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Abkürzungen und Fachbegriffe  

ADAM   A Disintegrin and Metalloproteinase 

AS    Aminosäure(n)  

bp    Basenpaare  

BSA    bovines Serumalbumin  

°C    Grad Celsius  

Da    Dalton  

DNA    Desoxyribonukleinsäure  

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure  

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbant Assay  

FCS    fötales Kälberserum  

g    Gramm oder ein Vielfaches der Erdbeschleunigung  

GFP    Green fluorescent protein  

gp130    Glykoprotein 130  

h    human bzw. Stunde  

L    Liter  

Ig    Immunglobulin  

IL    Interleukin  

IL-6R    Interleukin-6 Rezeptor 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IZD    Intrazelluläre Domäne  

JAK    Janus-Kinase  

Kb    Kilobasen  

kDa    Kilodalton  

LIF-R    Leukemia Inhibitory Factor Receptor  

LPS    Lipopolysaccharide  

MAPK   Mitogen Activated Protein Kinase  

mg    Milligramm  

Mio    Millionen  

min    Minuten  

ml    Milliliter  

mRNA   messenger Ribonukleinsäure  

ng    Nanogramm  

nm    Nanometer  

n.s.    nicht signifikant 

PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

PBS    Phosphate Buffered Saline  

PCR    Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction)  

pg    Pikogramm  

pH    Potentia Hydrogenii 
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PI3K    Phosphoinositol-3-Kinase  

PIAS    Protein Inhibitor of Activated STAT  

POD    Peroxidase  

PVDF    Polyvinylidenfluorid  

RLU    Relativ Light Units  

RNA    Ribonukleinsäure  

rpm    Rotationen pro Minute (rounds per minute)  

RT    Raumtemperatur  

SD    Standardabweichung (Standard Deviation)  

sec    Sekunden  

SHP2    Src Homology-2 domain-containing Phosphatases  

sIL-6R   löslicher (soluble) Interleukin-6 Rezeptor  

sgp130   lösliches (soluble) Glykoprotein 130  

SOCS    Suppressor Of Cytokine Signaling  

STAT    Signal Transducer and Activator of Transcription 

TBS    Tris Buffered Saline  

TEMED   Tetramethylethylendiamin  

TMD    Transmembrandomäne  

U    Units  

μg    Mikrogramm 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μl    Mikroliter  

μm    Mikrometer  

V    Volt  

VHH    Einzeldomänenantikörper bzw. Nanobody  

V/V    Volumen pro Volumen  

ZBM    Zytokinbindungsmodul  
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Aminosäuren  

A (Ala)   Alanin 

C (Cys)   Cystein 

D   Asparaginsäure 

E (Glu)   Glutaminsäure 

F (Phe)   Phenylalanin 

G (Gly)   Glycin 

H   Histidin 

I (Ile)    Isoleucin 

K (Lys)   Lysin 

L (Leu)   Leucin 

M   Methionin 

N (Asn)  Asparagin 

P   Prolin 

Q (Gln)   Glutamin 

R (Arg)   Arginin 

S (Ser)   Serin 

T (Thr)   Threonin 

V (Val)   Valin 

W (Trp)   Tryptophan 

Y (Tyr)   Tyrosin 
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1 Einleitung 

1.1 Zytokine 

Zytokine sind kleine Proteine, die Wachstumsprozesse, Differenzierung und Zellfunktio-

nen regulieren. Sie wirken sowohl parakrin, autokrin als auch endokrin. Zytokine werden 

in drei Gruppen eingeteilt, wovon eine die Wachstumsfaktoren bilden. Die zweite Gruppe 

bilden die Hämatopoetine und die dritte Gruppe die Zytokine des Immunsystems. Zu Letz-

teren gehören die Interleukine. Interleukine regulieren die zellulären Prozesse nach Bin-

dung an einen Rezeptor. Sie regulieren dadurch die Immunantwort und lösen Entzün-

dungsantworten aus (Rassow, et al.). 

 

1.2 Die Interleukin-6 Familie 

Interleukin-6 (IL-6) ist das namensgebende Protein der Interleukin-6 Familie, zu der neben 

IL-6 auch Interleukin-11 (IL-11), der leukemia inhibitory factor (LIF), ciliary neutrotro-

phic factor (CNTF), Oncostatin M, cardiotropin-like cytokine (CLC), Cardiotropin-1, In-

terleukin-27 (IL-27) und Interleukin-31 (IL-31) gehören (Murakami, et al. 1993, Pflanz, et 

al. 2004, Taga, et al. 1989) IL-6 spricht ein breites Spektrum an Zellen wie B-Zellen, T-

Zellen und Hepatozyten an (Gauldie, et al. 1987, Hibi, et al. 1990). Allgemein sind die 

Zytokine der IL-6 Familie in inflammatorische Prozesse des Körpers involviert, mit Betei-

ligung an der Proliferation, Migration und Apoptose (Scheller, et al. 2014). IL-6 ist ein 

four helix-bundle Zytokin, mit einer up-up-down-down Topologie (Bazan 1990). Interleu-

kin-6 hat ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa. IL-6 bindet im ersten Schritt an den Inter-

leukin-6 Rezeptor (IL-6R), der keine Signale weiterleiten kann (Yamasaki, et al. 1988) 

(Abbildung 1.1). Für die Signalweiterleitung wird im zweiten Bindungsschritt ein weiterer 

Rezeptor benötigt, der gp130-Rezeptor (Taga, et al. 1989). Die Gemeinsamkeit der IL-6 

Familie basiert auf der gp130 Homo- oder Heterodimerformation (Stuhlmann-Laeisz, et al. 

2006).  
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1.5 Trans-signaling wird über den Komplex aus IL-6 und dem löslichen 

IL-6R ausgelöst 

Die Signaltransduktion durch das Trans-signaling ist nahezu identisch mit dem klassischen 

signaling (Abbildung 1.5). Dabei wird im Gegensatz zu dem klassischen signaling jedoch 

kein membranständiger IL-6R durch IL-6 gebunden, sondern der lösliche IL-6R (sIL-6R, 

Abbildung 1.5) (Mackiewicz, et al. 1992, Taga, et al. 1989). Der Komplex aus IL-6 und 

dem sIL-6R kann nachfolgend an gp130 auf Zielzellen binden und diese aktivieren. Der 

IL-6R wird nicht auf allen Zellen exprimiert, sondern hauptsächlich auf z.B. Hepatozyten, 

Neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Monozyten (Mackiewicz, et al. 1992). Der 

membranständige IL-6R kann über die Protease A Disintegrin and Metalloproteinase do-

main-containing protein (ADAM) 10/17 von der Zelloberfläche abgespalten werden 

(Müllberg, et al. 1993). Die Sequenz SLP VQDS in der IL-6R Stalkregion wurde als 

Schnittsequenz identifiziert, an der der membrangebundene IL-6R von der Zelloberfläche 

über eine ADAM10/17-Protease abgespalten wird (Riethmueller, et al. 2017) (Abbildung 

1.5). Eine andere Möglichkeit um sIL-6R zu generieren, wird über alternatives Spleißen 

vermittelt (Lust, et al. 1992). Während durch klassisches signaling nur wenige Zellen, wie 

Hepatozyten, Neutrophile Granulozyten und T-Zellen aktiviert werden, können durch 

Trans-signaling im Prinzip alle Zellen stimuliert werden.  
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sIL-6R als pro-inflammatorisch beschrieben wurde (Rabe, et al. 2007, Scheller, et al. 

2011). Zu den anti-inflammatorischen Vorgängen gehört z.B. die Bekämpfung von bakte-

riellen Infektionen (Xing, et al. 2009). Zu den pro-inflammatorischen Vorgängen gehört 

z.B. die Inhibition der Differenzierung von regulatorischen T-Zellen, welche für die Unter-

drückung des Immunsystems verantwortlich sind (Dominitzki, et al. 2007). Auf diesem 

Weg werden Autoimmunerkrankungen, bei denen das Immunsystem zu stark reagiert, in-

duziert.  

Es wurde auch eine lösliche Form von gp130 gefunden, durch die der Komplex bestehend 

aus IL-6:sIL-6R gebunden wird (Diamant, et al. 1997, Narazaki, et al. 1993). Dieser An-

haltspunkt wurde für die Entwicklung eines Inhibitors gegen IL-6:sIL-6R vermitteltes 

Trans-signaling verwendet. Hierzu wurde sgp130Fc entwickelt, welches den Komplex aus 

IL-6:sIL-6R im Körper abfängt und interessanterweise spezifisch nur Trans-signaling in-

hibiert (Jostock, et al. 2001) (Abbildung 1.6 A). Der IL-6R spezifische Antikörper Tocili-

zumab inhibiert hingegen klassisches und Trans-signaling (Sato, et al. 1993). Tocilizumab 

ist für die Therapie der rheumatoiden Arthritis zugelassen (Calabrese and Rose-John 

2014). Für die Inhibition bindet Tocilizumab den IL-6R an der site I, die normalerweise 

von IL-6 gebunden wird. Dadurch kann keine Bindung von IL-6 an den membranständigen 

IL-6R oder den sIL-6R mehr erfolgen (Sato, et al. 1993) (Abbildung 1.6 B). 

Der Antikörper B-R3 bindet an gp130 an der Stelle, die auch von IL-6 verwendet wird. 

Dieser Antikörper bewirkt eine Inhibition der Signaltransduktion aller Zytokine der IL-6 

Familie (Wijdenes, et al. 1995) (Abbildung 1.6C). 

Nanobodies bestehen aus der antigenbindenden variablen Domäne von Einkettenantikör-

pern. Die Firma Ablynx hat einen neutralisierenden IL-6R-Nanobody entwickelt, der das 

klassiche signaling und das Trans-signaling hemmt (Patentnummer: WO 2008/020079 

A1). Das Wirkprinzip ist identisch zum Hemmprinzip von Tocilizumab (Abbildung 1.6 D). 
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1.9 Zielsetzung dieser Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, weshalb sgp130(Fc) ein spezifischer Inhibitor des 

IL-6 Trans-signalings ist. Als Hypothese wird angenommen, das sgp130(Fc) aus sterischen 

Gründen nicht an membranständige IL-6:IL-6R-Komplexe binden kann. Zu diesem Zweck 

sollen membranständige Hyper-IL-6-Varianten erstellt und untersucht werden. Die Bin-

dung von sgp130(Fc) an IL-6:IL-6R-Komplexe und membranständige HIL-6-Varianten 

soll dabei betrachtet werden. Des Weiteren soll geprüft werden, ob membranständige HIL-

6 Zellen bei der Transaktivierung über Cluster-signaling gp130 aktivieren und ob 

sgp130(Fc) hierauf einen Einfluss hat. Das Prinzip soll auch für IL-11 untersucht werden.  

Im zweiten Teil der Arbeit soll gezeigt werden, ob durch Deletion der Fibronektin III-

ähnliche Domänen und/oder der Stalkregion von gp130, Varianten erstellt werden können, 

die konstitutiv aktiv sind.  
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2 Material und Methoden 

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde auf das verwendete Material und die angewandten 

Methoden eingegangen. 

 

2.1 Material 

Das für diese Arbeit verwendete Material wurde in den nachfolgenden Kapiteln aufgeführt. 

 

2.1.1 Antibiotika 

Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe   100   µg/ml 

Puromycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe   1,5    µg/ml 

Neomycin G-418 Genomycin, Genaxxon, Ulm  1600 µg/ml 

Hygromycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe   1000 µg/ml 

 

2.1.2 Antikörper 

2.1.2.1  Primäre Antikörper 

αPhospho-STAT1 (Tyr701) (58D6)  Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen 

        Western Blot: 1:1000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 

αSTAT1  Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen 

Western Blot: 1:1000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 
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αPhospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen 

        Western Blot: 1:2000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 

αSTAT3 (124H6)  Monoklonaler Antikörper aus 

der Maus 

Western Blot: 1:1000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 

αPhospho-p44/42 MAPK (ERK1/2)  

(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E)XP Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen 

        Western Blot: 1:1000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 

αp44/42 MAPK (ERK1/2) (137F5) Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen 

Western Blot: 1:1000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 

αMyc-Tag (71D10) Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen 

Western Blot: 1:1000 

Cell Signaling Technology Eu-

rope B.V. 

αhumaner IL-6R (4-11) Monoklonaler Antikörper aus 

der Maus,  

Stocklösung: 1 µg/ml 

Western Blot, ELISA 1:1000 

Durchflusszytometrie 1:100 

Herstellung beschrieben in 

(Chalaris, et al. 2007) 
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αhumaner IL-6R (Baf227)  Biotinylierter IgG Antikörper 

aus der Ziege 

        Stocklösung: 0,5 µg/µl 

        ELISA: 1:1000 

        R&D Systems GmbH, 

        Minneapolis, USA 

αhumaner IL-6 biotin      Biotinylierter IgG Antikörper 

Western Blot: 1:500 

Durchflusszytometrie: 1:100 

Immunotools Friesoythe, Ger-

many 

αhuman CIS3/SOCS3 (C005) Monoklonaler Antikörper aus 

dem Kaninchen,  

Stocklösung: 1-5 µg/ml 

Western Blot: 1:1000 

IBL International GmbH 

αCD130 (gp130) (B-R3) Monoklonaler Antikörper aus 

der Maus,  

Stocklösung 1 µg/µl 

Western Blot: 1:1000 

Abcam Cambridge, UK 
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2.1.2.2 Sekundäre Antikörper 

αMaus IgG POD  ImmunoPure Peroxidase 

Conjugated Goat Anti-Mouse 

IgG (H+L) 

 Stocklösung: 0,8 µg/µl 

 Western Blot 1:5000 

 Thermo Fischer Scientific, 

Perbio Science USA, Waltham 

αKaninchen IgG POD  ImmunoPure Peroxidase 

 Conjugated Goat Anti-Mouse 

IgG (H+L) 

 Stocklösung: 0,8 µg/µl 

 Western Blot 1:5000 

 Thermo Fischer Scientific, 

Perbio Science USA, Waltham 

αMaus IgG (H+L) Allophycocyanin conjugated 

 AffiniPure F(ab’)2 Fragment 

aus der Ziege  

 Stocklösung: 1,5 µg/µl 

 Durchflusszytometrie: 1:100 

 Jackson Immuno Research, 

West Grove, Pa USA 

Alexa Fluor 488 F(ab’)2-Ziege anti Kaninchen 

IgG (H+L) 

 Stocklösung: 2 mg/ml 

 Durchflusszytometrie: 1:100 

 Life technologies, Darmstadt 

αAPC Streptavidin  Allophycocyanin conjugated 

 Streptavidin  

Stocklösung: 0,2 mg/ml 

 Durchflusszytometrie: 1:100 

 BD biosciences, San Jose, CA 
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αhuman IgG Fc APC Allophycocyanin conjugated

 Maus IgG2a Stocklösung: 0,2 

mg/ml 

 Durchflusszytometrie 1:100 

 BioLegend London, UK 

 

2.1.3 Chemikalien 

5x Phusion HF Puffer Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

10x Standard Restriktionspuffer Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

10x T4 DNA Ligasepuffer Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Acrylamid, 30% (Rotiphorese) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Agarose Bio-Budget Technologies, Kre-

feld 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, München 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München 

Bovines Serumalbumin (BSA) Biomol, Hamburg 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 

Cell-titer blue Promega, Mannheim 

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tabletes  

(EDTA-free) Roche Diagnostics, Mannheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, Mis-

souri USA 

DNA-Größenstandard Thermo Scientific, Waltham, 

USA 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Life Technologies, Darmstadt 

dNTP Mix (25 mM) Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Fötales Kälberserum (FBS) Gibco, Thermo Scientific, St. 

 Leon-Rot 

Glycerin Roth, Karlsruhe 

Glycin Merck, Darmstadt 
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Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt 

Kaliumacetat Merck KGaA, Darmstadt 

LB-Agar Pulver AppliChem GmbH, Darmstadt 

Magermilchpulver Roth, Karlsruhe  

Methanol Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl) AppliChem GmbH, Darmstadt 

Natriumfluorid (NaF) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumorthovanadate (Na3VO4) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Nonident P-40 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Protein Marker (Page Ruler Prestained) Thermo Scientific, Waltham 

USA 

Safer green Intas, Göttingen 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Triton-X 100 Merck KGaA, Darmstadt 

Tris Bethesda research Laboratories, 

Bethesda, USA 

Trypanblau 0,4% Bio-Rad, München 

TurboFectTM Transfektionsreagenz Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

2.1.4 Enyzme 

Alle verwendeten Enzyme stammen von Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA). Eine 

Auflistung der verwendeten Enzyme wurde im Anhang 8.1 im Klonierungschema ver-

merkt. 

 

2.1.5 Geräte 

Analytische Gleichchromatographie Amersham plc/ GE healthcare, 

 Chalfont, UK 

Autoklav SHp Steriltechnik AG, Detzel 

 Schloss/Satuelle 

Cell counter TC10 BioRad, München 
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ChemoCam Imager Intas, Göttingen 

CO2-Inkubator 150 (E2) Brutschrank Binder GmbH, Tuttlingen 

CO2-Inkubator HERAcell 150 Thermo Scientific, Waltham, 

USA 

Fluoreszenzmikroskop KEYENCE, Neu-Isenburg 

Heizbad Julabo sw21 Julabo GmbH, Seelbach 

Inkubator UNO BV, Zevenaar, Niederlan-

de 

Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 

Kühlzentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg 

pH-Meter WTW, Weilheim 

Peristaltic pump P1 Pharmacia fine chemicals, Upp-

sala, Schweden 

Pipetten Eppendorf GmbH, Hamburg 

Pipetus-Akku Hirschmann, Laborgeräte, 

 Eberstadt 

PeqStar 2x Twin Block Thermal Cycler Peqlab, VWR, Erlangen 

Schüttler DRS-12 NeoLab, Heidelberg 

Schüttler Thermo-shaker Universal Labortechnik, Leipzig 

Sterilbank SAFE 2020 Thermo Scientific, Waltham, 

USA 

Superdex 75 GE Healthcare Life Sciences, 

 Chalfont, UK 

Tecan infinite M200 PRO Reader Tecan, Maennedorf, Schweiz 

Thermoblock BIBBY Stuart Scientific, Staf-

ford, UK 

Trans-Blot Turbo TM Transfersystem BioRad, München 

Vortexer VortexGenie2, Scientific Ind., 

Bohemia, USA 

Wasserbad Lauda, Lauda-Königshofen 
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2.1.6 Kits 

Die nachfolgenden Kits wurden während dieser Arbeit verwendet: 

 

Ermittlung der Proteinkonzentration  BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, 

 Waltham, USA 

Chemilumineszenz   Immobilon Western HRP Substrat, MERCK 

 KGaA, Darmstadt 

DNA Extraktion  NucleoSpin Gel and PCR Clean up, Machery-

Nagel GmbH & Co. KG, Düren 

ELISA Human IL-6/IL-6 R alpha Complex DuoSet 

 ELISA, R&D Systems Wiesbaden-

Nordenstadt 

Midi-Präparation von Plasmid DNA  NucelBond Xtra Midi, Machery-Nagel GmbH 

& 

 Co. KG, Düren 

Mini-Präparation von Plasmid DNA  Gene JET Plasmid Miniprep KIT, Thermo 

 Scientific, Waltham, USA 

Proliferationsassay  CellTiter-Blue Cell Viablility Assay, Promega 

 GmbH, Mannheim 

 

2.1.7 Oligonukleotide 

Die nachfolgenden Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon GmbH 

in Ebersberg synthetisiert und für die Klonierungsarbeiten in dieser Arbeit verwendet: 

 

pcDNA3.1 Fw 5’AAATTAATACGACTCACTATAGG 3‘ 

pcDNA3.1 Rev 5’AGGCACAGTCGAGGCTG3‘ 

IL6R stalk Fw  5’GATCGCGGCCGCAACAGAATCCAGGA 

GTCCTCCA3‘ 

IL6R stalk Rev 5’GATCGGATCCTTATCTGGGGAAGAA 

G3‘ 

Hyper IL-6 Fw 5’GATCAAGCTTGCCACCATGCTGGCA 

GTGGGCTGC3‘ 

Hyper IL-6 Rev 5’GATCCTGTCTCAGGGCCCTCAGG3‘ 



Material und Methoden 

31 

D353-367 Fw 5’GATCGCGGCCGCAACAGAATCCAG 

GAGTCCTC3‘ 

D353-367Rev 5’ACAGACTACTTCTTCCCCAGATAA3‘ 

SOE F1 mbHIL-6 5’CCTGGAGTACCTGCAGAACCGCTTC 

GAGAG3‘ 

SOE R2 mbHIL-6 5’GGATCCTTATCTGGGGAAGAAGTAG 

TCTGT3‘ 

SOE F2 mbHIL-6 5’ACTACTAATCTGGTTGCTGGAGGGA 

GCCTGG3‘ 

SOE R1 mbHIL-6 5’CACCCAGATTAGTAGTAAGTGCCTGC 

  ATGGG3‘ 

SOEF1 mbHIL6d45 5’CCTGGAGTACCTGCAGAACCGCTTCG 

  AGAG3‘ 

SOEF2 mbHIL-6d45 5’AGTCCTCCACTGGTTGCTGGAGGGAG 

  CCTGGC3‘ 

SOER1 mbHIL-6d45 5’CTCCAGCAACCAGTGGAGGACTCCTG 

 GATTCTGTTGC3‘ 

PE Fw 5’GCGACAAGCCTCCCAGAGCAAGATTC 

  TTCTTCA3‘ 

PE Rev 5’TGAAGAAGAATCTTGCTCTGGGAGGC 

  TTGTCGC3‘ 

PG Fw 5’GCGACAAGCCTCCCAGGGCAAGATTC 

 TTCTTCA3‘ 

PG Rev 5’TGAAGAAGAATCTTGCCCTGGGAGGC 

 TTGTCGA3‘ 

Primer AF 5’AGCGTGATCAACAGCGAGGAACTGG 

 C3‘ 

Primer AR 5’GATGCCGGAGCTGTGGCCCTCGGTAT 

 TGAT3‘ 

Primer I F1 5’CGAGGAAGCCAGCGGCATCACCGAG 

 ATCGAGGCCATCG3‘ 

Primer I R1 5’GGGCCACAGGCACCACGATGGCCTCG 

 ATCTCGGTGATG3‘ 
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Primer I F2 5’GAGCGAGGAAGCCAGCGGCATCACC 

 ATCGAGGCCATCGTGG3‘ 

Primer I R2 5’CCAGGGCCACAGGCACCACGATGGCC 

 TCGATGGTGATGCCG3‘ 

Primer I F3 5’TTGGAGCGAGGAAGCCAGCGGCATC 

 ACCGAGGCATCGTGGTGC3‘ 

Primer I R3 5’AGGCCAGGGCCACAGGCACCACGAT 

 GGCCTCGGTGATGCCGCTG3‘ 

Primer I F4 5’CGATTGGAGCGAGGAAGCCAGCGGC 

 ATCACCGCCATCGTGGTG3‘ 

Primer I R4 5’GAAAGGCCAGGGCCACAGGCACCAC 

 GATGGCGGTGATGCCGCTG3‘ 

Variante 5 Fw 5’CACCACCCCTAAATTCGAGATCGAGG 

 CCATCG3‘ 

Variante 5 Rev 5’CGATGGCCTCGATCTCGAATTTAGGG 

 GTGGTG3‘ 

Variante 6 Fw 5’GCGATTGGAGCGAGGAAGCCAGCGG 

 CATCACCGCCCAGGGGGAGATCGAG3‘ 

Variante 6 Rev 5’GCACCACGATGGCCTCGATCTCCCCC 

 TGGGCGGTGATGCCGCTGGCTTCC3‘ 

Variante 7 Fw  5’GCGGCATCACCTACGAGGACAGACCC 

 TCTAAGGCCCAGGGG3‘ 

Variante 7 Rev 5’CACGATGGCCTCGATCTCCCCCTGGG 

 CCTTAGAGGG3‘ 

Variante 8 Fw 5’GCGGCATCACCTACGAGGACAGACCC 

 TCTAAGGAGATC3‘ 

Variante 8 Rev 5’CACAGGCACGATGGCCTCGATCTCCT 

 TAGAGGG3‘ 

nHIL6-Fc Fw 5’GATCAAGCTTGCCACCATGAACAGCT 

 TCAG3‘ 

nHIL6-Fc Rev 5’GATCGCGGCCGCGGCTGGAGGGCTTC 

 TAGACTC3‘ 
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2.1.8 Plasmide 

Die nachfolgenden Ausgangsplasmide wurden in dieser Arbeit verwendet. Die Klonie-

rungsstrategien für die durchgeführten Mutationen sind im Anhang aufgeführt. 

