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1. Einleitung 

1.1 Zytokine 

Als Zytokine werden kleine, mehrfach glykosylierte Proteine bezeichnet, die 

Proliferation und Differenzierung von Zielzellen regulieren oder auslösen. Weiter 

unterteilt werden Zytokine und Zytokinrezeptoren in sieben große Familien: Rezeptor 

Tyrosine Kinase Familie, Klasse I und II Zytokine Rezeptoren, Tumornekrosefaktor 

Zytokin und Rezeptor Superfamilie, Interleukin-1 Rezeptor Familie, Interleukin-17 

Rezeptor Familie, Transforming growth factor-β (TGF-β) Rezeptor Familie und 

Chemokinrezeptoren.1 Eine Vielzahl von Zellen sezernieren Zytokine, welche von 

spezifischen Zytokinrezeptoren auf der Oberfläche der Zielzelle erkannt werden. 

Dabei wirken die Zytokine lokal autokrin oder parakrin bis hin zu systemisch 

endokrin.2,3 

Im Weiteren können Zytokine in verschiedene Familien eingeteilt werden, basierend 

auf ihrer Struktur und ihres Rezeptors. Hervorstechend und bereits eingehend 

untersucht ist dabei die Gruppe der Interleukin-6 (IL-6) artigen Zytokine. Mitglieder 

dieser Familie sind beteiligt sowohl an anti- als auch pro-inflammatorischen 

Prozessen. Durch diese Vielfalt an Mechanismen stehen einzelne Mitglieder der IL-6 

Familie im Fokus klinischer Studien.4 

 

1.2 Zytokine der Interleukin-6 Familie 

Zu den Mitgliedern dieser Familie gehören neben dem namensgebenden IL-6 auch 

IL-11, IL-27, IL-31, oncostatin M (OSM), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like 

cytokine (CLC), ciliary neurotrophic factor (CNTF) und leukemia-inhibitor-factor 

(LIF).3 Neben geringfügigen Homologien in der Proteinsequenz ist vor allem die up-

up-down-down Topologie der α-Helices in diesen Zytokinen konserviert.3,5,6 Die 

Initiation der Signaltransduktion erfolgt durch Bindung des Zytokins an seinen α-

Rezeptor, gefolgt von weiterer Interaktion mit zwei β-Rezeptoren.2 

Interessanterweise assoziieren hierbei Homo- und Heterodimere des β-Rezeptors 

zur Bildung des Signalkomplexes.7 Als dominant vorkommender β-Rezeptor ist 

hierbei das Glykoprotein 130 (gp130) zu nennen. Außer IL-31 signalisieren alle 

Zytokine dieser Familie über einen Rezeptorkomplex bestehend aus mindestens 
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einem gp130.8 Für die Signalweitergabe durch IL-6 und IL-11 wird ein homodimerer 

Rezeptorkomplex aus gp130 und dem spezifischen α-Rezeptor gebildet.2 

Im Fokus dieser Arbeit steht IL-6 als wichtiger Regulator von physiologischen 

Prozessen, die insbesondere zu Regeneration und Immunantwort beitragen. 

 

1.3 Interleukin-6 

Interleukin-6 ist ein 21-28 kDa großes Protein, bestehend aus vier α-Helices mit einer 

up-up-down-down Topologie.5,9 Die variable Größe lässt sich durch verschiedene 

Glykosylierungen erklären. Diese beeinflussen weniger die Funktionalität, sondern 

dienen vermutlich der Stabilisierung und damit verlängerter Halbwertszeit im 

Serum.10,11 In ersten Berichten wurde IL-6 mRNA in Fibroblasten identifiziert und als 

Interferon-β2 (IFN-β2) benannt.12 Weitere Arbeiten an IL-6 durch Hirano et al. 1986 

gaben dem Zytokin den Namen B-Zell-Stimulationsfaktor 2 (BSF-2) als notwendiger 

finaler Stimulus zur Reifung von B-Zellen in Immunglobulin-(Ig) sekretierenden 

Plasmazellen.13 Letztendlich wurde der Name „IL-6“ direkt in Zusammenhang mit 

IFN-β2 genannt und damit zugeordnet.14 IL-6 hat ein breites Wirkungsspektrum, zu 

dem die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und Thymozyten, Initiation der 

Akute-Phase-Reaktion, Regeneration von beschädigtem Gewebe und Vermittlung 

von anti- und pro-inflammatorischen Prozessen zählen.  

