6R an Protein A-Agarose Beads zu bestimmen, wurden 500 ul Serum mit 10
pg/ml sgp130Fc und 50 pl Protein A-Agarose Beads flir 1 h inkubiert. Dabei wurde ermittelt,
dass 12,13 £ 9,64% des endogenen sIL-6R unspezifisch an die die Protein A-Agarose Beads
gebunden hat (Tabelle 3.10). Unter nahezu aquimolaren Verhaltnissen von IL-6 zum
endogenem slL-6R (25 ng/ml IL-6 = 1,05 nM; 52,9 + 16,3 ng/ml endogener sIL-6R = 1,03 +
0,31 nM) lagen 51 + 19% des slL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen vor. Bei
einem achtfachen molaren Uberschuss von IL-6 (200 ng/ml = 8,4 nM) lagen 66 + 10% des
endogenen slIL-6R gebunden vor. Maximal wurden 69 + 8% des endogenen sIL-6R in
IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexen gebunden, bei einem 40fachen molaren Uberschuss von IL-6
(1000 ng/ml = 42,1 nM). Dies stellt einen grof3en Unterschied zu den ermittelten Werten aus
Abschnitt 3.2.1 dar, anhand derer gezeigt wurde, dass bereits bei einem zweifachen molaren
Uberschuss von IL-6, ~90% des rekombinantem sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc
Komplexen vorlag. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nur ein gewisser Anteil des
endogenen slL-6R in der Lage ist mit IL-6 zu interagieren, um mittels sgp130Fc einen
IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplex zu bilden. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 3.10
zusammengefasst dargestellt, zusammen mit den Werten der Bindekapazitdt des
rekombinanten slIL-6R aus Abschnitt 3.2.1.

Aufgrund der stabilisierenden Funktion des VHHG6, wurde in einem weiteren Experiment
Uberpruft, ob die Bindekapazitat des endogenen sIL-6R an IL-6 erhdht werden konnte. Hierzu
wurden verschiedene Konzentrationen an IL-6 (10 ng/ml, 100 ng/ml oder 1000 ng/ml), mit 500
Ml Serum und 1 pg/ml VHHG6 fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und nach Zugabe von
10 pg/ml sgp130Fc erfolgte eine weitere Inkubation (1 h, Raumtemperatur).
IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexe wurden mit 50 ul Protein A-Agarose prazipitiert und die im

Uberstand vorhandene Menge des sIL-6R wurde mittels ELISA bestimmt. Durch die Zugabe
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von VHH6 wurde die maximal gebundene Menge an endogenem sIL-6R nicht signifikant
erhéht. Ohne VHHG6 waren maximal ~65 + 7,3% und mit VHH6 ~69 + 1% des endogenen
slL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen (Abbildung 3.13C).
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Abbildung 3.13: Quantifizierung von IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen mit endogenem sIL-6R. (A)
Rekombinantes IL-6 (1-1000 ng/ml), endogener sIL-6R (im Serum enthalten) und sgp130Fc (10 ug/ml) wurden fir
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe wurden anschliefend mit 50 ul Protein A-
Agarose prazipitiert (1 h, Raumtemperatur). Nach Prazipitation wurde die Menge an ungebundenem sIL-6R im
Uberstand mittels IL-6R ELISA quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von den Experimenten mit dem
Serum von 10 gesunden Probanden. (B) Die Menge an gebundenem sIL-6R, dargestellt in Prozent (%), in IL-6/sIL-
6R/sgp130Fc Komplexen wurde berechnet anhand den Werten aus Abbildung 3.13A und ist in Abschnitt 3.2.1
beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von den Experimenten mit dem Serum von 10 gesunden
Probanden. (C) Rekombinantes IL-6 (1-1000 ng/ml), endogener sIL-6R (im Serum enthalten), sgp130Fc (10 pug/ml)
und VHHG6 (10 pg/ml) wurden fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexe wurden
anschliefend mit 50 ul Protein A-Agarose préazipitiert (1 h, Raumtemperatur). Nach Prazipitation wurde die Menge
an ungebundenem sIL-6R im Uberstand mittels IL-6R ELISA quantifiziert und die Menge an gebundenem slIL-6R
wurde berechnet. Das Serum von drei gesunden Probanden wurde verwendet. Dargestellt ist der Mittelwert + SD
von drei unabhangigen Experimenten. (D) Rekombinantes IL-6 (1 oder 2 pg/ml), endogener sIL-6R (im Serum
enthalten) und sgp130Fc (10 oder 20 ug/ml) wurden fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. IL-6/sIL-6R/sgp130Fc
Komplexe wurden anschlieRend mit 50 pl Protein A-Agarose prazipitiert (1 h, Raumtemperatur). Die Prazipitation
mit 2 pg/ml IL-6 und 20 pg/ml sgp130Fc wurde durch eine zusatzliche Zugabe von 2 pg/ml IL-6 und 20 pg/ml
sgp130Fc mit der gleichen Probe wiederholt (2. Prazipitation). Nach Prazipitation wurde die Menge an
ungebundenem sIL-6R im Uberstand mittels IL-6R ELISA quantifiziert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD von den
Experimenten mit dem Serum von drei gesunden Probanden. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter
Verwendung eines two-way ANOVA-Test mit anschlieRendem Bonferroni-Test durchgefiihrt (p < 0,05 =*, p < 0,01
=** p<0,001 =** p<0,0001 = **** n.s. = nicht signifikant).

Um sicherzustellen, dass die maximale Bindekapazitat des endogenen slL-6R an IL-6 erreicht
wurde, wurde dem Serum von drei Probanden deutlich héhere Mengen an IL-6, sowie
sgp130Fc hinzugefugt und mittels Protein A-Agarose prazipitiert (Abbildung 3.13D). Hierzu
wurde IL-6 in einem 260fachen molaren Uberschuss zum endogenen sIL-6R (65,3 + 3,41
ng/ml, 1,26 nM), eingesetzt und die Konzentration von sgp130Fc wurde von 10 pg/ml (38,5
nM) auf bis zu 20 yg/ml (77 nM) erhéht. In dieser Messreihe lagen bei 1000 ng/ml IL-6
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(65facher molarer Uberschuss) und 10 ug/ml sgp130, 58 + 11,8% des endogenen sIL-6R
gebunden vor. Selbst bei einem 130fachen molaren IL-6 Uberschuss (2000 ng/ml, 84,2 nM)
und 20 pg/ml sgp130 (77 nM) betrug die Menge an gebundenem endogenen sIL-6R 61,4 +
6,1%. Darauffolgend wurde den selben Proben, mit gebundenem sIL-6R Anteil von 61,4%,
nach der ersten Prézipitation weitere 2000 ng/ml IL-6 (260facher molarer Uberschuss) sowie
20 pg/ml sgp130Fc zugesetzt und mittels Protein A-Agarose prazipitiert. Hierdurch wurden
insgesamt 67,5 + 3,85% des endogenen sIL-6R prazipitiert, was allerdings keinen signifikanten
Unterschied zur 1. Prazipitation darstellte.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bei dem endogenen sIL-6R, ein Anteil von
maximal ~70% in der Lage ist, einen Komplex mit IL-6 und darauffolgend mit sgp130Fc zu
bilden. Selbst bei einem bis zu 260fachen molaren Uberschuss von IL-6 (84,2 nM) zum
endogenem sIL-6R (1,26 nM), und einen hohen molaren Uberschuss an sgp130Fc (77 nM),
wird keine signifikant hdhere Menge an endogenem slL-6R in den IL-6/sIL-6R/sgp130

Komplex forciert.

Tabelle 3.10: Zusammenfassung der IL-6/sIL-6/sgp130Fc Komplexexperimente und der Bindekapazitat von
rekombinantem und endogenem sIL-6R an IL-6. Dargestellt sind die zusammengefassten Daten aus Abschnitt
3.2.1 und 3.2.2 beziiglich des im Uberstand ungebundenen sIL-6R (rekombinant und endogen) in ng/ml, sowie die
berechnete Menge an gebundenem sIL-6R in % (beschrieben in Abschnitt 3.2.1) in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc
Komplexen.

Titration Rekombinanter sIL-6R Endogener sIL-6R
(50 ng/ml) (52,9 + 16,3 ng/ml)
Rekombinantes IL-6 sIL-6R Gebundener sIL-6R Gebundener
(ng/ml) (ng/ml) sIL-6R (%) (ng/ml) sIL-6R (%)
0 43,11 (+ 7,49) 10,89 (+ 6,76) 46,25 (+ 13,85) 12,13 (£ 9,64)
(Kontrolle)
1 46,60 (+ 7,93) 4,33 (£ 7,96) 45,84 (+ 14,75) 14,54 (+ 12,28)
5 38,30 (+ 6,45) 19,78 (£ 1,79) 42,01 (+ 15,86) 23,29 (+ 12,23)
10 33,20 (+ 9,61) 29,43 (+ 15,8) 38,57 (+ 18,45) 31,8 (£ 15,54)
25 18,12 (£ 7,02) 59,37 (+ 17,9) 27,86 (+ 17,11) 51,78 (+ 19,08)
50 4,88 (+ 2,22) 88,69 (+ 5,47) 23,89 (+ 15,73) 58,33 (+ 18)
100 3,45 (£ 1,45) 92,12 (+ 3,8) 19,24 (£ 9,37) 64,31 (+ 9,69)
200 4,54 (+ 0,66) 90,12 (+ 2,33) 18,53 (+ 9,67) 66,8 (+ 10,28)
1000 16,92 (+ 8,16) 69,47 (+ 8,36)
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3.3 Zelltypspezifisches Targeting und Tracking durch synthetische Cargo-

Internalisierungsrezeptoren

Das in vivo Tracking von spezifischen Zelltypen ist eine wichtige Methode, um ein besseres
Verstandnis Uber den zeitlichen Ablauf von zellularen Prozessen zu erlangen. Ein wichtiger
Aspekt ist hierbei die Migration von verschiedenen Immunzelltypen, z.B. wahrend
Entziindungs-assoziierten Erkrankungen. Der zeitliche Ablauf der Immunzellmigration ist ein
entscheidender Prozess, bei dem die Vorgange noch nicht vollstandig entschlisselt sind.
Aufgrund dessen ist in der Grundlagenforschung, sowie in klinischen Anwendungen, das
spezifische Zelltracking von essentieller Bedeutung.

In bereits publizierten Studien wurde die Magnetresonanztomographie (MRT) fiir das Tracking
von Monozyten und Makrophagen, in verschiedenen Krankheitsmodellen in der Maus,
verwendet. Hierzu wurden den zu untersuchenden Tieren Perfluorkarbon-
Nanoemulsionspartikel (PFC-NE) injiziert, welche Uber Phagozytose von Monozyten und
Makrophagen aufgenommen werden. Die Migration von Monozyten und Makrophagen in
inflammatorische Bereiche konnte so anschlieRend mittels '*F-MRT detektiert werden (Temme
et al. 2012; Ahrens & Bulte 2013b). Nicht-phagozytierende Immunzellen kdnnen mit dieser
Methode allerdings nicht nachgewiesen werden, da keine unspezifische Aufnahme von
PFC-NEs erfolgt. Ein zelltypspezifisches Targeting anderer Zelltypen mit funktionalisierten
PFC-NEs ist schwierig aufgrund der Tatsache, dass Oberflachenrezeptoren oft nicht
zelltypspezifisch exprimiert werden. Des Weiteren konnten Uber die Bindung von
funktionalisierten PFC-NEs an Rezeptoren der Zielzellen Signalkaskaden induziert werden,
welche zu einer Veranderung der Zelleigenschaften fihren kénnten.

Um ein spezifisches Targeting von diversen Immunzellentypen zu ermdglichen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit drei synthetische Cargo-Internalisierungsrezeptoren (CIR) generiert.
Diese wurden mit einem Nanobody versehen, der spezifisch GFP bindet (Kubala et al. 2010),
um eine Internalisierung des GFP in CIR-exprimierende Zellen zu induzieren. Fir die
spezifische Detektion von CIR-exprimierenden Zellen mittels '°F-MRT, wurden GFP-
gekoppelte PFC-NEs (GFP-PFCs) verwendet. CIRs besitzen verschiedene intrazellulare
Domanen, assoziiert mit unterschiedlichen Internalisierungseigenschaften. Im Folgenden
werden die Ergebnisse bezlglich der Charakterisierung der CIRs dargestellt, die im Rahmen

dieser Arbeit ermittelt wurden.
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3.3.1 Generierung und Aufbau der CIRs

Um ein spezifisches Targeting von Zellen zu erméglichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit
drei synthetische Cargo-Internalisierungsrezeptoren (CIRs) generiert. In Abbildung 3.14 ist die
Aminosauresequenz (A) und der Aufbau (B) der drei unterschiedlichen CIRs dargestellt. Alle
Rezeptoren besitzen ein N-terminales Signalpeptid (Aminosdure 1-24), welches aus dem
humanem IL-11 Rezeptor stammt. Darauf folgt ein Myc-Tag (AS 25-34) und der GFP-
Nanobody (AS 35-148), fur die spezifische Bindung von GFP und GFP-PFCs. Im Anschluss
ist ein funf Aminosaure langer Linker (AS 149-153) enthalten. In der Transmembrandoméane
und der intrazelluldaren Domane (I1ZD) unterscheiden sich alle CIRs voneinander. CIR1 und
CIR2 haben im folgendem eine sechs Aminosaure-lange Stalk-Region (AS 154-159) des
humanen IL-6R (hIL-6R) der Deletionsvariante AA323-F367, damit das ADAM10 bzw.
ADAM17 induzierte Shedding des IL-6R nahezu vollstandig verhindert wird (Baran et al. 2013).
Die Transmembranregion stammt ebenfalls aus dem hIL-6R (AS 160-182). CIR1 besitzt die
vollstandige 1ZD des hIL-6R (AS 183-262), wohingegen CIR2 die vollstandige 1ZD des
Endo180 Rezeptors beinhaltet (AS 183-224), welcher ein Mitglied der Mannose-Rezeptor-
Familie ist. CIR3 besitzt vom Linker aus, Richtung C-Terminus, die Stalk-Region (AS 154-162),
die Transmembrandomane (AS 163-187) und die 1ZD des Phagozytose-assoziierten FcyRIIA
Rezeptors.

Die 1ZDs aller CIRs unterscheiden sich beziglich der Anzahl und der Eigenschaften der
vorhandenen Proteinmotive, die fir die Rezeptorinternalisierung nach Ligandenbindung
verantwortlich sind. Die IZD von CIR1 (hIL-6R) weist keine bekannten Endozytosemotive auf.
Es ist allerdings bekannt, dass 30 min nach Ligandenbindung ~50% aller IL-6R Molekule von
der Zelloberflache internalisiert werden (Dittrich et al. 1996). Die 1ZD von CIR2 (Endo180)
besitzt zwei Motive, die fur eine schnelle Internalisierung Uber Endozytose essentiell sind. Ein
Tyrosin-basiertes Motiv (FEGARY) und ein Dihydrophobisches Motiv (EKNILV). Die 1ZD von
Endo180 ist flr eine schnelle Internalisierung des Rezeptors verantwortlich. Nach
Ligandenbindung werden 60% des Oberflachenrezeptors innerhalb von 2 min internalisiert.
(Howard & lIsacke 2002). Die 1ZD des FcyRIIA Rezeptors weist keine klassischen
Internalisierungsmotive auf, jedoch zwei Tyrosinaktivierungsmotive (TAMs), die fir die
Phagozytose-assoziierte Internalisierung notwendig sind (Greenberg et al. 1993).

Die Klonierung der CIRs wurde, wie in Abbildung 3.15 schematisch dargestellt, durchgeflnhrt.
Die Nukleotidsequenz von CIR1 und CIR2 wurde von GeneArt (Regensburg, Deutschland)
synthetisiert. Die Nukleotidsequenz von CIR1 wurde Uber die Restriktionsenzyme Kpnl und
Notl aus der synthetisierten Nukleotidsequenz isoliert und in ein mittels Kpnl und Notl
linearisiertes und dephosphoryliertes pcDNA3.1 Plasmid ligiert (s. Abschnitt 2.2.1.5, 2.2.1.6.
und 2.2.1.8).
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Abbildung 3.14: Aufbau der Cargo-Internalisierungsrezeptoren. (A) Darstellung sind die
Aminosauresequenzen, von den drei synthethischen CIRs. Erlduterungen zu dein einzelnen Doménen sind in
Abschnitt 3.3.1 beschrieben. Signalpeptide (SP). (B) Schematischer Aufbau der CIRs, bestehend aus einem N-
terminalen Myc-Tag (weil), GFB-Nanobody (griin), einem Linker (schwarz), der Transmembranregion und der
intrazellularen Domane. CIR1 und CIR2 besitzen die Transmembranregion aus dem humanem IL-6R (hellblau) und
CIR3 die Transmembranregion aus dem FcyRIIA Rezeptor (lila). Die intrazellulare Domane hat bei allen CIRs einen
unterschiedlichen Ursprung (CIR1 = humaner IL-6 Rezeptor, hellblau; CIR2 = Endo180 Rezeptor, orange; CIR3 =
FcyRIIA Rezeptor, lila).

Basierend auf dem pcDNA3.1-CIR1 Plasmid wurden die Klonierungen fir den CIR2 und CIR3
durchgefuhrt. Fir die Klonierung des CIR2, wurde die Sequenz der IZD von CIR2 mit den
Restriktionsenzymen Bglll und Notl aus der synthetisierten Nukleotidsequenz isoliert und in
das mittels Kpnl und Notl linearisierte und dephosphorylierte pcDNA.3.1-CIR1 Plasmid ligiert.
Dies war notwendig, um die 1ZD des CIR1 zu entfernen und durch die 1ZD des CIR2 zu
ersetzen. Fur die Klonierung des CIR3 wurde die entsprechende Nukleotidsequenz des
FcyRIIA Rezeptors aus der cDNA von Jurkat-Zellen mittels PCR amplifiziert. Das amplifizierte
PCR-Produkt des CIR3 war mit einer 5-EcoRI- und 3'-Notl-Restriktionsschnittstelle flankiert.
Der Zielvektor pcDNA.3.1-CIR1 wurde im Vorfeld mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Notl

linearisiert und dephosphoryliert. Hierdurch wurde der gesamte C-terminale Bereich des CIR1,
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von der Stalk-Region bis hin zum Ende der IZD, entfernt. Anschlielend wurde das

entsprechende Insert des CIR3 in das linearisierte pcDNA3.1-CIR1 Plasmid ligiert.