 

pcDNA3.1 (+) Expressionsvektor für transiente und stabile 

Transfektion von Säugerzellen (Invitrogen, 

Carlsbad, Californien, USA). 

pcDNA3.1-IL-6R Vektor, dessen Insert für den humanen IL-6R 

kodiert (Garbers, et al. 2011). 

pcDNA3.1-GFP Vektor, dessen Insert für das Reportergen GFP 

kodiert. 

pmat-gp130-AA-myc Vektor, dessen Insert für das codon optimierte 

gp130 kodiert. 

pcDNA3.1-HIL-6-Fc Vektor, dessen Insert für Hyper IL-6 kodiert, 

mit einem Fc-Tag. 

pmat-nmbHIL-6 Vektor, dessen Insert für natives membrange-

bundenes Hyper IL-6 kodiert. 

pcDNA3.1-IL-11R Vektor, dessen Insert für den humanen IL-11 

rezeptor kodiert. 

pcDNA3.1-HIL-11 Vektor, dessen Insert für Hyper IL-11 kodiert.  

pMows-Plasmid Expressionsplasmid für die stabile retrovirale 

Transduktion von murinen Ba/F3 Zellen zur 

Generierung neuer stabiler Zelllinien. Selekti-

on erfolgt über Puromycin oder Hygromycin. 

 

2.1.9 Puffer und Lösungen 

Bakterien-Lysepuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 1% Tween 20 

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

Blocking Puffer (ELISA)  5% Sucrose  

 1% BSA in PBS 
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Coomassie-Lösung 4% coomassie brilliant blue R250 

 80% Methanol 

 20% Essigsäure 

Coomassie-Entfärber  80% Methanol 

 20% Essigsäure 

Dialysepuffer     50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

      1 M Guanidin-HCl 

      2 mM red. Gluthathion 

      0,16 mM oxidiertes Glutathion 

Dialysepuffer II    50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

FACS Puffer  0,5% BSA in PBS 

IP-Puffer  20 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 150 mM NaCl 

  1 mM EDTA 

  1 mM EGTA 

  2,5 mM Natriumpyrophosphat 

 1 mM β-Glycerophosphat 

 1 mM Na3VO4 

IP-Lysepuffer IP Puffer 

 1% Triton-X 100 

Lysepuffer 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 150 mM NaCl 

  0,5 mM EDTA 

 0,5% NP-40 

 1 mM Na3VO4 

 10 mM MgCl2 

Orange-G Ladepuffer (6x) 30% Glycerin 

 50 mM EDTA 

 0,25% Orange-G 

PBS  150 mM NaCl 

 8 mM Na2HPO4, pH 7,4 

 1,7 mM NaH2PO4, pH 7,4 

PBS-T  0,05% (V/V) Tween 20 in PBS 
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Phospho-STAT3 Lysepuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 150 mM NaCl 

 2 mM EDTA 

 2 mM NaF 

 1 mM Na3VO4 

 1% NP-40 

 1% Triton-X 100 

Sammelgelpuffer  0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

 0,4% SDS 

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8,3 

  192 mM Glycerin 

 0,1% SDS 

SDS Probenpuffer (5x) 10% (m/V) SDS 

 5% (m/V) β-Mercaptoethanol 

 50% (m/V) Glycerol 

  125 mM Tris-HCl, pH 6,8 

 1 Spatelspitze Bromphenolblau 

SDS Probenpuffer w/o  

β-Mercaptoethanol (5x)  10% (m/V) SDS 

 50% (m/V) Glycerol 

  125 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

 1 Spatelspitze Bromphenolblau 

Solubilisierungspuffer 6 M Guanidin-HCl  

 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

Solution 1 (S1) 25 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 10 mM EDTA 

 50 mM Glukose 

 100 µg/ml RNaseA 

Solution 2 (S2) 200 mM NaOH 

 1% SDS 

Solution 3 (S3) 2,8 mM Kaliumacetat, pH 5,1 
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Stripping Puffer  62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 

 2% (m/V) SDS 

 0,1% β-Mercaptoethanol 

TAE-Puffer  40 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 0,1% Essigsäure 

 10 mM EDTA 

TBS 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 150 mM NaCl 

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

Transferpuffer  20 mM Tris-HCl, pH 8,5 

 192 mM Glycin 

 20% Methanol 

 0,001% SDS 

Trenngelpuffer  1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

 0,4% SDS 

 

2.1.10 Inhibitoren und rekombinante Zytokine 

In dem nachfolgenden Abschnitt werden die, in dieser Arbeit verwendeten, Inhibitoren und 

Zytokine aufgelistet. 

 

2.1.10.1 Inhibitoren 

GW280264X  Inhibitor gegen ADAM10 und ADAM17. Iris 

Biotech. Marktredwitz 

IL-6R-Nanobody Patentnummer: WO 2008/020079 A1 

Marimastat  Breitband Metalloproteinase Inhibitor, Sigma-

Aldrich, Steinheim 

P6 pan-Jak inhibitor Pyridone 6 (P6), Cayman 

Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA 

Sgp130Fc  Conaris Research Institut AG, Kiel 
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VHH6 Der VHH6 Antikörper wurde zur Stabilisie-

rung von Interleukin-6 und humanen Interleu-

kin-6 Rezeptorkomplexen verwendet (Adams, 

et al. 2017). 

 

2.1.10.2 Rekombinante Proteine 

IL-6 Zytokin, isoliert aus inclusion bodies. 

IL-11 Zytokin, isoliert aus inclusion bodies. 

Hyper-IL-6  Ein Fusionsprotein aus humanem IL-6 (C-

terminal) und löslichem humanen IL-6R (N-

terminal), verbunden über einem Peptidlinker. 

Herstellung siehe (Fischer, et al. 1997) 

Natives Hyper-IL-6 Ein Fusionsprotein, bei dem C-terminal der 

lösliche IL-6R (ohne Domäne D1) liegt. Es 

wurde über einen Peptidlinker mit humanem 

IL-6 (N-terminal), verbunden.  

 

2.1.11 Verbrauchsmaterialien 

6-Well Platte Cyto-One, USA-Scientific, Waltham, USA 

12-Well Platte Cyto-one, USA-Scientific, Waltham, USA 

96-Well Platte Cyto-One, USA-Scientific, Waltham, USA 

96-Well Platte BSA Greiner bio-one, Solingen 

10-cm Schale, beschichtet TPP, Trasadingen, Schweiz 

10-cm Schale Greiner bio-one, Solingen 

Amicon Ultra, 15 ml Filter Merck, Darmstadt 

Bottletop-Filter, 0,45 µm Thermo Scientific, Waltham, USA 

Falcon Reaktionsgefäße, 15 ml und 50 ml Greiner bio-one, Solingen 

Filter 0,45 µm, Polyvinyldenfluorid  Roth, Karlsruhe 

Kryoröhrchen VWR, Randor, USA 

Mirkotubes, 1,5 ml und 2 ml Sarstedt, Nürnbrecht 

NAP-Säule GE Healthcare, München 

Nitrilhandschuhe Ansell, München 
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Spritzen, Omnifix Braun, Meisungen 

Sterilpipetten Costra Stripette Coming Incorporated, Coming, USA 

PCR Kappen, Gr. 125 StarLab, Ahrensburg 

PCR Tubes, 0,2 ml StarLab, Ahrensburg 

Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg 

PVDF-Transmembran Roth, Karlsruhe 

TC10 System counting Slides BioRad Laboratories GmbH, München 

Whatman-Papier VWR, Langenfeld 

 

2.1.12 Zellkulturmedien 

DMEM-/-  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high 

Glucose (4,5 g/l), Life Technologies, Darm-

stadt 

DMEM+/+ DMEM-/-, + 10% fötales Kälberserum (FCS) 

und 1% Penicillin (60mg/l)/Streptomycin (100 

mg/l) (Pen/Strep). 

Fötales Kälberserum  Life Technologies, Darmstadt 

Penicilin (6mg/ml)/Streptomycin 

(10 mg/ml) Genaxxon Biosciences GmbH, Ulm 

Trypsin/EDTA Life Technologies Darmstadt 

TurboFect Transfection Reagent  Thermo Scientific, Waltham, USA 

 

2.1.13 Zelllinien 

Die nachfolgenden Zelllinien sind für experimentelle Zwecke verwendet worden oder zur 

retroviralen Transduktion.  

 

Ba/F3  Murine prä-B-Zelllinie, wächst in Abhängig-

keit von IL-3 (Zellkulturüberstand aus Wehi-

3B Zellen, (Gearing, et al. 1994). 

Ba/F3-gp130 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die mit der cDNA für 

 humanes gp130 transduziert wurde (Fischer, et 

al. 1997). 
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Ba/F3-GFP Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für GFP transduziert wurde. Wachs-

tum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-IL-6R Stabile Ba/F3 Zelllinie, die mit cDNA für den 

 humanen IL-6R transduziert wurde (Garbers, 

et al. 2011). 

Ba/F3-mbHIL-6 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für mbHIL-6 transduziert wurde. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-6∆15 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für mbHIL-6∆15 transduziert wur-

de. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-6∆30 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für mbHIL-6∆30 transduziert wur-

de. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-6∆45 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für mbHIL-6∆45 transduziert wur-

de. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130-mIL23R-mIL12Rβ1 Stabile Ba/F3-gp130 Zellinie, die von Dr. Do-

reen 

 Floss (Floss, et al. 2013) zuerst mit der 

 cDNA für mIL-12Rβ1 und dann mit der 

cDNA für mIL-23R stabil transduziert wurde. 

Ba/F3-IL-11R Stabile Ba/F3 Zelllinie, die mit der cDNA für 

den 

 humanen IL-11R transduziert wurde Wachs-

tum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-11 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die mit der cDNA für 

 mbHIL-11 transduziert wurde. Wachstum in 

 Abhängigkeit von IL-3. 
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Ba/F3-mbHIL-11R355E Stabile Ba/F3 Zelllinie, die mit der cDNA für 

 mbHIL-11R355E transduziert wurde. Wachstum 

in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-HIL-6 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für HIL-6 transduziert wurde. 

Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-nmbHIL-6 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für nmbHIL-6 transduziert wurde. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-nHIL-6 Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für nHIL-6 transduziert wurde. 

Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-6V563E Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für mbHIL-6V563E transduziert wur-

de. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-6V563G Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für mbHIL-6V563G transduziert wur-

de. 

 Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-mbHIL-6-GFP Stabile Ba/F3-mbHIL-6 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für GFP transduziert 

wurde. Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130-mbHIL-6 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für mbHIL-6 transduziert 

wurde. Zytokinunabhängiges Wachstum. 

Ba/F3-gp130-mbHIL-6∆15 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für mbHIL-6∆15 trans-

duziert wurde. Zytokinunabhängiges Wachs-

tum  
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Ba/F3-gp130-mbHIL-6∆30 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für mbHIL-6∆30 trans-

duziert wurde. Zytokinunabhängiges Wachs-

tum  

Ba/F3-gp130-mbHIL-6∆45 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für mbHIL-6∆45 trans-

duziert wurde. Zytokinunabhängiges Wachs-

tum  

Ba/F3-gp130-IL-11R Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die mit cDNA 

für den humanen IL-11R transduziert wurde 

Wachstum in Abhängigkeit von IL-11. 

Ba/F3-gp130-mbHIL-11 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die mit der 

cDNA für mbHIL-11 transduziert wurde. Zy-

tokinunabhängiges Wachstum  

Ba/F3-gp130-mbHIL-11R355E Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die mit der 

cDNA für mbHIL-11R355E transduziert wurde. 

Zytokinunabhängiges Wachstum  

Ba/F3-gp130-HIL-6 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für HIL-6 transduziert 

wurde. Zytokinunabhängiges Wachstum 

Ba/F3-gp130-nmbHIL-6 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für nmbHIL-6 transdu-

ziert wurde. Zytokinunabhängiges Wachstum. 

Ba/F3-gp130-nHIL-6 Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für nHIL-6 transduziert 

wurde. Zytokinunabhängiges Wachstum. 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-616-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-616-

myc transduziert wurde. Wachstum in Abhän-

gigkeit von IL-3. 

  



Material und Methoden 

42 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-617-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-617-

myc transduziert wurde. Wachstum in Abhän-

gigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-618-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-618-

myc transduziert wurde. Wachstum in Abhän-

gigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-619-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-619-

myc transduziert wurde. Wachstum in Abhän-

gigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130∆614-616-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆614-616-myc transduziert 

wurde. Wachstum in Abhängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆322-613)-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613)-myc trans-

duziert wurde. Wachstum in Abhängigkeit von 

IL-3. 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆329-613)-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆329-613)-myc trans-

duziert wurde. Wachstum in Abhängigkeit von 

IL-3. 

Ba/F3-gp130∆D4-D6 (∆329-613), S∆614-616-myc Stabile Ba/F3 Zelllinie, die in dieser Arbeit mit 

der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆329-613), S∆614-616-

myc transduziert wurde. Wachstum  in Ab-

hängigkeit von IL-3. 

Ba/F3-gp130- 

gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-616-myc Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), 

S∆614-616-myc transduziert wurde. Zytokinunab-

hängiges Wachstum. 
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Ba/F3-gp130- 

gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-617-myc Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), 

S∆614-617-myc transduziert wurde. Zytokinunab-

hängiges Wachstum.  

Ba/F3-gp130- 

gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-618-myc Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), 

S∆614-618-myc transduziert wurde. Zytokinunab-

hängiges Wachstum.  

Ba/F3-gp130- 

gp130∆D4-D6 (∆322-613), S∆614-619-myc Stabile Ba/F3-gp130 Zelllinie, die in dieser 

Arbeit mit der cDNA für gp130∆D4-D6 (∆322-613), 

S∆614-619-myc transduziert wurde. Zytokinunab-

hängiges Wachstum. 

 

2.1.13.1 Adherente Zelllinien 

CHO-K1 Chinesische Hamster Ovarialzellen, DMSZ 

 Braunschweig, Deutschland. 

CHO-K1-nHIL-6Fc Chinesische Hamster Ovarialzellen, die in die-

ser Arbeit mit der cDNA für nHIL-6Fc trans-

fiziert wurden.  

COS7 SV40-transformierte Nierenfibroblasten aus 

der grünen Meerkatze (ATCC-Nummer: CRL-

1651). 

HEK293 Immortalisierte humane embryonale Nieren-

zellen (ATCC-Nummer: CRL-1573). 
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Phoenix-Eco HEK293T wurden stabil mit cDNAs trans-

fiziert, die für Antigen, Polymerase und Hüll-

proteine für ecotrophe murine Retroviren ko-

diert (Ketteler, et al. 2002). Zur Verfügung ge-

stellt von Garry P. Nolan (Stanford University, 

CA, USA). 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Messung von DNA Konzentrationen 

Die Messung der DNA Konzentration wurde durch eine spektrometrische Messung am 

NanoDrop2000 (Peqlab Biotechnologie GmbH Erlangen) durchgeführt. Dabei wurde die 

Reinheit der DNA durch das Absorptionsverhältnis A260/A280 bestimmt.  

 

2.2.1.2 Agarose-Geleletrophorese 

Die Trennung von DNA-Fragmenten und Bestimmung der Größe erfolgte durch Agarose-

Gelelektrophorese (BioRad Laboratories GmbH, München). Diese Methode wurde ver-

wendet, wenn DNA mittels Endonukleasen geschnitten wurde. Zur Herstellung eines 1% 

oder 2%igen Agarosegels wurde Agarose abgewogen und in TAE-Puffer aufgekocht. Die 

flüssige Agarose wurde in Schlitten gegossen, ein Kamm eingesteckt und mit 0,001% safer 

green versetzt. Nach dem Auspolymerisieren der Agarose im Schlitten, wurde der Kamm 

herausgezogen. Das Agarosegel wurde im Schlitten in die mit TAE-Puffer gefüllte Gel-

elektrophorese Kammer überführt. Die durch den Kamm entstandenen Taschen wurden 

mit den DNA Proben beladen. Um die Proben in den Taschen zu behalten, bis diese im Gel 

aufgetrennt wurden, wurde vor dem beladen ein 5x Ladepuffer benutzt. Die Trennung der 

Fragmente Ihrer Größe nach erfolgte bei 100V. Als Kontrolle wurde entweder Gene Ruler 

Express oder Gene Ruler 1 kb verwendet, um die Größe der Fragmente mit Hilfe des IN-

TAS iX Imager (INTAS Science Imaging Instruments) ermitteln zu können.  

 

2.2.1.3 DNA Extraktion aus Agarosegelen 

Nachdem die DNA Fragmente voneinander getrennt wurden, erfolgte die Gelextraktion. 

Hierbei wurde das Agarosegel (siehe Abschnitt 2.2.1.2) auf einen UV-Tisch (Bio-Budget 

Technologies GmbH) gelegt und mit Licht der Wellenlänge von 365 nm beleuchtet. Das in 

die DNA interkalierte safer green wurde dadurch angeregt, und die Banden leuchteten 

grün. Die gewünschten DNA Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem DNA-Gel 

herausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Isolierung aus der Agaro-
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se erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des Nucleospin Extract II (Machery-Nagel 

GmbH & Co. KG Düren) Kit. 

 

2.2.1.4 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA 

Um eine Religierung des 5’ und 3’ Endes der geschnittenen (siehe Abschnitt 2.2.1.5) 

Plasmid-DNA zu vermeiden, wurde nach der Inkubationszeit der Endonukleasen 1 U Fast-

AP (Thermo Fischer Scientific, St. Leon, Deutschland) hinzugegeben und für 1 Stunde bei 

37°C inkubiert. Durch Größentrennung der Fragmente auf einem Agarosegel wurde die 

Reaktion gestoppt.  

 

2.2.1.5 Restriktion der DNA über Endonukleasen 

Für die Spaltung von DNA, um nachfolgende DNA-Fragmente zu isolieren oder einen 

Vektor für weitere Klonierungen zu generieren, wurde Plasmid-DNA mittels Restriktions-

endonukleasen geschnitten.  

Für einen präparativen Verdau wurden dafür 10 µg Plasmid DNA und 10 U der entspre-

chenden Endonuklease eingesetzt. Um eine enzymatische Reaktion zu gewährleisten, wur-

de ebenfalls der zu der Endonuklease gehörige Puffer verwendet. Der Restriktionsansatz 

wurde in einem Volumen von 50 µl angesetzt und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Pro-

be wurde zur Größentrennung auf ein Agarosegel aufgetragen. Die spezifischen Fragmente 

wurden mittels Extraktion (siehe Abschnitt 2.2.1.3) aus dem Agarosegel isoliert.  