 

1.4.1 Signaltransduktion durch Interleukin-6 

Die Signaltransduktion von IL-6 erfolgt mit dem IL-6 Rezeptor (IL-6R), sowie einem 

Homodimer aus gp130. Die Größe des IL-6R beträgt etwa 80 kDa, er ist glykosyliert 

und zählt zu den Typ-I Transmembranrezeptoren. Der Rezeptor ist aus drei 

extrazellulären Domänen zusammengesetzt: einer Ig-ähnlichen Domäne (D1) und 

zwei Fibronektin Typ-III Domänen (D2 und D3), auch Zytokinbindemotiv (CBM) 

genannt. Weiter folgen eine Stalk-Region, eine Transmembrandomäne (TMD) und 

eine intrazelluläre Domäne (IZD) (Abb. 1A). Das nahezu ubiquitär exprimierte gp130 

hat eine Größe von 130 kDa, ist ein Typ-I Transmembranrezeptor und besteht aus 

einer Ig-ähnlichen Domäne (D1) gefolgt von fünf Fibronektin Typ-III Domänen (D2 bis 
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D6) einer TMD und einer IZD. Dabei kann die Signaltransduktion auf drei 

unterschiedliche Arten erfolgen (Abb. 1B). 

 

 

Abbildung 1: Zusammensetzung der Rezeptoren und Rezeptorkomplex. (A) Der IL-6 Rezeptor 
besteht aus einer IgG-Domäne (D1, grün), dem Zytokinbindemodul (zwei Fibronektin Typ III 
Domänen, D2 und D3, blau), der Stalk-Region (schwarz), der Transmembrandomäne (TMD, schwarz) 
und der intrazellulären Domäne (IZD, dunkelrot). Gp130 besteht aus einer IgG-Domäne (D1, orange), 
dem Zytokinbindemodul (zwei Fibronektin Typ III Domänen, D2 und D3, hellgrün), drei weiteren 
Fibronektin Typ III Domänen (D4 bis D6), der Transmembrandomäne (TMD, schwarz) und der 
intrazellulären Domäne (IZD, dunkelrot). (B) Der Rezeptorkomplex wird assoziiert durch Bindung von 
IL-6 (rot) an den IL-6R. Dies führt zur Rekrutierung von zwei gp130 Rezeptoren und intrazellulärer 
Signaltransduktion. Primär wird der JAK/STAT Signalweg aktiviert, wodurch STAT3 phosphoryliert 
wird und in den Zellkern transloziert. Dort sorgt das Dimer für die Transkription von STAT-Zielgenen. 
Als weitere Signalwege können der PI3K- und MAPK-Signalweg aktiviert werden durch Rekrutierung 
des Adapterproteins SHP-2. 

 

1.4.2 Die Klassische Interleukin-6 Signaltransduktion 

Bei der klassischen Signaltransduktion bindet IL-6 über die Domänen D2 und D3 an 

den IL-6R gefolgt von weiterer Interaktion mit zwei gp130-Rezeptoren (Abb. 2A). Die 

Länge des Stalk vom IL-6R ist dabei für eine korrekte Interaktion mit gp130 
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essentiell.15 Des Weiteren kann nur ein Komplex aus IL-6/IL-6R mit gp130 

interagieren, da weder IL-6 noch der IL-6R alleine eine Affinität zu gp130 

vorweisen.16 Durch Homodimerisierung von gp130 werden die Janus-kinase/signal 

transducer and activator of transcription (JAK/STAT) Signalkaskade, die 

phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) Signalkaskade und die mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) Signalkaskade initiiert.  

Nach Phosphorylierung von gp130 durch JAKs werden STAT1 und STAT3 an 

phosphorylierte Tyrosine rekrutiert. Dabei bindet STAT1 an die Tyrosinreste Y905 

und Y915.17 STAT3 bindet an die Tyrosinreste Y767, Y814, Y905 und Y915.17–19 Im 

Anschluss werden durch aktive JAKs die rekrutierten STAT-Proteine phosphoryliert. 