Kpnl Notl
hIL-6R Kpni Bolll Not
—I ORF CIR1 —
pcDNAS3.1
EcoRl
Knpl + Notl
Kpnl Notl
Kprlll Bolll Notl
DCDNA3. 1 + [ ORF CIR1 |J
l Ligation EcoRl
Bglll Notl
EcoRI
pcDNA3.1
Bglll + Notl/ EcoRI + Notl
Bglll Notl EcoRi Notl
CIR1] Byl Noti CIR1| EcoR Nol
+ 1ZD Endo180 + [ 1ZD FcyRIIA
pcDNA3.1 pcDNAS.1
Ligation l Ligation
Bglll Notl EcoRI Notl
CIR2 CIR3
pcDNA3.1 pcDNAS3.1

Abbildung 3.15: Klonierungsschema zur Generierung der verschiedenen Cargo-
Internalisierungsrezeptoren. Dargestellt ist die Klonierungsstrategie, die zur Generierung der pcDNA3.1-CIR1-3
Plasmide verwendet wurde. Blau markierte Bereiche stellen die Stalk-Region und rot markierte Bereiche die
Transmembranregion dar. Erlduterungen sind in Abschnitt 3.3.1 beschrieben.
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3.3.2 Molekularbiologische Charakterisierung von CIRs in eukaryotischen

Zellen

Nach der Klonierung der CIR-Plasmide wurde eine erste Charakterisierung der CIRs,
bezuglich des Molekulargewichtes und der Zelloberflachenexpression, durchgefuhrt. Dies
erfolgte mittels Western Blot und Durchflusszytometrie (s. Abschnitt 2.2.2.2 und 2.2.2.11). Als
Erstes wurde das Molekulargewicht der CIRs analysiert. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit den
cDNAs fur CIR1-3 transfiziert, nach 48 h lysiert (s. Abschnitt 2.2.3.5 und 2.2.2.12) und mittels
Western Blot untersucht. Zusatzlich wurden Zelllysate von stabil transifzierten CHO-CIR1-3
Zellen untersucht. Als Kontrolle wurden untransfizierte COS-7 oder CHO Zellen verwendet.
Die Detektion im Western Blot erfolgte Uber den N-terminalen Myc-Tag der CIR1-3
Rezeptoren, durch einen Myc-Tag spezifischen Antikorper. Basierend auf der
Aminosauresequenz wurde fur CIR1, sowie fir CIR3, ein Molekulargewicht von jeweils 28,5
kDa und fiir CIR2 von 24,3 kDa berechnet. In den Zelllysaten wurde CIR1 und CIR3 bei einem
Molekulargewicht von ~29 kDa und CIR2 bei ~24 kDa detektiert, was in Ubereinstimmung mit
den berechneten Molekulargewichten ist (Abbildung 3.16A). Mittels Western Blot war es
jedoch nicht moglich zu bestimmen, ob alle CIRS auf der Zelloberflache vorliegen. Fir diese
Analyse wurden transfizierte COS-7 und transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen (s. Abschnitt
2.2.3.6) auf die Oberflachenexpression von CIR1-3 mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Hierzu wurden die CIR-exprimierenden Zellen mit einem Primarantikdrper gegen den Myc-Tag
markiert und anschlieRend mit einen sekundaren Alexa-488 gekoppelten Antikdrper fur die
Detektion im Durchflusszytometer. In Abbildung 3.16B sind die Ergebnisse der Analyse
dargestellt. Die grau markieren Bereiche stellen untransfizierte Kontrollzellen dar, bei denen
keine Detektion des Myc-Tags nachgewiesen wurde. Schraffierte Histogramme stellen die
Oberflachenexpression des jeweiligen CIRs dar. In den transfizierten COS-7 Zellen wurde nur
eine geringe Oberflachenexpression von allen CIRs nachgewiesen. CIR1 wurde im Vergleich
zu CIR2 und CIR3, am Schwachsten auf der Zelloberflache exprimiert. In stabil transduzierten
Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen konnte die Oberflachenexpression aller CIRs deutlicher
nachgewiesen werden. Auch hierbei wurde festgestellt, dass CIR1 am schwachsten auf der
Zelloberflache exprimiert wurde. Die Oberflachenexpression von CIR2 und CIR3 war deutlich
starker, zu erkennen in den entsprechenden Histogrammen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle generierten CIRs exprimiert werden und auf der
Zelloberflache vorliegen. Diese Voraussetzungen waren notwendig, damit eine
Charakterisierung der GFP-Bindung vorgenommen werden konnte, welche im folgenden

Abschnitt dargestellt ist.
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Abbildung 3.16: Charakterisierung von CIRs in transient transfizierten COS-7, stabil transfizierten CHO und
transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen. (A) COS-7 Zellen wurden mit der cDNA fiir CIR1-3 transiziert und nach 48 h
lysiert. Das Molekulargewicht von CIR1-3 wurde mittels Western Blot analyisiert. Es wurden je 50 ug Gesamtprotein
aufgetragen. Der Nachweis der CIR1-3 Expression erfolgte tber die Detektion des Myc-Tags. Anschlieend wurde
die Membran gestrippt und es wurde gegen B-Aktin detektiert, welches als Ladekontrolle fungierte. Aquivalent
hierzu wurden die Zelllysate von stabil transfizieten CHO-CIR1-3 Zellen analysiert. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentativer Blot aus zwei unabhangigen Experimenten. (B) Oberflachenexpression von CIR1-3 in transfizierten
COS-7-CIR1-3 und in transduzierten Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen, die mit Hilfe eines primaren a-Myc-Tag
Antikérpers und einem Alexa-488 gekoppelten sekundaren a-Kaninchen Antikorpers detektiert wurde (schwarz
schraffiertes Histogramm). Als Kontrolle wurden untransfizierte COS-7 bzw. Ba/F3-gp130 Zellen verwendet (graues
Histogramm). Dargestellt ist eine reprasentative Auswertung von drei unabhangigen Experimenten.
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3.3.3 Bindung und Internalisierung von GFP in eukaryotischen Zellen durch
CIRs

Nachdem festgestellt wurde, alle drei CIRs auf der Zelloberflache vorlagen, wurde Uberpruft,
ob eine Bindung von GFP an die CIRs stattfand. Fir diese Untersuchung, wurden Ba/F3-
gp130-CIR1-3 Zellen fur 30 min bei 37°C mit 1 yg/ml GFP in 1 ml DMEM -/- Medium inkubiert.
Als Kontrolle wurden Ba/F3-gp130 Zellen verwendet, da hier keine Bindung von GFP erfolgen
sollte. Die Bindung von GFP an die CIRs wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert (grin
gestrichelte Histogramme, s. Abschnitt 2.2.2.2). Als weitere Kontrolle wurden Ba/F3-gp130-
CIR1-3 Zellen verwendet, die nicht mit GFP inkubiert wurden (graues Histogramm). In
Ba/F3-gp130 Zellen wurde nach einer Inkubation von 180 min keine Bindung von GFP
nachgewiesen. Dagegen wurde in Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen eine deutliche Bindung von
GFP detektiert (Abbildung 3.17A). Es wurde beobachtet, dass Ba/F3-gp130-CIR1 Zellen die
geringste Menge an GFP gebunden hatten. In Ba/F3-gp130-CIR2 und -CIR3 Zellen wurde das
starkste GFP Signal detektiert.

AnschlieRend wurde die zeitliche Bindungskinetik von GFP an die CIRs untersucht. Hierzu
wurden Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen mit 1 pg/ml GFP bei 37°C inkubiert und nach
verschiedenen Zeitpunkten (0, 5, 10, 20, 30, 60, 120 oder 180 min) mittels
Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 3.17B). Die Intensitat der GFP-Bindung ist als
Mean Fluorescence Intensity (MFI) angegeben. Als Kontrolle wurden Ba/F3-gp130 verwendet,
die fur 180 min mit GFP inkubiert wurden. In diesen Zellen wurde kein GFP-Signal detektiert.
In Ba/F3-gp130-CIR1 Zellen wurde allgemein die schwachste GFP-Bindung nachgewiesen.
Selbst nach langeren Inkubationszeiten mit GFP wurde nur eine geringe Zunahme der GFP-
Bindung festgestellt (5 min: 133 + 28 MFI; 180 min: 307 + 39 MFI). Eine starkere GFP-Bindung
wurde in Ba/F3-gp130-CIR3 Zellen nachgewiesen. Beim CIR3 wurde eine zeitlich abhangige
Zunahme der GFP-Bindung festgestellt. Hierbei wurde beobachtet, dass CIR3 innerhalb von
5 min (630 + 106 MFI) eine groRere Menge an GFP gebunden hat, als CIR1 nach 180 min
(307 = 39 MFI). Die starkste Bindung von GFP erfolgte an CIR2. Hierbei wurde festgestellt,
dass innerhalb der ersten 60 min die starkste GFP-Bindung (5 min: 648 + 214 MFI bis 60 min:
1444 £+ 390 MFI) von allen CIRs detektiert wurde. Nach 60 min lag die GFP-Bindung in einem
nahezu gesattigten Bereich vor und bei langeren Inkubationszeiten wurde nur noch ein
geringer Anstieg der GFP-Binding gemessen (120 min: 1550 + 380 MFI und 180 min: 1610 £
290 MFI). Anhand der untersuchten zeitlichen Bindungskinetik von GFP an CIR1-3 und dessen
Analyse mittels Durchflusszytometrie war es allerdings nicht méglich zu bestimmen, ob GFP
gebunden auf der Zelloberflaiche vorlag, oder nach Bindung an die CIRs in die Zelle
internalisiert wurde. Aufgrund dessen wurde die Internalisierung von GFP mikroskopisch
mittels Immunfluoreszenz untersucht. Hierzu wurden adharente COS-7 Zellen transient mit der
cDNA fur CIR1-3 transfiziert und flr 30 min mit 1 ug/ml GFP in 1 ml DMEM -/- Medium bei 4°C
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inkubiert. Hierdurch konnte das GFP lediglich an die Rezeptoren binden, aber aufgrund der
niedrigen Temperatur von 4°C wurde die Internalisierung der Rezeptoren deutlich reduziert.
Alternativ wurden transfizierte COS-7-CIR1-3 Zellen flir 30 min bei 4°C und anschliel3end fir
30 min bei 37°C inkubiert, damit die Internalisierung des gebundenen GFP von der
Zelloberflache in das Zytoplasma ermdglicht wird. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen, um nicht gebundenes GFP zu entfernen, und die Zellen wurden mittels
Paraformaldehyd fixiert. Zusatzlich wurde der Zellkern mittels DAPI blau angefarbt, wodurch
zeitgleich untransfizierte Zellen zu erkennen sind, an denen keine Bindung von GFP
nachgewiesen wurde. Anhand der Inkubation bei 4°C ist deutlich zu erkennen, dass in
transfizierten COS-7-CIR1-3 Zellen eine deutliche Lokalisation von GFP an der Zelloberflache
vorlag. Nach der Inkubation bei 37°C ist dagegen eine schwachere Lokalisation des GFP an
der Zelloberflache zu erkennen und eine deutliche Akkumulation von GFP in vesikularen
Strukturen innerhalb der Zellen. (Abbildung 3.17C). Dies spricht flr eine Internalisierung des
an der Zelloberflache gebundenen GFP in endosomalen Vesikeln. Vor allem bei CIR1 und
CIR2 wurde die Bildung von vesikularen GFP-Strukturen im Zytoplasma, hauptsachlich im
perinuklearen Bereich, nachgewiesen. Bei der CIR3-vermittelten Aufnahme von GFP ist eine
gleichmaRige Verteilung von vesikularen Strukturen innerhalb der Zelle zu erkennen, jedoch
nicht im perinuklearen Bereich.

Zusammenfassend wurde bei der Charakterisierung von CIR1-3 in verschiedenen Zelllinien
(Ba/F3-gp130 und COS-7 Zellen) festgestellt, dass eine Bindung von GFP an alle CIRs erfolgt.
Beim CIR2 und CIR3 konnte die starkste Bindung von GFP nachgewiesen werden und beim
CIR 1 die schwachste Bindung. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass durch die CIRs
eine Internalisierung von GFP in die Zelle erfolgt und dass vesikulare GFP-haltige Strukturen

im Zytoplasma vorliegen.
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Abbildung 3.17: Bindung und Internalisierung von GFP in CIR1-3-exprimierenden Zellen. (A) Bindung von
GFP an transduzierte Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen, die mit 1 ug/ml GFP fir 30 min bei 37°C inkubiert wurden. Die
Bindung von GFP an CIR1-3 wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontrolle wurden Ba/F3-gp130
Zellen verwendet, die fur 180 min mit 1 pg/m GFP inkubiert wurden. Dargestellt sind die entsprechenden
unbehandelten Kontrollzellen (graues Histogramm), sowie die mit GFP inkubierten Zellen (grines Histogramm).
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus drei unabhangigen Experimenten. (B) Zeitliche Bindungskinetik
von GFP an Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen, welche mit 1 pg/ml GFP bei 37°C inkubiert wurden. Nach den
entsprechenden Zeitpunkten (0-180 min) wurde die GFP-Bindung mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Dargestellt ist der Mittelwert + SD von drei unabhangigen Experimenten. Als Kontrolle wurden Ba/F3-gp130 Zellen
verwendet, die fur 180 min mit 1 pyg/ml GFP inkubiert wurden. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SD von zwei
unabhangigen Experimenten. (C) Untersuchung zur Bindung und Internalisierung von GFP in transfizierten COS-
7-CIR1-3 Zellen mittels Immunfluoreszenz. Dargestellt ist Bindung von GFP an die Zelloberflache von CIR1-3 Zellen
nach Inkubation mit 1 pg/ml GFP fiir 30 min bei 4°C (obere Reihe, 4°C) und die anschlieffende Internalisierung von
GFP in das Zytoplasma nach 30 min Inkubation bei 37°C (untere Reihe, 37°C). Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI
blau angefarbt. Hierdurch sind andere Zellen zu erkennen, an denen keine Bindung von GFP erfolgte, da es sich
um untransfizierte COS-7 Zellen handelt. Dargestellt sind reprasentative Bilder aus drei unabhangigen
Experimenten (in Zusammenarbeit mit Dr. Sebastian Temme, Institut fir Molekulare Kardiologie, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf).
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3.3.4 Bindung und Internalisierung von GFP gekoppelten Latex-Beads

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern GFP-gekoppelte Nanopartikel
von den CIRs gebunden und internalisiert werden. Daflir wurden Latex-Beads
unterschiedlicher Grof3e (20 nm, 100 nm oder 4 uym im Durchmesser) mit GFP gekoppelt (s.
Abschnitt 2.2.2.7). Auf den Latex-Beads befinden sich reaktive Aldehydgruppen, die in Lage
sind, mit freien Lysinen des GFP zu reagieren, wodurch das GFP kovalent an die Oberflache
der Latex-Beads gebunden wird. Jeweils 40 ug GFP in 500 ul PBS wurden bei 4°C tber Nacht
mit 100 pl der jeweiligen Latex-Bead Losung inkubiert, am folgenden Tag mit 5% BSA in PBS
abgesattigt und mehrmals mit PBS gewaschen, um ungebundenes GFP zu entfernen. Um die
Kopplung des GFP an die Latex-Beads zu verifizieren, wurden die GFP-gekoppelten Latex-
Beads (GFP-LBs) mit einem IVIS Lumina-Il Imaging System auf das GFP-Fluoreszenzsignal
analysiert (Abbildung 3.18A). Hierbei wurde festgestellt, dass die Kopplung des GFPs an die
Latex-Beads erfolgreich verlief. Bei den GFP-LBs wurde ein starkes GFP-Fluoreszenzsignal
nachgewiesen (obere Darstellung: Rote Bereiche; untere Darstellung: GFP-
Fluoreszenzintensitat angeben als MFI). Als Kontrolle wurden ungekoppelte Latex-Beads
verwendet, bei denen nur eine geringe Hintergrundfluoreszenz festgestellt wurde.

Im Anschluss wurde die Bindung der unterschiedlichen GFP-LBs an die CIRs in transfizierten
COS-7-CIR1-3 Zellen untersucht. Als Kontrolle wurden untransfiziete COS-7 Zellen
verwendet. Hierzu wurden COS-7 Zellen in 1 ml DMEM-/- mit 50 yl GFP-LBs fir 1 h bei 37°C
inkubiert und anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen, um nicht gebundene GFP-LBs zu
entfernen. Die Bindung der GFP-LBs, an transfizierte COS-7-CIR1-3 Zellen, wurde mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert (angegeben als MFI, Abbildung 3.18B). Bei dieser Analyse
wurde festgestellt, dass die 20 nm GFP-LBs, die starkste Bindung an die CIRs aufwiesen. Mit
zunehmender GroRe der GFP-LBs, nahm die Starke des GFP-Signals ab. Somit lag eine
schwachere Bindung der GFP-LBs an den CIRs vor. Wie in den vorherigen Experimenten,
wies CIR1 die schwachste Bindung an GFP-LBs auf. Die starkste Bindung von GFP-LBs
erfolgte durch CIR3.

Wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben, konnte mit der Analyse mittels Durchflusszytometrie
jedoch nicht differenziert werden, ob die GFP-LBs gebunden auf der Zelloberflache vorlagen,
oder nach Bindung an die CIRs internalisiert wurden. Analog zu der Detektion der GFP-LBs
Bindung mittels Durchflusszytometrie, wurden transfizierte COS-7-CIR1-3 Zellen fir 1 h bei
37°C mit 50 pyl GFP-LBs inkubiert und mikroskopisch mittels Immunfluoreszenz untersucht
(Abbildung 3.19A). Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI blau angefarbt. Eine Internalisierung
von GFP-LBs, mit den Durchmessern von 20 nm und 100 nm, erfolgte durch alle CIRs. Dies
ist anhand der Akkumulation von vesikularen Strukturen im Zytoplasma und im perinuklearen
Bereich zu erkennen. An untransfizierte Zellen, die anhand der angefarbten Zellenkerne zu

erkennen sind, erfolgte allerdings keine Bindung von GFP-LBs. Die 4 ym GFP-LBs wurden
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nur von CIR3-exprimierenden Zellen internalisiert, zu erkennen anhand der runden Strukturen
in der Zelle. In den CIR1- und CIR2-exprimierenden COS-7 Zellen war nach der Inkubation mit
den 4 ym GFP-LBs ein GFP-Signal zu erkennen, jedoch keine runden Strukturen der 4 um
Latex-Beads. Dies deutet darauf hin, dass die GFP Molekile, nach der Bindung an den CIR1
oder CIR2, von der GFP-LB-Oberflache abgeldst wurden und somit keine Internalisierung der
4 ym GFP-LBs erfolgte, sondern nur des GFP.
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Abbildung 3.18: Charakterisierung und CIR-vermittelte Bindung von GFP-Latex-Beads. (A) Latex-Beads mit
unterschiedlichen Durchmessern (20 nm, 100 nm oder 4 um), wurden uber Nacht bei 4°C mit 40 uyg GFP gekoppelt.
Am folgenden Tag wurde ungebundenes GFP durch mehrmaliges Waschen entfernt. Im oberen Teil der Abbildung,
ist die qualitative Analyse der GFP-LBs dargestellt, bei der das Hellfeldbild der Proben mit dem Fluoreszenzbild der
GFP-Intensitat aufeinander gelegt wurde. Die Quantifizierung des GFP-Fluoreszenzsignals (MFI) der GFP-LBs
erfolgte mit einem IVIS Lumina-ll Imaging System und ist in den entsprechenden Graphen zu erkennen. Als
Kontrolle wurden ungekoppelte Latex-Beads verwendet. Dargestellt ist der Mittelwert + SD aus drei unabhangigen
Experimenten. (B) Transfizierte COS-7-CIR1-3 Zellen, sowie untransfizierte Kontrollzellen, wurden fiir 1 h bei 37°C
mit 50 yl GFP-LBs (20 nm, 100 nm oder 4 yM Durchmesser) inkubiert. Die Intensitat der GFP-LB Bindung
(angegeben als MFI) an die CIR-exprimierenden Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen.
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Um zu gewahrleisten, dass die 4 um GFP-LBs tatsachlich mittels CIR3 in die Zelle internalisiert
wurden, wurde die Zelloberflache mit einem a-MHC Klasse | Antikérper markiert und Uber
einen a-Maus-Alexa594 Antikorper sichtbar gemacht (graue Farbung, s. Abschnitt 2.2.3.3).
Die Aufnahme der 4 pm GFP-LBs in COS-7-CIR3 Zellen wurde mit verschiedenen
Z-Stapelaufnahmen mikroskopisch untersucht. Basierend auf den Z-Stapelaufnahmen wurde
eine 3D-Rekonstruktion der Zelle erstellt (Abbildung 3.19B), anhand derer deutlich zu
erkennen ist, dass die 4 ym GFP-LBs durch den CIR3 in die Zelle internalisiert wurden.

Zusammenfassend kann in Bezug auf die Bindung und Internalisierung von GFP-gekoppelten
Nanopartikeln festgestellt werden, dass durch alle CIRs eine Bindung und Internalisierung von
GFP-LBs, bis zu einer Grof3e von 100 nm, stattfinden kann. Die Bindung und Internalisierung

von 4 um grof’en GFP-LBs erfolgt allerdings nur durch CIR3.
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Abbildung 3.19: Internalisierung von GFP-gekoppelten Latex-Beads in transfizierten COS-7-CIR1-3 Zellen.
(A) Dargestellt sind Immunfluoreszenzbilder der internalisierten GFP-LBs (20 nm, 100 nm oder 4 ym) nach 1 h
Inkubation bei 37°C in transfizierten COS-7-CIR1-3 Zellen. Zellkerne wurden mit Hilfe von DAPI blau angefarbt. Die
weille Malstabsleiste entspricht 10 um. Dargestellt sind reprasentative Bilder aus drei unabhangigen
Experimenten. (B) 3D-Rekonstruktion von verschiedenen Z-Stapelaufnahmen einer CIR3 transfizierten COS-7
Zelle, nach 1 h Inkubation mit 50 ul 4 ym GFP-LBs bei 37°C. Die Zellwand wurde mit Hilfe eines primaren a-MHC
Klasse | Antikorpers markiert und mit einem sekundaren a-Maus-Alexa594 Antikorper sichtbar gemacht (graue
Farbung). Der Zellkern wurde mittels DAPI blau angefarbt. Die Erstellung des Bildes erfolgte mit der Software Amira
(FEI, Thermo Fisher Scientific, Oregon, USA). Das Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Sebastian Temme
(Institut fur Molekulare Kardiologie, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) durchgeflhrt.

106



Ergebnisse

3.3.5 Visualisierung der CIR-vermittelten GFP-PFC Aufnahme mittels

TH/'°F Magnetresonanztomographie

Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit werden Ergebnisse dargestellt, die in Kooperation mit
dem Institut fur Molekulare Kardiologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf erhoben
wurden und in Absprache, zum besseren Verstandnis des Projektes, in diese Arbeit integriert
wurden. Aufgrund der spezifischen Bindung von GFP an CIRs, wurde im weiteren Verlauf
dieses Projektes eine Detektion von CIR-exprimierenden Zellen mittels 'H/'°F
Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefuhrt. Hierfir wurden PFC-NE verwendet, die mit
GFP gekoppelt (GFP-PFCs) waren. Bei PFC-NEs handelt es sich um emulgierte Nanopartikel,
die einen hohen Anteil an Fluor aufweisen ('°F) (Krafft & Riess 2009; Grapentin et al. 2014).
Aufgrund des Fehlens von Fluor im biologischen Gewebe, konnen '°F-Signale sehr spezifisch
und sensitiv detektiert werden. Des Weiteren erzeugt 'F-MRT einen eindeutigen Kontrast
gegeniiber den 'H Messungen. Aufgrund dessen ist es mdglich, mit Uberlagerten 'H- und
'SF-Bildern, eine prazise Lokalisation zwischen umliegendem Gewebe ('H-Signal) und Zellen
mit aufgenommenen PFC-NEs ('°F-Signal) zu ermoglichen (Flogel et al. 2008). Durch
Verwendung von GFP-PFCs soll ein spezifisches Targeting von CIR-exprimerende Zellen
mittels MRT Detektion ermdglicht werden. So soll eine Methode entwickelt werden, bei der
verschiedene murine Immunzelltypen, z.B. unterschiedliche T-Zell-Subpopulationen, CIRs
exprimieren, damit das zeitliche Migrationsverhalten dieser Zellen in Entzindungs-
assoziierten Krankheiten untersucht werden kann.

Um die CIR-vermittelte Aufnahme von GFP-PFCs in Zellen initial zu untersuchen, wurden
untransfizierte CHO Zellen und stabil transfizierte CHO-CIR1-3 Zellen nach Inkubation mit
GFP-PFCs mittels MRT untersucht (s. Abschnitt 2.2.3.1). CHO-CIR1-3 Zellen wurden hierfir
mit 75 ul GFP-PFC Emulsion Gber Nacht bei 37°C auf einem Schittler inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die behandelten Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgeldst. Die Zellen
wurden in PBS aufgenommen und anschlieliend auf einen Percoll-Gradienten zentrifugiert.
Mittels Zentrifugation wurden, auf dem Percoll-Gradienten, die Zellen von ungebundenen
GFP-PFCs separiert. Die behandelten Zellen waren auf dem Percoll-Gradienten als eine
dinne Schicht zu erkennen (Abbildung 3.20A, Reihe 1). AnschlieRend wurden die Zellen
mittels '"H-MRT visualisiert. Dies ist zu erkennen anhand der dunklen Bande zwischen PBS
und dem Percoll-Gradienten (Reihe 2). AnschlieRend wurde die in den Zellen aufgenommene
Menge an GFP-PFCs mittels ""F-MRT detektiert, zu erkennen anhand der roten Bande (Reihe
3). Die 'H- und ™F-Signale wurden anschlieRend iberlagert und die von den Zellen

aufgenommene Menge an GFP-PFC wurde quantifiziert (Abbildung 3.20A, Reihe 4).
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Abbildung 3.20: "*F-MRT von CIR1-3-exprimierenden Zellen. (A) Stabil transfizierte CHO-CIR1-3 Zellen wurden
mit 75 ul GFP-PFCs {ber Nacht bei 37°C inkubiert. Uber einen Percoll-Gradienten wurden die Zellen (Reihe 1,
weilRe Linie) von nicht gebundenen GFP-PFCs separiert. Als Kontrolle wurden untransfiziete CHO Zellen
verwendet. In Reihe 2 sind die zu untersuchenden Zellen zu erkennen, welche mittels "H-MRT visualisiert wurden,
zu erkennen anhand der dunklen Schicht. In Reihe 3 ist die von den Zellen aufgenommene Menge an GFP-PFCs
dargestellt, welche mittels '"*F-MRT sichtbar gemacht wurde. In Reihe 4 wurde das 'H-Signal der Zellen und das
9F-Signal der GFP-PFCs uberlagert, um die aufgenommene Menge an GFP-PFCs zu bestimmen. Weitere
Erlauterungen sind in Abschnitt 3.3.5 beschrieben. (B) Quantifizierung des '°F-Signals, aus Abbildung 3.20A, in
stabil transifizierten CHO-CIR1-3 Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert £ SD von sechs unabhangigen Experimenten.
Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way ANOVA Test mit anschlieRendem
Bonferroni Test durchgefiihrt (p < 0,05 =*, p <0,01 =**, p<0,001 = ***, n.s. = nicht signifikant). Die dargestellten
Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Pascal Bouvain (Institut flir Molekulare Kardiologie, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf) durchgefihrt.

Hierbei wurde festgestellt, dass in CHO Zellen die keinen CIR exprimieren, nur ein schwaches
9F-Signal detektiert wurde, zurlickzufiihren auf unspezifische Bindungen (Abbildung 3.20B).
Durch CIR1 erfolgte nur eine geringe Aufnahme bzw. Bindung von GFP-PFCs in CHO Zellen.
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Im Vergleich zu den CHO Kontrollzellen wurde nur ein geringer Anstieg des '®F-Signals
detektiert. Eine eindeutigere Bindung bzw. Internalisierung von GFP-PFCs erfolgte durch CIR2
und CIR3. Im Vergleich zu den Kontrollzellen wurde in den CHO-CIR2 und -CIR3 Zellen, ein
vier- bis fiinffach starkeres '°F-Signal detektiert (Abbildung 3.20B). Das starkste '*F-Signal
wurde in CHO-CIR2 Zellen gemessen.

Uber das spezifische Targeting von Zellen I&sst sich zusammenfassend sagen, dass die CIRs
in vitro ein geeignetes Werkzeug darstellen, um Zellen spezifisch mit GFP-PFCs zu markieren
und mittels "H/'"*F-MRT zu visualisieren. Durch den CIR1 erfolgt die schwéachste Bindung und
Internalisierung von GFP-PFCs, zu erkennen anhand der Starke des '*F-Signals. CIR2 und
CIR3 weisen starkere Bindungs- bzw. Internalisierungseigenschaften auf. Die starkste

Bindung und Internalisierung erfolgt allerdings durch den CIR2.

3.3.6 CIR-vermittelte Aufnahme von GFP-PFCs fiihrt zu keiner Aktivierung von

zellularen Signalwegen

Ein wichtiger Aspekt bei der Verwendung der CIRs mit GFP bzw. mit GFP-gekoppelten
Nanopartikeln ist, dass nach deren Bindung und Internalisierung an den Rezeptor, keine
Aktivierung von Signalwegen in den Zielzellen erfolgen darf. Vor allem flr eine in vivo
Anwendung der CIRs, z.B. in Entziindungs-assoziierten Krankheitsmodellen, ware dies
entscheidender Bedeutung. Aufgrund der Bindung von GFP- bzw. GFP-PFCs kdénnten
Signalwege in den CIR-exprimierenden Zellen aktiviert werden, wodurch Zelleigenschaften
verandert werden konnten. Um dies zu Uberprifen, wurde die Genexpression von Ba/F3-
gp130 und Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen, nach Inkubation mit GFP-PFCs, mittels Microarray-
Analyse untersucht (s. Abschnitt 2.2.3.2, in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Knebel, Institut fur
klinische Biochemie und Pathobiochemie, Deutsches Diabetes-Zentrum, Disseldorf). Hierbei
wurde eine Veranderung der Genexpressionen des gesamten murinen Transkriptoms
untersucht (~30000 Gene). Es wurden jeweils 2 x 10° Zellen der entsprechenden Zelllinie fir
2 h bei 37°C in serumfreien DMEM -/- inkubiert, damit Gber den Zytokin- und FCS-Entzug alle
mitogenen Signale ausgeschaltet werden, und anschlief3end fir 1 h bei 37°C stimuliert. Als
Positivkontrolle, fir die Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen Gber den Trans-Signalweg wurde
100 ng/ml HIL-6 verwendet. Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen wurden mit 50 pl/ml GFP-PFC
Emulsion stimuliert (Abbildung 3.21A). Nach Stimulation wurde die Gesamt-RNA der Zellen
isoliert und auf dessen Qualitat getestet. Fir die Genexpressionsanalyse wurde nur RNA mit
einem RIN-Faktor > 8 verwendet. In Abbildung 3.21B sind die differentiell exprimierten Gene
nach Stimulation mittels Volcano-Plot dargestellt (Schwellenwert: + 1,5fache Veranderung der
Genexpression, p-Wert < 0,05). Fir die Analyse wurde die Genexpression von unstimulierten
Zellen mit der von stimulierten Zellen verglichen. Bei der Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen

mit HIL-6 wurde eine signifikante Veranderung in der Expression von 151 Genen festgestellt.
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Hierbei wurden, wie erwartet, vor allem Gene hochreguliert, die in der Aktivierung des

JAK/STAT Signalweges involviert sind, wie z.B. Socs (8,9fach), Fos (5fach) und Jun (2,1fach).
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Abbildung 3.21: Genexpressionsanalyse nach Stimulation von Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen mit GFP-PFCs.
(A) Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus fiir die Genexpressionsanalyse von Ba/F3-gp130 und
Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen. Jeweils 2 x 10° Zellen wurden fiir 2 h in Serum- und Zytokin-freien DMEM Medium bei
37°C inkubiert und anschlielRend mit 50 ul/ml GFP-PFCs fir 1 h bei 37°C inkubiert. Als Positivkontrolle fir die
Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen wurde 100 ng/ml HIL-6 eingesetzt. Unstimulierte Zellen, der jeweiligen Zelllinie,
wurden als Negativkontrolle verwendet, um einen Vergleich in der Veranderung der Genexpression nach HIL-6
bzw. GFP-PFC Stimulation zu ermdglichen. (B) Volcano-Plot Analyse Uber die Verdnderung der Genexpression
nach Stimulation mit HIL-6 oder GFP-PFCs (Schwellenwert: +/- 1,5fache Veranderung in Genexpression, p-Wert <
0,05). Dargestellt sind die differentiell exprimierten Gene nach Stimulation mit HIL-6 oder GFP-PFCs. Erlauterungen
sind in Abschnitt 3.3.6 beschrieben. Dargestellt sind die zusammengenfassten Daten aus drei unabhangigen
Experimenten.
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Eine Ubersicht aller HIL-6-induzierten Signalwege in Ba/F3-gp130 Zellen ist in Tabelle 8.1.
(Anhang) dargestellt. HIL-6 wurde fur die Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen als
Positivkontrolle verwendet, um sicherzustellen, dass die Stimulationszeit in Ba/F3-gp130-
CIR1-3 Zellen ausreichend ist, um einen potentiellen Effekt der GFP-PFC-Stimulation
nachzuweisen. Allerdings wurde, nach Stimulation von Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen mit GFP-
PFCs, nur eine geringe Anderung in der differentiellen Expression von Genen nachgewiesen.
In jeder Zelllinie wurden lediglich 7 Gene differentiell exprimiert. Des Weiteren wurde keine
spezifische Aktivierung von Signalwegen festgestellt, obwohl CIR1 die IZD des IL-6R, CIR2
die IZD von Endo180 und CIR3 die IZD von FcyRIIA besitzt.

Basierend auf den Daten der Genexpressionsanalyse von Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen lasst
sich zusammenfassend sagen, dass die Bindung bzw. Internalisierung von GFP-PFCs durch
CIRs zu keiner Aktivierung von Signalwegen in den murinen pra-B-Zellen fuhrt. Somit scheint
das CIR/GFP-PFC System eine geeignete Methode fir das Targeting von Zellen zu sein, da
es auf der transkriptionellen Ebene zu keiner Veranderung des Genexpressionsmusters nach
Bindung von GFP-PFCs an die CIRs kommt.

3.3.7 Versuch zur Generierung einer CIR2 Knock-in Maus

Bei verschiedenen inflammatorischen Krankheitsmodellen in Mausen wurde das Tracking von
Monozyten und Makrophagen mittels '°F-MRT erfolgreich angewandt. Hierzu wurden PFCs
intravends injiziert und aufgrund der unspezifischen Aufnahme von Monozyten und
Makrophagen, Gber Phagozytose, konnten diese mittels '°F-MRT detektiert werden (Temme
et al. 2012; Ahrens & Bulte 2013a). Ein spezifisches Tracking von nicht-phagozytierenden
Zellen, z.B. T-Zellen, ware fur das Verstandnis von zellularen Vorgangen, wie z.B. die
Migration verschiedener Immunzelltypen in Entzindungs-assoziierten Krankheitsmodellen,
von grofRer Nutzlichkeit. Hierzu soll eine Methode entwickelt werden, mit der in vivo das
spezifische Tracking von CIR-exprimerenden Zellen mittels '°F-MRT ermdglicht wird.