Für die Analyse von Plasmid-DNA aus einer Mini-Präparation wurde ebenfalls eine Rest-

riktion mittels Endonukleasen durchgeführt. Dafür wurde jedoch 1 µg DNA verwendet und 

ein Ansatz mit einem gesamten Volumen von 20 µl angesetzt. Die Restriktion wurde für 2 

Stunden oder über Nacht bei 37°C inkubiert. 

 

2.2.1.6 Herstellung des pMows-Vektors  

Für eine retrovirale Transduktion in murine prä-B Zelllinien (Ba/F3) wurde ein pMows 

Vektor verwendet, um die gewüschte cDNA klonieren zu können. Ein präparativer Verdau 

wurde mit 10 µg Plasmid-DNA des Plasmides pMows-puro-GFP, mit 5 U der Endonuklea-

sen BamHI und EcoNI und mit 10 µl BamHI Puffer in einem Endvolumen von 50 µl mit 

destilliertem Wasser angesetzt und für 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Endonukleasen 
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wurden bei 95°C für 20 Minuten hitzeinaktiviert, die Probe auf ein Agarosegel aufgetragen 

und der Größe nach getrennt. Die Isolierung des 5721 Basenpaar großen DNA-Fragments 

erfolgte über das NuceloSpin extract II Kit. Um den Überhang, der durch die Endonuklease 

BamHI entstanden ist, aufzufüllen, wurde die Probe nach der Isolierung mit 3 µl 10 x 

Klenow Puffer, 0,5 µl 2 mM dNTP-Mix und 5 U Klenow Fragment für 10 Minuten bei 

37°C inkubiert. Die Probe wurde für 10 Minuten bei 95°C hitzeinaktiviert, um die Klenow-

Reaktion zu unterbrechen. Die Religation des Vektors wurde verhindert, indem dieser 

dephosphoryliert wurde (siehe Abschnitt 2.2.1.4).  

Die Ligation mit der spezifischen cDNA erfolgte nachdem die cDNA mit der Endonuklea-

se PmeI geschnitten wurde. Die cDNA wurde auch über ein Agarosegel der Größe nach 

getrennt, um nicht spezifische DNA Fragmente zu entfernen. Im Anschluss daran wurde 

die spezifische cDNA über das Kit NucleoSpin extract II aus dem Agarosegel isoliert und 

mit dem vorbereiteten pMows-puro Vektor ligiert.  

 

2.2.1.7 Ligation von DNA Fragmenten 

Für die Ligation des geschnittenen Inserts mit dem dephosphorylierten Vektor wurde bei 

einer sticky-end Klonierung ein molares Verhältnis von 3:1eingehalten. Dazu wurde 1 U 

T4 DNA Ligase und 2 µl Ligase Puffer in einem Endvolumen von 20 µl über Nacht bei 

4°C inkubiert. Bei einer blunt-end Klonierung wurden 2 U T4 DNA Ligase, mit 2 µl 

Ligasepuffer und 2 µl einer 50%igen PEG4000 Lösung zu dem molaren 3:1 Verhältnis 

eingesetzt. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C. 

 

2.2.1.8 Transformation in chemisch kompetente XL-Blue 1 Bakterien 

Für die Vermehrung von Plasmid-DNA durch Bakterien wurden Bakterien des Stammes 

XL-Blue 1 transformiert. Diese wurden 10 Minuten auf Eis aufgetaut und jeweils 10 µl 

Ligationsansatz (Transformation) oder 1 µl Plasmid (Re-Transformation) hinzugegeben. 

Das Gemisch wurde 5 Minuten auf Eis inkubiert, dann ein Hitzeschock bei 42°C für eine 

weitere Minute induziert und im Anschluss nochmals fünf Minuten auf Eis inkubiert. Zur 

anfänglichen Vermehrung wurde das Gemisch mit 500 µl LB Medium für eine Stunde bei 

37°C und 1400 rpm im Thermoschüttler geschüttelt. Nach Ablauf der Stunde wurde das 

LB-Bakteriengemisch auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplat-

tiert und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert. 
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2.2.1.9 Mini Präparation von Plasmid-DNA 

Um Plasmid-DNA aus 2 ml Bakterienkultur zu isolieren, wurde vor dem Animpfen mit der 

Kultur, das LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt. Danach wurde 

eine Kolonie von der Agar-Platte (siehe Abschnitt 2.2.1.8) mit einer Pipettenspitze gepickt 

und diese Spitze in das LB-Medium mit Antibiotikum überführt. Die Vermehrung der Bak-

terien erfolgte bei 37°C, 1400 rpm im Thermoschüttler über Nacht. Am darauffolgenden 

Tag wurden pro Ansatz 100 µl von der Kultur abgenommen und der Rest mit 20.000 g für 

5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in S1 Puffer 

resuspendiert und mit 200 µl S2 Puffer inkubiert. Nach fünf minütiger Inkubationszeit 

wurde 150 µl S3 Puffer hinzugegeben, invertiert, sowie 10 Minuten auf Eis inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Gemisch mit 18.000 g bei 4°C für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 900 µl 

100%igem Ethanol (-20°C) auf Eis für fünf Minuten inkubiert. Um die DNA zu pelletie-

ren, wurde erneut für 15 Minuten bei 4°C und 18.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen, das entstandene DNA Pellet mit 500 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und für 

5 Minuten bei 4°C und 18.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenom-

men, das Pellet luftgetrocknet und in 30 ml dH20 gelöst. 

 

2.2.1.10 Midi-Präparation von Plasmid-DNA 

Zum Animpfen der Übernachtkultur wurden wahlweise die 100 µl der Mini-Präparation 

(siehe Abschnitt 2.2.1.9) oder eine Kolonie von einer Agarplatte (siehe Abschnitt 2.2.1.8) 

verwendet. Die Übernachtkultur wurde zusätzlich mit einem Volumen von 100 ml LB-

Medium mit entsprechendem Antibiotikum bei 37°C über Nacht im Schüttler (INFORS 

AG Schweiz) inkubiert. Die Übernachtkultur wurde am darauffolgenden Tag mit 4.000 g 

bei 4°C für 15 Minuten zentrifugiert und die im Pellet enthaltenen Plasmide mithilfe des 

NucleoBond Xtra Midi (Machery-Nagel GmbH & Co. KG Düren) nach Protokoll des Her-

stellers isoliert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde im Nanodrop (siehe Abschnitt 

2.2.1.1) gemessen. 

 

2.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Für die Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen wurde die Methode der Poly-

merase Kettenreaktion angewendet. Dabei wurde bei der Amplifikation spezifischer DNA 
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Sequenzen mittels PCR, Splicing by overlapping Extension PCR (soe-PCR), oder site-

directed muatgenesis-PCR, die Phusion high fidelity Polymerase verwendet, da diese über 

eine proof reading Funktion verfügt. Für die Polymerase-Kettenreaktion wurde der Ther-

mocycler verwendet. Für die Methode der soe-PCR wurden die inneren Oligonukleotide so 

gewählt, dass deren Nukleotidsequenz überlappt und somit ein Fragment aus der spezifi-

schen DNA Sequenz herausgelassen oder eingefügt wurde. Bei einem kleinen Abschnitt 

von einem bis drei Nukleotiden wurde die site-directed mutagenesis-PCR als Methode 

gewählt. Bei der soe-PCR und site-directed mutagenesis-PCR wurde im Anschluss an die 

erste PCR, eine weitere PCR durchgeführt mit dem Produkt aus der vorangegangenen 

PCR. Für die Polymerase-Kettenreaktion wurde folgender Ansatz verwendet, bei dem un-

terschiedliche Oligonukleotide verwendet wurden, je nachdem welche cDNA amplifiziert 

wurde: 

 

Template  100 ng Plasmid 

5’ Oligonukleotid 10 µM 

3’ Oligonukleotid   10 mM 

dNTP-Mix 10 mM 

10 x HF Puffer 5 µl 

Phusion Polymerase 1 U 

dH2O Σ 50 µl 

 

Für die Polymerasekettenreaktion wurde folgendes Programm verwendet: 

 

Denaturierung  98°C  5 Minuten 

 Denaturierung  98°C  30 Sekunden 

 Annealing  60°C  30 Sekunden  30x 

 Elongation  72°C  15 Sekunden/kb 

 Elongation  72°C  10 Minuten 

 Lagerung  4°C  ∞ 

 

Aufgrund der unterschiedlichen Längen der spezifischen DNA Sequenzen wurde die 

Elongationszeit variiert.  
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2.2.1.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA  

Zur Überprüfung der neu erstellten Plasmide, wurden diese von der Firma Seqlab Se-

quence Laboratories Göttingen GmbH sequenziert. Die Sequenzierungsmethode ist die 

Sanger Sequenzierung. Für die Sequenzierung wurden entweder Oligonukleotide mitver-

sendet oder die von der Firma eigenen Oligonukleotide T7 und BGH rev verwendet.  

 

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.2.1 Durchflusszytometrie 

Für die Überprüfung der Oberflächenexpression von auf der Plasma-Membran lokalisier-

ten Proteine wurden Ba/F3-Zellen mit der Methode der Durchflusszytometrie analysiert. 

Dafür wurden 1x106 Zellen pro Zelllinie mit 500 xg bei 4°C für fünf Minuten zentrifugiert. 

Das entstandene Pellet wurde zweimal mit 1 ml FACS-Puffer (0,5% BSA in PBS) gewa-

schen und erneut zentrifugiert. Das gewaschene Pellet wurde in 100 µl FACS Puffer resus-

pendiert und mit dem primären Antikörper (siehe Abschnitt 2.1.2.1) für 2 Stunden auf Eis 

inkubiert. Die Zellen wurden danach dreimal mit FACS Puffer gewaschen und das gewa-

schene Pellet erneut in 100 µl FACS Puffer resuspendiert. Der Sekundärantikörper wurde 

hinzugegeben (siehe Abschnitt 2.1.2.1) und für 1 Stunde auf Eis im Dunkeln inkubiert. Die 

Zellen wurden nach der Inkubationszeit zweimal gewaschen und nach dem letzten Wasch-

schritt in 200 µl FACS Puffer resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden in ein 

FACS Röhrchen überführt. Die Analyse der Oberflächenexpression auf den Zellen erfolgte 

im FACS Canto II. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software FCS Express 4 

Flow  

 

2.2.2.2 Kopräzipitation 

Zur Untersuchung der Bindung zwischen Rezeptor und Zytokin wurde die Methode der 

Kopräzipitation angewandt. Hierzu wurden 1x107 Ba/F3-Zellen pro Kondition ausgesät 

und mit HIL-6-Fc für 30 Minuten stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Zellen bei 

300 g für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert und das Pellet in 200 µl IP Lysepuffer (siehe 

Abschnitt 2.1.9) resuspendiert. Für die Lyse rollten die Zellen für zwei Stunden bei 4°C in 

einem Falcon. Die lysierten Zellen wurden zur Abtrennung von Zellresten nach der Lyse 

für 15 Minuten bei 4°C mit 20.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde auf 500 µl mit IP-



Material und Methoden 

51 

Puffer aufgefüllt. Davon wurden 50 µl als Input Fraktion abgenommen und mit 50 µl 5x 

Lämmli aufgekocht (10 Minuten bei 95°C). Für die Präzipitaion wurden Protein A-

Agarose beads verwendet. Diese wurden zunächst dreimal gewaschen, um den Ethanol, in 

dem die beads gelöst sind, zu entfernen. Dafür wurden 50 µl beads pro Probe mit 500 µl IP 

Puffer versetzt und mit 300 g bei 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Die beads wurden zu 

den restlichen 450 µl des Lyseüberstandes hinzupipettiert und für vier Stunden bei 4°C 

invertiert. Im Anschluss wurde das Gemisch aus beads und Lysat zentrifugiert. Von dem 

Überstand wurden 50 µl abgenommen und als Nonbound-Fraktion gekennzeichnet. Diese 

wurde ebenfalls mit 50 µl 5x Lämmli versetzt und aufgekocht. Der restliche Überstand 

wurde verworfen und die beads fünfmal mit 500 µl IP-Puffer gewaschen und zentrifugiert. 

Nach dem fünften Waschschritt wurde mit einer Hamilton-Spritze der gesamte Puffer ent-

fernt und die verbliebenen beads mit 100 µl 2x Lämmli versetzt. Diese wurden aufgekocht, 

zentrifugiert und die von den beads gelösten Proteine mit einer Hamilton-Spritze abge-

nommen. Die Analyse der Präzipitate erfolgte über die Methode des Western Blots.  

 

2.2.2.3 Herstellung von Lysaten 

Für die Analyse von Proteinen wurden nach der Durchführung des jeweiligen Experiments, 

wie der Stimulation (siehe Abschnitt 2.2.3.6) oder Transfektion, (siehe Abschnitt 2.2.3.3) 

Lysate hergestellt. Dafür wurden die Zellpellets entweder im phospho-STAT3 Lysepuffer 

oder im normalen Lysepuffer (siehe Abschnitt 2.1.9) resuspendiert. Danach folgte eine 

Inkubationszeit von 3 Stunden bei 4°C im Falcon, welches gerollt wurde. Zur Abtrennung 

von Proteinen und Zellresten wurden die Lysate im Anschluss für 15 Minuten bei 4°C mit 

20.000 g zentrifugiert. Die entstandenen Überstände wurden in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und für die genaue Konzentration aller Proteine im BCA Assay (siehe Abschnitt 

2.2.2.5) analysiert.  

 

2.2.2.4 Bestimmung des Proteingehaltes in Lysaten  

Für die Bestimmung der Konzentration der gesamten Proteinmenge nach der Lyse wurde 

der Bicinchoninic acid assay (BCA assay) angewandt. Von den Lysaten wurde für den 

Assay eine 1:20 Verdünnung in dH2O angesetzt. Pro Kavität wurden 25 µl der Verdün-

nung in eine 96 Well Platte pipettiert. Es wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. Zur 

Bestimmung einer Standardgerade wurden verschiedene Konzentrationen von BSA in 
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dH2O ebenfalls als Doppelbestimmung in Kavitäten überführt. Nach Zugabe des BCA Re-

aktionsgemisches (196 µl Solution klar und 4 µl Solution blau) wurde der Assay für 30 

Minuten bei 37°C inkubiert. Die Messung erfolgte am TECAN Reader M200 Infinite pro 

bei einer Absorption von 562 nm. Die Konzentration wurde am Computer berechnet.  

 

2.2.2.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) 

Für die Trennung von Proteinen nach Ihrem Molekulargewicht wurde die Methode der 

SDS-PAGE angewandt. Dafür wurden 50 µg Zelllysat (siehe Abschnitt 2.2.2.5 Bestim-

mung des Proteingehalts in Lysaten) oder 25 µl der Transaktivierungsproben oder IP-

Proben (siehe Abschnitt 2.2.2.2 Immunopräzipitation) aufgetragen. Die Gele für die SDS 

Page wurden selbst hergestellt. Dafür wurden 1,5 mm dicke Gele mit einem Trenngel von 

ca. 6 cm und einem Sammelgel von ca. 1 cm gegossen. In das Sammelgel wurden 10-fach 

bzw. 15-fach Kämme gesteckt, um Probentaschen zu generieren. Die Größentrennung der 

Proteine erfolgte über das Mini-PROTEAN tetra System bei einer konstanten Spannung 

von 80-100 V. Nachdem die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde die 

SDS-PAGE gestoppt. 

 

2.2.2.6 Western Blot 

Für die Detektion von Proteinen wurden zunächst die Proteine auf eine PVDF Membran 

übertragen. Dafür wurde die Membran für eine Minute in Methanol aktiviert und im An-

schluss für jeweils eine Minute erst in dH2O und dann im Transferpuffer gewaschen. Da 

diese Methode auf einem semi-dry blotting System beruht, wurde das Whatman Papier in 

Transferpuffer getränkt. Der Transfer erfolgte wie vom Hersteller vorgegeben, indem 4x 

Whatman Papier in die Blotting Kassette eingelegt wurde. Darauf wurden nacheinander die 

gewaschene Membran, das SDS-Gel und 4x Whatman Papier geschichtet. Die Proteine 

wurden durch ihre negative Ladung bei konstanter Spannung und konstantem Strom (25 V, 

1 A 40 Minuten) auf die Membran, die am Plus-Pol liegt, transferiert. Die Membran wurde 

aus der Kassette entnommen, in ein 50 ml Falcon überführt und die Proteine auf der 

Membran mit einer Blockierlösung (5% Milchpulver in TBS-T) für zwei Stunden geblockt. 

Der Primärantikörper wurde über Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde 

der Primärantikörper entfernt und die Membran dreimal für 10 Minuten in TBS-T gewa-

schen. Somit wurde ungebundener Antikörper entfernt. Die Inkubation des Sekundäranti-
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körpers erfolgte für 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach der Inkubationszeit wurde die 

Membran erneut dreimal mit TBS-T im Abstand von 10 Minuten und einmal mit TBS ge-

waschen. Die Detektion der Proteine auf der Membran erfolgte über das Immobilon Wes-

tern Blot Detektions Kit am INTAS Chemo Cam Imager. 

 

2.2.2.7 Ablösen der Antikörper von der Membran (Stripping) 

Um andere Proteine auf der Membran nachzuweisen, wurden die Antikörper von der 

Membran entfernt (gestrippt). Hierfür wurde die Membran in 50 ml 1x Stripping Puffer mit 

50 µl β-Mercaptoethanol für 30 Minuten bei 60°C im Wasserbad inkubiert. Das β-

Mercaptoethanol löst die Bindung zwischen den Antikörpern und den auf der Membran 

haftenden Proteine. Die Membran wurde im Anschluss an die Inkubationszeit dreimal für 

10 Minuten mit TBS-T gewaschen und für 2 Stunden in der Blockierlösung die unspezifi-

schen Proteinbindestellen erneut geblockt. Der Primärantikörper wurde über Nacht bei 4°C 

inkubiert. Die Detektion erfolgte wie im Abschnitt 2.2.2.7 beschrieben.  

 

2.2.2.8 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Für die quantitative Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Zellkulturüberständen 

wurde die Methode des ELISA verwendet. Für die Bestimmung von nHIL-6- oder 

nmbHIL-6-haltigem Zellkulturüberständen wurde das Kit Human IL-6/IL-6 R alpha Com-

plex DuoSet ELISA nach Herstellerangaben verwendet. Für die quantitative Bestimmung 

des sIL-6R wurde ein Sandwich ELISA verwendet. Dafür wurde in einer 96 Well Platte 1 

µg/ml 4-11 Antikörper (50 µl pro Well) über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Platte wurde am darauffolgenden Tag dreimal mit 200 µl PBS-T gewaschen, um ungebun-

denen Antikörper zu entfernen. Zur Vermeidung von unspezifische Bindungen wurde in 

jede Kavität 200 µl Blocking Puffer über zwei Stunden bei Raumtemperatur gegeben. Nach 

dreimaligen Waschen der Kavitäten wurden die Proben (verdünnt in 1% BSA PBS-T) und 

ein Standard (verdünnt in 1% BSA PBS-T) in einem Volumen von 50 µl als Doppelbe-

stimmung aufgetragen. Der Standard wurde zur Bestimmung einer Standardgeraden in der 

Auswertung benötigt und bestand aus rekombinantem sIL-6R in verschiedenen Konzentra-

tionen. Nach der Inkubationszeit wurden die Kavitäten dreimal gewaschen und der Detek-

tionsantikörper Baf227 (0,5 µg/ml) in 1% BSA PBS in einem Volumen von 50 µl pro Ka-

vität aufgetragen. Nach Ablauf der Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur 
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erfolgte dreimaliges Waschen. In jede Kavität wurde Streptavidin-HRP Substrat (R&D 

Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) verdünnt in 1 % BSA PBS (Volumen 100 µl pro 

Kavität) gegeben und für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Es folgten ein erneuter 

Waschschritt mit PBS-T und die Zugabe von 75 µl POD Substrat pro Kavität für 20 Minu-

ten bei Raumtemperatur. Zum Anhalten der Reaktion wurden 75 µl 1,8 M H2SO4 hinzuge-

geben und die Absorption im Tecan Infinite M200 Pro Reader bei 450 nm gemessen. 

 

2.2.3 Zellkultur basierende Methoden 

2.2.3.1 Adhärente Zellen 

In dieser Arbeit wurden die adhärenten Zelllinien Phönix-Eco, CHO-K1 und HEK293 kul-

tiviert. Diese wuchsen auf 10 cm Schalen mit 10 ml DMEM+/+ bei 37°C und 5% CO2 in 

einer Wasserdampf gesättigten Atmosphäre. Die Zellen wurden subkultiviert, indem diese 

zweimal pro Woche mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA abgelöst wurden. 

Die abgelösten Zellen wurde bei 1.200 g für 5 Minuten bei Raumtemperatur pelletiert und 

in DMEM+/+ resuspendiert. In einer 1:10 Verdünnung wurden diese auf eine neue 10 cm 

Zellkulturplatte für adhärente Zellen übertragen. 

 

2.2.3.2 Suspensionszellen 

In dieser Arbeit wurden Ba/F3-Zellen und deren transduzierte Subtypen in 10 cm Pet-

rischalen mit zehn ml DMEM+/+ samt entsprechendem Zytokin kultiviert. Ba/F3-Zellen 

und transduzierte Subtypen wurden in demselben Inkubator wie die adhärenten Zellen kul-

tiviert. Das Passagieren dieser Zellen erfolgte einmal in der Woche in einem Verhältnis 

von 1:10.000.  