Diese bilden Homo- oder Heterodimere und translozieren in den Zellkern. Dort 

können die STAT-Proteine an spezifischen Bindungsstellen von Promotoren ihrer 

Zielgene binden und die Transkription von Akute-Phase-Genen, anti-apoptotischen 

Genen oder proliferatorischen Genen auslösen. Zur Unterbindung einer 

kontinuierlichen IL-6 induzierten Genexpression werden zusätzlich suppressor of 

cytokine signaling (SOCS) Gene transkribiert. Die resultierenden Proteine sind 

Feedback-Inhibitoren.20 

Der PI3K- und MAPK-Signalweg wird durch Rekrutierung von Src homology region 2 

domain-containing phosphatase-2 (SHP-2) an die phosphorylierten Tyrosinreste 

Y759 bzw. Y757 in der Maus des gp130 fortgesetzt.19,21 An SHP-2 kann das 

Adapterprotein Gab1 binden, welches die PI3-Kinase aktiviert und somit den PI3K-

Signalweg. Zusätzlich kann an SHP-2 ein Komplex aus Grb2-SOS binden, welcher 

wiederum Ras aktiviert und somit den MAPK-Signalweg induziert.  

Die Expression des IL-6R ist im Gegensatz zu gp130 hauptsächlich limitiert auf B- 

und T-Zellen, Neutrophile, Granoluzyten, Makrophagen, Monozyten und 

Hepatozyten. Jedoch gibt es in der Stalk-Region des IL-6R Erkennungssequenzen 

für a-Disintegrin and Metalloproteinase (ADAM) 10 und ADAM17.22 Diese sind in der 

Lage, durch proteolytische Spaltung eine lösliche Form des IL-6R (sIL-6R) zu 

generieren. Eine weitere Quelle für den sIL-6R im Menschen ist alternatives Splicing, 

welches jedoch nur zwischen 1-10% zu der Gesamtmenge an sIL-6R im Serum 

beiträgt. 
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Abbildung 2: Varianten der IL-6 Signaltransduktion. (A) Bei der klassischen Signaltransduktion 
bindet IL-6 an den membrangebundenen IL-6R. Damit erhöht sich die Affinität zu gp130 und eine 
Rekrutierung von zwei gp130 Rezeptoren findet statt. Dadurch wird die intrazelluläre Signalkaskade 
gestartet. (B) Durch ADAM-Proteasen kann der membrangebundene IL-6R mittels proteolytischer 
Spaltung in der Stalk-Region in die lösliche Form überführt werden (1.). An den sIL-6R bindet IL-6 aus 
dem Serum und bildet den IL-6/sIL-6R Komplex (2.). Dieser Komplex kann an gp130 auf der 
Zelloberfläche binden, wodurch der Trans-Signalweg initiiert wird (3.). (C) Nach Bindung von IL-6 an 
den membrangebundenen IL-6R der Ausgangszelle kann der Komplex an gp130 der Empfängerzelle 
binden. Durch diese Trans-präsentation wird eine gp130 Dimerisierung hervorgerufen, welche die 
intrazelluläre Signalkaskade anstößt. 

 

1.4.3 Der Trans-Signalweg von Interleukin-6 

Der Trans-Signalweg unterscheidet sich im Wesentlichen vom klassischen 

Signalweg durch die Initiation an der Zelloberfläche (Abb. 2B). Wie bereits 

angesprochen tragen, nur wenige Zellen den IL-6R auf ihrer Oberfläche, aber fast 

alle Zellen gp130. Durch ADAMs liegt im Serum von gesunden Menschen eine 

basale Konzentration von 30-75 ng/mL sIL-6R vor, welche Krankheitsbedingt um bis 

das dreifache ansteigen kann.23–25 Bei Mäusen liegt die Konzentration zwischen 10-

14 ng/mL. Etwa 70% davon wird durch Hepatozyten und myeloischen Zellen 

gebildet.26 Im Serum formt sich ein Komplex aus IL-6 und sIL-6R (IL-6/sIL-6R), da die 

Bindung von IL-6 an den sIL-6R mit der gleichen Affinität stattfindet wie zu dem 

membrangebundenen IL-6R.27 Dieser Komplex kann an gp130 auf der Zelloberfläche 
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binden und eine Homodimerisierung des gp130 initiieren, wodurch die JAK/STAT-, 

MAPK- und PI3K-Signalkaskaden angestoßen werden.28 

Da ein Komplex aus IL-6 und dem sIL-6R allein durch die Affinität 

zusammengehalten wird, wurde für Untersuchungen des Trans-Signalwegs ein 

Fusionsprotein verwendet. Durch Fusion des N-Terminus von IL-6 mit dem C-

Terminus von sIL-6R über einen flexiblen Peptidlinker wurde das Designerprotein 

Hyper-IL-6 generiert. Für Hyper-IL-6 konnte eine 100-1000-fach höhere Aktivität zu 

gp130 als durch den physiologischen Komplex IL-6/sIL-6R gefunden werden.29  

 

1.4.4 Zell-Zell vermittelte Signaltransduktion 

Für dendritische Zellen (DCs) wurde ein weiterer IL-6 Signalweg beschrieben (Abb. 