In Kooperation mit dem Institute of Molecular Genetics of the ASCR (Prof. Dr. Radislav
Sedlacek, Prag, Tschechische Republik) wurde eine transgene Knock-in Maus generiert, um
die CIR-vermittelte spezifische Aufnahme von GFP bzw. GFP-PFCs zum molekularen
Zelltracking, mittels "*F-MRT, in vivo zu untersuchen. Aufgrund der vorherigen Ergebnisse
wurde festgestellt, dass CIR2 und CIR3 die starkste Bindung und Internalisierung von GFP
bzw. GFP-PFCs aufwiesen. Fur die Erstellung der transgenen Maus wurde CIR2 ausgewahilt,
aufgrund der Endozytose-vermittelten Internalisierung von Liganden (Ghazizadeh & Fleit
1994), anstatt der vom CIR3 beschrieben Internalisierung mittels Phagozytose (Greenberg et
al. 1993). Zusatzlich wurde mit CIR2 die starkste Aufnahme von GFP und GFP-PCFs
nachgewiesen (Abbildung 3.17B und Abbildung 3.20B).
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Abbildung 3.22: Schematische Darstellung der TALEN-vermittelten Insertion des CIR2 Gens in den Rosa26
Lokus. (A) Schematische Darstellung der Klonierung des pZDonor-CIR2 Plasmides, fur die Insertion des CIR2
Gens in den RosaZ26 Lokus. Erlauterungen sind in Abschnitt 3.3.7 beschrieben. (B) Dargestellt sind die spezifischen
Bindungstellen (grau, unterstrichen) der TALENR?sa26 Konstrukte im murinen Rosa26 Lokus. Bei der schwarzen
Linie, Uber der dargestellen DNA-Sequenz, handelt es sich um die Region, in der der DNA-Doppelstrangbruch
induziert wird (modifizierte Abbildung entnommen aus (Kasparek ef al. 2014)). (C) Schematische Darstellung der
homologen Rekombination des Rosa26 Lokus mit pZDonor-CIR2 Konstrukt. Fur die transgene Expression wurde
ein CAG-Promotor (CAGp) verwedet, bestehend aus einem chicken -Aktin-Promotor mit einem Cytomegalievirus
(CMV) Enhancer. Nach Insertion des Zielvektors, Uber den linken und rechten Homologiebereich (LHB und RHB),
wird das Neomycinresistenzgen (Neomycin) transkribiert und exprimiert. Die Neomycinresistenz dient zur positiven
Selektion von Zygoten (Hintergrund C57BL/6N), die mittels DNA-Mikroinjektion des pZDonor-CIR2 Plasmides
transfiziert wurden. Das Neomycinresistenzgen ist von zwei loxP sites (griine Pfeile) flankiert. Diese werden von
der Cre-Rekombinase erkannt, wodurch eine Exizision des loxP-flankierten DNA-Bereiches induziert wird. Die
Expression des CIR2 Gens wird somit erst nach Kreuzung mit einem Cre-exprimierenden Mausstamm induziert.
Die DNA-Mikroinjektionen in die Zygoten des Mausstamm C57BL/6N, sowie die Zucht der Mause, wurde von Jana
Kopkanova und Inken Beck durchgefiihrt (Institute of Molecular Genetics, Prag, Tschechische Republik).
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Der Knock-in der CIR2 cDNA in C57BL/6N Mause erfolgte liber homologe Rekombination,
mittels Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALEN). Bei TALEN handelt es sich
um multiple Domanen, bestehend auf je 33-35 Aminosauren. Jede dieser repetitiven Domanen
ist dazu in der Lage, spezifisch eine DNA-Base zu erkennen und zu binden (Moscou &
Bogdanove 2009). Durch die Kombination von verschiedenen Domanen kann die Spezifitat
der TALENs dahingehend moduliert werden, dass eine spezifische DNA-Sequenz gebunden
wird (Cermak et al. 2011). Des Weiteren wurde die katalytische Domane der Fokl
Endonuklease an den C-Terminus der TALENSs fusioniert. Um einen Doppelstrangbruch der
DNA, Uber Fokl Endonukleasen, zu induzieren, missen beide TALENSs in rdumlicher Nahe
zueinander binden. Nach DNA-Doppelstrangbruch kann die Insertion von Genen uUber
homologe Rekombination erfolgen (Christian et al. 2010; Stoddard 2011).

Von Prof. Sedlacek wurde ein Plasmid (pZDonor-Bluerflirt) zur Verfligung gestellt, dass bereits
fur den Knock-in des Blue Fluorescent Protein (BFP) in Mause verwendet wurde (Kasparek et
al. 2014). Fir die Klonierung des CIRs in das pZDonor-Blueflirt Plasmid, wurde die DNA-
Sequenz fur BFP, sowie das Neomycinresistenzgen mit dem Restriktionsenzym EcoRI
entfernt und das 5‘- und 3‘-Ende des linearisierten Plasmides wurde dephosphoryliert. Die
DNA-Sequenz des CIR2, sowie ein Neomycinresistenzgen (flankiert von loxP sites), wurde
von GeneArt (Regensburg) synthetisiert und mittels EcoRI-Restriktion in das linearisierte
pZDonor Plasmid kloniert (Abbildung 3.22A). Dabei wurde beachtet, dass die DNA-Sequenzen
fur die Transkription in der Maus Codon-optimiert wurden.

Bei der von Prof. Sedlacek beschriebenen Methode, flir den TALEN-vermittelten Knock-in von
Genen in Mause (Kasparek et al. 2014), wurden TALENs verwendet, die spezifisch an die
DNA-Sequenz des ersten Introns des murinen Rosa26 Lokus (TALENR®s326) binden und einen
DNA-Doppelstrangbruch induzieren (Abbildung 3.22B). Der Rosa26 Lokus wurde fir die
Erstellung der CIR2 Knock-in Maus gewahlt, da es sich um einen Lokus handelt, bei dem eine
konstitutive und ubiquitéare Expression von inserierten Genen gewahrleistet ist. Bereits Uber
130 Knock-in Mauslinien wurden unter Verwendung dieses Lokus erstellt (Friedrich & Soriano
1991; Casola 2010). Fir eine effiziente homologe Rekombination, nach DNA-
Doppelstrangbruch, istim Plasmid pZDonor der jeweilige 5‘-linke Homologiebereich (LHB) und
der 3‘-rechte Homologiebereich (RHB) des murinen RosaZ26 Lokus vorhanden. Das pZDonor-
CIR2 Plasmid wurde zusammen mit der TALENR®#26 mRNA in Zygoten mittels DNA-
Mikroinjektion injiziert. Im Anschluss wurden die Zygoten in pseudoschwangere Mause des
Maushintergrundes C57BL/6N injiziert (durchgeflhrt von Jana Kopkanova und Inken Beck,
Institute of Molecular Genetics of the ASCR, Prag, Tschechische Republik). Fur diesem
Mausstamm wird im weiteren Verlauf die Bezeichnung CIR211ox yverwendet. In CIR2fox/flox
Mausen wird das Gen fur CIR2 nicht transkribiert, aufgrund eines Stop-Codons hinter dem

Neomycinresistenzgen (Abbildung 3.22C). Das Neomycinresistenzgen ist von zwei loxP sites
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flankiert, welche eine 5‘- nach 3‘-Orientierung aufweisen. Cre-Rekombinasen erkennen
wiederum die loxP sites, wodurch eine Exzision des entsprechenden DNA-Abschnittes
induziert wird. Erst nach Exzision des Neomycinresistenzgens sollte die Expression des CIR2
Gens induziert werden.

Um zu gewahrleisten, dass die genetische Insertion des pZDonor-CIR2 Konstruktes in den
RosaZ26 Lokus der Grinderlinie erfolgreich verlief, wurden diese Tiere und die Nachkommen
des CIR2¥fox Mausstamms analysiert. Fiir die Analyse wurden vier unterschiedliche PCRs
durchgefuhrt (s. Abschnitt 2.2.4.4). In Abbildung 3.23 sind die Ergebnisse der Analyse
dargestellt, anhand eines reprasentativen Beispiels einer wildtypischen C57BL/6N
(Negativkontrolle) und einer CIR2™1x Maus. In PCR1 (LHB) banden die Primer im linken
Homologiebereich (LHB) und im CAG-Promotor. Bei erfolgreicher Insertion wurde ein 512 bp
DNA-Fragment detekiert. In PCR 2 (Neo) banden beide Primer im Neomycinrestistenzgen und
in CIR2%oox Mausen wurde ein 380 bp DNA-Fragment detektiert. In PCR 3 (RHB) wurde bei
erfolgreicher CIR2 Insertion ein 526 bp DNA-Fragment nachgewiesen, durch Primer, die im
CIR2 Gen und im rechten Homologiebereich (RHB) banden. In PCR 4 (NtC) wurden Primer
verwendet, die im Neomycinresistenzgen und im CIR2 Gen banden, und in CIR2¥ox M3usen
wurde ein 908 bp DNA-Fragment detektiert. Die genetische Insertion des pZDonor-CIR2
Konstruktes in C57BL/6N Mause wurde erst als erfolgreich angesehen, wenn alle vier PCR

Reaktionen positiv waren.

Wildtyp
C|R2flox/flox

c 512 bp —> <+
PCR1(LHB) ~ LHB CAGP I-N Neomycin H CIR2 RHB

380 b
PCR 2 (Neo) p' LHB cAGp M Neomycin M CIR2 RHB

— <4

PCR3(RHB) 52@» = CAGp |l"| Neomycin Il"| CIR2 RHB

‘_
PCR4(NtC) 908 bp' LHB CAGp M Neomycin M CIR2 RHB

Abbildung 3.23: Genomischer Nachweis der CIR2 Insertion in den Rosa26 Lokus von C57BL/6N Mausen.
Darstellung der PCR Analysen, die verwendet wurden, um die Insertion der CIR2 cDNA in den Rosa26 Lokus von
C57BL/6N Mause nachzuweisen. Schwarze Pfeile stellen die Bereiche dar, in denen die verwendeten Primer
gebunden haben. Weitere Erlduterungen sind in Abschnitt 3.3.7 und Abschnitt 2.2.4.3 beschrieben. CAGp (CAG-
Promotor bestehend aus: Chicken B-Aktin-Promotor mit Cytomegalievirus Enhancer), LHB (linker
Homologiebereich), RHB (rechter Homologiebereich), Neomycin (Neomycinresistenzgen).
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Wie bereits beschrieben, wurde in den CIR2%¥1ox M3usen das CIR2 Gen nicht aktiviert bzw.
transkribiert. Um eine Expression des CIR2 Gens zu induzieren, wurden positiv identifizierte
CIR2¥flox Mause mit einem ACTB-Cre-Deleter-Stamm (Hintergrund C57BL/6N) verpaart
(durchgefiihrt von Jana Kopkanova und Inken Beck, Institute of Molecular Genetics of the
ASCR, Prag, Tschechische Republik). In dem Mausstamm ACTB-Cre wird die
Cre-Rekombinase ubiquitar exprimiert und steht unter der Kontrolle des humanen
B-Aktin-Promotors. Nach Exzision des loxP-markierten Neomycinresistenzgens in CIR2fox/flox
Méausen sollte die Expression des CIR2 somit ubiquitar stattfinden (Abbildung 3.24A).

Um die Cre-vermittelte Rekombination in CIR2¢Pe! Mause zu Uberpriifen, wurden diese
ebenfalls mittels PCR analysiert. In Abbildung 3.24B sind die Ergebnisse der Analyse
dargestellt, anhand eines reprasentativen Beispiels einer wildtypischen C57BL/6N Maus
(Negativkontrolle), einer CIR21¥ox Maus (Positivkontrolle) und einer CIR2¢-Pe! Maus. Mittels
PCR 1 und 3 wurde analysiert, ob nach Cre-vermittelter Rekombination die LHB und RHB
Bereiche detektiert werden konnten. Wie bei den CIR2%ox¥flox Mausen, wurde ein 512 und 526
bp DNA-Fragment detektiert. Um zu gewahrleisten, dass die Cre-induzierte Exzision des
Neomycinresistenzgens vollstandig verlief, wurden drei weitere PCR Reaktionen durchgefihrt.
In PCR 2 banden beide Primer im Neomycinresistenzgen. Nach erfolgreicher Exzision wurde
dementsprechend in den CIR2¢P¢! Mausen kein 380 bp DNA-Fragment detektiert, anders als
in der Positivkontrolle. In PCR 4 hat der 5-Primer im Neomycinresistenzgen und der 3‘-Primer
im CIR2 Gen gebunden. Demzufolge wurde in CIR2¢¢-P¢! Mdusen kein DNA-Fragment und in
der Positivkontrolle ein 908 bp DNA-Fragment detekiert. Zuletzt wurde die Exzision des
Neomycinresistenzgens mittels PCR 5 analysiert. Hierbei band ein Primer im CAG-Promotor
und der andere im CIR2 Gen. In CIR2"¥lox M3ausen wurde ein 1201 bp DNA-Fragment
detektiert, wohingegen nach erfolgreicher Exzision des Neomycinresistenzgens ein 254 bp
DNA-Fragment in den CIR2¢¢-P¢! Mdusen nachgewiesen wurde.

Uber die Generierung einer transgenen CIR2 Knock-in Maus lasst sich somit
zusammenfassend sagen, dass die TALEN-vermittelte genetische Insertion der CIR2 cDNA in
den Rosa26 Lokus erfolgreich verlief. Des Weiteren konnte auf genomischer Ebene gezeigt
werden, dass nach Verpaarung der CIR21¥1x M3use, mit einem ACTB-Cre-Deleter-Stamm,
die Exzision des loxP-flankierten Neomycinresistenzgens stattgefunden hat, wodurch die

ubiquitare Expression des CIR2 Gens im Rosa26 Lokus aktiviert werden sollte.
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Abbildung 3.24: Schematische Darstellung zur Aktivierung des CIR2 Gens durch die Verpaarung von
CIR2floxfflox Miusen mit einem ACTB-Cre-Deleter-Mausstamm. (A) CIR2o¥flox Mause wurden mit einem ACTB-
Cre-Deleter-Mausstamm verpaart, bei dem die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des humanen B-Aktin-Promotors
steht. Die Cre-Rekombinase wird ubiquitar exprimiert. Nach Kreuzung beider Mausstdmme wird in dem
resultierenden CIR2Cre-Pel Mausstamm das Neomycinresistenzgen (von loxP sites flankiert, griine Pfeile) durch die
Cre-Rekombinase-vermitteltete Exzision entfernt. Hierdurch sollte die Expression des CIR2 Gens in allen Geweben
induziert werden. (B) Darstellung der PCR Analysen, die verwendet wurden, um die Exzision des
Neomycinresistenzgens in CIR2¢P¢l Mausen zu untersuchen. Genomische DNA von CIR2%¥flox Mzusen wurde
als Positivkontrolle und als Negativkontrolle wurde genomische DNA von wildtypsichen C57BL/6N Mausen
verwendet. Schwarze Pfeile stellen die Bereiche dar, in denen die verwendeten Primer gebunden haben. Weitere
Erlduterungen sind in Abschnitt 3.3.7 und Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben. CAGp (CAG-Promotor bestehend aus:
Chicken [-Aktin-Promotor mit Cytomegalievirus Enhancer), LHB (linker Homologiebereich), RHB (rechter

Homologiebereich), Neomycin (Neomycinresistenz).
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3.3.8 Charakterisierung des CIR2¢"-P¢! Mausstamms beziiglich der
CIR2-Expression und der GFP-Bindung

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass auf genomischer Ebene die Insertion des CIR2
Gens in den Rosa26 Lokus von C57BL/6N Mausen erfolgreich verlief. Nach der Verpaarung
von CIR2f¥flox Mzusen mit einem ACTB-Cre-Deleter-Stamm konnte gezeigt werden, dass die
Exzision des Neomycinresistenzgens stattgefunden hat. Hierdurch sollte die Expression des
CIR2 Gens ubiquitar aktiviert werden. Um die CIR2-Expression im CIR2¢P¢' Mausstamm zu
untersuchen, wurden Organe aus der Maus isoliert und die Bindung von GFP wurde ex vivo
mittels Durchflusszytometrie untersucht (s. Abschnitt 2.2.4.4). Fur die Analyse wurden Milz-
und Leberzellen aus CIR2%"¥fx ynd aus CIR2°®P® Mausen verwendet. Isolierte Milz- und
Leberzellen wurden mit 1 pg/ml GFP versetzt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Anschliel’end
wurden die Proben einmal mit FACS-Puffer gewaschen und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. In Abbildung 3.25A sind die Ergebnisse der Analyse dargestellt. Bei den grauen
Histogrammen handelt es sich um unbehandelte Milz- und Leberzellen. Diese wurden als
Kontrolle verwendet. Milz- und Leberzellen, die mit GFP inkubiert wurden, sind als grin
gestrichelte Histogramme dargestellt. Zusatzlich wurden Ba/F3-gp130-CIR2 Zellen mit 1 pg/ml
GFP fir 30 min bei 37°C inkubiert und analyisert. Diese wurden als Positivkontrolle verwendet,
fur die Bindung von GFP an CIR2 exprimierende Zellen. Hierbei wurde, wie in den vorherigen
Experimenten (Abschnitt 3.3.3, Abbildung 3.17A), eine Bindung von GFP an Ba/F3-gp130-
CIR2 Zellen nachgewiesen. An Milz- und Leberzellen der CIR21¥1x Mzuse wurde keine
Bindung von GFP detektiert. Dies war zu erwarten, da erst nach Cre-vermittelter
Rekombination die CIR2-Expression aktiviert werden sollte. Allerdings wurde auch an den
isolierten Milz- und Leberzellen der CIR2¢¢-P¢ Mause keine Bindung von GFP festgestellt.
Aufgrund der nicht detektierbaren Bindung von GFP an Leber- und Milzzellen wurde
untersucht, ob eine Expression des CIR2 in CIR2¢"Pe! Mausen vorlag. Dies erfolgte Uber die
Detektion des Myc-Tags des CIR2 mittels Western Blot. Fur dieses Analyse wurden Herz,
Lunge, Leber und Nieren isoliert und Zelllysate erstellt (s. Abschnitt 2.2.4.4). Als
Positivkontrolle, fur die Detektion des CIR2 Uber den Myc-Tag, wurden Zelllysate von Ba/F3-
gp130-CIR2 Zellen verwendet. Als Negativkontrolle wurden Lysate von CIR21¥fex Mzusen
untersucht, bei denen keine Expression des CIR2 vorliegen sollte. Wie in Abbildung 3.25B
dargestellt, wurde in der Positivkontrolle eine ~24 kDa Bande des CIR2 detekiert. In den
untersuchten Organen der CIR21¢ox Mause wurde, wie erwartet, keine Expresison des CIR2
nachgewiesen, allerdings auch nicht in den Organen der CIR2¢¢P¢ Mause.

Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass die in den CIR2¢*Pe Mausen vermittelte
Aktivierung der CIR2-Expression nicht erfolgreich verlief. Eine Bindung von GFP an isolierte
Milz- und Leberzellen des CIR2¢®Pe Mausstammes, sowie die Expression des CIR2 in

verschiedenen Organen, konnte nicht nachgewiesen werden
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Abbildung 3.25: Analyse der GFP-Bindung und CIR2-Expression in isolierten Organen aus CIR2Cre-De!
Mausen mittels Durchlusszytometrie und Western Blot. (A) Milz- und Leberzellen wurden, wie in Abschnitt
2.2.4.4 beschrieben, aus CIR2fo¥flox ynd CIR2Cre-Pel M3usen isoliert und anschlieBend mit 1 pg/ml GFP fir 30 min
bei 37°C inkubiert. Als Positivkontrolle wurden Ba/F3-gp130-CIR2 Zellen verwendet. Die GFP-Bindung wurde
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Histogramm von vier untersuchten
CIR2floxflox ynd CIR2C™Pel Mausen. (B) Aus CIR2Moxflox ynd CIR2CrePel Mausen wurden, wie in Abschnitt 2.2.4.4
beschrieben, Herz, Lunge, Leber und Nieren isoliert und Zelllysate erstellt. Zelllysate von Ba/F3-gp130-CIR2 Zellen
wurden als Positivkontrolle eingesetzt. Von jedem Lysat wurden 50 ug Gesamtprotein aufgetragen und mittels
Western Blot auf die Expression des CIR2 untersucht. Dies erfolgte Uber die Detektion des Myc-Tags des CIR2.
Dargestellt ist ein reprasentativer Western Blot Blot von vier untersuchten CIR2oflox ynd CIR2Cre-Pe! Mausen.
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4. Diskussion

4.1 Die Mengen an natiirlich gebildeten IL-6/sIlL-6R Komplexen sind

deutlicher geringer als die berechneten Mengen

IL-6 kann Uber zwei Formen des IL-6R eine Signaltransduktion in Zellen induzieren. Der
klassische Signalweg wird Uber den membranstandigen IL-6R aktiviert und steuert anti-
inflammatorische Prozesse. Diese Form der Signalweiterleitung ist nur auf eine geringe Anzahl
an Zelltypen beschrankt, wie z.B. Makrophagen, Neutrophile, B-Zellen, T-Zell-
Subpopulationen und Hepatozyten. Bei dem Trans-Signalweg bindet IL-6 an die 16sliche Form
des IL-6R (sIL-6R). Uber diesen Proteinkomplex werden vor allem pro-inflammatorische
Prozesse gefordert. Da der signaltransduzierende Rezeptor gp130 ubiquitar exprimiert wird,
erhdht der IL-6/sIL-6R Komplex somit die Anzahl an Zielzellen, die tGber IL-6 stimuliert werden
konnen (Scheller et al. 2011b). In gesunden Menschen liegt IL-6 in kaum detektierbaren
Mengen vor (1-10 pg/ml) und der sIL-6R in Konzentrationen von 30-75 ng/ml. Unter
Entzindungsbedingungen kann sich die Menge an IL-6 deutlich erhéhen, bis hin zu hohen
ng/ml Bereichen, und die Menge vom slIL-6R um einen Faktor von 2-3 ansteigen (Honda et al.
1992; Akira et al. 1993; Scambia et al. 1994; Mitsuyama et al. 1995; Montero-Julian 2001).
Dieses fuhrt zu einer verstarkten Aktivierung des Trans-Signalweges. Dieser ist unter
pathophysiologischen Bedingungen an der Entstehung von chronisch-entzindlichen und
Autoimmunerkrankungen beteiligt, wie z.B. Rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn, sowie die
Forderung der Tumorgenese in entzindlichen Krebserkrankungen (Heikkila et al. 2008;
Chalaris et al. 2011). In einer Studie von De Benedetti et al., konnte das Vorhandensein von
IL-6/sIL-6R Komplexen in Patienten mit Rheumatoider Arthritis im Serum, sowie in der
Synovialflissigkeit, gezeigt werden (De Benedetti et al. 1994). Allerdings war es zu dem
damaligen Zeitpunkt nicht moglich, quantitativ zu bestimmen, wie viel IL-6/sIL-6R Komplex
vorlag. Fur das molekulare Verstandnis Uber die Entstehung und den Verlauf von
IL-6-assoziierten Erkrankungen Uber den Trans-Signalweg ist es daher wichtig in Erfahrung
zu bringen, welche Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen unter bestimmten IL-6 und sIL-6R
Konzentrationen vorliegen.

Dieses wurde im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal experimentell untersucht. Hierfur
wurde ein ELISA verwendet, der spezifisch den IL-6/sIL-6R Komplex detektiert und keine
Affinitat zu IL-6 oder dem sIL-6R aufweist (Abschnitt 3.2). Fur die initiale Untersuchung wurden
physiologisch vorkommende Konzentrationen an rekombinantem IL-6 und sIL-6R verwendet,
um Entzindungsbedingungen zu simulieren, bei denen geringe bis sehr hohe IL-6
Konzentrationen im Menschen beschrieben wurden (Waage et al. 1989a; Nowell et al. 2003).

Dabei konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen bis sehr hohen IL-6 Konzentrationen (1-1000
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ng/ml), im Verhaltnis zur vorhandenen Menge an IL-6 und sIL-6R, nur sehr geringe Mengen
an Komplexen vorhanden waren (Abschnitt 3.1.5). Um zu untersuchen, ob diese
Komplexmengen auch im Menschen physiologisch vorliegen kdnnten, sollte ein moglichst
natirliches Reaktionsumfeld geschaffen werden. Die gebildete Menge an Komplexen wurde
hierzu in humanem Serum untersucht, in dem sIL-6R endogen vorliegt. Dem Serum wurde
rekombinantes IL-6 hinzutitriert, um Entzindungsbedingungen zu simulieren. Auch hierbei
wurde festgestellt, dass nur geringe Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen nachzuweisen waren
(Abschnitt 3.1.6). Basierend auf fruheren Studien wurde vermutet, dass wahrend
Entzindungen mit IL-6 Konzentrationen von 1-10 ng/ml und physiologischen Mengen an
sIL-6R (50 ng/ml), umgerechnet 60-65% des IL-6 gebunden im Komplex vorliegen sollten. Im
Gegenzug sollten bei sehr hohen IL-6 Konzentrationen (200-1000 ng/ml) ~95-99% aller sIL-6R
Molekile gebunden im Komplex sein (Abschnitt 3.1.7). Diese Vermutung beruht auf der
Berechnung der Komplexmengen, mit einer zuvor beschriebenen Affinitat von 0,5-0,8 nM von
IL-6 zum slIL-6R (ZohInhofer et al. 1992; Gaillard et al. 1999). Dieses wirde bedeuten, dass
vor allem der Trans-Signalweg induziert wird und nur zu einem geringeren Anteil der
klassische Signalweg. Die Berechnung der IL-6/sIL-6R Komplexmengen ist natlrlich abhangig
von der vorhandenen Affinitat beider Proteine. Die erwahnten geringen Kp-Werte konnten
jedoch in keiner weiteren Studien reproduziert werden und in neueren Studien wurde eine Kp
zwischen 14-34 nM beschrieben (Adams et al. 2017). In dieser Arbeit wurde eine Kp von 22
nM fir die Komplexbildung bestimmt (Abschnitt 3.1.3). Dies weist eine gute Ubereinstimmung
zu den von Adams et al., publizierten Werten auf. Basierend auf diesem Kp-Wert sollte bei 10
ng/ml IL-6 und 50 ng/ml sIL-6R ~4% des IL-6 gebunden in Komplexen sein und zwischen
1-1,7% an in Komplexen gebundenem IL-6 wurde gemessen (rekombinanter und endogener
sIL-6R). Interessanterweise sollte anhand der Berechnung, bei sehr hohen IL-6
Konzentrationen (1000 ng/ml), bis zu 65% des slL-6R gebunden in Komplexen vorliegen, aber
maximal wurden 15% bestimmt (Abschnitt 3.1.7). Die geringe Menge an IL-6/sIL-6R
Komplexen kann allerdings nicht auf die Qualitdt der verwendeten Proteine zurlckgefihrt
werden. In der Stimulation von Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen zeigte sich, dass das rekombinante
IL-6 eine exzellente biologische Aktivitat besal}, in dem es eine halbmaximale Proliferation der
Zellen bei 8,4 pM IL-6 (0,2 ng/ml) induzierte (Abschnitt 3.1.3). Dies ist in guter
Ubereinstimmung zu der publizierten Affinitat von 10 pM vom membranstandigen IL-6/IL-6R
Komplex zum membranstandigen gp130 (Hibi et al. 1990). Im Vergleich zu den berechneten
Komplexmengen kann somit geschlussfolgert werden, dass die naturliche Bildung des
IL-6/sIL-6R Komplexes deutlich geringer ausfallt, als bis bisher angenommen. Dies bedeutet
auch, dass im Gegensatz zu friheren Vermutungen, weniger IL-6 im Komplex gebunden
vorliegt und somit mehr freies IL-6 vorhanden ist, um Uber den klassischen Signalweg anti-

inflammatorische Prozesse zu induzieren (Scheller et al. 2011b). In anderen Studien mit
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Ba/F3-gp130 Zellen konnte auch gezeigt werden, dass Uber die Zugabe von IL-6 und sIL-6R,
die Zellproliferation um den Faktor 100-1000 schwacher induziert wird und eine geringere
Phosphorylierung von STAT3 stattfindet, als mit HIL-6 (Fischer et al. 1997). Dieses wird durch
die Beobachtung in dieser Arbeit bestatigt, da nur geringe Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen
vorliegen, um physiologischen Effekte zu induzieren. Um dies weiter zu bestatigen kann nun
zukunftig das Serum von Probanden mit Entzindungskrankheiten untersucht werden, bei
denen erhdhte Mengen an IL-6 vorliegen. Anhand dessen kdnnte festgestellt werden, zu
welchen Mengen IL-6/sIL-6R Komplexe unter inflammatorischen Bedingungen bei bestimmten
Erkrankungen im Organismus vorliegen.

In weiterflihrenden Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe wurde zusatzlich festgestellt, dass
durch die Kombination von IL-6 und slL-6R Uber den Trans-Signalweg eine halbmaximale
Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen bei 126 pM IL-6 (3 ng/ml) und 194 pM sIL-6R (10 ng/ml)
vorlag (Baran et al. 2018). Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen wurden zur Untersuchung des
klassischen Signalweges genutzt und bei diesen wurde eine halbmaximale Proliferation bei
8,4 pM IL-6 (0,2 ng/ml) nachgewiesen. Dies bedeutet, dass der klassische Signalweg
bedeutend effizienter aktiviert wird, als der Trans-Signalweg, obwohl IL-6 die gleiche Affinitat
zum membranstandigen und zum I6slichen IL-6R hat (Miller-Newen et al. 1996). Der
entscheidende Faktor fur die IL-6-induzierte Signalweiterleitung ist allerdings gp130, welches
eine 100-200fach hohere Affinitat zum IL-6/IL-6R Komplex hat (membranstandig und l6slich),
als IL-6 zum slL-6R (Hibi et al. 1990; Zohlnhéfer et al. 1992; Adams et al. 2017). Basierend
auf der Affinitdt von IL-6 zum IL-6R musste somit auch eine schwachere Aktivierung des
klassischen Signalweges erfolgen, da IL-6 nach der Bindung an den IL-6R wieder davon
abdissoziieren kdnnte, bevor eine Interaktion mit zwei gp130 Rezeptoren stattfindet. Bezuglich
gp130 wurde gezeigt, dass es auf der Zelloberflache als praformierter Komplex vorliegt
(Tenhumberg et al. 2006). Daten aus der Arbeitsgruppe deuten des Weiteren darauf hin, dass
auch der IL-6R in diesen praformierten Komplex vorhanden ist, was in zukunftigen
Experimenten untersucht werden soll. Daher kann angenommen werden, dass beim
klassischen Signalweg, nach der initialen Bindung von IL-6 an den IL-6R, eine hohe
Affinitdtsbindung an praformierte gp130 Komplexe erfolgt und der membranstandige
IL-6/IL-6R Komplex direkt von zwei gp130 Molekullen gebunden wird. Dies wirde bedeuten,
dass die zwei Bindungsschritte gleichzeitig erfolgen und der Bindungsvorgang
zusammengefasst einem Ein-Bindungsschritt-Model entspricht (Abbildung 4.1). In Bezug auf
den Trans-Signalweg muss allerdings ein Zwei-Bindungsschritt-Model angenommen werden.
Hierbei erfolgt im ersten Schritt eine niedrige Affinitdtsbindung von IL-6 an den sIL-6R, zur
Bildung des IL-6/sIL-6R Komplexes. Dieser kann jedoch wieder voneinander abdissoziieren
und erst Uber einen zweiten Schritt, Gber die Bindung an membranstandiges gp130, stabilisiert

werden. Dies fuhrt zur Aktivierung des Trans-Signalweges. Somit limitiert die niedrige Affinitat
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des ersten Schrittes die Rate der Signalweiterleitung Gber den Trans-Signalweg (Abbildung
4.1). Dies wirde auch zusatzlich erklaren, warum der Trans-Signalweg zu einem geringeren
Ausmal} aktiviert wird, als der klassische Sighalweg. Des Weiteren wird vermutet, dass hohe
IL-6 Konzentrationen zur Bildung eines hexameren IL-62/sIL-6R2/gp130, Komplexes fihren,
der eine antagonistische Wirkung auf die Aktivierung des Trans-Signalweg haben konnte, was

eine zusatzliche Limitierung darstellen wirde (Schroers et al. 2005).

Klassischer Trans-
Signalweg Signalweg
Ein-Bindungsschritt-Model Zwei-Bindungsschritt-Model

IL-6 IL-6 sIL-6R

1. Geringe Affinitatsbindung IL-6 — sIL-6R
2. Hohe Affinitatsbindung IL-6/IL-6R — gp130

Abbildung 4.1: Hypothese zum Bindungsschritt-Model von IL-6 fiir die Aktivierung des klassischen und des
Trans-Signalweges. Uber den klassischen Signalweg erfolgt die Aktivierung von gp130 durch IL-6 vermutlich in
einem Bindungsschritt. Die geringe 1. Affinitdtsbindung von IL-6 an den IL-6R geht ineinander tiber mit der hohen
Affinitdtsbindung an praformierte gp130 Molekiile, wodurch direkt ein signaltransduzierender IL-6/IL-6R/gp130
Komplex entsteht, bevor IL-6 vom IL-6R abdissoziieren kann. Die Aktivierungsrate des klassischen Signalweges
ist somit limitiert aufgrund der Anzahl an IL-6R Molekullen auf der Zelloberflache. Die Aktivierung des Trans-
Signalweges erfolgt Uber zwei Bindungsschritte und ist limitiert aufgrund der geringen Affinitat von IL-6 an den
slL-6R. Zusatzlich kann der IL-6/sIL-6R Komplex wieder voneinander abdissoziieren, bevor eine Interaktion mit
gp130 stattfindet, wodurch die Rate der Trans-Signalweg-Aktivierung zusatzlich limitiert wird. Erst Gber die hohe
Affinitatsbindung des IL-6/sIL-6R Komplexes an gp130 kann der Trans-Signalweg aktiviert werden. Weiter
Erlduterungen sind in Abschnitt 4.1 beschrieben.

Andere Studien zeigen allerdings auch, dass sich die Qualitdt der IL-6-induzierten
Signalweiterleitung zwischen dem klassischen und Trans-Signalweg unterscheidet. So
verlauft die Internalisierung von IL-6/sIL-6R Komplexen, nach Bindung an gp130, deutlich
langsamer, als von IL-6 das an den membranstandigen IL-6R bindet. Dies fuhrt zu einer
langeren Stimulationszeit von Zellen, Gber den IL-6/slL-6R Komplex, als mit IL-6 Gber den
klassischen Signalweg (Peters et al. 2000). Des Weiteren ist bekannt, dass z.B. Hepatozyten
eine ca. 10fach hdéhere Menge an gp130 auf der Zelloberflache exprimieren als den
membranstandigen IL-6R (Rose-John et al. 1990). Somit ist die Signaltransduktion Uber den
klassischen Signalweg aufgrund der Anzahl an membranstandigen IL-6 Rezeptoren limitiert,

wodurch nur eine geringe Menge an gp130 Rezeptoren eine Signalweiterleitung in die Zelle
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induzieren kann. IL-6/sIL-6R Komplexe kénnen wiederrum zu einer Aktivierung von aller gp130
Molekdle fihren, einhergehend mit einer starkeren Signalweiterleitung in die Zelle (Rose-John
2017). Dieses erklart auch, warum bereits geringe Mengen an IL-6/sIL-6R Komplexen
ausreichen wurden, um eine Induktion von pro-inflammatorische Prozessen im Organismus

zu induzieren.