 

2.2.3.3 Transfektion von adhärenten Zellen 

Für die Transfektion von adhärenten Zellen wurde diese einen Tag vor der Transfektion in 

einer Zellzahl von 2x106 (HEK293 und CHO-K1) oder 5x105 (Phönix-ECO) pro 10 cm 

Schale ausgesät. Die Transfektion erfolgte am nächsten Tag. Als Transfektionsreagenz 

wurde Turbofect verwendet. Dafür wurde ein Ansatz aus 5 µg Plasmid-DNA für HEK293 

und CHO-K1 mit 1 ml DMEM-/- und 10 µl Turbofect angesetzt, invertiert und für 15 bis 20 
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Minuten im Inkubator inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Gemisch vorsichtig 

auf die Zellen geträufelt, die Schale geschwenkt und für 6 Stunden im Inkubator gelassen. 

Nach dieser Zeit wurde das Medium gewechselt, da Turbofect toxische Eigenschaften für 

die Zellen besitzt.  

Für die Transfektion von Phönix-Eco Zellen wurde ein anderes Protokoll verwendet. Hier-

für wurde 1 µg Plasmid-DNA verwendet, welche in 200 ml DMEM-/- mit 2 µl Turbofect 

für 15 bis 20 Minuten im Inkubator inkubiert wurde. Das Gemisch wurde vorsichtig auf 

die Zellen geträufelt und nach 6 Stunden das Medium erneuert. Für diese Transfektion 

wurde das Medium mit 30% FCS angesetzt. Als Kontrolle für alle adhärenten Zellen wur-

de ein GFP-Expressionsplasmid mit transfiziert, um die Effizienz der Transfektion visuell 

erfassen zu können. Eine gute Effizienz liegt bei 50 bis 70% leuchtender Zellen. 

 

2.2.3.4 Retrovirale Transduktion 

Die retrovirale Transduktion wurde angewendet, um Ba/F3-Zellen stabil zu transduzieren. 

Hierfür wurden transfizierte Phönix-Eco Zellen benötigt. Diese Zellen sezernieren Virus-

partikel mit den spezifischen Plasmiden in den Zellkulturüberstand, welche dann die 

Ba/F3-Zellen transduzieren. Dafür wurden Ba/F3- oder stabile Ba/F3-gp130-Zellen bei 

1.200 g für 5 Minuten bei Raumtemperatur pelletiert. Die Zellzahl wurde über den Cell 

counter TC10 bestimmt. Die Zellzahl wurde zunächst auf 2x106 Zellen pro ml eingestellt. 

Für die Transduktion wurden 50 µl verwendet. Der Überstand der Phönix-Eco Zellen wur-

de abgenommen und bei Raumtemperatur für 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der zentri-

fugierte Überstand wurde zu 50 µl der Zellsuspension gegeben. Zum Schluss wurde Polyb-

ren hinzupipettiert und das Gemisch für 2 Stunden bei Raumtemperatur mit 300 g zentrifu-

giert. Das Zellpellet wurde in 5 ml DMEM+/+ mit entsprechendem Zytokin resuspendiert 

und auf einer 6-Well Platte ausgesät. Nach 48 Stunden wurde Puromycin oder Hygromycin 

für die Selektion der transduzierten Zellen hinzugegeben. 

 

2.2.3.5 Proliferationsassay 

Der Proliferationsassay wurde genutzt, um die Proliferation Ba/F3-Zellen zu überprüfen. 

Hierfür wurden die Zellen dreimal mit 10 ml PBS gewaschen und die Zellzahl mit Hilfe 

des Cell counter TC10 bestimmt. Für das Experiment wurden Triplikate angesetzt und eine 

Zellzahl von 5x103 Zellen pro 96 Well Kavität eingesetzt. Hinzugegeben wurde, entspre-
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chend dem experimentellen Ansatz, Zytokin und / oder ein Inhibitor in entsprechender 

Konzentration. Danach erfolgte eine Inkubationszeit von 48 Stunden. Die Proliferation 

wurde durch einen CellTiter-Blue Viability Assay an dem Tecan Infinite M200 pro Reader 

(ex-Filter 530/25, em-Filter 590/35) gemessen. Für die Analyse wurden die höchsten noch 

messbaren Werte vom Ausgangszustand zum Zeitpunkt 0 subtrahiert und die errechneten 

Messwerte als „relative light units“ (RLU) deklariert. 

 

2.2.3.6 Stimulationsassay 

Für die Untersuchung der Induzierbarkeit unterschiedlich stabiler Ba/F3 Zelllinien, wurde 

die Methode der Stimulation angewandt. Um Zytokinreste aus der Zellsuspension zu ent-

fernen, wurden die Zellen dreimal in zehn ml PBS gewaschen. Nach dem letzten Wasch-

schritt wurden die Zellen in DMEM-/- resuspendiert und durch das Weglassen von FCS die 

Signalwege nicht mehr aktiviert. Damit wurden die Zellen in einen inaktiven Zustand ge-

bracht, um alle induzierbaren Signale auszuschalten und diese im späteren Verlauf des 

Experiments zu analysieren. Die Zellen wurden auf Kavitäten aufgeteilt, um verschiedene 

Zeitpunkte für den Assay zu erhalten. Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden in  

DMEM-/- wurde der Stimulationsassay gestartet. Dafür wurden 10 ng/ml Zytokin zu den 

Zellen hinzugegeben. Die Nullkontrolle wurde ohne die Zugabe von Zytokin behandelt. 

Die Zellen wurden nach fest gewählten Zeitpunkten geerntet, indem diese in ein Reakti-

onsgefäß überführt wurden und mit 300 g für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert wurden. Der 

Überstand wurde abgenommen und das Pellet lysiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4).  

 

2.2.3.7 Transaktivierung 

Um die Rezeptorinteraktion zwischen zwei Rezeptoren auf zwei verschiedenen Zellen un-

tersuchen zu können, wurden Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen ausgewählt und 

andere Ba/F3-Zellen, je nach experimentellem Ansatz, als Transmitter-Zellen gewählt. 

Dafür wurden die entsprechenden Zellen fünfmal mit 10 ml PBS gewaschen und mit Hilfe 

des Cell Counter TC10 gezählt. Es wurde eine Konzentration von 5x105 Zellen pro ml 

eingestellt. Um keine unspezifischen Signale der Empfänger-Zellen zu erhalten, wurde wie 

in Abschnitt 2.2.3.6 beschrieben, das FCS und Zytokin weggelassen, um die Signalwege 

herunterzuregulieren. Die Transmitter-Zellen wurden in DMEM+/+ Medium mit entspre-

chendem Zytokin resuspendiert. Die entsprechenden Inhibitoren für die Experimente wur-
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den hinzugegeben und für 3 Stunden inkubiert. Um keinen solublen Rezeptor in dem Über-

stand der Transmitter-Zellen zu haben, wurden diese dreimal in 10 ml PBS gewaschen und 

erneut mit Inhibitoren versetzt. Anschließend wurden die Zellen zusammenpipettiert und 

für 30 Minuten inkubiert. Diese wurden nach 30 Minuten, wie in Abschnitt 2.2.3.6 be-

schrieben, geerntet. 

 

2.2.3.8 Konstitutives shedding 

Das konstitutive shedding wurde zur Analyse der Aktivität der ADAM10 und ADAM17 

Protease gemessen. Dafür wurden stabil transduzierte Ba/F3-Zellen mit den entsprechen-

den zu untersuchenden Rezeptoren dreimal mit 10 ml PBS gewaschen, um abgeschnittene 

Rezeptoren zu entfernen. Danach wurden die Zellen mit Hilfe des Cell Counter TC10 auf 

eine Zelldichte von 1x106 Zellen pro ml in einer 12-Well Platte mit je 1 ml ausgesät. Dazu 

kam, je nach Ansatz, ein shedding Inhibitor bzw. keine Zugabe, um konstitutives shedding 

darstellen zu können. Die Inkubation wurde für 24 Stunden angesetzt. Die Zellen wurden 

dafür im Inkubator bei 37°C mit 5% CO2 inkubiert. Die Zellen wurden, wie in Abschnitt 

2.2.3.6 beschrieben, geerntet und der Überstand bei -20°C eingefroren. 

 

2.2.4 Statistische Analysen  

Die angegebenen Daten wurden durch Bilden des Mittelwertes und der Standardabwei-

chung (SD) ermittelt. Die statistischen Daten wurden durch den Student’s t-test erhoben. 

Die Signifikanzangaben wurden wie folgt berücksichtigt: 

*          =p ≤ 0,05  

**        = p ≤ 0,01 

***      = p ≤ 0,001 

Die Werte zeigen wie signifikant das errechnete Ergebnis ist. Dabei ist p ≤ 0,05 signifi-

kant, p ≤ 0,01 sehr signifikant und p ≤ 0,001 hoch signifikant.  

2.2.5 Proteinaufreinigung und Isolierung  

Für diese Arbeit wurde nHIL-6-Fc als rekombinante Proteine verwendet. NHIL-6-Fc wur-

de aus Zellkulturüberständen von CHO-K1 Zellen gereinigt.  
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2.2.5.1 Reinigung von rekombinantem nHIL-6-Fc aus Zellkulturüberständen 

Für die Reinigung aus Zellkulturüberständen wurden CHO-K1 Zellen transfiziert (siehe 

Material und Methoden 2.2.3.3) und über Neomycin einzelne Klone, die nHIL-6-Fc ex-

primieren, selektiert. Dafür wurden auf einer 96-Well Platte 0,5 Zellen pro Kavität in 200 

µl DMEM+/+ mit 1600 µg/ml Neomycin ausgesät. Die Kavitäten wurden alle 24 Stunden 

gbetrachtet und Zellen, aus den Kavitäten entnommen, in denen Zellen angewachsen sind. 

Diese wurden weiterhin in 6-Well Platten mit 5 ml DMEM+/+ Medium über Neomycin 

selektiert. Die exprimierten Proteine wurden durch einen Western Blot der Zellkulturüber-

stände nachgewiesen, und stark exprimierende Klone ausgewählt. Diese Klone wurden für 

die Zellkultur auf 10 cm Zellkulturschalen übertragen und gleichzeitig über mehrere Wo-

chen in einer Rollerbottle Flasche mit Induktionsmedium für eine höhere Proteinexpression 

kultiviert. Dafür wurde nicht das herkömmliche FCS verwendet, sondern low IgG FCS. 

Dadurch wurde die Proteinexpression verstärkt, da die Apoptose der Zellen vermindert 

wurde. Durch die Rollerbottle wurden mehr Zellen als in einer Zellkulturschale kultiviert, 

wodurch eine höhere Menge an Protein exprimiert wurde. Die Überstände wurden alle vier 

Tage abgenommen und mit 2.000 g für 15 Minuten bei 4°C und im Anschluss mit 10.000 g 

für 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Der zentrifugierte Zellkul-

turüberstand wurde weggefroren (-80 °C) und für die Proteinaufreinigung über Nacht auf-

getaut. Der Zellkulturüberstand wurde über einen Bottle top Filter mit einer Porengröße 

von 45 µm von weiteren Zellresten befreit, und die Proteine über eine Affinitätschromato-

graphie isoliert. Dafür wurden HiTrap Protein A HP Säulen (GE Lifesciences) verwendet. 

Dabei bindet der Fc-tag von nHIL-6-Fc an die Säule und bleibt an der Säule haften. Andere 

Proteine bleiben nach den Waschschritten nicht an der Säule haften, da diese keinen Fc-tag 

besitzen (Affinitätschromatographie). Das Protein wurde durch 50 mM Zitratpuffer (pH 

3,25) von der Säule gelöst (eluiert) und eine Neutralisierung des sauren pH erfolgte über 1 

M Tris (pH 11). Das Protein wurde über einen Amicon Ultra 15 ml Filter (Merck, Darm-

stadt, Deutschland) konzentriert. Dabei wurde das Eluat auf den mit PBS kalibrierten Filter 

der Säule gegeben. Das 1 M Tris wurde während der Zentrifugation durch die Poren des 

Filters in das Auffanggefäß gedrückt. NHIL-6-Fc ist größer als die Poren und bleibt am 

Filter haften. Für den weiteren Verlauf wurde das Protein vorsichtig mit dem verbliebenen 

Tris in der Filterkammer abgespült. Eine Umstellung von Tris auf PBS erfolgte über eine 

NAP Säule (GE Healthcare, München, Deutschland). Dafür wurde das aufkonzentrierte 

Eluat auf die NAP Säule gegeben und Tris heraustropfen gelassen. Das Protein bleibt im 
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Filter der NAP Säule haften. Es wurde mit PBS das Protein von der Säule gewaschen. Die 

Konzentration wurde imNanoDrop2000 (Peqlab Biotechnologie GmbH Erlangen) be-

stimmt. Das Protein wurde aliquotiert und in Stickstoff bei -80 °C weggefroren. Für die 

Bestimmiung der Aktivität des Proteins wurde ein Proliferationsassay durchgeführt (Mate-

rial und Methoden 2.2.3.5). 
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Durch eine Verkürzung der Stalkregion des IL-6R wurde gezeigt, dass der IL-6R nicht 

mehr proteolytisch gespalten wurde (Baran, et al. 2013). Dabei wurde durch unterschiedli-

che Kürzungen der IL-6R Stalkregion die ADAM10/17-Erkennungssequenz deletiert. Die 

51 Aminosäuren lange Stalkregion wurde dabei schrittweise um eine 15 Aminosäuren lan-

ge Region gekürzt, in der ADAM-Proteasen den IL-6R spalten (Abbildung 3.4) (Baran, et 

al. 2013). Eine weitere Möglichkeit, die proteolytische Spaltung über ADAM-Proteasen zu 

unterdrücken, wurde durch gezielte Punktmutation in der IL-6R Stalkregion untersucht. 

Dafür wurde, an der Erkennungsstelle der ADAM10/17-Protease, eine Aminosäure ausge-

tauscht (Abbildung 3.5) (Garbers, et al. 2011, Riethmueller, et al. 2017). 
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(Abbildung 3.5) (Garbers, et al. 2011, Riethmueller, et al. 2017). In der Veröffentlichung 

wurde postuliert, dass die Schnittstelle der Proteasen nicht, wie bisher angenommen, zwi-

schen Gln-357 und Asp-358 lag, sondern zwischen Pro-355 and Val-356 (Abbildung 3.5) 

(Riethmueller, et al. 2017). Zwei Punktmutationen der Stalkregion des mbHIL-6 wurden 

generiert. Die erste war mbHIL-6V563G und die zweite war mbHIL-6V563E (Abbildung 3.5). 

Alle diese Varianten wurden in die Vektoren pcDNA3.1 und pMows-puromycin kloniert 

und nachfolgend in Ba/F3- und Ba/F3-gp130-Zellen retroviral transduziert. Die Klonie-

rungsschemata befinden sich im Anhang unter 8.1.  
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3.1.1 Der Trans-signaling Inhibitor sgp130(Fc) bindet den klassischen signaling 

Komplex auf der Zelloberfläche  

Initial sollte mittels Durchflusszytometrie untersucht werden, ob sgp130(Fc) an membran-

ständige IL-6:IL-6R Komplexe binden kann. Die Vermutung wurde aufgestellt, dass auf-

grund einer sterischen Hinderung sgp130Fc den Komplex nicht binden kann. Durch spezi-

fische Antikörperbindung wurde zunächst die Expression des IL-6R und im Weiteren die 

Interaktion von Rezeptoren in Verbindung mit Zytokinen und die Bindung dieser Komple-

xe durch sgp130Fc nachgewiesen.  

Die Oberflächenexpression des IL-6R auf Ba/F3-Zellen wurde zunächst durch Bindung 

eines IL-6R (4-11 Antikörper) spezifischen Antikörpers überprüft (Abbildung 3.9 A). Für 

diesen Schritt wurden Zellen ohne gp130 auf der Zelloberfläche verwendet. Um zu unter-

suchen, ob IL-6 an den IL-6R bindet, wurden Ba/F3-IL-6R-Zellen mit 1 µg/ml IL-6 für 30 

Minuten inkubiert und die Bindung von IL-6 über einen IL-6 Antikörper (IL-6 biotin) 

nachgewiesen (Abbildung 3.9 B).  

Darauf aufbauend, wurde die Bindung von sgp130Fc an den Komplex nachgewiesen. Es 

wurden Ba/F3-IL-6R zunächst mit 1 µg/ml IL-6 für 30 Minuten und im Anschluss mit 10 

µg/ml sgp130Fc für 30 Minuten inkubiert. Die Bindung von sgp130Fc wurde über den 

Antikörper APC anti-human IgG Fc festgestellt (Abbildung 3.9 C). Als Kontrolle wurden 

Ba/F3-IL-6R-Zellen, ohne IL-6, aber mit sgp130Fc inkubiert (Abbildung 3.9 D). Bei feh-

lendem IL-6 wurde keine Bindung von sgp130Fc nachgewiesen. 

In diesem Experiment wurde gezeigt, dass nach Bindung von IL-6 an den IL-6R, ohne 

gp130 auf der Zelloberfläche, sgp130Fc an den Komplex binden kann. 

Somit ist die Hypothese widerlegt, dass aufgrund einer sterischen Hinderung die Inhibition 

des klassischen signalings durch sgp130Fc nicht funktioniert.  
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3.2.1 IL-6:IL-6R induziertes Cluster-signaling wird durch sgp130Fc gehemmt 

Das Cluster-signaling wurde bereits für IL-6:IL-6R Komplexe gezeigt. Die Inhibition 

durch sgp130Fc des Cluster-signalings wurde nicht erfolgreich gezeigt (Heink, et al. 2017) 

Durch den Nachweis, dass durch sgp130Fc der Komplex von IL-6:IL-6R auf der Zellober-

fläche gebunden wird, wurde in dieser Arbeit die Inhibition des Cluster-signalings von IL-

6:IL-6R Komplexen durch sgp130Fc unabhängig von vorangegangenen Studien unter-

sucht. Für den experimentellen Nachweis des Cluster-signalings wurde zuerst die Methode 

des Proliferationsassays durchgeführt. Als Kontrolle wurden die verwendeten Zelllinien 

Ba/F3-gp130 und Ba/F3-IL-6R einzeln kultiviert. Dabei wurden diese Zellen einmal ohne 

Zugabe von Zytokin und einmal mit Zugabe von IL-3 (konditionierter Zellkulturüberstand, 

IL-3 haltig) gemessen (Abbildung 3.20). Außerdem wurden die Zellen mit den Zytokinen 

10 ng/ml IL-6 oder 10 ng/ml HIL-6 stimuliert. Ba/F3-gp130-Zellen proliferieren nach der 

Zugabe von 10 ng/ml HIL-6. Die Zugabe von IL-3 oder 10 ng/ml IL-6 hat keine Auswir-

kung auf die Proliferation dieser Zellen (siehe Abbildung 3.20).  

Ba/F3-IL-6R-Zellen hingegegen proliferieren nicht nach der Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 

oder 10 ng/ml IL-6 (siehe Abbildung 3.20). Eine Proliferation dieser Zellen erfolgt nur in 

Gegenwart von IL-3 (siehe Abbildung 3.20).  

Für das Cluster-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-IL-6R-Zellen in Gegenwart 

von IL-6 kokultiviert. Es erfolgte zudem eine Zugabe von IL-3, um die Apoptose von 

Ba/F3-IL-6R-Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-IL-6R-Zellen durch Zuga-

be von IL-3 war geringer, als die durch Cluster-signaling induzierte Proliferation der ko-

kultivierten Zellen.  

Sgp130Fc wurde als Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz zu dem 

Cluster-signaling hinzugegeben wurde. Die Proliferation wurde durch die Zugabe von 10 

µg/ml sgp130Fc inhibiert und zwar auf das Level der IL-3 induzierten Proliferation der 

Ba/F3-IL-6R-Zellen. Damit hemmt sgp130Fc das Cluster-signaling. (Abbildung 3.20). Für 

eine bessere Bindung zwischen IL-6 und dem IL-6R, wurde ebenfalls ein Ansatz mit 10 

µg/ml des Nanobodies VHH6 inkubiert. VHH6 stabilisiert die Verbindung zwischen IL-6 

und IL-6R. Die Proliferation der Ba/F3-gp130-Zellen wurde durch den Nanobody VHH6 

begünstig, aber dennoch durch sgp130Fc inhibiert (Abbildung 3.20).  
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Nanobody verstärkt und durch die Zugabe von sgp130Fc und Tocilizumab inhibiert. Durch 

Zugabe des shedding Inhibitors GW wurde kein Unterschied in der STAT3 Phosphorylie-

rung aufgedeckt. Initial wurde hierbei also gezeigt, dass sgp130Fc das Cluster-signaling 

inhibiert.  

 

3.2.2 Membrangebundenes HIL-6-induziertes Cluster-signaling wird durch 

sgp130Fc gehemmt 

Das Cluster-signaling wurde für IL-6:IL-6R Komplexe gezeigt und auf die neu erstellten 

Hyperzytokine übertragen. Auch hierbei wurde die Frage gestellt, ob sgp130Fc das Clus-

ter-signaling inhibieren kann, da durch das mbHIL-6 eine andere Proteinstruktur vorliegt, 

als beim IL-6:IL-6R Komplex, bei dem das IL-6 zuerst an den IL-6R binden muss. Durch 

den Nachweis, dass durch sgp130Fc das mbHIL-6 auf der Zelloberfläche gebunden wird, 

wurde in dieser Arbeit die Inhibition des Cluster-signalings von mbHIL-6 Komplexen 

durch sgp130Fc untersucht. Die Zellviabilität wurde durch einen Proliferationsassay be-

stimmt. Dafür wurden Ba/F3-mbHIL-6- und Ba/F3-gp130-Zellen kokultiviert. Dieses Ex-

periment wurde Analog mit den Mutationsvarianten durchgeführt.  