2C).30 Dieser bedarf membrangebunden IL-6R auf DCs an den IL-6 bindet. Mit 

diesem IL-6/IL-6R-Komplex können die DCs mit gp130 Dimeren auf T-Zellen 

interagieren. Diese Zell-Zell Signalvermittlung führt zur Inhibition der Interferon-γ 

(IFN-γ) Produktion in unreifen T-Zellen und zur Differenzierung von T-Zellen zu TH17-

Zellen.  

 

1.5 Die physiologische Rolle von Interleukin-6 und der Signaltransduktion 

Interleukin 6 ist ein pleiotropes Zytokin. Aufgrund des großen Wirkspektrums ist IL-6 

an sehr vielen Prozessen beteiligt. Zudem sollte unterschieden werden, ob es sich 

bei der Signaltransduktion um die klassische Variante oder um die Trans-

Signalinduktion handelt. Der klassische Signalweg initiiert überwiegend positive 

Effekte wie die Zellproliferation im Darm, Aktivierung des Immunsystems, 

Differenzierung von B-Zellen und Einleitung der anti-inflammatorischen 

Zellantwort.31,32 

Die Trans-Signalinduktion hingegen löst die pro-inflammatorische Zellantwort aus, 

inhibiert die T-Zell-Apoptose und verhindert die Differenzierung von T-regulatorischen 

(Treg) Zellen. Durch Behandlung von Mäusen mit HIL-6 nach partieller Hepatektomie 

oder im Modell zur D-Galactosamin induzierten Leberschädigung konnte gezeigt 

werden, dass die Trans-Signalinduktion einen positiven Effekt auf den 

Krankheitsverlauf hat.33–35 Vor kurzem konnte im Speziellen der Trans-Signalweg für 
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die Leberregeneration definiert werden. Im Modell zur Leberregeneration nach 

partieller Hepatektomie wurde gezeigt, dass der Trans-Signalweg und nicht der 

klassische Signalweg essentiell für die Leberregeneration ist.26 Weiterhin ist zu 

nennen, dass im Vergleich zum IL-6R die Expression von gp130 auf der 

Zelloberfläche höher ist. Dadurch ist wahrscheinlich die klassische 

Signaltransduktion schwächer als die IL-6/sIL-6R vermittelte Signalamplitude.36 

Zu den Zelltypen, die IL-6 sekretieren gehören Fibroblasten, Endothelzellen, 

B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen und Monocyten.7 Gesunde Menschen haben eine 

basale Serumkonzentration von 1-10 pg/mL.37 Bei einer Sepsis kann die 

Serumkonzentration bis auf einige µg/mL ansteigen und führt in diesem Extrem auch 

zum Tod.38 In der Leber sorgt IL-6 für die Akute-Phase-Reaktion (APR), ist beteiligt 

an der Leberregeneration, inhibiert die Gluconeogenese, wirkt anti-inflammatorisch 

und einer Fettleber entgegen.4,39–41 Besonders wichtig ist die Initiation der APR durch 

Hepatozyten bei Infektion mit Bakterien, Viren oder Pilzen.42–44 Durch IL-6 Blockade 

mittels Antikörper gegen IL-6 und in IL-6 knock out (KO) Mäusen wurde bei Infektion 

mit Listeria monocytogenes eine erhöhte Pathogenlast in Milz und Leber gefunden.45 

Ferner konnten die Autoren den Phänotyp der fehlenden klassischen 

Signaltransduktion zuschreiben. Im Gehirn bewirkt IL-6 die Aufrechterhaltung der 

Mikrogliapopulation.46 In Skelettmuskeln sorgt IL-6 für die Erhöhung der Glykolyse 

und unterstützt im Pankreas die Freisetzung von Insulin.39 Weitere Funktionen sind 

der Schutz der Muskelfasern vor oxidativem Stress und die Aufrechterhaltung des 

kardiovaskulären Systems.47 

 