4.2 Stabilisierung von IL-6/sIL-6R Komplexen durch den Nanobody VHH6

fuhrt zu einer hoheren Menge an Komplexen

Um auszuschlieRen, dass das verwendete IL-6 und sIL-6R zu gewissen Anteilen inaktiv und
somit nicht mehr in der Lage war, einen Komplex zu bilden, wurden Untersuchungen mit dem
Nanobody VHHG6 durchgeflihrt, welcher einen stabilisierenden Effekt auf IL-6/sIL-6R Komplexe
hat (Adams et al. 2017). Hierbei wurde ersichtlich, dass selbst bei niedrigen IL-6
Konzentrationen (0,1-1 ng/ml) IL-6/sIL-6R Komplexe nachgewiesen wurden, wohingegen
ohne VHHG6 keine Detektion im ELISA mdglich war. Des Weiteren lagen alle IL-6 Molekiile
gebunden im Komplex vor, da durch den VHHG6 die Dissoziation des IL-6 vom sl|L-6R stark
reduziert wird (Abschnitt 3.1.9). Anhand der Experimente mit dem endogenen sIL-6R konnte
gezeigt werden, dass nach Verdliinnung des im Serum enthaltenden endogenen sIL-6R in fast
jeder Kondition samtliche sIL-6R Molekule gebunden im Komplex vorlagen.
Interessanterweise wurde in der Verdinnung mit dem hdchstem Serumanteil (5 ng/ml
endogener slL-6R) beobachtet, dass maximal 89% aller sIL-6R Molekile gebunden im
Komplex vorlagen, obwohl ein hoher molarer Uberschuss an IL-6 vorlag. Dies deutet darauf
hin, dass im humanen Serum Faktoren vorhanden sein konnten, die die Interaktion mit IL-6
blockieren, damit mehr freies IL-6 vorhanden ist, um eine Aktivierung des klassischen
Signalweges zu induzieren. In weiterfihrenden Untersuchungen wurde zusatzlich gezeigt,
dass die Stabilisierung des IL-6/sIL-6R Komplexes durch den VHHG auch zu einer signifikant
starkeren Phosphorylierung von STAT3 in Ba/F3-gp130 Zellen flihrt, einhergehend mit einer
hdheren Zellproliferation (Baran et al. 2018). In einer Studie aus dem Jahr 2017 wurde auch
ein physiologisch vorkommendes Protein beschrieben, bei dem vermutet wird, dass es einen
stabilisierenden Effekt auf den IL-6/sIL-6R Komplex hat (Larsen & Petersen 2017). Dabei
handelt es sich um die I6sliche Form des Rezeptors SorLA (sSorLA), die uber Ektodomanen-
Shedding durch die Matrixmetalloprotease ADAM17 generiert wird (Hermey et al. 2006). In
vitro Studien belegen, dass sSorLA an IL-6 bindet, die Komplexbildung mit sIL-6R nicht
beeintrachtigt und vermutlich auch direkt an den IL-6/sIL-6R Komplex binden kann. Anhand
der Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen mit IL-6, welches mit sSorLA vorinkubiert wurde, und
slL-6R konnte unter anderem gezeigt werden, dass eine dreifach starkere Phosphorylierung

von STAT3 uber den Trans-Signalweg vorhanden war, als in Stimulationen ohne sSorLA.
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Daher wird vermutet, dass sSorLA im physiologischen Rahmen einen stabilisierenden Effekt
auf IL-6 und den IL-6/sIL-6R Komplex hat, indem es als Tragerprotein dient und Uber die
Bindung die Degradation verzdgert, wodurch die Serumhalbwertszeit erhoht wird (Larsen &
Petersen 2017). Somit kann auch im physiologischen Rahmen ein Faktor vorhanden sein, der
den IL-6/sIL-6R Komplex stabilisiert und zu einer héheren Menge an Komplexen fuhrt.
Interessanterweise erfolgt unter pathophysiologischen Bedingungen die Aktivierung von
ADAM17, wodurch das Shedding des membranstandigen IL-6R und SorLA verstarkt induziert
wird (Mullberg et al. 1994; Hermey et al. 2006; Scheller et al. 2011a). Vor allem wahrend
Entzindungsprozessen kénnte somit eine erhdhte Stabilisierung des IL-6/sIL-6R Komplexes
durch sSorLA stattfinden, was zusatzlich die Aktivierung des Trans-Signalweges férdern

wurde.

4.3 Pufferkapazitat von endogenem slIL-6R und sgp130 zu IL-6 ist geringer

als bisher vermutet

Anhand von friheren Studien wurde vermutet, dass sIL-6R und sgp130 ein Puffersystem fir
IL-6 bilden, damit auf der einen Seite die Serumhalbwertszeit von IL-6 erhdht und auf der
anderen Seite der Trans-Signalweg inhibiert wird (Peters et al. 1996; Rose-John 2017). Diese
Hypothese beruhte auf einem Kp Wert von ~1 nM von IL-6 zum sIL-6R und 10 pM vom IL-
6/sIL-6R Komplex zu sgp130. Deswegen wird vermutet, dass dieses Puffersystem IL-6
Konzentrationen von bis zu 100-150 ng/ml neutralisieren kdnnte (Garbers et al. 2015).
Wahrend Infektionen und Entziindungen bleibt die Menge an sgp130 im Blut nahezu gleich,
allerdings kann sich die sIL-6R Konzentrationen soweit erhéhen, dass mehr sIL-6R Molekiile
vorhanden sind, als sgp130 Molekile. Erst unter diesen Bedingungen sollte laut dieser
Hypothese eine Stimulation von Zellen Uber den Trans-Signalweg mdglich sein (Rose-John
2017).

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde untersucht, zu welchen Anteilen sgp130 bzw.
sgp130Fc an IL-6/sIL-6R Komplexe binden kann. Der IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA von R&D
Systems ist nicht in der Lage, IL-6/slL.-6R Komplexe zu detektieren, wenn sgp130 bzw.
sgp130Fc an diese gebunden hat (Abschnitt 3.1.8). Daher konnten in dieser Arbeit
Rulckschliusse darauf gezogen werden, zu welchen Anteilen endogenes sgp130 an IL-6/slL-
6R Komplexe bindet und somit wie stark dessen Pufferkapazitat ist. Um einen Vergleich
zwischen endogenem und rekombinantem sgp130Fc vorzunehmen, muss beachtet werden,
dass rekombinantes sgp130Fc eine 10fach héhere Affinitat zum IL-6/sIL-6R Komplex aufweist,
als endogenes sgp130 (Jostock et al. 2001). Bei sgp130Fc Konzentrationen von 10-40 ng/ml,
dies entspricht aufgrund der molekularen Affinitdtsunterschiede an 100-400 ng/ml an
endogenem sgp130, war die Detektion von IL-6/sIL-6R Komplexen zwischen 14-23%

reduziert. Um die Bindungsstarke von endogenem sgp130 an IL-6/sIL-6R Komplexe zu
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untersuchen, wurde dieses aus dem humanen Serum zu 98% isoliert und ein Vergleich mit
sgp130-enthaltenem Serum durchgefihrt. Interessanterweise wurde bei IL-6 Konzentrationen
von 50 oder 100 ng/ml kein Unterschied in der Menge an IL-6/sIL-6R Komplexen festgestellt.
Erst bei hohen IL-6 Konzentrationen (200 oder 1000 ng/ml) wurden 17% bzw. 21% mehr
Komplexe im sgp130-depletierten Serum detektiert (Abschnitt 3.1.8). Dies deutete darauf hin,
dass endogenes sgp130 nur zu einem geringen Anteil an IL-6/sIL-6R Komplexe bindet und
somit die Pufferkapazitat vom sIL-6R und sgp130 nicht der vermuteten Kapazitat entspricht.
Zusatzlich kann angenommen werden, dass dieses Puffersystem nur bei hohen IL-6 Mengen
eine physiologisch relevante Wirkung aufweist. Solche hohen IL-6 Konzentrationen liegen im
Menschen allerdings nur unter extremen Entziindungsbedingungen vor (Waage et al. 1989a).
Allerdings konnten lokale IL-6 Konzentrationen bei Entzindungsherden diesen Werten
entsprechen. Somit wirde dieses Puffersystem lokal zu einer Reduzierung der Trans-
Signalwegaktivierung fihren und hatte somit keinen starken Einfluss auf den gesamten
Organismus. Allerdings beziehen sich die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werte auf
systemische slIL-6R (~40 ng/ml) und sgp130 (~390 ng/ml) Konzentrationen. Wahrend
Entzindungen kdnnen diese Konzentrationen lokal in den entztindeten Bereichen allerdings
ansteigen. Dies erfolgt unter anderem durch Neutrophile Granulozyten, welche grolie Mengen
an slL-6R wahrend der Apoptose generieren (Chalaris et al. 2007). Membranstandiges gp130
kann auch Uber die proteolytische Spaltung von der Zellmembran entfernt werden, so dass
vermehrt sgp130 in lokalen Entzindungen vorhanden sein kann (Mullberg et al. 1993a; Wolf
et al. 2016). Anhand von Studien mit humanen mononukledren Zellen des peripheren Blutes,
konnte belegt werden, dass diese nach der Stimulation mit LPS eine erhéhte Mengen an
membranstandigem gp130, als auch sgp130 vorhanden ist (Memoli et al. 2005). Dies kdnnte
zu einer verstarkten Pufferwirkung des slIL-6R und sgp130 gegeniber IL-6 flhren. Eine
vollstédndige physiologische Inhibierung von IL-6 ware flr den Organismus nicht férderlich, da
Uber den Trans-Signalweg auch die Auflésung von Entzindungsprozessen gesteuert wird.
Dies ware nicht moglich, wenn endogenes sgp130 sehr effizient an IL-6/sIL-6R Komplexe
binden wirde. So werden z.B. Endothelzellen Gber den IL-6/sIL-6R Komplex stimuliert, was
zur Produktion des Chemokines MCP1 fluhrt. Folglich kommt es zur Einwanderung von
mononukledren Zellen zum Ort der Entziindung. Dies ist ein wichtiger Schritt fir die Auflésung
von Entzindungen und wird Uber den sIL-6R gesteuert (Rabe et al. 2008; Scheller et al.
2011b). Wenn die Pufferwirkung von sIL-6R und sgp130 der vermuteten entsprechen wirde,
durfte dieser Prozess somit gar nicht stattfinden. Allerdings ist auch beschrieben, dass die
Menge an vorhandenem slL-6R essentiell fur die antagonistische Wirkung von sgp130 ist
(Mdllberg et al. 1993a). In in vitro Studien mit rekombinantem sgp130Fc konnte gezeigt
werden, dass dieses den IL-6-induzierten klassischen und auch den Trans-Signalweg

inhibieren kann, wenn ein hoher molarer Uberschuss vom sIL-6R zum IL-6 vorhanden ist
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(Garbers et al. 2011a). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde jedoch noch nicht beschrieben, zu
welchen Anteilen sIL-6R an IL-6 binden kann. Fur diese Untersuchung wurde in dieser Arbeit
die Bindekapazitdt vom slIL-6R an IL-6 bestimmt (Abschnitt 3.2). Hierzu wurde sgp130Fc
verwendet, um IL-6/sIL-6R Komplexe in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen zu stabilisieren, um
die Dissoziation des slL-6R von IL-6 zu blockieren. Interessanterweise wurde dabei
beobachtet, dass bis zu 90% des rekombinantem sIL-6R im Komplex vorlagen, aus
unbekannten Grunden allerdings nur 70% des endogenen slL-6R in humanem Serum
(Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2). Auch Uber die Stabilisierung des IL-6/sIL-6R Komplexes durch den
Nanobody VHH6 oder lber einen 260fachen molaren Uberschuss an IL-6, sowie einen
~60fachen molaren Uberschuss an sgp130Fc, lagen nicht mehr als 70% des endogenen
sIL-6R gebunden in IL-6/sIL-6R/sgp130Fc Komplexen vor. Diese Daten deuten somit darauf
hin, dass die Bindung von IL-6/sIL-6R Komplexen an sgp130Fc im humanen Serum durch
andere Faktoren beeintrachtigt werden kann. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben,
konnten in Proben mit héherem Serumanteil (5 ng/ml endogener sIL-6R, Abschnitt 3.1.9)
maximal 89% aller sIL-6R Molekile eine Bindung mit IL-6 eingehen und in Proben mit
geringerem Serumanteil (0,5-2,5 ng/ml endogener slL-6R) alle sIL-6R Molekile. In einer
Studie aus dem Jahr 2003 wurde bereits vermutet, dass im humanen Serum von Patienten mit
juveniler idiopathischer Arthritis Faktoren vorhanden sein kdnnten, die die Bindung von gp130
an den IL-6/sIL-6R Komplex blockieren. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass je hoher der
Serumanteil mit endogenem slL-6R war, desto ineffizienter war die Bindung von IL-6/sIL-6R
Komplexen an membranstandiges gp130 (Pignatti et al. 2003). Dies wirde somit darauf
hindeuten, dass IL-6/slL-6R/sgp130Fc Komplexe sich ineffizienter formieren, als bisher
angenommen. Die positiven Eigenschaften beider Signalwege wurden somit nicht vollstandig
inhibiert werden, z.B. die Induktion der Akute-Phase-Reaktion wahrend Infektionen Uber den
klassischen Signalweg oder die Regeneration von Hepatozyten Gber den Trans-Signalweg
(Gauldie et al. 1987; Peters et al. 2000). Bisher konnte gezeigt werden, dass unter
pathophysiologischen Bedingungen die Inhibierung des Trans-Signalweges mittels sgp130Fc
positive Effekte auf den Verlauf von Krankheiten in praklinischen Modellen aufweist, welche
mit dem Trans-Signalweg assoziiert sind. Des Weiteren wird in einer klinischen Studie die
Effektivitat von sgp130Fc fur die Behandlung von Colitis Ulcerosa im Menschen untersucht. In
Ubereinstimmung mit den Daten dieser Arbeit ist auch die Beobachtung, dass sgp130Fc den
Trans-Signalweg unter normalen gesunden physiologischen Bedingungen nicht beeintrachtigt
(Rose-John 2017).
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4.4 Spezifische Bindung von GFP an CIRs zur zelltypspezifischen

Markierung von eukaryotischen Zellen

Fur die Untersuchung von verschiedenen Zelltypen in ihrem nativen Umfeld sind nicht-invasive
bildgebende Verfahren von grofier Nutzlichkeit. Eine geeignete Methode zum Nachweis von
verschiedenen Zelltypten ist die Magnetresonanztomographie (MRT). Allerdings ist es hiermit
alleine nicht moglich, spezifisch bestimmte Zelltypen zu visualisieren. Hierflir werden
Kontrastmittel gebraucht, mit denen ein Kontrast zwischen Gewebe und den zu
nachweisenden Zelltypen erzeugt wird, um eine prazise anatomische Lokalisierung
vorzunehmen (Temme et al. 2012). Fir die Visualisierung von phagozytierenden Immunzellen,
dazu gehdren Neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, werden unter
anderem emulgierte Perfluorkarbon-Nanoemulsionspartikel (PFC-NEs) verwendet. Nach
intravenoser Applikation in Mause werden PFC-NEs von diesen Immunzellen aufgenommen.
Hierdurch kann das  Migrationsverhalten von  phagozytierenden  Zellen in
Entziindungsbereiche Uber das Fluorsignal mittels 'F-MRT visualisiert werden. Diese
Methode wurde bereits erfolgreich fur die Untersuchung von verschiedenen praklinischen
Krankheitsmodellen eingesetzt (Ebner et al. 2010; Balducci et al. 2012; Temme et al. 2014).
Allerdings ist es mit dieser Methode nicht moglich zwischen einzelnen Immunzelltypen zu
unterscheiden. Um das Migrationsverhalten von nicht-phagozytierenden Immunzellen in
entziindete Bereiche mittels 'F-MRT zu untersuchen, missen die entsprechenden
Immunzelltypen aus der Maus isoliert, ex vivo mit Kontrastmitteln markiert und den
Versuchstieren wieder injiziert werden (Bulte et al. 1993; Arbab et al. 2003; Frank et al. 2003).
Um eine Aufnahme von Kontrastmitteln in nicht-phagozytierenden Zellen effizienter zu
gestalten, werden hierfur ex vivo zum Teil Transfektionsreagenzien verwendet, wodurch
allerdings die Funktionalitat, das Differenzierungspotential, die Viabilitat und die Proliferation
der Zellen verandert werden kann (Youn & Hong 2012).