Als Kontrolle wurden die verwendeten Zelllinien Ba/F3-gp130 und Ba/F3-mbHIL-6 ein-

zeln kultiviert. Dabei wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6-Zellen ohne Zugabe von 

Zytokin (Abbildung 3.23 A), durch Zugabe von IL-3 und durch Zugabe von 10 ng/ml HIL-

6 stimuliert. Ba/F3-gp130-Zellen proliferieren nach der Zugabe von 10 ng/ml HIL-6. IL-3 

hat keine Auswirkung auf die Proliferation dieser Zelllinien (siehe Abbildung 3.23 A).  

Ba/F3-mbHIL-6-Zellen proliferieren nicht nach der Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 (siehe 

Abbildung 3.23 A). Die Proliferation dieser Zellen erfolgte nur in Gegenwart von IL-3 

(siehe Abbildung 3.23 A). 

Für die Zelllinien Ba/F3-mbHIL-6∆15, Ba/F3-mbHIL-6∆30, Ba/F3-mbHIL-6∆45 und 

Ba/F3-HIL-6 wurde das Experiment analog durchgeführt (siehe Abbildung 3.23 B). Ba/F3-

HIL-6-Zellen wurden dabei nicht für das Cluster-signaling untersucht. Ba/F3-HIL-6-

Zellen aktivieren Ba/F3-gp130-Zellen über Trans-signaling und sind Kontrollzellen.  

Für das Cluster-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6-Zellen kokultiviert. 

Dabei ist zu beachten, dass IL-3 hinzugegeben wurde, um die Apoptose der Ba/F3-mbHIL-

6-Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-mbHIL-6-Zellen durch IL-3 war ge-

ringer, als die der kokultivierten Zellen.  
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und zwar auf das Level der IL-3 induzierten Proliferation, der Ba/F3-mbHIL-6∆15-Zellen. 

Damit hemmt sgp130Fc das Cluster-signaling (Abbildung 3.24). 

Für das Cluster-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6∆30-Zellen kokulti-

viert. Dabei ist zu beachten, dass IL-3 hinzugegeben wurde, um die Apoptose der Ba/F3-

mbHIL-6∆30-Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-mbHIL-6∆30-Zellen 

durch IL-3 war geringer, als die der kokultivierten Zellen.  

Sgp130Fc wurde als Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz hinzuge-

geben wurde. Die Proliferation wurde durch die Zugabe von 10 µg/ml sgp130Fc nicht in-

hibiert (Abbildung 3.24) 

Für das Cluster-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6∆45-Zellen kokulti-

viert. Dabei ist zu beachten, dass IL-3 hinzugegeben wurde, um die Apoptose der Ba/F3-

mbHIL-6∆45-Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-mbHIL-6∆45-Zellen 

durch IL-3 war geringer, als die der kokultivierten Zellen.  

Sgp130Fc wurde als Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz hinzuge-

geben wurde. Die Proliferation wurde durch die Zugabe von 10 µg/ml sgp130Fc nicht in-

hibiert (Abbildung 3.24). 

Das Ergebnis für das Cluster-signaling der Zelllinien Ba/F3-mbHIL-6∆30 und Ba/F3-

mbHIL-6∆45 ist insofern interessant, da sgp130Fc die Proteine binden kann. An dieser 

Stelle bleibt die Frage offen, warum die Proliferation nicht gehemmt wird.  

Als Kontrolle wurde die Zelllinie Ba/F3-HIL-6 mit untersucht. Dabei wurde kein Cluster-

signaling, sondern Trans-signaling gezeigt.  

Für das Trans-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-HIL-6-Zellen kokultiviert. Da-

bei ist zu beachten, dass IL-3 hinzugegeben wurde, um die Apoptose der Ba/F3-HIL-6-

Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-HIL-6-Zellen durch IL-3 war geringer, 

als die der kokultivierten Zellen.  

Sgp130Fc wurde als Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz hinzuge-

geben wurde. Die Proliferation wurde durch die Zugabe von 10 µg/ml sgp130Fc inhibiert 

(Abbildung 3.25). 
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Beim Cluster-signaling wurde zuerst die Proliferation und im Anschluss die STAT3 Phos-

phorylierung von Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6∆30-Zellen/ Ba/F3-mbHIL-6∆45-

Zellen untersucht. Dabei wurde keine Inhibition des Cluster-signalings durch sgp130Fc bei 

der Proliferation gezeigt. Das ist interessant, da bei der STAT3 Phosphorylierung gar keine 

Bande detektiert wurde. Es wird hierbei argumentiert, dass bei der Proliferation durch 

Cluster-signaling die durch IL-3 induzierte Proliferation von Ba/F3-gp130- und Ba/F3-

mbHIL-6∆30-Zellen/ Ba/F3-mbHIL-6∆45-Zellen zusammengefasst diese Proliferationsra-

te zeigt. Deswegen wird auch keine Hemmung durch sgp130Fc induziert. Zusammenge-

fasst wird gesagt, dass die Proliferation nicht durch Cluster-signaling sondern durch eine 

Addition beider IL-3 induzierter Proliferationen die Gesamtproliferation erklärt, da keine 

STAT3 Phosphorylierung detektiert wurde.  

Da diese Mutationsvarianten nach einer Verkürzung von 30 Aminosäuren kein Signal 

mehr zeigten, wurden die Mutationsvarianten mbHIL-6V563E und mbHIL-6V563G für die wei-

tere Analyse der STAT3 Phosphorylierung betrachtet. Zudem wurden die Kontrollzellen 

Ba/F3-HIL-6, die Trans-signaling induzieren, ebenfalls mit betrachtet. Dafür wurde der 

shedding Inhibitor GW für die Analyse des Cluster-signalings mit berücksichtigt.  

Als Kontrolle für diese Methode wurden die Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6-Zellen 

einzeln stimuliert. Es wurden 5x105 Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 

Ba/F3-mbHIL-6-Zellen als Transmitter-Zellen verwendet. 

Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.27 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6 und IL-3, wurde bei Ba/F3-mbHIL-6-Zellen kein pSTAT3 Signal detek-

tiert (Abbildung 3.27 A). Die im weiteren Experiment detektierten Banden wurden somit 

durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen Experimenten als Ladekontrolle, 

um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde (Abbildung 3.27 

A und B). 

Es wurde weiterhin IL-3 zu den Ba/F3-mbHIL-6-Zellen hinzugegeben. Bei beiden Zellli-

nien wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung induziert.  

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit der Inhibito-

ren sgp130Fc, Tocilizumab oder IL-6R-Nanobody, für 30 Minuten kokultiviert. Ba/F3-

mbHIL-6-Zellen wurden jeweils mit 10 µg/ml sgp130Fc, mit 10 µg/ml Tocilizumab oder 

mit 10 µg/ml des IL-6R-Nanobodies inkubiert (Abbildung 3.27 B). Zudem wurde jeweils 

eine Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 



Ergebnisse 

89 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. Das gleiche wurde für die Zugabe von 10 µg/ml des IL-6R-

Nanobodies detektiert. Bei der Zugabe von 10 µg/ml Tocilizumab wurde die STAT3 Phos-

phorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.27 B). Das Experiment wurde Analog für die 

Zelllinien Ba/F3-mbHIL-6V563E, Ba/F3-mbHIL-6V563G und Ba/F3-HIL-6 genauso durchge-

führt und die gleichen Erkenntnisse gewonnen. Als Kontrolle für diese Methode wurden 

die Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6V563E-Zellen einzeln stimuliert. Es wurden 5x105 

Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 Ba/F3-mbHIL-6V563E-Zellen als 

Transmitter-Zellen verwendet. 

Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.27 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6 und IL-3, wurde bei Ba/F3-mbHIL-6V563E-Zellen kein pSTAT3 Signal 

detektiert (Abbildung 3.27 A). Die im weiteren Experiment beobachteten Banden wurden 

somit durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen Experimenten als Ladekon-

trolle, um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde (Abbildung 

3.27 A und B). 

Es wurde weiterhin IL-3 zu den Ba/F3-mbHIL-6V563E-Zellen hinzugegeben. Bei beiden 

Zelllinien wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung induziert.  

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6V563E-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit der Inhi-

bitoren sgp130Fc, Tocilizumab oder IL-6R-Nanobody, für 30 Minuten kokultiviert. Ba/F3-

mbHIL-6V563E-Zellen wurden jeweils mit 10 µg/ml sgp130Fc, mit 10 µg/ml Tocilizumab 

oder mit 10 µg/ml des IL-6R-Nanobody inkubiert (Abbildung 3.27 B). Zudem wurde je-

weils eine Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. Das gleiche wurde für die Zugabe von 10 µg/ml des IL-6R-

Nanobodies detektiert. Bei der Zugabe von 10 µg/ml Tocilizumab wurde die STAT3 Phos-

phorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.27 B). 

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6V563G-Zellen wurden einzeln stimuliert. Es wurden 

5x105 Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 Ba/F3-mbHIL-6V563G-Zellen 

als Transmitter-Zellen verwendet. 
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Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.28 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6 und IL-3, wurde bei Ba/F3-mbHIL-6V563G-Zellen kein pSTAT3 Signal 

detektiert (Abbildung 3.27 A). Die im weiteren Experiment beobachteten Banden wurden 

somit durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen Experimenten als Ladekon-

trolle, um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde (Abbildung 

3.27 A und B). 

Es wurde weiterhin IL-3 zu den Ba/F3-mbHIL-6V563G-Zellen hinzugegeben. Bei beiden 

Zelllinien wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung induziert.  

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6V563G-Zellen wurden nach der Inkubationszeit der Inhi-

bitoren sgp130Fc oder Tocilizumab oder IL-6R-Nanobody für 30 Minuten kokultiviert. 

Ba/F3-mbHIL-6V563G-Zellen wurden jeweils mit 10 µg/ml sgp130Fc, mit 10 µg/ml Tocili-

zumab oder mit 10 µg/ml des IL-6R Nanobodiess inkubiert (Abbildung 3.27 B). Zudem 

wurde jeweils eine Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. Das gleiche wurde für die Zugabe von 10 µg/ml des IL-6R-

Nanobodies detektiert. Bei der Zugabe von 10 µg/ml Tocilizumab wurde die STAT3 Phos-

phorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.27 B). 

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-HIL-6-Zellen wurden einzeln stimuliert. Es wurden 5x105 Ba/F3-

gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 Ba/F3-HIL-6-Zellen als Transmitter-Zellen 

verwendet. 
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Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.27 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6 und IL-3, wurde bei Ba/F3-HIL-6-Zellen kein pSTAT3 Signal detektiert 

(Abbildung 3.27 A). Die im weiteren Experiment beobachteten Banden wurden somit 

durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen Experimenten als Ladekontrolle, 

um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde (Abbildung 3.27 

A und B). 

Es wurde weiterhin IL-3 zu den Ba/F3-HIL-6-Zellen hinzugegeben. Bei beiden Zelllinien 

wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung induziert.  

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-HIL-6-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit der Inhibitoren 

sgp130Fc oder Tocilizumab oder IL-6R-Nanobody, für 30 Minuten kokultiviert. Ba/F3-

HIL-6-Zellen wurden jeweils mit 10 µg/ml sgp130Fc, mit 10 µg/ml Tocilizumab oder mit 

10 µg/ml des IL-6R-Nanobodies inkubiert (Abbildung 3.27 B). Zudem wurde jeweils eine 

Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. Die STAT3 Phosphorylierung 

wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder schwächer detektiert, als ohne Zu-

gabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der STAT3 Phosphorylierung durch 

sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml sgp130Fc detektiert. Das gleiche 

wurde für die Zugabe von 10 µg/ml des IL-6R-Nanobody detektiert. Bei der Zugabe von 

10 µg/ml Tocilizumab wurde die STAT3 Phosphorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.27 

B). 

In diesem Abschnitt wurde herausgefunden, dass Cluster-singaling von Hyperzytokin-

tragenden Zellen induziert wurde. Inhibiert wurde es durch die Zugabe von 10 µg/ml 

sgp130Fc und durch die Zugabe von 10 µg/ml des IL-6R-Nanobodies. Durch Tocilizumab 

dagegen wurde das Cluster-signaling nicht inhibiert. Das gleiche galt für die Trans-

signaling induzierenden Zellen Ba/F3-HIL-6. Sgp130Fc kann zusammengefasst nicht nur 

mbHIL-6 und Mutationsvarianten von mbHIL-6 auf der Zelloberfläche binden, es inhibiert 

auch das Cluster-signaling von Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-6-Zellen (und Mutati-

onsvarianten). Eine sterische Hinderung ist als Begründung, dass sgp130Fc klassisches 

signaling nicht inhibieren kann, unwahrscheinlich.  
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3.2.3 Natives-membrangebundenes HIL-6-induziertes Cluster-signaling wird durch 

sgp130Fc gehemmt 

Die Erkenntnisse die aus dem Experiment mit mbHIL-6 gewonnen wurden, sollen auf 

nmbHIL-6 übertragen werden. NmbHIL-6 unterscheidet sich in der Domänenanzahl vom 

IL-6R und der Reihenfolge von IL-6 und dem IL-6R im Aufbau von mbHIL-6, wodurch 

die Inhibition des Cluster-signalings von sgp130Fc hierfür untersucht wurde. Die Zellvia-

bilität (RLU) wurde durch einen Proliferationsassay bestimmt. Dafür wurden Ba/F3-

nmbHIL-6- und Ba/F3-gp130-Zellen kokultiviert. Dieses Experiment wurde analog mit der 

Zelllinie Ba/F3-nHIL-6 durchgeführt.  

Als Kontrolle wurden die verwendeten Zelllinien Ba/F3-gp130 und Ba/F3-nmbHIL-6 ein-

zeln kultiviert. Dabei wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen ohne Zugabe 

von Zytokin, durch Zugabe von IL-3 und durch Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 stimuliert 

(Abbildung 3.28). Ba/F3-gp130-Zellen proliferieren nach der Zugabe von 10 ng/ml HIL-6. 

IL-3 hat keine Auswirkung auf die Proliferation dieser Zelllinien (siehe Abbildung 3.28).  

Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen proliferieren nicht nach der Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 (siehe 

Abbildung 3.28). Die Proliferation dieser Zellen erfolgte nur in Gegenwart von IL-3 (siehe 

Abbildung 3.28). 

Für das Cluster-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen kokultiviert. 

Dabei ist zu beachten, dass IL-3 hinzugegeben wurde, um die Apoptose der Ba/F3-

nmbHIL-6-Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen durch IL-

3 war geringer, als die der kokultivierten Zellen (Abbildung 3.28).  

Sgp130Fc wurde als Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz hinzuge-

geben wurde. Die Proliferation von Ba/F3-gp130-Zellen mit Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen 

wurde durch die Zugabe von 10 µg/ml sgp130Fc inhibiert und zwar auf dem Level der IL-

3 induzierten Proliferation, der Ba/F3-mbHIL-6-Zellen. Damit hemmt sgp130Fc das Clus-

ter-signaling von nmbHIL-6 (Abbildung 3.28).  
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durch sgp130Fc, wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen mit 10 µg/ml 

sgp130Fc für 30 Minuten kokultiviert. Es wurde keine STAT3-Phosphorylierung detektiert 

(Abbildung 3.30 A).  

Zudem wurde dieses Experiment mit dem shedding Inhibitor GW durchgeführt. Dafür 

wurden die Kontrollzellen Ba/F3-nHIL-6, die Trans-signaling induzieren, ebenfalls mit 

betrachtet. Als Kontrolle wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen einzeln sti-

muliert. Es wurden 5x105 Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 Ba/F3-

nmbHIL-6-Zellen als Transmitter-Zellen verwendet (Abbildung 3.19). 

Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.30 B). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6 und IL-3, wurde bei Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen kein pSTAT3 Signal detek-

tiert (Abbildung 3.30 B). Die im weiteren Experiment detektierten Banden wurden somit 

durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen Experimenten als Ladekontrolle, 

um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde (Abbildung 3.30 

A-C). 

Es wurde weiterhin IL-3 zu den Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen hinzugegeben. Bei beiden Zellli-

nien wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung induziert.  

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nmbHIL-6-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit des Inhi-

bitors sgp130Fc, Tocilizumab oder IL-6R-Nanobdy für 30 Minuten kokultiviert. Ba/F3-

nmbHIL-6-Zellen wurden jeweils mit 10 µg/ml sgp130Fc, mit 10 µg/ml Tocilizumab oder 

mit 10 µg/ml des IL-6R-Nanobodies inkubiert (Abbildung 3.30 C). Zudem wurde jeweils 

eine Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. Bei der Zugabe von 10 µg/ml Tocilizumab und 10 µg/ml des IL-6R-

Nanobodies wurde die STAT3 Phosphorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.30 C). Das 

Experiment wurde analog für die Zelllinien Ba/F3-nHIL-6 genauso durchgeführt und die 

gleichen Erkenntnisse gewonnen. Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei 

Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 

3.30 B). Nach der Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 und IL-3, wurde bei Ba/F3-nHIL-6-

Zellen kein pSTAT3 Signal detektiert (Abbildung 3.30 B). Die im weiteren Experiment 

detektierten Banden wurden somit durch Trans-signaling induziert. STAT3 diente in allen 
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Experimenten als Ladekontrolle, um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein 

aufgetragen wurde (Abbildung 3.30 A-C). 

Es wurde weiterhin IL-3 zu den Ba/F3-nHIL-6-Zellen hinzugegeben. Bei beiden Zelllinien 

wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung induziert.  

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nHIL-6-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit des Inhibitors 

sgp130Fc, für 30 Minuten kokultiviert. Ba/F3-nHIL-6-Zellen wurden jeweils mit 10 µg/ml 

sgp130Fc, Tocilizumab oder IL-6R-Nanobody mit 10 µg/ml Tocilizumab oder mit 10 

µg/ml des IL-6R-Nanobodies inkubiert (Abbildung 3.30 C). Zudem wurde jeweils eine 

Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. Bei der Zugabe von 10 µg/ml Tocilizumab und 10 µg/ml des IL-6R-

Nanobodies wurde die STAT3 Phosphorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.30 C).  
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den Zellen Ba/F3-nHIL-6. Eine Erklärung dafür liegt darin, dass durch die fehlende Do-

mäne 1 des IL-6R eine andere Konfirmation des Hyperzytokins vorliegt, wodurch der IL-

6R-Nanobody nicht mehr an das Hyperzytokin binden kann und somit keine Inhibition 

möglich ist. Sgp130Fc kann zusammengefasst nicht nur nmbHIL-6 auf der Zelloberfläche 

binden, es inhibiert auch das Cluster-signaling von Ba/F3-gp130- und Ba/F3-nmbHIL-6-

Zellen.  

 

3.2.4 Shedding von mbHIL-6 und nmbHIL-6 erfolgt durch ADAM Proteasen  

Der IL-6R wird durch ADAM-Proteasen gespalten (shedding) (Garbers, et al. 2011, 

Müllberg, et al. 1993). Der Rezeptor liegt danach nicht mehr membrangebunden, sondern 

als lösliche Form, ohne Transmembran und intrazellulärer Domäne, vor (Heinrich, et al. 

2003). Um ausschließen zu können, dass das Cluster-signaling in unserem System teilwei-

se durch den löslichen IL-6R induziert wurde, wurde das shedding des IL-6R untersucht. 

Die Quantifizierung des sIL-6R im Überstand wurde durch einen IL-6R ELISA ermittelt.  

Für die Analyse des sheddings des IL-6Rs wurde konstitutives shedding von Ba/F3-IL-6R-

Zellen über 24 Stunden untersucht. Hierbei wurden zuerst Ba/F3- und Ba/F3-gp130-Zellen 

als Kontrollen genutzt. Um eine Inhibition des sheddings zu erreichen, wurde der 

ADAM10/ADAM17 shedding Inhibitor GW verwendet. Marimastat wurde als 

Breitspektruminhibitor für alle Matrixmetalloproteasen eingesetzt. Da alle Inhibtoren in 

DMSO gelöst wurden, wurde DMSO ebenfalls als Kontrolle betrachtet, um shedding durch 

DMSO zu berücksichtigen (Abbildung 3.31).  

Bei den Zelllinien Ba/F3 und Ba/F3-gp130 wurde wie erwartet kein sIL-6R im Zellkultu-

rüberstand nachgewiesen (Abbildung 3.31). Bei Ba/F3-IL-6R-Zellen wurde nach 24 Stun-

den im Überstand eine sIL-6R Konzentration von 13 ng/ml sIL-6R gemessen (Abbildung 

3.31). Das shedding des IL-6R wurde durch die Inhibitoren GW und Marimastat vollstän-

dig inhibiert (Abbildung 3.31). Somit ist es unwahrscheinlich, dass shedding ein Grund für 

die Proliferation und STAT3 Phosphorylierung im Cluster-singaling ist, da das shedding 

durch GW effektiv inhibiert wurde.  
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RLU gemessen. Durch die Zellkulturüberstände von Ba/F3-mbHIL-6-Zellen wurde eine 

Proliferation von ca. 35000 RLU gemessen (Abbildung 3.37).  

Die gesheddeten Hyperzytokine in den Zellkulturüberständen sind somit biologisch aktiv.  

3.2.6 Lösliche Hyperzytokine sind nicht an den beobachteten Cluster-signaling-

Effekten beteiligt 

Zur weiteren Untersuchung der Frage ob Zell-Zell-Kontakt oder lösliche Rezeptoren für 

die beobachteten Effekte im Cluster-signaling verantwortlich sind, wurden die Zellkultu-

rüberstände aus dem Cluster-signaling für eine Stimulation von Ba/F3-gp130-Zellen ver-

wendet. Wie bereits gezeigt, wurden biologisch aktive, lösliche Hyperzytokine durch 

shedding generiert und aktivieren die Proliferation von Ba/F3-gp130-Zellen. Die Zellkultu-

rüberstände vom Cluster-signaling sind direkte Kontrollen, bei denen bei einer STAT3 

Phosphorylierung der Ba/F3-gp130-Zellen eine klare Antwort auf die Frage, ob Zell-Zell-

Kontakt oder lösliche Rezeptoren die Proliferation und STAT3 Phosphorylierung auslösen, 

gegeben werden kann. 