1.6 Pathologie von Interleukin-6 

Neben der Erhaltung einer Homöostase im Körper und gezielter Regulation von IL-6 

im Fall einer Erkrankung, führt eine Dysregulation zu erheblicher Pathologie.48,49 

Unter pathophysiologischen Bedingungen steigt die IL-6 Konzentration im Serum.7,37 

Auch für den sIL-6R ist ein Anstieg bei einer Vielzahl von Krankheiten bekannt.50–52 

Dadurch findet vermehrt eine Komplexbildung von IL-6 mit dem sIL-6R statt, 

verbunden mit erhöhter Induzierung des Trans-Signalwegs. 
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Für den IL-6R wurde ein Single Nucleotide Polymorphism (SNP) gefunden, der zu 

erhöhten Serumkonzentration von IL-6R führt.53,54 Dadurch sind die Zellen weniger 

responsive gegenüber IL-6 und damit Träger des homozygoten SNP geschützter vor 

dem Ausbruch von rheumatoide Arthritis (RA) oder kardiovaskulären 

Erkrankungen.55 Andererseits bindet der sIL-6R auch freies IL-6 wodurch der pro-

inflammatorische Einfluss von IL-6 weiter abgemildert wird.56  

Die Rolle von IL-6 bei RA war bereits im Fokus einiger Studien, wodurch 

Zusammenhänge aufgeklärt werden konnten.57 Bei dieser Krankheit treten 

chronische Entzündungen an der Synovia, besonders von kleinen Gelenken auf. 

Damit verbunden ist die Zerstörung der Gelenkpfanne und des Gelenkbeins. 

Verbleibt IL-6 zu lang im System, treten hohe Konzentrationen des C-reaktiven 

Proteins (CRP) auf und pro-inflammatorische TH17 Lymphozyten werden generiert.58 

Durch weitere komplexe Reaktionen, bei denen neben IL-6 auch andere Zytokine 

beteiligt sind, werden die Gelenke angegriffen. Häufig wird bei Patienten mit RA auch 

eine Anämie und Osteoporose beobachtet, welche ebenfalls im Zusammenhang mit 

dauerhaft erhöhten IL-6 Serumkonzentrationen stehen.59,60 

Aufgrund der Beteiligung von IL-6 an physiologischen und pathologischen Prozessen 

rückte das Zytokin in den Fokus der klinischen Therapie. 

 

1.6.1 Therapeutische Ansätze der IL-6 induzierten Pathologie  

Eine distinkte Regulation von IL-6 und der damit verbundenen Signalwege sind 

essentiell für zelluläre Prozesse und Einstellung einer Homöostase nach einer 

Erkrankung. Fehlregulation führt zu Erkrankungen wie RA, Multiple Sklerose oder 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen.24,61,62 

Gezielte Blockaden von IL-6 oder dem Komplex IL-6/sIL-6R sind von 

therapeutischem Interesse, um den Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen (Abb. 

3). Es gibt bereits einige Ansätze, die sich entweder noch in klinischen Studien 

befinden oder sogar schon für die Behandlung zugelassen sind.63 Für die 

Behandlung der Castleman-Krankheit wurde Siltuximab zugelassen.64 Dieser 

Antikörper blockiert die Interaktion von IL-6 mit dem IL-6R. Weitere Medikamente 

sind EBI-029 und Olokizumab, die zur Behandlung von RA, Prostatakrebs und 
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multiplen Myeloma getestet werden.65–68 Diese beiden Medikamente blockieren 

spezifisch die Interaktion zwischen gp130 und dem IL-6/sIL-6R-Komplex. Ein 

weiteres Ziel für die Behandlung ist der IL-6R. Tocilizumab und Sarilumab binden an 

den IL-6R, blockieren die IL-6 Bindung und ermöglichen die Therapie von RA, 

juvenile idiopathische Arthritis und Castleman-Krankheit.69–71 Durch die globale 

Blockierung des IL-6 Signalweges konnten genannte Krankheiten zwar therapiert 

werden, jedoch wird auch die physiologische Rolle von IL-6 unterdrückt. Dies führte 

beispielsweise bei Patienten, die mit Tocilizumab behandelt wurden, zu erhöhtem 

Infektionsrisiko.72,73 Aus dem Grund ist der Trans-Signalweg ein weiteres Ziel für eine 

spezifische Therapie. 