Um eine Methode zu etablieren, Uber das spezifische Targeting von unterschiedlichen
Immunzelltypen mittels GFP-gekoppelten PFC-NEs (GFP-PFCs) und der Detektion tber MRT
direkt modglich ist, wurden im Rahmen dieser Arbeit drei synthetische Cargo-
Internalisierungsrezeptoren (CIRs) generiert. Die drei CIRs unterscheiden sich in ihrer
Transmembranregion und der intrazellularen Doméane (IZD), welche die Rate der
Rezeptorinternalisierung nach GFP-Bindung steuert (Abschnitt 3.3.1). Damit ein spezifisches
Targeting von CIR-exprimierenden Zellen mdglich ist, besitzen sie einen extrazellular
vorhandenen GFP-Nanobody, der mit einer hohen Affinitat spezifisch GFP bindet (Kubala et
al. 2010). Um die Funktionalitat der CIRs zu untersuchen, wurde in vitro die Bindung von GFP
an Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen untersucht (Abschnitt 3.3.3). Dabei wurde festgestellt, dass an
Ba/F3-gp130 Zellen, welche als Kontrolle verwendet wurden, kein GFP gebunden hat. Im

Gegensatz hierzu, erfolgte eine Bindung von GFP und dessen Internalisierung Uber alle drei
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CIRs. Dies wurde vor allem anhand der zeitlichen Bindungskinetik von GFP deutlich, bei der
Ba/F3-gp130-CIR1-3 Zellen fir bis zu 180 min mit GFP inkubiert wurden (Abschnitt 3.3.3).
Durch CIR1 erfolgte die geringste Bindung an GFP und nur eine geringe Zunahme des GFP-
Signals in Abhangigkeit zur Inkubationszeit. Dies wurde erwartet, da CIR1 die IZD des
humanen IL-6R besitzt, welche keine bekannten Endozytose-assoziierten Proteinmotive
beinhaltet und ohne die Interaktion mit gp130 eine sehr langsame Internalisierung aufweist
(Dittrich et al. 1994). Selbst nach Interaktion von IL-6 an den IL-6R und der anschliefenden
Komplexbildung mit zwei gp130 Rezeptoren dauert es ~30 min bis 50% aller IL-6R Molekiile
von der Zelloberflache internalisiert werden (Dittrich et al. 1996). Die geringe Menge an
gebundenem GFP Uber CIR1 ist zusatzlich zurickzufuhren auf eine sehr geringe
Oberflachenexpression, wodurch die maximale Menge an GFP, welches an den Rezeptor
binden kann, limitiert ist. CIR2 und CIR3 weisen deutlich héhere Zelloberflachenexpressionen
auf, einhergehend mit einer deutlich héheren Menge an gebundenem GFP (Abschnitt 3.3.3).
So war bereits nach 5 min ein starkeres GFP-Signal vorhanden, als beim CIR1 nach 180 min.
Im direkten Vergleich von allen CIRs, wies CIR2 nach 180 min das gréRte GFP-Signal auf,
was belegt, dass Uber diesen Rezeptor die héchste Menge an GFP gebunden und
aufgenommen wird. Eine effektive Bindung und Aufnahme von GFP war Uber den CIR2
geplant, da dieser die 1ZD des Rezeptors Endo180 beinhaltet, ein Mitglied der Mannose-
Rezeptor-Familie. In dieser 1ZD sind zwei Proteinmotive vorhanden, die essentiell fir eine
schnelle Internalisierung Uber das endosomale System sind. Dadurch wird innerhalb von 2 min
bis zu 60% des Oberflachenrezeptors nach Ligandenbindung in die Zelle internalisiert (Howard
& Isacke 2002). CIR3 wies eine schwachere Bindung und Aufnahme von GFP auf, als CIR2.
Fir die Generierung des CIR3 wurde die 1ZD des FcyRIIA Rezeptors verwendet, welche keine
klassischen Internalisierungsmotive aufweist, jedoch zwei Tyrosinaktivierungsmotive (TAMs),
die fUr eine Internalisierung Uber Phagozytose wichtig sind (Greenberg et al. 1993). Im
Rahmen dieser Arbeit ist CIR3 vor allem fir die Aufnahme von GFP-gekoppelten
Nanopartikeln generiert worden. Dies wird in Abschnitt 4.5 genauer erlautert.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass diese Methode mit dem GFP/GFP-Nanobody-System,
uber die CIRs, eine spezifische Liganden-Rezeptor-Interaktion ermoglicht und keine
unspezifische Bindung von GFP an Kontrollzellen vorhanden ist. Dies deckt sich mit den von
GFP beschriebenen Vorteilen fir die Untersuchung von zellularen Prozessen, da nicht
bekannt ist, dass GFP an endogene Rezeptoren bindet und den weiteren Vorteil hat, keine
zytotoxischen Eigenschaften aufzuweisen (Okabe et al. 1997; Fink et al. 2010). Um die
Funktionalitat dieser Methode in vivo zu Uberprifen, wurde in Kooperation mit dem Institute of
Molecular Genetics of the ASCR (Prof. Dr. Radislav Sedlacek, Prag, Tschechische Republik)
versucht eine Knock-In Mauslinie mit dem CIR2 zu generieren (Abschnitt 3.3.7). CIR2 wurde

ausgewahlt, da in den in vitro Untersuchungen dieser die hdchste Aufnahme von GFP bzw.
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GFP-PFCs und eine hohe Zelloberflachenexpression aufwies. Allerdings konnte in dem
Mausstamm CIR2¢®Pe indem CIR2 ubiquitar exprimiert werden sollte, keine Bindung von
GFP an isolierten Milz- und Leberzellen nachgewiesen werden (Abschnitt 3.3.8). Dies ist
darauf zurlckzufuhren, dass allgemein keine Expression des CIR2 vorlag, obwohl auf
genomischer Ebene eine Integration der CIR2 cDNA in den Rosa26 Lokus stattgefunden hat
und im Vorfeld eine Codon-Optimierung der CIR2 cDNA vorgenommen wurde. Ein moglicher
Grund hierfur kdnnte eine geringe CIR2 mRNA Stabilitdt sein oder das es nach der homologen
Rekombination und der Exzision des Neomycinresistenzgens ein Frame-Shift stattgefunden
hat. Dadurch wirde das Leseraster des CIR2 so verandert werden, dass kein funktionelles
Transkript mehr vorhanden war, um eine Translation von CIR2 zu ermdglichen. Da keine
Expression vorhanden war, wurde der Ursache auch nicht weiter nachgegangen. Fur die
weitere Untersuchung der Funktionalitat des CIR2 in vivo wird daher eine neue transgene
Mauslinie erstellt, bei dem die Expression des CIR2 unter Kontrolle des CD4 Promotors steht.

Dies wird in Abschnitt 4.5 genauer beschrieben.

4.5 Bindung und Internalisierung von GFP-gekoppelten Nanopartikeln
durch CIRs

Ein wichtiger Aspekt fir die Entwicklung der Methode zum Nachweis von spezifischen nicht-
phagozytierenden Immunzellen ist die Bindung und Aufnahme von GFP-gekoppelten
Nanopartikeln durch die CIRs. Dabei ist zu beachten, dass die zellulare Aufnahme von
Partikeln vor allem Uber Endozytose- oder Phagozytose-assoziierte Rezeptoren ablaufen
kann. Uber Phagozytose kdnnen Nanopartikel mit einer GréRe von >0,5 um Durchmesser
effektiv in die Zelle aufgenommen werden und Uber Endozytose Partikel mit einer Grolze von
bis zu ~200 nm Durchmesser (Rejman et al. 2004; Paul et al. 2013). Um eine funktionelle
Bildgebung mit GFP-PFCs zu ermdglichen, war es daher notwendig zu untersuchen, ob diese
durch CIRs in Zellen aufgenommen werden kénnen, da diese einen Durchmesser von 100-
120 nm haben (Krafft & Riess 2009; Grapentin et al. 2014). Zuerst wurde die Aufnahme von
Nanopartikeln mit GFP-gekoppelten Latex-Beads (GFP-LBs) untersucht. Allgemein erfolgte
durch die CIRs die starkste Bindung und Internalisierung von 20 nm und 100 nm GFP-LBs.
Mit den 4 ym GFP-LBs wurde uber alle CIRs eine Bindung und Internalisierung des GFP
festgestellt, allerding wurden die 4 ym GFP-LBs nur durch CIR3 in die Zelle internalisiert
(Abschnitt 3.3.4). Dies spricht daftr, dass durch CIR3 eine Aufnahme von gré3eren Partikeln
Uber das Phagozytosesystem erfolgt und durch CIR1 und CIR2 von kleineren Partikeln Gber
Endozytose. Diese Beobachtung wurde bereits bei der Generierung der CIRs erwartet. Fir die
Aufnahme von Nanopartikeln Uber Phagozytose wurde die IZD des FcyRIIA Rezeptors

gewahlt. Dieser ist im physiologischen Kontext unter anderem in der Aufnahme von IgG-
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opsonisierten Pathogenen iber Phagozytose involviert (Arman & Krauel 2015). Die 1ZD enthalt
zwei TAMSs, die wichtig fur die Rekrutierung und Bindung von Signalmolekilen sind, wie z.B.
die Syk-Kinase oder des GTP-Bindeproteins Rho. Dabei handelt es sich um wichtige
Mediatoren der FcyRIIA-vermittelten Phagozytose (Matsuda et al. 1996; Hackam et al. 1997;
Worth et al. 2001). Die 1ZD des CIR1 weist keine bekannten Proteinmotive auf, die fur die
Internalisierung des Rezeptors Uber Endozytose verantwortlich sind, im Gegensatz zur 1ZD
des CIR2 aus dem Rezeptor Endo180. Endo180 bindet im physiologischen Kontext natives
oder partiell degradiertes Kollagen, um dieses Uber Endozytose in die Zelle zu internalisieren
(Engelholm et al. 2003; Wienke et al. 2003). Das gebundene Kollagen wird Gber Clathrin-
umhdalite-Vesikel in endosomale und lysosomale Kompartimente der Zelle transportiert, wo es
anschlielRend Uber Cysteinproteasen degradiert wird (Kjoller et al. 2004). Dies wird vor allem
durch zwei Proteinmotive gesteuert (Howard & Isacke 2002). An das Tyrosin-basiertes-Motiv
FxNxxY (FEGARY) binden Adapterproteine, z.B. der AP-2 Komplex, Uber den eine Clathrin-
abhangige Internalisierung Uber Endosomen erfolgt. Zusatzlich ist ein Dihydrophobisches
Motiv mit einer sauren Aminosaure ExxxLV (EKNILV) vorhanden, welches essentiell fur die
Internalisierung und den Transport in frihe Endosomen ist (Pond et al. 1995; Heilker et al.
1999; Howard & Isacke 2002).

AnschlieRend wurde die Funktionalitdt der CIRs flir den spezifischen Nachweis von Zellen
mittels MRT untersucht. Hierzu wurden GFP-PFCs verwendet. Dabei konnte in CIR-
exprimierenden Zellen ein deutliches '"®F-Signal detektiert werden, im Gegensatz zu den
Kontrollzellen (Abschnitt 3.3.5). Uber diese Methode kénnen vor allem CIR2 und CIR3-
exprimierende Zellen effektiv mit GFP-PFCs beladen werden, um eine Visualisierung dieser
Zellen (iber das "°F-Signal mittels MRT zu ermdglichen. Eine Aufnahme von GFP-PFCs durch
CIRs konnte auch in anderen Zelltypen belegt werden, wie in COS-7 und in murinen Ba/F3
Zellen. Dies zeigt, dass die Funktionalitat dieser Methode in vitro in adharenten und auch in
Suspensionszellen vorhanden ist (nicht publizierte Experimente von Dr. Sebastian Temme und
Pascal Bouvain). Anhand der Kokultivierung von CHO-CIR2 und -CIR3 Zellen mit isolierten
murinen Immunzellen konnte auch verdeutlicht werden, dass durch CIRs eine deutlich starkere
Beladung von Zellen mit GFP-PFCs mdglich ist, als Uber die Phagozytose von murinen
Immunzellen aus dem Blut (nicht publizierte Experimente von Dr. Sebastian Temme). Dies
erfolgt zum einem Uber die spezifische und hochaffine Bindung von GFP an den GFP-
Nanobody (Kubala et al. 2010). Zum anderen liegen PEGylierungen auf der PFC-NE-
Oberflache vor. Hierlber ist bekannt, dass die PEGylierung von Nanopartikeln, deren
Aufnahme Uber Phagozytose deutlich beeintrachtigt, vor allem in Monozyten und
Makrophagen (Owens & Peppas 2006; Temme et al. 2015). Daher ware flr eine in vivo
Anwendung auch ein deutlich héheres '°F-Signal in CIR-exprimierenden Zellen zu erwarten,

als in phagozytierenden Zellen. Fir die Anwendung in vivo ist des Weiteren ein wichtiger
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Aspekt, dass die Bindung und Aufnahme von GFP-PFCs an die CIRs in vitro zu keiner
Aktivierung von zelluldaren Signalwegen fuhrt und es somit zu keiner Veranderung von
Zelleigenschaften kommen sollte (Abschnitt 3.3.6). In anderen Targeting-Verfahren tber
markierte Liganden, welche an endogen vorkommende Rezeptoren binden, ist zum Teil
bekannt, dass dies zu einer Aktivierung von Signalwegen fuhren kann, einhergehend mit einer
veranderten Genexpression (Liang et al. 2001). Ein weiteres Problem in Bezug auf den
Nachweis bestimmter Zelltypen ist, dass Rezeptoren oft nicht zelltypspezifisch exprimiert
werden und somit die Aufnahme von funktionalisierten Nanopartikeln oder Liganden zum Teil
Uber andere Zelltypen erfolgt, was die Interpretation der Daten erschwert (Amenta et al. 2000;
Winnard et al. 2007). Das CIR-System konnte somit in vivo in Mausen fur die spezifische
Detektion von verschiedenen Immunzelltypen verwendet werden, z.B. indem die Expression
des CIR2 unter Kontrolle des CD4-Promotors steht. Hierdurch wiirden nicht-phagozytierende
Immunzellen, wie Th1, Th2 und regulatorische T-Zellen den CIR2 exprimieren (Luckheeram
et al. 2012). Das Migrationsverhalten dieser Immunzelltypen kénnte somit spezifisch in vivo in
verschiedenen Krankheitsmodellen in Mausen mittels GFP-PFCs und anschlieRenden '°F-
MRT-Messungen visualisiert werden. Eine weitere Anwendungsmaoglichkeit besteht in der
zielgerichteten Aufnahme von GFP-gekoppelten Nanopartikeln oder Proteinen. Um den
Einfluss von bestimmten Zelltypen in Krankheitsmodellen zu untersuchen, kénnten diese z.B.
mit GFP-gekoppelten-Toxinen, wie mit der katalytischen Domane des Pseudomonas
Exotoxins PE38, spezifisch zu definierten Zeitpunkten ausgeschaltet werden. PE38 inaktiviert
den Elongationsfaktor-2 (eEF2) wodurch die ribosomale Proteinsynthese inhibiert wird und
dies zur Apoptose der Zelle fuhrt (Siegall et al. 1989; Weldon et al. 2009). Die Wirksamkeit
von PE38-gekoppelten Liganden oder Antikdrpern gegen verschiedene Krebsarten konnte
bereits in praklinischen Untersuchungen in Mausen, als auch im Menschen in klinischen
Studien gezeigt werden (Weldon & Pastan 2011; Li et al. 2017; Lim et al. 2017). Daruber
hinaus kénnte das CIR-System daflr genutzt werden, Zellen mit Wirkstoff-gefiliten GFP-
gekoppelten Nanopartikeln zu beladen, z.B. damit der eingeschlossene Wirkstoff erst
intrazellular freigesetzt wird, nachdem diese in die Zelle internalisiert wurden (Mamot et al.
2006; Muller & Landfester 2015). Dies hatte den Vorteil, dass Wirkstoffe zielgerichtet zu
bestimmten Zelltypen transportiert werden konnten, die CIRs exprimieren. Damit kénnten
bestimmte intrazelluldre Effekte von Wirkstoffen auf einzelne Zelltypen genauer untersucht
werden oder dazu verwendet werden, Zellfunktion spezifisch zu modulieren (Hu et al. 2017).
Die CIRs sind des Weiteren ein modulares System. Je nach Anwendungsbereich kénnen sie
mit unterschiedlichsten intrazellularen Domanen oder Nanobodys versehen werden, um die
Internalisierungsrate sowie die Aufnahme von Nanopartikeln mit verschiedensten

Durchmessern zu optimieren und je nach wissenschaftlicher Fragestellung anzupassen. Damit
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kann ermdoglicht werden, dass eine effiziente Beladung von unterschiedlichsten Zelltypen mit

Nanopartikeln oder Kontrastmittel erfolgen kann.
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5. Zusammenfassung

Das pleiotrope Zytokin IL-6 ist ein wichtiger Mediator der Immunantwort und hat wichtige
Funktionen in vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. Der klassische
Signalweg wird von IL-6 Uber den membranstandigen IL-6R und gp130 aktiviert und steht im
Zusammenhang mit regenerativen und anti-inflammatorischen Prozessen. Der IL-6 Trans-
Signalweg erfolgt Uber den I6slichen IL-6R, sowie gp130, und reguliert pro-inflammatorische
Prozesse in chronisch-entzindlichen und Autoimmunerkrankungen. Im Serum von gesunden
Menschen sind kaum detektierbare Mengen an IL-6 vorhanden (1-10 pg/ml), sowie mittlere bis
hohe ng/ml Mengen an slL-6R und sgp130. Bei Entzindungen kann sich die Menge an IL-6
im Serum allerdings drastisch erhdéhen, bis in den hohen ng/ml Bereich, und die Menge an
sIL-6R kann um den Faktor 2-3 ansteigen. Entztindungs-bedingte Mengen von IL-6 fihren zur
Bildung von IL-6/sIL-6R Komplexen, einhergehend mit einer verstarkten Aktivierung des
Trans-Signalweges. Bis zum heutigen Zeitpunkt war es allerdings nicht mdglich, die Menge an
IL-6/sIL-6R Komplexen experimentell zu bestimmen und Schatzungen darliber beruhten
bisher auf Affinitats-basierten Berechnungen.

In ersten Teil dieser Arbeit wurde ein neuer ELISA verwendet, der spezifisch den IL-6/sIL-6R
Komplex detektiert. Als erstes zeigt die ELISA-gestlitzte Quantifizierung, dass die Menge an
IL-6/sIL-6R Komplexen direkt abhangig zu der vorhandenen Konzentration an IL-6 und sIL-6R
ist. Zudem sind die ELISA-ermittelten Mengen von IL-6/sIL-6R Komplexen mit rekombinanten
IL-6 und sIL-6R, oder endogenem sIL-6R in humanem Serum, deutlicher geringer, als die
Mengen der Affinitats-basierten Berechnungen. Diese Daten zeigen, dass deutlich mehr freies
IL-6 vorhanden ist, um den klassischen Signalweg zu induzieren, als bisher erwartet.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass alle IL-6 und in humanem Serum nahezu alle sIL-6R
Molekulle im Komplex vorliegen kdnnen, Uber die Stabilisierung mit dem Nanobody VHHG.
VHHG6 bindet spezifisch an den IL-6/sIL-6R Komplex und nicht an IL-6 oder sIL-6R alleine. Des
Weiteren wurde bisher vermutet, dass endogenes sgp130 zusammen mit sIL-6R ein
Puffersystem bildet, um eine erhdhte systemische IL-6-induzierte Signalweiterleitung wahrend
Entziindungen zu begrenzen. In dieser Arbeit wurde zudem gezeigt, dass endogenes sgp130
auch nur zu einem geringeren Anteil an IL-6/sIL-6R Komplexe bindet, als bisher vermutet. Es
kann daher angenommen werden, dass sgp130 nicht dazu in der Lage ist, eine erhéhte
systemische IL-6-induzierte Signalweiterleitung wahrend Entziindungen zu inhibieren. Sgp130
bildet daher offenbar nur transiente IL-6/sIL-6R/sgp130 Komplexe, um so die

Serumhalbwertszeit von IL-6 zu erhéhen.