Die Zellkulturüberstände enthalten zu wenig Hyperzytokin um Ba/F3-gp130-Zellen zu 

stimulieren (Abbildung 3.38). Entsprechend konnte kein pSTAT3 detektiert werden. Die 

offene Frage wurde insoweit geklärt, dass davon ausgegangen werden kann, dass Cluster-

signaling durch Zell-Zell-Kontakt induziert wird, da in den Zellkulturüberständen nicht 

ausreichende Mengen von löslichen Hyperzytokinen für eine Aktivierung von Ba/F3-

gp130-Zellen vorhanden sind. 
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3.2.7 Membrangebundenes HIL-11-induziertes Cluster-signaling wird durch 

sgp130Fc gehemmt 

Nun wurde die Frage gestellt, ob sgp130Fc das IL-11 Cluster-signaling inhibieren kann. 

Interleukin-11 und Interleukin-6 stammen beide aus der Interleukin-6 Familie, wodurch die 

gleichen Ergebnisse erwartet werden können. Die gleichen experimentellen Ansätze wur-

den dafür in diesem Abschnitt wie für Interleukin-6 verfolgt. Für den exprimentellen 

Nachweis des Cluster-signalings durch IL-11:IL-11R Komplexe wurde zuerst die Methode 

des Proliferationsassays durchgeführt. Als Kontrolle wurden die verwendeten Zelllinien 

Ba/F3- Ba/F3-IL-11R, Ba/F3-mbHIL-11 und Ba/F3-mbHIL-11R355E einzeln kultiviert. Da-

bei wurde die Proliferation dieser Zellen einmal ohne Zugabe von Zytokin, einmal mit Zu-

gabe von 10 ng/ml HIL-6 und einmal mit Zugabe von IL-3 gemessen (Abbildung 3.39). 

Außerdem wurden Ba/F3-IL-11R-Zellen mit 10 ng/ml IL-11 stimuliert. Ba/F3-IL-11R-, 

Ba/F3-mbHIL-11-, und Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen proliferierten nicht nach der Zugabe 

von 10 ng/ml HIL-6 oder 10 ng/ml IL-11. Eine Proliferation dieser Zellen erfolgt nur in 

Gegenwart von IL-3 (siehe Abbildung 3.39).  

Für das Cluster-signaling wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-IL-11R-Zellen in Gegenwart 

von IL-11 kokultiviert. Es erfolgte zudem eine Zugabe von IL-3, um die Apoptose von 

Ba/F3-IL-11R-Zellen zu verhindern. Die Proliferation von Ba/F3-IL-11R durch Zugabe 

von IL-3 war geringer, als die durch Cluster-signaling induzierte Proliferation der kokulti-

vierten Zellen.  

Sgp130Fc wurde als Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz zu dem 

Cluster-signaling hinzugegeben wurde. Die Proliferation wurde durch die Zugabe von 10 

µg/ml sgp130Fc inhibiert und zwar auf das Level der IL-3 induzierten Proliferation der 

Ba/F3-IL-11R-Zellen. Damit hemmt sgp130Fc das IL-11 induzierte Cluster-signaling von 

Ba/F3-gp130- mit Ba/F3-IL-11R-Zellen (Abbildung 3.39). Für das Cluster-signaling wur-

den Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11-Zellen kokultiviert. Es erfolgte zudem eine Zu-

gabe von IL-3, um die Apoptose von Ba/F3-mbHIL-11-Zellen zu verhindern. Die Prolife-

ration von Ba/F3-mbHIL-11-Zellen durch Zugabe von IL-3 war geringer, als die durch 

Cluster-signaling induzierte Proliferation der kokultivierten Zellen. Sgp130Fc wurde als 

Inhibitor untersucht, weswegen es in einem weiteren Ansatz zu dem Cluster-signaling hin-

zugegeben wurde. Die Proliferation wurde durch die Zugabe von 10 µg/ml sgp130Fc inhi-

biert und zwar auf das Level der IL-3 induzierten Proliferation der Ba/F3-mbHIL-11-

Zellen. Damit hemmt sgp130Fc das Cluster-signaling von Ba/F3-gp130- durch Ba/F3-
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Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen. Damit hemmt sgp130Fc das Cluster-signaling von Ba/F3-

gp130- durch Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen (Abbildung 3.39). 

Im weiteren Verlauf wurde das Cluster-signaling über die Methode der Stimulation nach-

gewiesen. Bei dem Cluster-signaling der Zelllinien Ba/F3-gp130 mit Ba/F3-IL-11R, 

Ba/F3-gp130 mit Ba/F3-mbHIL-11 oder Ba/F3-gp130 mit Ba/F3-mbHIL-11R355E wurde 

ebenfalls die Phosphorylierung des STAT3 Proteins (Ergebnisse 3.1) untersucht.  

Als Kontrolle für diese Methode wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-IL-11R-Zellen einzeln 

stimuliert. Es wurden 5x105 Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 Ba/F3-

IL-11R-Zellen als Transmitter-Zellen verwendet. 

Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.40 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml IL-11 und IL-3, wurde bei Ba/F3-IL-11R-Zellen kein pSTAT3 

Signal detektiert (Abbildung 3.40 A). Die im weiteren Experiment detektierten Banden 

wurden somit durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen Experimenten als 

Ladekontrolle, um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein aufgetragen wurde 

(Abbildung 3.40 A-C). 

Es wurden 10 ng/ml IL-11 und IL-3 zu den Ba/F3-IL-11R-Zellen hinzugegeben. Bei 

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-IL-11R-Zellen wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylierung 

induziert. Zudem wurde dieses Experiment mit dem shedding Inhibitor GW durchgeführt. 

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-IL-11R-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit des Inhibitors 

sgp130Fc, für 30 Minuten kokultiviert. (Abbildung 3.40 B). Zudem wurde jeweils eine 

Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. Das Experiment wurde analog für die Zelllinien Ba/F3-mbHIL-11 

und Ba/F3-mbHIL-11R355E genauso durchgeführt. (Abbildung 3.40 B).  

Als Kontrolle für diese Methode wurden Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11-Zellen ein-

zeln stimuliert. Es wurden 5x105 Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 

Ba/F3-mbHIL-11-Zellen als Transmitter-Zellen verwendet. 

Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.40 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml IL-11 und IL-3, wurde bei Ba/F3-mbHIL-11-Zellen kein 

pSTAT3 Signal detektiert (Abbildung 3.40 A). Das im weiteren Experiment beobachteten 
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pSTAT3 Signal wurden somit durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen 

Experimenten als Ladekontrolle, um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein 

aufgetragen wurde (Abbildung 3.40 A-C). 

Es wurden 10 ng/ml IL-11 und IL-3 zu den Ba/F3-mbHIL-11-Zellen hinzugegeben. Bei 

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11-Zellen wurde durch IL-3 keine STAT3 Phosphorylie-

rung induziert. Zudem wurde dieses Experiment mit dem shedding Inhibitor GW durchge-

führt. Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11-Zellen wurden, nach der Inkubationszeit des 

Inhibitors sgp130Fc, für 30 Minuten kokultiviert. (Abbildung 3.40 B). Zudem wurde je-

weils eine Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. 

Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen wurden einzeln stimuliert. Es wurden 

5x105 Ba/F3-gp130-Zellen als Empfänger-Zellen und 5x105 Ba/F3-mbHIL-11-Zellen als 

Transmitter-Zellen verwendet. 

Eine Phosphorylierung von STAT3 (pSTAT3) bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde nur nach 

Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 detektiert (Abbildung 3.40 A). Nach der Stimulation mit 

10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml IL-11 und IL-3, wurde bei Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen kein 

pSTAT3 Signal detektiert (Abbildung 3.41 A). Die im weiteren Experiment detektierte 

pSTAT3 Signale wurden somit durch Cluster-signaling induziert. STAT3 diente in allen 

Experimenten als Ladekontrolle, um nachzuweisen, dass die gleiche Menge an Protein 

aufgetragen wurde (Abbildung 3.40 A-C). 

Es wurden 10 ng/ml IL-11 und IL-3 zu den Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen hinzugegeben. 

Bei Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen wurde durch IL-3 keine STAT3 

Phosphorylierung induziert. Zudem wurde dieses Experiment mit dem shedding Inhibitor 

GW durchgeführt. Ba/F3-gp130- und Ba/F3-mbHIL-11R355E-Zellen wurden, nach der In-

kubationszeit des Inhibitors sgp130Fc, für 30 Minuten kokultiviert. (Abbildung 3.40 B). 

Zudem wurde jeweils eine Probe mit 3 µM GW oder ohne GW Zugabe stimuliert. 

Die STAT3 Phosphorylierung wurde bei der Zugabe von 3 µM GW nicht stärker oder 

schwächer detektiert, als ohne Zugabe von GW. Es wurde eine komplette Inhibition der 

STAT3 Phosphorylierung durch sgp130Fc während des Cluster-signalings mit 10 µg/ml 

sgp130Fc detektiert. 
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Dabei wurden die Zelllinien Ba/F3-gp130-HIL-6, Ba/F3-gp130-nHIL-6 und Ba/F3-gp130-

L-6R-IL-6 nicht analysiert, da diese lösliche Hyperzytokine sezernieren und nicht auf der 

Zelloberfläche exprimieren (HIL-6, nHIL-6 und IL-6).  

Für die Zelllinie Ba/F3-gp130-mbHIL-6 wurde als primärer Antikörper der IL-6R (4-11) 

Antikörper verwendet. Als sekundärer Antikörper wurde APC gekoppelter goat anti-mouse 

IgG polyklonaler Antikörper verwendet. Es wurde eine klare Oberflächenexpression von 

mbHIL-6 auf der Zelloberfläche detektiert (Abbildung 3.45).  

Für die Zelllinie Ba/F3-gp130-nmbHIL-6 wurde durch den primären Antikörper anti-IL-6-

Biotin verwendet. Als sekundärer Antikörper wurde APC-Streptavidin verwendet. 

NmbHIL-6 wurde auf der Zelloberfläche detektiert (Abbildung 3.45). 

Für die Zelllinien Ba/F3-gp130-IL-11R, Ba/F3-gp130-mbHIL-11 und Ba/F3-gp130-

mbHIL-11R355E wurde die gleiche Antikörperkombination verwendet. Als primärer Anti-

körper wurde der anti-myc (71D10) und als sekundärer der Alexa-fluorTM 488 goat anti-

rabbit IgG verwendet. Es wurde bei allen Zelllinien eine klare Detektion der Hyperzytoki-

ne auf der Oberfläche gezeigt (Abbildung 3.45). Ba/F3-Zellen wurden als Kontrolle ver-

wendet (graue Balken). Dadurch wurde die Aussage getroffen, dass die Antikörper Ba/F3-

Zellen nicht unspezifisch binden. Die Zellen zeigen eine Expression der Hyperzytokine, 

wodurch ausgesagt wird, dass die gleichzeitige Expression von gp130 keinen Einfluss auf 

die Expression der Hyperzytokine hat.  

 

3.4.2 Die Zelllinien zeigen eine autokrine Proliferation 

Nach der erfolgten Analyse der Oberflächenexpression folgte die Frage, ob eine gleichzei-

tige Expression von gp130 und der Hyperzytokine die Zellen autonom proliferieren lässt. 

Dafür wurde untersucht, ob die Zelllinien Ba/F3-gp130-mbHIL-6, Ba/F3-gp130-HIL-6, 

Ba/F3-gp130-nmbHIL-6, Ba/F3-gp130-nHIL-6, Ba/F3-gp130-mbHIL-11 und Ba/F3-

mbHIL-11R355E ohne externe Zytokine eine autostimulierende Proliferation zeigen. Als 

Kontrolle wurde die Proliferation von Ba/F3-gp130-Zellen durch die Zugabe von 10 ng/ml 

HIL-6 und bei Ba/F3-gp130-IL-11R durch die Zugabe von 10 ng/ml IL-11 verwendet.  
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Im weiteren Verlauf wurde untersucht, ob die beschrieben Inhibitoren (3.3.2) die STAT3-

Phosphorylierung beeinflussen. Dabei wurde beachtet, dass Ba/F3-gp130- und Ba/F3-

gp130-IL-11R-Zellen dennoch auf eine externe Zytokinzugabe angewiesen waren.  

Während der Inkubationszeit ohne Zytokin wurden die Zellen mit 10 µg/ml sgp130Fc, 10 

µg/ml Tocilizumab, 10 mM P6 und 1 µg/ml B-R3 inkubiert. Für die Zelllinien Ba/F3-

gp130 und Ba/F3-gp130-IL-11R erfolgte hier eine Koinkubation von Zytokin und Inhi-

bitor.  
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Abbildung 3.48: Inhibition der STAT3-Phosphorylierung durch autokrines oder Trans-signaling. 
1x106 Ba/F3-gp130-, Ba/F3-gp130-mbHIL-6-, Ba/F3-gp130-HIL-6-, Ba/F3-nmbHIL-6-, Ba/F3-gp130-nHIL-
6-, Ba/F3-gp130-IL-11R-, Ba/F3-gp130-mbHIL-11- und Ba/F3-gp130-mbHIL-11R355E-Zellen wurden wäh-
rend der Inkubationszeit mit und ohne HIL-6/IL-11 entweder mit 10 µg/ml sgp130Fc, 10 µg/ml Tocilizumab, 
10 mM P6 oder 1 µg/ml B-R3 inkubiert. (A) Bei Ba/F3-gp130-Zellen wurden jeweils unstimuliert oder mit 
10 ng/ml HIL-6 stimuliert und mit den abgebildeten Inhibitoren behandelt. Die Inkubation nur mit Inhibito-
ren ohne Zytokinzugabe war eine Kontrolle, um Inhibitor-abhängige STAT3-Phosphorylierung auszuschlie-
ßen. Die Zellen wurden für 30 Minuten mit 10 ng/ml HIL-6 inkubiert und danach für die SDS-PAGE vorbe-
reitet. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen Experimenten (n=3). (B) Bei Ba/F3-
gp130-IL-11R-Zellen wurden entweder unstimuliert oder mit 10 ng/ml IL-11 stimuliert und abgebildeten 
Inhibitoren behandelt. Die Inkubation nur mit den Inhibitoren ohne Zytokinzugabe war eine Kontrolle, um 
Inhibitor-abhängige STAT3 Phoshorylierung auszuschließen. Die Zellen wurden für 30 Minuten mit 10 
ng/ml IL-11 inkubiert und danach für die SDS-PAGE vorbereitet. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis 
aus zwei unabhängigen Experimenten (n=2). (C) Ba/F3-gp130-mbHIL-6-, Ba/F3-gp130-HIL-6-, Ba/F3-
gp130-nmbHIL-6-, Ba/F3-gp130-nHIL-6-, Ba/F3-gp130-mbHIL-11-, Ba/F3-gp130-mbHIL-11R355E- und 
Ba/F3-gp130-IL-6R-IL-6-Zellen wurden nicht mit Zytokinen stimuliert. Es wurden lediglich die verwendeten 
Inhibitoren mitkultiviert. Die Zellen wurden zeitgleich mit den Zellen aus A und B für die SDS-PAGE vorbe-
reitet. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen Experimenten (n=3). Detektiert 
wurde pSTAT3, wobei STAT3 wurde als Kontrolle für die gleichmäßige Beladung der Gele detektiert wurde. 
 

Die Zellen wurden mit 10 ng/ml HIL-6/IL-11 für 30 Minuten stimuliert. Durch 10 ng/ml 

HIL-6 wurde bei Ba/F3-gp130-Zellen STAT3 phosphoryliert. 10 µg/ml sgp130Fc, 10 mM 

P6 und 1 µg/ml B-R3 wurden wie erwartet als effektive Inhibitoren identifiziert. Tocilizu-

mab wurde nicht als Inhibitor identifiziert (Abbildung 3.48 A).  

Bei Ba/F3-gp130-IL-11R-Zellen wurde STAT3 durch die Zugabe von 10 ng/ml IL-11 

phosphoryliert (Abbildung 3.48 B). Als einziger Inhibitor wurde erwartungsgemäß P6 

identifziert. Die anderen inhibierten die STAT3-Phosphorylierung nicht (Abbildung 3.48 

B). 

Zu allen anderen Zelllinien wurde kein Zytokin hinzugegeben, da für diese gezeigt wurde, 

dass durch die Rezeptorkonzeption auf der Zelloberfläche, eine autokrine STAT3 Phos-

phorylerung induziert wurde (Abbildung 3.48 C). Hier wurde interessanterweise nur durch 

Zugabe von 10 mM P6 die STAT3-Phosphorylierung inhibiert. Durch die anderen Inhibi-

toren wurde die STAT3-Phosphorylierung nicht inhibiert (Abbildung 3.48 C).  

STAT3 wurde als Ladekontrolle verwendet um die gleichmäßige Beladung der Gele zu 

zeigen. 

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass die Zelllinien Ba/F3-gp130-mbHIL-6, Ba/F3-

gp130-HIL-6, Ba/F3-gp130-nmbHIL-6, Ba/F3-gp130-nHIL-6, Ba/F3-gp130-mbHIL-11 

und Ba/F3-gp130-mbHIL-11R355E autokrines signaling durch die Rezeptoren auf der Zell-

oberfläche induzieren. Es wurde in diesem Abschnitt außerdem gezeigt, dass autokrines 

signaling durch den Inhibitor P6, aber nicht durch die anderen Inhibitoren gehemmt wurde. 

Trans-signaling dagegen wurde durch die Zugabe von sgp130Fc nur dann inhibiert, wenn 

das Zytokin von außen zu der Zelle gegeben wurde. Bei einer autokrinen Trans-signaling 
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stimulation, konnte sgp130Fc hingegen die Rezeptoraktivierung nicht hemmen. Bei einer 

gleichzeitigen Expression von gp130 und einem Hyperzytokin auf der Zelloberfläche, er-

folgte keine Inhibition durch sgp130Fc, Tocilizumab oder B-R3 sondern nur durch P6.  

 

3.4.4 Verhindern intrazelluläre präformierte Komplexe von gp130 und mbHIL-6 

die extrazelluläre sgp130Fc Hemmung des autokrinen Trans-signalings? 

In den vorangegangenen Abschnitten wurde bereits gezeigt, dass die membranständigen 

Hyper-Zytokine von sgp130Fc gebunden werden. Hierzu wurden zwei Theorien entwi-

ckelt, welche das Ausbleiben der Inhibition erklären könnten. Die erste Theorie besagte, 

dass IL-6:IL-6R-Komplexe auf der Zelloberfläche nicht durch sgp130Fc gebunden werden 

können. Diese Hypothese wurde jedoch wiederlegt. Die zweite Theorie besagt, dass es 

bereits in der Zelle präformierte (autokrine) Rezeptor-Komplexe gibt, die dann extrazellu-

lär eine Inhibition durch sgp130Fc verhindern. Durch diese präformierten Komplexe könn-

te es auch bereits in der Zelle zu einer intrazellulären Signaltransduktion kommen, welche 

durch nicht externe Zugabe von sgp130Fc, Tocilizumab oder B-R3 aber durch P6 inhibiert 

werden.  

Durch die Posttranslationale Modifikation von Proteinen im Golgi-Apparat und die Verpa-

ckung der Proteine in Vesikel, für den Transport an die Zellmembran über den Golgi-

Aparat, wurde ein Zeitfenster geschaffen, dass die Rezeptoren präformierte Komplexe bil-

den können (Abbildung 3.49).  
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Als Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet, um eine unspezifische STAT3-

Phosphorylierung auszuschließen. Zudem wurde ausgeschlossen, dass es durch U4C-

Zellen unspezifische Signale durch Bindung des IL-6R (4-11) oder Fc-Antikörpers gab. 

Die STAT3-Phosphorylierung durch transfiziertes mbHIL-6 wurde detektiert (Abbildung 

3.51 pSTAT3). Transfiziertes mbHIL-6 wurde durch anti-IL-6R (4-11) nachgewiesen (Ab-

bildung 3.51 IL-6R).  

Durch transfiziertes oder extern substituiertes sgp130Fc wurde keine STAT3-

Phosphorylierung ausgelöst und es wurden somit keine unspezifischen Signale durch 

sgp130Fc detektiert (Abbildung 3.51 pSTAT3). Durch anti-Fc-Antikörper wurde für die 

Transfektion von sgp130Fc eine Proteinexpression detektiert.  

Bei der Doppeltransfektion von mbHIL-6 und sgp130Fc wurde eine STAT3-

Phosphorylierung aktiviert. Durch anti-IL-6R- und anti-Fc-Antikörper wurde untersucht, 

ob beide Proteine exprimiert wurden. Es wurde für beiden Proteine Signale detektiert (Ab-

bildung 3.51 IL-6R, Fc). Wurde nur mbHIL-6 transfiziert und sgp130Fc extern hinzugege-

ben, wurde STAT3 phosphoryliert (Abbildung 3.51 pSTAT3). MbHIL-6 wurde in diesen 

Lysaten durch anti-IL-6R (4-11) detektiert (IL-6R). Die äußere Zugabe von mbHIL-6 wur-

de nicht untersucht, da proteolytisch gespaltenes mbHIL-6 benutzt worden wäre, welches 

HIL-6 entspricht und somit untersucht wurde (Abbildung 3.51).  