 

 

Abbildung 3: Inhibitoren zur therapeutischen Blockade der IL-6 Signaltransduktion. Die 
Inhibition der IL-6 Signaltransduktion hat bislang 3 verschiedene Ansätze. (A) Durch direkte Blockade 
von IL-6 mit monoklonalen Antikörpern werden beide Signalwege unterbunden. (B) Durch den Einsatz 
von monoklonalen Antikörpern gegen membrangebundenen und löslichen IL-6R wird die IL-6 Bindung 
verhindert und ebenfalls beide Signalwege blockiert. (C) Die selektive Blockade des Trans-
Signalweges erfolgt mit sgp130Fc durch spezifische Bindung an den IL-6/sIL-6R-Komplex. 

 

Die negativen Auswirkungen des Trans-Signalwegs können mit einer löslichen Form 

des gp130 (sgp130) neutralisiert werden. Im Serum von Menschen konnten 

Konzentrationen zwischen 100-400 ng/mL sgp130 nachgewiesen werden, die durch 

alteratives Spleißen der gp130 mRNA entstehen.74 Durch die hohe Affinität von 

sgp130 zu dem IL-6/sIL-6R Komplex ist eine Blockade des Trans-Signalwegs 
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möglich.16 Ausgehend von dieser Entdeckung wurde ein Fusionsprotein mit dem 

Namen sgp130Fc generiert. Dieses Protein besteht aus der extrazellulären Domäne 

des gp130 und der Fc-Region des humanen IgG Antikörpers. Über die Fc-Region 

dimerisiert das Protein, womit die Affinität zum IL-6/sIL-6R Komplex um den Faktor 

10 – 100 zum Monomer gesteigert wird.16 In Mausmodellen zu Asthma, RA oder 

neurodegenerativen Krankheiten konnte die spezifische Blockade des Trans-

Signalwegs bereits zu einem positiven Krankheitsverlauf beitragen.75,76 

 

1.7 Die Rolle von T-Zell im Immunsystem und IL-6 

Das Immunsystem besteht aus angeborener und erworbener Immunität.77 Durch 

Erkennung fremder Antigene ist es möglich, den Wirt vor Viren, Bakterien, Pilzen 

oder Parasiten zu schützen. Zum angeborenen Immunsystem gehören mechanische 

Barrieren, Zellen wie Granulozyten oder natürliche Killerzellen (NK-Zellen) und 

lösliche Bestandteile wie Interleukine. Die erworbene Immunität setzt sich zusammen 

aus spezialisierten antigenpräsentierenden Zellen (APZ) wie DCs, T-Zellen und B-

Zellen. Durch einen komplexen Lernprozess können T-Zellen fremde Antigene mit 

ihrem T-Zellrezeptor (TZR) erkennen. B-Zellen hingegen können spezifische 

Antikörper sezernieren, welche sich gegen Fremdkörper richten. 

Vorläufer-T-Zellen ohne CD4 oder CD8 Expression durchlaufen genetische 

Rekombinationen der α- und β-Ketten des TZR. Durch eine positive Selektion wird 

gewährleistet, dass der TZR an Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) Klasse I 

oder Klasse II binden kann. Entsprechend der Interaktion mit einem der beiden MHC 

wird beispielsweise CD8 exprimiert und CD4 Expression unterdrückt. Bei der 

anschließenden negativen Selektion werden T-Zellen, die körpereigene Antigene und 

entsprechendes MHC mit hoher Affinität binden, apoptotisch abgebaut, um 

Autoimmunität zu verhindern. Reife naive T-Zellen verbleiben inaktiv bis zum Kontakt 

mit entsprechendem Antigen.77 

Auch im Immunsystem hat IL-6 weitreichende Funktionen. Für die Differenzierung 

von T-Zellen zu T-Helfer-2-Zellen (TH2) wird IL-6 benötigt.78 Durch Interleukin-4 

(IL-4) Induktion erfolgt die Differenzierung aus naiven CD4+ T-Zellen. Gleichzeitig 

beeinträchtigt IL-6 durch Induktion von SOCS-1 die Expression von IFN-γ.79 Dadurch 

wird die Differenzierung zu TH1-Zellen unterdrückt. Eine anhaltend hohe 
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Konzentration an IL-6 im Serum inhibiert TGF-β und führt zur Differenzierung von 