Bildgebende Verfahren sind ein wichtiges Hilfsmittel, um die Mechanismen von Entziindungen

zu erforschen und die zeitlichen Ablaufe von Immunzellinfiltrationen zu untersuchen.

133



Zusammenfassung

Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine geeignete Methode um Entzlindungsvorgange zu
analysieren, da es in tiefliegenden Gewebeschichten prazise anatomische Bilder erzeugen
kann. Um spezifische Gewebebereiche oder Zellen zu detektieren, sind Kontrastmittel von
grol3er Wichtigkeit. Um prazise Bilder von Zielstrukturen zu erzeugen, werden unter anderem
Perfluorkarbon-Nanoemulsionspartikel (PFC-NEs) verwendet. In préaklinischen murinen
Krankheitsmodellen konnte hiermit die zeitliche Migration von phagozytierenden Immunzellen,
wie Monozyten und Makrophagen, sehr detailliert untersucht werden. Im zweiten Teil dieser
Arbeit wurde ein synthetisches Cargo-Internalisierungsrezeptor (CIR)-System generiert, um
auch nicht-phagozytierende Immunzellen, wie T-Zellen oder andere Immunzelltypen,
spezifisch mittels PFC-NEs zu detektieren. Fir diesen Zweck beinhalten alle drei CIRs einen
extrazellular vorhandenen GFP-Nanobody, welcher spezifisch GFP bindet. Des Weiteren
besitzen die CIRs verschiedene intrazellulare Domanen, welche die Internalisierungsrate von
GFP bzw. GFP-gekoppelten Nanopartikeln steuern. Eine effiziente Internalisierung von
kleineren Nanopartikeln (< 0,5 uM) erfolgt tiber Endozytose (CIR1 und CIR2) und von gréeren
Nanopartikeln (> 0,5 uM) Uber Phagozytose (CIR3). CIR-exprimierende Zellen kénnen auch
mit GFP-PFCs spezifisch mittels MRT detektiert werden. Die Detektion dieser Zellen war Gber
das "°F-Signal sogar deutlich hoher, als die Detektion von isolierten murinen phagozytierenden
Immunzellen aus dem Blut. Ein weiterer wichtiger Aspekt des GFP/CIR-Systems ist, dass die
Bindung von GFP-PFCs zu keiner Aktivierung von intrazellularen Signalwegen fiihrt, wodurch
sonst Zelleigenschaften beeinflusst werden konnten. AbschlieRend wurde untersucht, ob
dieses System in vivo in transgenen Mausen funktioniert. Fur diesen Zweck sollte CIR2 in
transgenen Mausen exprimiert werden. Allerdings lag keine Expression des CIR2-Proteins in
dieser Mauslinie vor. Fur weitere Untersuchung dieses Systems in vivo wird daher eine weitere
transgene Mauslinie erstellt, bei dem die Expression von CIR2 unter Kontrolle des CD4-
Promotors steht. Dies soll Untersuchungen zur Verteilung von T-Zellen in Mausen in

entzindlichen Krankheitsmodellen mittels MRT ermdglichen.
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6. Summary

The pleiotropic cytokine IL-6 is an important mediator of the immune response and plays a
critical role in many physiological and pathophysiological processes. Classic signaling
mediated by IL-6 via the membrane-bound IL-6R and gp130 is associated with regenerative
and anti-inflammatory processes. IL-6 trans-signaling mediated by IL-6 via the soluble IL-6R
and gp130 regulates pro-inflammatory processes in chronic inflammatory and autoimmune
diseases. In healthy individuals serum levels of IL-6 are hardly detectable (1-10 ng/ml), sIL-6R
and sgp130 are present in the medium to upper ng/ml range, respectively. During
inflammation, the serum level of IL-6 can rise dramatically (up to higher ng/ml) and serum
levels of sIL-6R can increase 2-3 fold. Inflammatory IL-6 levels result also in the formation of
IL-6/sIL-6R complexes, accompanied by an increased activation of the trans-signaling
pathway. Until now, it was not possible to experimentally quantify IL-6/sIL-6R complexes,
thereby estimations were based on affinity-based calculations.

In the first part of this work, a novel ELISA was used which specifically detect IL-6/sIL-6R
complexes. First of all, ELISA-based quantification demonstrates that the amounts of IL-6/slL-
6R complexes are directly dependent on the concentrations of IL-6 and sIL-6R. Importantly,
the amounts of IL-6/sIL-6R complexes determined by ELISA with recombinant IL-6 and sIL-6R
or endogenous sIL-6R from human serum were much lower as those calculated by affinity-
based calculations. These data show that considerably more IL-6 is available to induce classic
signaling than expected. Additionally it could be shown that all IL-6 and almost all sIL-6R
molecules can be forced into IL-6/sIL-6R-complexes, by stabilization with the nanobody VHHG.
VHHG6 specifically binds to IL-6/sIL-6R complexes but not to IL-6 or sIL-6R alone. Moreover, it
has been suggested that endogenous sgp130 together with sIL-6R forms a buffer system to
restrict overshooting systemic IL-6 induced-signaling during inflammation. In this work it is
shown that the ability of endogenous sgp130 to bind to IL-6/sIL-6R complexes is also much
lower as predicted. This strongly suggests that sgp130 is not able to inhibit overshooting
systemic IL-6 signaling during inflammation because it only forms transient IL-6/sIL-6R/sgp130

complexes which might function to prolong the serum half-life of IL-6.

Imaging techniques are important tools to study the mechanisms of inflammation and to
investigate the timing of immune cell infiltration. Magnetic resonance imaging (MRI) is a
suitable method for analyzing inflammatory processes because it can produce precise
anatomical images in deep tissue layers. For this reason, contrast agents are of great
importance for the detection of specific tissues or cells. To produce precise images of target
structures, perfluorocarbon-nanoemulsions (PFC-NEs) are used. In preclinical murine

inflammatory disease models the timing of phagocytic immune cell migration, like monocytes
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and macrophages, has been investigated in great detail by this method. In the second part of
this work, a synthetic Cargo-Internalization-Receptor (CIR)-system was generated in order to
detect non-phagocytic immune cells, like T-cells and other types of immune cells, by PFC-
NEs. For this purpose three synthetic CIRs contain an extracellular GFP-nanobody that
specifically binds to GFP. Furthermore the CIRs have different intracellular domains which
regulate the rates of internalization of GFP or GFP-coupled nanoparticles. An efficient
internalization of smaller nanoparticles (< 0.5 uM) is carried out by endocytosis (CIR1 and
CIR2) and of larger nanoparticles (> 0.5 pM) by phagocytosis (CIR3). CIR-expressing cells
could also be detected specifically with GFP-PFCs by MRI. The detection of these cells by
F-signal was actually significantly higher than the detection of murine phagocytic cells
isolated from blood. Another important aspect of the GFP/CIR-system is that the binding of
GFP-PFCs did not lead to an activation of intracellular signaling pathways, which could
otherwise affect cell properties. Finally it was investigated whether this systems functions in
vivo in transgenic mice. For this purpose CIR2 should be expressed in transgenic mice.
However there was no expression of the CIR2-protein in this mouse line. For further
investigations of this system in vivo another transgenic mouse line will be generated, in which
the expression of the CIR2 is under the control of the CD4-promotor. This will allow the

investigation of T-cell distribution in mice in inflammatory disease models through MRI.
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8. Anhang

8.1 DNA-Sequenz von CIR2 fiir den Knock-in in den murinen Rosa26 Lokus

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001

1051
1101

1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801

1851
1901
1951
2001

2051

EcoRI
GAATTCAACG

TGCCACCATG
GGGTGGAGAG
TCTGATGCCG
TGTCAAGACC
CGCGGCTATC
GACGTTGTCA
GGGGCAGGAT
TCATGGCTGA
CCATTCGACC
GGAAGCCGGT
TCGCGCCAGC
GAGGATCTCG
GGAAAATGGC
CGGACCGCTA
CTTGGCGGCG
TCCCGATTCG
AGGCGGGACT
CATCACGAGA
GGAATCGTTT
CATGCTGGAG

AGGAGACAAT
GTATAGCATA

CCATGAGCAG
ACAGCCCTGG
TCTGGGATCC
CGGGTGGTAG
CGTTATAGCA
GGTGGCGGGC
TGAAAGGCCG
CTGCAGATGA
CGTGAACGTG
GCTCTGAGTT
CTGGCCTTCG
AAGGCAGAGC
GCAGCAGCAG
ATGGAAATGA

ACCACATTTG
CCTGAACCTG
TTGCAGCTTA
AATAAAGCAT

CAATGTATCT

TCGAGATAAC

Anhang

loxP
TTCGTATAGC

Neomycin Resistenz

ATTGAACAAG
GCTATTCGGC
CCGTGTTCCG
GACCTGTCCG
GTGGCTGGCC
CTGAAGCGGG
CTCCTGTCAT
TGCAATGCGG
ACCAAGCGAA
CTTGTCGATC
CGAACTGTTC
TCGTGACCCA
CGCTTTTCTG
TCAGGACATA
AATGGGCTGA
CAGCGCATCG
CTGGGGTTCG
TTTCGATTCC
TCCGGGACGC
TTCTTCGCCC

ACCGGAAGGA
CATTATACGA

CIR2
CAGCTGCTCA
TGTCTGCCTC
CAAGTGCAGC
CCTGCGTCTG
TGCGTTGGTA
ATGAGCAGCG
TTTTACCATT
ACAGCCTGAA
GGCTTTGAAT
CACAGAATCC
GAACGCTCCT
ATCGAGAGAG
CCCTACCGAG
ACGAGCAGCA

TAGAGGTTTT
AAACATAAAA
TAATGGTTAC
TTTTTTCACT

TAAGGCTGGT

ATGGATTGCA
TATGACTGGG
GCTGTCAGCG
GTGCCCTGAA
ACGACGGGCG
AAGGGACTGG
CTCACCTTGC
CGGCTGCATA
ACATCGCATC
AGGATGATCT
GCCAGGCTCA
TGGCGATGCC
GATTCATCGA
GCGTTGGCTA
CCGCTTCCTC
CCTTCTATCG
AAATGACCGA
ACCGCCGCCT
CGGCTGGATG
ACCCTAGGGG

ACCCGCGCTA
AGTTATATAC

GGGCTGAGCA
CTCCGAACAA
TGGTTGAAAG
AGCTGTGCGG
TCGTCAGGCA
CGGGTGATCG
AGCCGTGATG
ACCGGAAGAT
ATTGGGGCCA
AGGAGTCCTC
CTGCATTGCC
GCGCCTTCGA
GCCACCGAGA
GGAATAA

ATACATTATA

CGCAGGTTCT
CACAACAGAC
CAGGGGCGCC
TGAACTGCAA
TTCCTTGCGC
CTGCTATTGG
TCCTGCCGAG
CGCTTGATCC
GAGCGAGCAC
GGACGAAGAG
AGGCGAGCAT
TGCTTGCCGA
CTGTGGCCGG
CCCGTGATAT
GTGCTTTACG
CCTTCTTGAC
CCAAGCGACG
TCTATGAAAG
ATCCTCCAGC
GAGGCTAACT

TGACGGCAAT
CGG
AgeIl

CGAAGTTATA

CCGGCCGCTT
AATCGGCTGC
CGGTTCTTTT
GACGAGGCAG
AGCTGTGCTC
GCGAAGTGCC
AAAGTATCCA
GGCTACCTGC
GTACTCGGAT
CATCAGGGGC
GCCCGACGGC
ATATCATGGT
CTGGGTGTGG
TGCTGAAGAG
GTATCGCCGC
GAGTTCTTCT
CCCAACCTGC
GTTGGGCTTC
GCGGGGATCT
GAAACACGGA
loxP
AAATAACTTC

HindIII

ACCGGTA AGCTTCGCCA

GGGTCCTGGT
AAACTCATCT
CGGCGGTGCG
CGAGCGGCTT
CCGGGCAAAG
TAGCAGCTAT
ATGCGCGTAA
ACCGCGGTGT
GGGCACCCAG
CACTGGTTGC
ATTGTTCTGA
GGGCGCTAGA
AGAACATCCT

NotI

GCG
ACTTGCTTTA
TGAATGCAAT
AAATAAAGCA
GCATTCTAGT

CGAGACCGGT

153

GCCGCGTCAT
AAAAACCTCC
TGTTGTTGTT
ATAGCATCCC
TGTGGTTTGT
EcoRI
GAATTC

GGCCGTGGCT
CAGAAGAGGA
CTGGTTCAGC
TCCGGTGAAC
AACGTGAATG
GAAGATAGCG
CACCGTGTAT
ATTATTGCAA
GTTACCGTTA
TGGAGGGAGC
GATCTAGAAG
TACAGCAGAA
GGTGTCCGAC

AATCAGCCAT
CAAACCTCCC
AACTTGGTTA
AAATTTCACA
CCAAACTCAT



Anhang
8.2 Analyse der aktivierten Signalwege von Ba/F3-gp130 Zellen nach
Hyper-IL-6 Stimulation

Tabelle 8.1: Ubersicht beziiglich der Aktivierung von induzierten Signalwegen in Ba/F3-gp130 Zellen nach
Stimulation mit 100 ng/ml Hyper-IL-6. Durchgefiihrt auf DAVID.org

KeGG Signalweg Anzahl % p-Wert Benferroni-Analyse
(Gene) (involvierte
Gene/Gesamtanzahl
Gene)
TNF signaling pathway 13 10,1 7,9E-10 1,1E-7
Cytokine-cytokine receptor interaction 15 11,6 1,4E-7 2,0E-5
Jak-STAT signaling pathway 12 9,3 2,1E-7 2,9E-5
Osteoclast differentiation 10 7.8 4,8E-6 6,7E-4
Toll-like receptor signaling pathway 8 6,2 7,1E-5 9,8E-3
Chagas disease (American trypanosomiasis) 8 6,2 8,1E-5 1,1E-2
MAPK signaling pathway 11 8,5 2,4E-4 3,2E-2
Influenza A 9 7,0 3,4E-4 4,5E-2
Transcriptional misregulation in cancer 8 6,2 1,5E-3 1,8E-1
NF-kappa B signaling pathway 6 4,7 3,1E-3 34E-1
Hepatitis B 7 5.4 3,7E-3 4,0E-1
Cytosolic DNA-sensing pathway 5 39 4,1E-3 4,3E-1
Herpes simplex infection 8 6,2 5,2E-3 5,2E-1
African trypanosomiasis 4 3,1 5,3E-3 5,2E-1
Prolactin signaling pathway 5 3,9 6,5E-3 5,9E-1
HTLV-I infection 9 7,0 7,3E-3 6,4E-1
Rheumatoid arthritis 5 3,9 9,7E-3 7,4E-1
FoxO signaling pathway 6 4,7 1,2E-2 8,1E-1
Malaria 4 3,1 1,3E-2 8,3E-1
T cell receptor signaling pathway 5 39 2,2E-2 9,5E-1
Inflammatory bowel disease (IBD) 4 3,1 2,2E-2 9,6E-1
Apoptosis 4 3,1 2,3E-2 9,6E-1
Insulin resistance 5 39 2,6E-2 9,7E-1
p53 signaling pathway 4 3,1 3,1E-2 9,9E-1
Pertussis 4 3,1 4,0E-2 1,0E0
Salmonella infection 4 3,1 4,5E-2 1,0E0
Hepatitis C 5 39 5,0E-2 1,0E0
Measles 5 3,9 5,0E-2 1,0E0
MicroRNAs in cancer 7 5,4 6,3E-2 1,0E0
PI3K-Akt signaling pathway 8 6,2 6,7E-2 1,0E0
Cell adhesion molecules (CAMs) 5 39 8,4E-2 1,0E0
Type 1I diabetes mellitus 3 23 9,2E-2 1,0E0
Staphylococcus aureus infection 3 2,3 9,2E-2 1,0E0
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https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04668$TNF%20signaling%20pathway&termId=550039855&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04060$Cytokine-cytokine%20receptor%20interaction&termId=550039797&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04630$Jak-STAT%20signaling%20pathway&termId=550039848&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04380$Osteoclast%20differentiation&termId=550039831&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04620$Toll-like%20receptor%20signaling%20pathway&termId=550039844&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05142$Chagas%20disease%20%28American%20trypanosomiasis%29&termId=550039925&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04010$MAPK%20signaling%20pathway&termId=550039790&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05164$Influenza%20A&termId=550039935&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05202$Transcriptional%20misregulation%20in%20cancer&termId=550039940&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04064$NF-kappa%20B%20signaling%20pathway&termId=550039799&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05161$Hepatitis%20B&termId=550039933&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04623$Cytosolic%20DNA-sensing%20pathway&termId=550039847&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05168$Herpes%20simplex%20infection&termId=550039937&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05143$African%20trypanosomiasis&termId=550039926&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04917$Prolactin%20signaling%20pathway&termId=550039882&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05166$HTLV-I%20infection&termId=550039936&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05323$Rheumatoid%20arthritis&termId=550039965&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04068$FoxO%20signaling%20pathway&termId=550039801&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05144$Malaria&termId=550039927&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04660$T%20cell%20receptor%20signaling%20pathway&termId=550039851&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05321$Inflammatory%20bowel%20disease%20%28IBD%29&termId=550039963&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04210$Apoptosis&termId=550039820&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04931$Insulin%20resistance&termId=550039892&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04115$p53%20signaling%20pathway&termId=550039807&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05133$Pertussis&termId=550039922&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05132$Salmonella%20infection&termId=550039921&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05160$Hepatitis%20C&termId=550039932&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05162$Measles&termId=550039934&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05206$MicroRNAs%20in%20cancer&termId=550039944&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04151$PI3K-Akt%20signaling%20pathway&termId=550039818&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04514$Cell%20adhesion%20molecules%20%28CAMs%29&termId=550039835&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu04930$Type%20II%20diabetes%20mellitus&termId=550039891&source=kegg
https://david.ncifcrf.gov/kegg.jsp?path=mmu05150$Staphylococcus%20aureus%20infection&termId=550039930&source=kegg
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