In diesem Abschnitt wurde untersucht, ob intrazelluläre (autokrine) präformierte Komplexe 

extrazellulär eine Inhibition durch sgp130Fc verhindern. Dafür wurde das mbHIL-6 ver-

wendet, das laut der Theorie einen intrazellulären präformierten Komplex mit gp130 ein-

geht. Durch die erfolgte intrazelluläre Bindung, kann sgp130Fc extern und intern den 

Komplex nicht mehr binden und es wird keine Inhibition durch sgp130Fc stattfinden. Die 

HIL-6-Fc Variante wurde als Kontrolle verwendet, da dieses nicht membrangebunden vor-

liegt und keine präfomierten Komplexe mit gp130 gebildet werden. Durch die gleichzeitige 

intrazelluläre Expression von sgp130Fc und HIL-6-Fc wird keine STAT3 Phosphorylie-

rung induziert, da die beiden löslichen Proteine bereits intrazellulär aneinander binden. 

Diese Hypothese wurde durch die oben gezeigten Experimente bestätigt. MbHIL-6 kann 

auch durch intrazelluläres sgp130Fc nicht inhibiert werden, da es bereits zu gp130 im En-

doplasmatischen Retikulum sortiert wird und als Komplex mit gp130 an die Zelloberfläche 

transportiert wird. Externes sgp130Fc kann durch die geschlossene Bindung zwischen 

gp130 und mbHIL-6 nicht mehr an das mbHIL-6 binden. Bei HIL-6-Fc wird sgp130Fc 

intrazellulär dazusortiert, wodurch eine intrazelluläre Inhibition stattfindet.  
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3.5 Herstellung von konstitutiv aktiven, Ligandenunabhängigen gp130 

Rezeptoren durch Deletion der Stalkregion und der Domänen 4-6 

Das zweite Projekt dieser Arbeit basierte auf dem ubiquitär exprimierten Protein gp130. 

Gp130 ist ein wichtiger Rezeptor der Interleukin-6 Familie und an der Signalweiterleitung 

vieler Zytokine der IL-6 Familie beteiligt (Dodington, et al. 2018). Die Dimerisierung des 

Rezeptors ist dabei wichtig für die Signalweiterleitung durch Interleukin-6 und Interleukin-

11 (Fourcin, et al. 1996). Im Vorfeld wurde veröffentlicht, dass eine Mutation in der Stal-

kregion des IL-23R zu einer konstitutiv aktiven Form führt (Hummel, et al. 2017). Dieser 

Mutationsansatz wurde in dieser Arbeit auf gp130 übertragen und analysiert.  

 

3.5.1 Aufbau von gp130 

Gp130 besteht aus sechs extrazellulären Domänen, welche durch eine kurze Stalkregion 

von 6 Aminosäuren mit der Transmembrandomäne und der intrazellulären Domäne ver-

knüpft sind. Die erste Domäne ist eine Ig-ähnliche Domäne (D 126-120), gefolgt von zwei 

Zytokinbindedomänen (Domäne 2125-216 und 3224-324). Die letzten drei Domänen sind Fib-

ronektin III-ähnliche Domänen (Bravo, et al. 1998) (Abbildung 3.52 Domäne 4329 bis 6613). 

Intrazellulär befinden sich zwei Sequenzen (Box 1 und Box 2 Motiv), wobei das Box 1 

Motiv essentiell für die Bindung der Januskinase ist (Heinrich, et al. 2003) (Abbildung 

3.52). Die Stalkregion von gp130 umfasst 6 Aminosäuren mit der Sequenz AQGEIE.  
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Abbildung 3.53: Schematische Darstellung der gp130 Deletionsvarianten. (A) Es wurden die Fibronektin 
III-ähnliche Domänen (Domäne 4 bis 6) deletiert. Die sechs Aminosäuren lange Stalkregion wurden dabei 
intakt gelassen. Diese Variante wurde als gp130∆D4-D6(∆322-613) bezeichnet. (B) Als nächstes wurde die Stalkre-
gion um die Hälfte gekürzt, was als gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-616 bezeichnet wurde. Danach erfolgte eine suk-
zessive Verkürzung um jeweils eine Aminosäure. Diese Varianten wurden gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-617, 
gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-618 und gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-619 genannt. (C) Danach wurde eine Variante erstellt, 
die die Domäne 1 bis 6 umfasste, aber nur die halbe Stalkregion. Diese wurde als gp130∆614-616 bezeichnet. 
(D) Zur Verbindung von den einzelnen Domänen 1 bis 6 wurden sehr kurze Linkersequenzen verwendet. 
Diese wurden für die letzten Varianten intakt gelassen. Es wurden dadurch die Varianten gp130∆D4-D6(∆329-613) 
und gp130∆D4-D6(∆329-613),S∆614-616 generiert.  
 

Diese Varianten wurden retroviral in Ba/F3-Zellen transduziert. Die Varianten gp130∆D4-

D6(∆322-613),S∆614-616, gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-617, gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-618 und gp130∆D4-

D6(∆322-613),S∆614-619 wurden zudem in Ba/F3-gp130-Zellen retroviral transduziert. Alle Vari-

anten wurden mit einem C-terminal liegenden myc-Tag versehen.  

 

3.5.2 Alle gp130 Varianten werden exprimiert 

Die Varianten gp130∆D4-D6(∆322-613), gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-616, gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-

617, gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-618 gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-619, gp130∆614-616 , gp130∆D4-

D6(∆329-613) und gp130∆D4-D6(∆329-613),S∆614-616 wurden initial kloniert und deswegen als erstes 

die Proteinexpression untersucht. Dafür wurden die gp130 Varianten in CHO-K1 Zellen 

transient transfiziert. Es wurden die Plasmide pcDNA3.1-gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-616, 

pcDNA3.1-gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-617, pcDNA3.1-gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-618, pcD-

NA3.1-gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-619, pcDNA3.1-gp130∆614-616, pcDNA3.1-gp130∆D4-D6(∆322-

613), pcDNA3.1-gp130∆D4-D6(∆329-613) und pcDNA3.1-gp130∆D4-D6(∆329-613),S∆614-616 verwendet. 

Es wurden CHO-K1 Zellen für 48 Stunden mit 5 µg DNA inkubiert und im Anschluss für 

die SDS-PAGE vorbereitet.  
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Domänen 4 bis 6 trug, aber die komplette Stalkregion besaß (Abbildung 3.55, gp130∆D4-

D6(∆322-613)). Es folgten die Varianten, bei denen die Linkersequenz zwischen Domäne 3 und 

4 intakt gelassen wurde (Abbildung 3.57, gp130∆D4-D6(∆329-613) und gp130∆D4-D6(∆329-613),S∆614-

616). Als letztes wurde der gp130 Wildtyp nachgewiesen. Alle Varianten wurden somit auf 

der Zelloberfläche nachgewiesen, wodurch die Frage nach der Expression der neu erstell-

ten Varianten und ob diese auf der Zelloberfläche exprimiert werden, geklärt wurde.  

 

3.5.4 Die gp130 Varianten mit kombinierter Deletion der D4 bis D6 und der Stal-

kregion induzieren eine Zytokin-unabhängige STAT3 Phosphorylierung 

Die gp130 Deletionsvarianten wurden konstruiert, um eine konstitutiv aktive Variante zu 

erhalten. Zur Analyse, welche gp130 Varianten konstitutiv aktiv sind, wurde die STAT3-

Phosphorylierung von allen Varianten untersucht, da für konstitutiv aktives gp130 gezeigt 

wurde, dass STAT3 permanent phosphoryliert wird. Dafür wurden 1x106 Ba/F3-gp130-, 

Ba/F3-gp130∆D4-D6,S∆614-616-, Ba/F3-gp130∆D4-D6,S∆614-617-, Ba/F3-gp130∆D4-D6,S∆614-618-, 

Ba/F3-gp130∆D4-D6,S∆614-619-, Ba/F3-gp130∆614-616-, Ba/F3-gp130∆D4-D6-, Ba/F3-gp130∆329-

614- und Ba/F3-gp130∆329-614∆S614-616-Zellen pro Kondition eingesetzt. Danach wurden diese 

mit 10 ng/ml HIL-6 stimuliert. Dafür wurden die Zeitpunkte 0, 5, 15, 30, 60 und 120 Mi-

nuten gewählt. 0 Minuten wurde gewählt, da zu diesem Zeitpunkt noch keine Zytokinzu-

gabe erfolgte und somit eine Kontrolle geschaffen wurde, um eine zytokinunabhängige 

STAT3-Phosphorylierung feststellen zu können. Ba/F3-gp130-Zellen wurden als Kontrolle 

für eine zytokinabhängige STAT3-Phosphorylierung analysiert. Dabei wurde ohne Zyto-

kinzugabe keine STAT3-Phosphorylierung detektiert. Bis 30 Minuten nahm die STAT3-

Phosphorylierung zu. Danach nahm sie ab (Abbildung 3.56 links und rechts oben). 

Für die Varianten gp130ΔD4-D6,SΔ614-616, gp130ΔD4-D6,SΔ614-617, gp130ΔD4-D6,SΔ614-618 und 

gp130ΔD4-D6,SΔ614-619 wurde eine zytokinunabhängige STAT3-Phosphorylierung detektiert 

(Abbildung 3.56 links). Es wurde keine Zu-oder Abnahme in der Intensität der STAT3 

Phosphorylierung nach HIL-6 stimulation detektiert.  

Für die Variante gp130∆614-616 wurde eine STAT3-Phosphorylierung detektiert, die ver-

gleichbar war, mit der von Ba/F3-gp130-Zellen (Abbildung 3.56 rechts). 

Für die Varianten gp130∆D4-D6(∆322-613), gp130∆D4-D6(∆329-613) und gp130∆D4-D6(∆329-613)S∆614-616 

wurde keine STAT3-Phosphorylierung detektiert, auch nicht nach HIL-6 Stimulation (Ab-

bildung 3.56 rechts). STAT3 wurde als Ladekontrolle für alle Western Blots verwendet.  
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Für die Kontrollzellen Ba/F3-gp130 wurde nach Zytokinzugabe eine ERK-

Phosphorylierung detektiert. Dies zeigte sich ebenfalls für die Zelllinien Ba/F3-gp130Δ614-616 

(Abbildung 3.58). Für die Zelllinien Ba/F3-gp130ΔD4-D6,SΔ614-616 und Ba/F3-gp130ΔD4-D6 wurde 

keine ERK-Phosphorylierung detektiert (Abbildung 3.58). Bei den Zelllinien Ba/F3-

gp130ΔD4-D6,SΔ614-616 und Ba/F3-gp130ΔD4-D6 fehlen die Domänen D4 bis D6. Hier kann ausge-

sagt werden, dass diese für die Phosphorylierung des ERK1/2 Proteins essentiell sind, 

wodurch bei einer Deletion dieser Domänen keine ERK1/2 Phosphorylierung erfolgt 

(Kurth, et al. 2000).  

 

3.5.6 Die STAT3 Phosphorylierung wird durch den Janus Kinase Inhibitor P6 inhi-

biert 

Durch die vorangegangenen Experimente wurde die Erkenntnis gewonnen, dass die Akti-

vierung der Januskinasen für die zytokinunabhängige STAT3-Phosphorylierung verant-

wortlich ist. Um dies zu untersuchen, wurde die Januskinaseaktivität durch den pan-Jak 

Inhibitor Pyridone 6 (P6) inhibiert (Thompson, et al. 2002). Für dieses Experiment wurden 

1x106 Zellen pro Kondition verwendet. Die Zellen, welche mit 10 mM P6 behandelt wur-

den, wurden während der Zytokinentzugsphase bereits mit P6 präinkubiert. Es wurden die 

Konditionen unstimuliert (0 Minuten), unstimuliert mit P6 (0 Minuten + P6), stimuliert (30 

Minuten), stimuliert mit P6 (30 Minuten, + P6) und DMSO als Bedingungen festgesetzt. 

DMSO wurde als Kontrolle verwendet, da P6 in DMSO gelöst wurde und so ausgeschlos-

sen wurde, dass durch DMSO eine STAT3-Phoshporylierung induziert wurde. Unstimu-

lierte Zellen wurden mituntersucht, da zum einen eine zytokinunabhängige STAT3-

Phosphorylierung detektiert wurde und zum anderen um auszuschließen, dass P6 alleine 

eine STAT3-Phosphorylierung induziert. Die Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 bei Ba/F3-

gp130-Zellen wurde als Kontrolle für die Induzierbarkeit der Zellen untersucht. Zudem 

wurde eine Kontrolle mit einbezogen, die eine zytokinabhängige STAT3-Phosphorylierung 

und die damit verbundene Inhibition durch Zugabe von P6 zeigen konnte bei einigen Zell-

linien. Die Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 mit P6 wurde als Inhibitionsprobe angesehen. 
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Bei Ba/F3-gp130-Zellen wurde ohne die Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 keine Proliferation 

induziert. Erst durch Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 wurde eine Proliferation induziert (Ab-

bildung 3.60). Wurde 10 ng/ml HIL-6 zusammen mit 10 mM P6 kultiviert, wurde eine 

Hemmung der Proliferation gemessen (Abbildung 3.60). P6 alleine induzierte keine 

Proliferation. Für die Zelllinien Ba/F3-gp130-gp130∆D4-D6,S∆614-616, Ba/F3-gp130-gp130∆D4-

D6,S∆614-617, Ba/F3-gp130-gp130∆D4-D6,S∆614-618 und Ba/F3-gp130-gp130∆D4-D6,S∆614-619 wurde 

eine zytokinunabhängige Proliferation gemessen, welche durch die Zugabe von 10 ng/ml 

HIL-6 nicht verstärkt wurde (Abbildung 3.60). Durch Zugabe von 10 mM P6 wurde trotz 

Zugabe von HIL-6 die Proliferation sehr stark inhibiert (Abbildung 3.60). Auch bei der 

alleinigen Zugabe von 10 mM P6 wurde die Proliferation inhibiert. Die Zelllinien zeigten 

eine zytokinunabhängige STAT3 Phosphorylierung, die durch HIL-6 nicht verstärkt wur-

de. Durch die Inhibition über den Januskinase Inhibitor P6 wurde gezeigt, dass eine Hem-

mung nur durch Inhibition der mit gp130 agierenden Proteine möglich war. Es bleibt die 

Frage offen, ob HIL-6 den konstitutiv aktiven Komplex binden kann und ob eine Inhibition 

von gp130 z.B. durch den gp130 Antikörper B-R3 eine Auswirkung auf die konstitutive 

Aktivierung hat.  

 

3.5.8 HIL-6-Fc bindet an den gp130-Komplex 

Für die Analyse, ob HIL-6-Fc weiterhin die konstitutiv aktiven gp130∆D4-D6,S∆614-616 Deleti-

onsvariante binden kann, wurde eine Präzipitation über den Fc-Teil von HIL-6 mit Protein-

A Agarose beads durchgeführt. Damit wurde auch ausgesagt, ob gp130 korrekt gefaltet 

war. Als Kontrolle wurden Ba/F3-gp130-myc-Zellen verwendet. Die Zellen wurden für die 

Analyse durch eine SDS-PAGE vorbereitet. 
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Bei der Bound-Fraktion wurden nur die an die beads gebundenen Proteine detektiert. Es 

wurde durch den anti-myc-Antikörper gp130 in den Lysaten, bei denen HIL-6-Fc hinzuge-

geben wurde, detektiert. Dieses Ergebnis wurde auch für den anti-IL-6R-Antikörper detek-

tiert (Abbildung 3.61). 

Es wurde für HIL-6-Fc festgestellt, dass der Komplex gp130∆D4-D6,S∆614-616 auf der Zell-

oberfläche von HIL-6-Fc gebunden wurde. Somit wurde bei der STAT3 Phosphorylierung 

trotz Bindung von HIL-6-Fc das maximale Signal detektiert und konnte nicht durch HIL-6-

Fc verstärkt werden. STAT3 wurde durch die konstitutiv aktiven Varianten maximal phos-

phoryliert. 

Insgesamt wurde in diesem Abschnitt der Arbeit gezeigt, dass durch Deletionen der Stal-

kregion und der Domäne 4 bis 6 gp130 konstitutiv aktiv wird. Das konstitutiv aktive sig-

naling induziert die STAT3 Phosphorylierung. Die Phosphorylierung der ERK1/2 Proteins 

wird dabei nicht aktiviert ausgesetzt. Die signaling Aktivität wird über die Januskinasen 

vermittelt. HIL-6-Fc kann den gp130 Komplex auf der Zelloberfläche zwar binden, beein-

flusst das signaling allerdings nicht.  

Es wurden zudem Deletionsvarianten von gp130 erstellt, die keine STAT3 und ERK1/2 

Phosphorylierung mehr induzieren. 
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4 Diskussion 

4.1 Warum ist sgp130(Fc) ein selektiver Inhibitor des IL-6 Trans-

signalings? 

Sgp130Fc hat die einzigartige Eigenschaft, dass es selektiv IL-6/IL-11 Trans-signaling 

hemmt (Jostock, et al. 2001, Lokau, et al. 2016). Warum sgp130(Fc) nicht dazu in der La-

ge ist, klassisches IL-6 signaling zu hemmen, war zu Beginn dieser Studie völlig unklar 

(Jostock, et al. 2001). Insbesondere da sich sgp130(Fc) aktuell in einer klinischen Phase II 

Studie bei Patienten mit Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn befindet, ist es von höchster 

Bedeutung, das Hemmprinzip von sgp130Fc zu verstehen (EudraCT Nummer: 2016-

000205-36).  

Die einzige Hypothese ging bislang davon aus, dass sgp130(Fc) aus sterischen Gründen 

nicht an membranständige IL-6:IL-6R- und IL-11:IL-11R-Komplexe binden kann (Heink, 

et al. 2017). Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde mittels Durchflusszytometrie un-

tersucht, ob sgp130Fc an membranständige IL-6:IL-6R Komplexe binden kann. Dieses 

sehr einfache Experiment zeigte eindeutig, dass die fehlende Hemmung des klassischen 

signalings durch sgp130Fc nicht durch eine sterische Unzugänglichkeit an membranstän-

dige IL-6:IL-6R-Komplexe begründet sein kann, da eine Bindung von sgp130Fc an den 

membranständigen IL-6:IL-6R-Komplex nachgewiesen wurde. Zur Untermauerung dieser 

Ergebnisse wurden neuartige membranständige IL-6:IL-6R-Fusionsproteine geschaffen, in 

denen IL-6 durch flexible Peptidlinker an den membranständigen IL-6R fusioniert und 

damit in der klassichen signaling Position fixiert ist (Chen, et al. 2013). Auch an diese 

membranständigen Hyper-IL-6-Proteine konnte sgp130Fc binden.  

Kürzlich wurde gezeigt, dass neben IL-6 auch IL-11 über den löslichen IL-11R durch 

Trans-signaling Zellen über gp130 aktivieren kann (Lokau, et al. 2016). Wie beim IL-6 

Trans-signaling ist sgp130(Fc) auch ein selektiver Inhibitor des IL-11 Trans-signalings 

(Lokau, et al. 2016). Mittels membranständigen IL-11:IL-11R-Komplexen und membran-

ständigen Hyper-IL-11-Fusionsproteinen konnte in dieser Arbeit auch eindeutig gezeigt 

werden, dass gp130Fc an diese membranständigen IL-11-Komplexe binden kann.  

Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass eine Verkürzung der Stalkregion des IL-6R 

zu einem Funktionsverlust des Rezeptors führt, da eine Mindestlänge von 15 Aminosäuren 
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benötigt wird, um IL-6 in einer korrekten Art und Weise dem gp130 Rezeptor zu präsentie-

ren (Baran, et al. 2013).  

Um zu untersuchen, ob eine Verkürzung der Stalkregion zu einem Verlust der sgp130Fc 

Bindung an membranständige Hyper-IL-6-Proteine führt, wurde der Stalk um 15, 30 oder 

45 Aminosäuren gekürzt. Es zeigte sich, dass die Varianten mbHIL-6∆30 und stärker aus-

geprägt mbHIL∆45 zu einem geringeren Maß als mbHIL-6∆15 und der Ausgangsvariante 

mbHIL-6 auf der Oberfläche exprimiert wurden (Baran, et al. 2013). Zwar wurde auch 

eine geringere Bindung von sgp130Fc an mbHIL-6∆30 und mbHIL-6∆45 Varianten beo-

bachtet, jedoch kann nicht abschließend beurteilt werden, ob die geringere Bindung an der 

verminderten Oberflächenexpression von mbHIL-6∆30 und mbHIL-6∆45 lag, oder der 

verminderten Fähigkeit von sgp130Fc diese Komplexe zu binden.  

Interessanterweise waren die Varianten mbHIL-6∆30 und mbHIL-6∆45 nicht mehr biolo-

gisch aktiv. Das bedeutet, dass sie anders als mbHIL-6 und mbHIL-6∆15 bei einer Koex-

pression mit gp130 zu keiner Aktivierung des JAK/STAT Signalweges führten.  

Die durchgeführten Experimente schließen demnach aus, dass es sich bei der fehlenden 

Hemmung des klassischen signalings durch sgp130(Fc) um ein sterisches Bindungsprob-

lem zwischen IL-6:IL-6R-Komplexen und sgp130(Fc) handelt. Andere bislang nicht iden-

tifizierte Ursachen müssen demnach verantwortlich sein.  

 

4.2 sgp130Fc hemmt das Cluster-signaling 

Kürzlich wurde als dritter Weg der Rezeptoraktivierung über IL-6 das Cluster-signaling 

beschrieben. Hierbei trägt eine Transmitter-Zelle membranständige IL-6:IL-6R-Komplexe, 

die in der Lage sind, über Zell-Zell-Kontakte Empfänger-Zellen, die gp130 exprimieren, zu 

aktivieren (Heink, et al. 2017). Interessanterweise wurde beschrieben, dass IL-6 und der 

IL-6R das Cluster-signaling zwar initiieren, aber sgp130Fc nicht dazu in der Lage ist, das 

Cluster-signaling zu hemmen (Heink, et al. 2017). Unsere Daten aus den vorangegangenen 

Abschnitten legten nun die Vermutung nahe, dass sgp130Fc aufgrund der Interaktion mit 

membranständigen IL-6:IL-6R-Komplexen sehr wohl auch Cluster-signaling hemmen 

sollte.  

Zu diesem Zweck wurde ein Kokultivierungssystem etabliert, welches auf den Transmit-

ter-Zellen Ba/F3-IL-6R + IL-6 oder Ba/F3-mbHIL-6 (und Varianten) und den Empfänger-

Zellen Ba/F3-gp130 basierte. Dieses System war mit kleinen Modifikationen nahezu iden-
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tisch mit dem zuvor von Heink et al., 2017 beschriebenen Verfahren (Heink, et al. 2017) 

und daher sehr gut mit unserem System vergleichbar.  

Die Kokultivierungsexperimente zeigten eindeutig, dass die Empfänger-Zellen durch die 

Transmitter-Zellen aktiviert werden können. Die Aktivierung zeigte sich zum einen in ei-

ner STAT3 Phosphorylierung und zum anderen in einer pSTAT3-induzierten zellulären 

Proliferation der Empfänger-Zellen. Alle Experimente zeigten darüber hinaus, dass 

sgp130Fc dazu in der Lage war, Cluster-signaling zu hemmen.  

In einem nächsten Schritt konnte dann gezeigt werden, dass auch IL-11 Cluster-signaling 

induzieren kann. Hierfür wurden sowohl membranständige IL-11:IL-11R-Komplexe, als 

auch membranständiges Hyper-IL-11 untersucht. Auch IL-11 Cluster-signaling ließ sich 

eindeutig durch sgp130Fc hemmen.  

Da sowohl der IL-6R als auch der IL-11R durch ADAM-Proteasen gespalten werden kön-

nen, musste experimentell ausgeschlossen werden, dass das Cluster-signaling nicht durch 

lösliche IL-6:IL-6R- und IL-11:IL-11R-Komplexe gestört wird bzw. ein Teil des Cluster-

signalings eigentlich auf Trans-signaling zurückzuführen war.  

Um eine „Verunreinigung“ des Cluster-signalings durch Trans-signaling auszuschließen, 

wurde zum einen während der Kokultivierung das shedding des IL-6R und des IL-11R 

über einen ADAM10/17 Inhibitor (GW) gehemmt. Zum anderen wurden eine Reihe von 

membranständigen Hyper-IL-6 und Hyper-IL-11-Varianten erstellt (Hyper-IL-6∆15, Hy-

per-IL-6∆30, Hyper-IL-6∆45, Hyper-IL-6V563E, Hyper-IL-6V563G und Hyper-IL-11R355E), 

die nicht mehr oder in deutlich geringerem Maße proteolytisch gesheddet werden können 

(Baran, et al. 2013, Lokau, et al. 2016, Riethmueller, et al. 2017).  

Alle Experimente zeigten, dass lösliche IL-6:IL-6R-Komplexe keinen Einfluss auf das 

Cluster-signaling gehabt haben.  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, das sgp130(Fc) sowohl das bereits beschriebene 

IL-6-Cluster-signaling als auch das hier beschriebene IL-11-Cluster-signaling effektiv 

hemmt.  
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4.3 Autokrines klassisches und Trans-signaling lässt sich nicht durch 

sgp130(Fc) hemmen 

Die überraschende Entdeckung, dass sgp130Fc an membranständige IL-6:IL-6R- und IL-

11:IL-11R-Komplexe binden kann, wirft die Frage auf, welcher Mechanismus denn nun 

hinter der selektiven Hemmung des Trans-signalings durch sgp130Fc steckt.  

Daher wurde als nächstes untersucht, welchen Einfluss sgp130Fc und andere Inhibitoren 

des IL-6 Weges auf ein mögliches autokrines IL-6-Signal haben. Zu diesem Zweck wurden 

Ba/F3-Zellen erstellt, die eine Koexpression von gp130 und entweder IL-6:IL-6R, des 

membranständigen, oder löslichen Hyper-IL-6 Proteins aufwiesen. Wie erwartet, führte die 

Koexpression zur autokrinen Stimulation über klassisches signaling (IL-6:IL-6R und 

mbHIL-6) oder Trans-signaling (HIL-6). Interessanterweise konnte die zelluläre Inhibition 

in allen Fällen nur durch den Januskinaseinhibitor P6 erfolgen. Die externe Zugabe von 

Tocilizumab, IL-6R-Nanobodies oder sgp130Fc hatte hingegen keine hemmende Auswir-

kung. Vorangegangene Studien mit viralem IL-6 (vIL-6) hatten bereits nahegelegt, dass 

dieses virale Protein bereits eine gp130 Rezeptoraktivierung innerhalb der Zelle induziert 

(Meads and Medveczky 2004). VIL-6 stammt aus dem Humanen Herpesvirus 8 (HHV8) 

und ist ein wichtiger Pathogenitätsfaktor des Karposi-Sarkoms (Molden, et al. 1997, 

Müllberg, et al. 2000). Es aktiviert gp130 Rezeptoren auch in Abwesenheit des IL-6R 

(Molden, et al. 1997). Anti-vIL-6 neutralisierende ScFvs (single chain Fv antibodies) die 

zusammen mit vIL-6 koexprimiert wurden, konnten die gp130 Rezeptoraktivität unterdrü-

cken, wurden sie allerdings von außen zu den Zellen gegeben, konnte vIL-6 nicht gehemmt 

werden (Kovaleva, et al. 2006).  

In dieser Arbeit wurde nun gezeigt, das auch für IL-6:IL-6R und HIL-6-induzierten Kom-

plexe eine Signaltransduktionsinitiation ebenfalls bereits im Inneren der Zelle erfolgte. 

Unerwarteterweise war koexprimiertes sgp130Fc jedoch nur dazu in der Lage, intrazellulä-

res Trans-signaling ausgelöst durch HIL-6 zu hemmen, jedoch erneut nicht das klassische 

signaling durch mbHIL-6. 

Damit wurde gezeigt, dass neben vIL-6 auch humane IL-6:IL-6R-Komplexe bereits im 

Inneren der Zelle zu einer Aktivierung des gp130 Rezeptors führen können. Unklar ist wei-

terhin, ob diese Aktivierung bereits im Endoplasmatischen Retikulum, im Golgi-Apparat 

oder erst in der Membran der Transportvesikel erfolgt. Weiterhin bleibt unklar, warum 

sgp130Fc das klassische Signal nicht hemmt. Zukünftige Studien werden untersuchen, ob 

nicht nur gp130 Rezeptoren in der Membran als präformierte Komplexe vorliegen 
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4.4 Deletion der Fibronektin-III Domänen und der Stalkregion resul-

tiert in einen ligandenunabhängigen konstitutiv aktiven gp130 Re-

zeptor 

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob durch gezielte Deletionen im 

extrazellulären Bereich von gp130, ligandenunabhängige konstitutiv aktive gp130 Varian-

ten erzeugt werden können.  

Vorherige Arbeiten haben gezeigt, das durch den Austausch des gesamten extrazellulären 

Bereichs von gp130 durch kurze Leucin-Zipper, ligandenunabhängige, konstitutiv aktive 

synthetische gp130 Rezeptoren erzeugt werden konnten (Stuhlmann-Laeisz, et al. 2006). 

Interessanterweise führte eine komplette Deletion der extrazellulären Domäne zu keiner 

dauerhaft aktiven gp130 Variante (Stuhlmann-Laeisz, et al. 2006). Später wurde gezeigt, 

das kleine in-frame Deletionen in der Domäne 2 von gp130 ebenfalls zu konstitutiv aktiven 

gp130 Rezeptoren führen. Diese Varianten wurden in Patienten mit inflammatorischen 

Leberzelladenom (IHCA) gefunden und waren an der Progression der Adenome beteiligt 

(Rebouissou, et al. 2009).  

Hier wurde eine andere Strategie verfolgt, die auf einer Beobachtung im IL-23R beruht. 

Der IL-23R ist ein Teil des Rezeptorkomplexes des Zytokins IL-23 (Parham, et al. 2002). 

IL-23 gehört zur IL-12-Familie, die sehr eng mit der IL-6 Familie verwandt ist (Garbers, et 

al. 2012). Der IL-23R besitzt jedoch nur 3 extrazelluläre Domänen und eine 37 Aminosäu-

ren lange Stalkregion und hat daher große strukturelle Ähnlichkeiten zum IL-6R (Franke, 

et al. 2016, Hummel, et al. 2017) (Abbildung 4.2). Der IL-23R ist jedoch anders als der IL-

6R direkt an der Vermittlung der Signaltransduktion beteiligt. Für den IL-23R wurde nun 

kürzlich gezeigt, dass die Deletion der Stalkregion zu einer ligandenunabhängigen, konsti-

tutiven Aktivierung eines homodimeren IL-23R-Komplexes führt (Hummel, et al. 2017) 

(Abbildung 4.2).  

Es sollte daher untersucht werden, ob auch der verwandte gp130 Rezeptor durch Deletio-

nen der Domänen 4 bis 6 mit oder ohne Deletion der Stalkregion konstitutiv aktiviert wer-

den kann.  

Im Unterschied zum IL-23R mit einer Stralkregion von 37 Aminosäuren, besitzt gp130 nur 

einen sehr kurzen Stalk mit einer Länge von 6 Aminosäuren. Interessanterweise führte die 

Verkürzung der gp130 Stalkregion um 3 Aminosäuren zu keiner funktionalen Beeinträch-

tigung des Rezeptors während die alleinige Deletion der Domänen 4 bis 6 zur Inaktivie-
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rung des Rezeptors führte. Nur die kombinierte Deletion der Domänen 4 bis 6 zusätzlich 

mit der Verkürzung der Stalkregion um 3 Aminosäuren führte zur konstitutiven Aktivie-

rung der gp130 Rezeptorvarianten (Hummel, et al. 2017, Lamertz, 2018 #180) (Abbildung 

4.2). Mittels Kopräzipitation konnte dann abschließend gezeigt werden, dass die konstitu-

tiv aktive Variante gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-616 immer noch in der Lage war, an das Zyto-

kin HIL-6 zu binden. Dieser Befund legt den Schluss nahe, dass die Deletionsvariante 

gp130∆D4-D6(∆322-613),S∆614-616 im Bereich der Zytokinbindestellen der Domäne 1 bis 3 kor-

rekt gefaltet war. 

Zusammenfassend könnten die Ergebnisse in dieser Studie zu gp130 und in der Studie von 

Hummel et al., zum IL-23R, einen neuartigen Weg aufzeigen, wie konstitutiv aktive Re-

zeptoren durch Deletionen im extrazellulären Rezeptorbereich erstellt werden können. 
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5 Zusammenfassung 

Interleukin (IL-)6 ist ein wichtiger Regulator von entzündlichen Prozessen. Die Signalwei-

terleitung von IL-6 erfolgt über den membrangebundenen (klassisches signaling) oder den 

löslichen (Trans-signaling) Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R). Dieser Komplex aus IL-6:IL-

6R bindet an das signalweiterleitende, ubiquitär exprimierte Glykoproteine gp130. Kürz-

lich wurde gezeigt, dass es eine dritte signaling Art gibt, das Cluster-signaling. Es wird 

vermittelt durch IL-6:IL-6R Transmitter-Zellen, die gp130 auf Empfänger-Zellen aktivier-

ten. Lösliches gp130 ist der spezifische Inhibitor des Trans-signalings. Warum sgp130(Fc) 

nicht dazu in der Lage ist, klassisches IL-6 signaling zu hemmen, war zu Beginn dieser 

Studie völlig unklar. In dieser Arbeit wurde die Interaktion von sgp130Fc mit natürlichen 

membrangebundenen IL-6:IL-6R Komplexen gezeigt. Diese Interaktion vermittelte die 

Hemmung des Cluster-signalings durch sgp130Fc. Zur Untermauerung dieser Ergebnisse 

wurden neuartige membranständige IL-6:IL-6R-Fusionsproteine geschaffen, in denen das 

IL-6 durch flexible Peptidlinker an den IL-6R fusioniert und damit in der klassichen sig-

naling Position fixiert ist (Chen et al., 2013). Auch an diese membranständigen Hyper-IL-

6-Proteine konnte sgp130Fc binden.  

Interleukin-11 gehört zur Interleukin-6 Familie und wurde in dieser Arbeit untersucht. Da-

bei wurde gezeigt, dass sgp130Fc auch membranständige IL-11:IL-11R-Komplexe und 

Hyper-IL-11-Komplexe binden und hemmen kann. Somit ist sgp130Fc auch ein Inhibitor 

des Trans-signalings und Cluster-signalings von IL-11. Durch die Untersuchung wurde 

gezeigt, dass keine sterische Hinderung bei der Bindung von sgp130Fc an membrangebun-

dene IL-6:IL-6R bzw. IL-11:IL-11R Komplexe vorliegt. Für die weitere Untersuchung, 

warum sgp130Fc klassisches signaling nicht hemmt, wurde das autokrine signaling durch 

die Koexpression von gp130 und entweder IL-6:IL-6R, membranständigem Hyper-IL-6 

oder löslichem Hyper-IL-6 auf Zellen untersucht. Interessanterweise konnte autokrines 

signaling durch externe Inhibitoren wie sgp130Fc nicht gehemmt werden. Jedoch wurde 

eine Inhibition durch intrazelluläre Inhibitoren gezeigt. Dadurch kam die Vermutung auf, 

dass es hierbei bereits in der Zelle zur Signalinitiantion kommt. Zukünftige Studien werden 

untersuchen, ob nicht nur gp130 in der Membran als präformierte Komplexe vorliegt, son-

dern auch der IL-6R Teil dieser Komplexe ist und daher sgp130Fc aufgrund der einzigarti-

gen Bindungsstöchiometrie und Abfolge (IL-6 site I bindet an den IL-6R und dann bindet 

site II von IL-6 Domäne 1 von gp130 und site III Domäne 2 und 3 von gp130) keine Gele-
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genheit hat, an einmal gebildete IL-6:IL-6R:gp130 Komplexe auf der Zelloberfläche zu 

binden.  

Ein wichtiges Mitglied der IL-6 Familie ist der gp130 Rezeptor. Gp130 besteht aus 6 ext-

razellulären Domänen, die über eine Stalkregion von 6 Aminosäuren mit der Transmemb-

randomäne und der intrazellulären Domäne verknüpft sind. Domäne 1 bis 3 werden für die 

Bindung der Zytokine benötigt. Domäne 4 bis 6 werden für die Aktivierung von gp130 

benötigt, damit die Januskinasen nach erfolgter Bindung des Zytokins aktiviert werden 

können. Es wurde vorher gezeigt, dass durch den Austausch des gesamten extrazellulären 

Bereichs von gp130 durch kurze Leucin-Zipper, ligandenunabhängige, konstitutiv aktive 

synthetische gp130 Rezeptoren erzeugt werden konnten. Später wurde gezeigt, das kleine 

in-frame Deletionen in der Domäne 2 von gp130 ebenfalls zu konstitutiv aktiven gp130 

Rezeptoren führt. Für den IL-23R wurde nun kürzlich gezeigt, dass die Deletion der Stal-

kregion zu einer ligandenunabhängigen, konstitutitven Aktivierung eines homodimeren IL-

23R-Komplexes führt Es sollte daher untersucht werden, ob auch der verwandte gp130 

Rezeptor durch Deletionen der Domänen 4 bis 6 mit oder ohne Deletion der Stalkregion 

konstitutiv aktiviert werden kann. In dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass Deletionen ab 

der Hälfte der Stalkregion in Kombination mit der Deletion der Domänen 4 bis 6 zu konsti-

tutiv aktiven gp130 Varianten führt. Eine weitere Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass die 

alleinige Deletion der Stalkregion um 3 Aminosäuren keine Auswirkung auf die signaling 

Aktivität von gp130 hat. Zudem wurde gezeigt, dass die Deletion der Domäne 4 bis 6 zu 

inaktiven gp130 Varianten führt. Für die konstitutiv aktiven Varianten wurde gezeigt, dass 

HIL-6-Fc immer noch in der Lage ist, den Komplex zu binden. Die Ergebnisse in dieser 

Studie zu gp130 zeigen einen neuartigen Weg, wie konstitutiv aktive Rezeptoren durch 

Deletionen im extrazellulären Rezeptorbereich erstellt werden können. 
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6 Summary 

Interleukin-6 (IL-6) is a very important regulator of inflammatory processes. IL-6 signals 

via a membrane-bound or soluble IL-6 receptor (IL-6R) and the signal transducing gp130, 

which is referred to as classic or trans-signaling, respectively. Recently, cluster signaling 

was discovered, which is mediated by membrane-bound IL-6:IL-6R-complexes on trans-

mitter cells triggering gp130 receptor activation on neighboring receiver cells. The soluble 

form of gp130 (sgp130) emerged as selective trans-signaling inhibitor. It is not affecting 

classic signaling, but the reason for this is not known. Here we demonstrate interaction of 

sgp130 with membrane-bound IL-6:IL-6R complexes, which resulted in inhibition of clus-

ter-signaling. In addition to these results, we designed synthetic membrane bound IL-6:IL-

6R fusion proteins, in which IL-6 is fused to IL-6R by a flexible peptide linker, so that this 

complex is fixed in a classic-signaling position. Also the interaction of sgp130Fc and 

blockade of cluster-signaling for this complex was shown.  

Interleukin-11 is a member of the Interleukin-6 Family and was also analyzed here. In line, 

sgp130Fc can interact with membrane-bound IL-11:IL-11R complexes and membrane-

bound HIL-11 complexes. So sgp130Fc also inhibits trans- and cluster-signaling of IL-11. 

The first outcome is that there is no steric hindrance in the interaction of sgp130Fc with IL-

6:IL-6R or IL-11:IL-11R complexes. To further investigation, why sgp130Fc cannot affect 

classic signaling, we coexpressed gp130 and IL-6:IL-6R, membrane bound HIL-6 or solu-

ble HIL-6 in the same cell to mimic an autocrine signaling. Interestingly, autocrine classic 

signaling was not inhibited by extracellular inhibitors such as sgp130 or antibodies directed 

against IL-6R or gp130. Interestingly intracellular JAK inhibitors suppressed autocrine 

signaling. We concluded that signal initiation occurs already from within the cell. Future 

studies have to investigate, if there are not only preformed gp130 complexes, but pre-

formed gp130:IL-6R complexes. This might be the reason why sgp130Fc cannot inhibit 

classic signaling, because of the unique binding stoichiometry (IL-6 site I binds to the IL-

6R and then IL-6 site II binds domain 1 of gp130 and then site III binds domain II and III 

of gp130) suggesting an intracellular activation mode of gp130 for autocrine signaling de-

pending on that there is no chance for sgp130Fc to bind IL-6:IL-6R:gp130 complexes on 

the cell surface.  
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One major player of the IL-6 family of cytokines is gp130. Gp130 consists of 6 extracellu-

lar domains, which are bound via a 6 amino acid long stalk region to the transmembrane 

domain and the intracellular domain of gp130. For the binding of cytokines the domain 1 

to 3 is needed. Domain 4 to 6 is used for the activation of gp130, so that the janus kinases 

can get activated after cytokine binding. Previously it was shown, that exchange of the 

extracellular part of gp130 to short leucin-zippers generates ligand independent, constitu-

tive active synthetic gp130 receptors. Later it was shown, that small in-frame deletions in 

domain 2 resulted in constitutive activation of gp130 receptors. Recently, it was shown for 

the IL-23R that deletion of the stalk region resulted in a ligand independent constitutive 

active form of the homodimeric IL-23R. It was investigated, if the gp130 receptor gets 

constitutive active, when domain 4 to 6 with or without the stalk region is deleted. Here we 

show that deletions of more than half of the stalk region in combination with a deletion of 

the domains 4 to 6 resulted in constitutive active variant of gp130. A second outcome was 

that the deletion of the half of the stalk region has no effect on the signaling activity of 

gp130. Additionally it was shown, that deletion of domain 4 to 6 resulted in inactive forms 

of gp130. For the constitutive active variant of gp130 it was shown, that HIL-6-Fc is still 

able to bind the complex on the cell surface. Here we showed a new way to create constitu-

tive active cytokine receptor variants, caused by deletions in the extracellular part of the 

receptor.  
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Anhang 

174 

Aus dem Plasmid pcDNA3.1-IL-6R wurde durch die Endonuklease PmeI die cDNA für 

den IL-6R herausgeschnitten und das Plasmid für die Ligation mit mbHIL-6∆45 vorberei-

tet (Abbildung 8.7).  

PMows-puro-GFP wurde mit EcoNI und BamHI geschnitten. Da durch beide Endonuklea-

sen ein sticky-end Überhange entstehen, wurde die Klenow Polymerase für das Auffüllen 

der sticky-ends verwendet. Dadurch entstanden blunt-ends (Abbildung 8.7). Es entstand 

pMows-puro-mbHIL-6∆45 

Für die Generierung der Punktmutationsvarianten wurde eine site-directed mutagenesis-

PCR angewendet. Dabei wurde als Template pcDNA3.1-mbHIL-6 verwendet. Bei dieser 

PCR wird über einen Nukleotidaustausch während der PCR eine Punktmutation eingebaut. 

Die Sequenz wurde im Anschluss durch eine Sequenzierung überprüft und war fehlerfrei 

(Abbildung 8.8 A). Die neue Variante, mbHIL-6V563E konnte dann in das Plasmid pMows-

puro ligiert werden (Abbildung 8.8 B).  
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