CD4+-T-Zellen zu Th17-Zellen und verhindert die Bildung von Treg-Zellen.80,81 Eine 

anhaltende Dysregulation fördert dadurch zunehmend die Manifestierung von 

Autoimmunerkrankungen wie der RA. Dabei findet eine Infiltration von Neutrophilen 

statt die durch IL-6 aktiviert werden, an die Endothelzellen anheften und 

proteolytische Enzyme freisetzten, die zur Zerstörung des Gewebes und des Gelenks 

führen.82 

Besonders bei viralen Infektionen haben IL-6 und STAT3 wichtige Funktionen in T-

Zellen. Ohne STAT3 ist die Reifung von Gedächtnis CD8+ T-Zellen (TMEM), sowie die 

Entstehung von T-follikulären Helferzellen (TFH) gestört.83,84 Nach viraler Infektion ist 

im Besonderen ein später Stimulus durch IL-6 in virus-spezifischen CD4+ T Zellen für 

die Reifung von B-Zellen im Keimzentrum notwendig.85,86 Im Zusammenhang mit 

akuten viralen Infektionen konnte bislang noch keine Beeinträchtigung durch 

fehlende IL-6 Signaltransduktion gefunden werden.85,87 Bei Infiltration und 

Aktivierung von Leukozyten zu Entzündungsherden ist die Trans-Signalinduktion 

ausschlaggebend.88,89 Durch gezielte Kontrolle des entzündlichen Infiltrats, 

Leukozytenapoptose und die Expression entzündlicher Chemokine und 

Adhäsionsmoleküle dirigiert diese Signalkaskade die Auflösung der 

inflammatorischen Antwort und den Wechsel von angeborener zu erworbener 

Immunität.90–96 Für antigenpräsentierende sinusoidale Endothelzellen der Leber 

konnte gezeigt werden, dass naive T-Zellen, durch Stimulation über den Trans-

Signalweg, eine Differenzierung zu Granzym B exprimierenden zytotoxischen T-

Zellen durchlaufen.97 Besonders diese Effektorfunktion der T-Zellen ist wichtig zur 

Abtötung infizierter Zellen und Elimination der Viren aus dem System. 

 

1.8 Lymphozytäre-Choriomeningitis-Virus 

Der Lymphozytäre-Choriomeningitis-Virus (LCMV) wurde 1933 von Charles 

Armstrong und R. D. Lillie beschrieben.98 Bei Arbeiten an Proben der St. Louis 

encephalitis Epidemie isolierten die Forscher LCMV als stark abweichenden Stamm 

im Vergleich zu den bereits beschriebenen Virusstämmen. Später wurde der Stamm 

als Auslöser für aseptische Meningitis identifiziert und gleichgesetzt mit einem 

Erreger, der Mauskolonien chronisch infiziert.99,100 Der natürliche Wirt für LCMV ist 
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Mus musculus und Mus domesticus. Es kann jedoch auch eine Übertragung auf den 

Menschen stattfinden, bei der Schäden am zentralen Nervensystem beobachtet 

werden.101 

LCMV gehört zu der Familie der Arenaviridae und besteht aus negativer Einzelstrang 

RNA die in zwei unterschiedlich große Genome (S: etwa 3,5 kb; L: etwa 7.2 kb) 

unterteilt ist.102 Dabei kodiert das S-Genom das virale Nukleoprotein (NP), sowie die 

Vorstufe der Glykoproteine. Das L-Genom kodiert für die virale RNA-abhängige RNA 

Polymerase (L) und das Z-Protein. Es wurden runde Viruspartikel zwischen 40 und 

200 nm gefunden, die eine Lipidhülle besitzen. In dieser Membran befinden sich 

gleichmäßig verteilt die Glykoproteine. Unterhalb, im Inneren des Virus, sind die Z-

Proteine angeordnet (Abb. 4). 

 

Abbildung 4: Aufbau von LCMV. Der Virus besteht aus zwei Genomen (schwarz) mit assoziierten 
Nukleoproteinen (blau), der L-Polymerase (orange), dem Matrixprotein Z (lila), einer Lipidhülle (grün) 
und den darin befindlichen Glycoprotein 2 (rosa) assoziiert an Glycoprotein 1 (rot). 

 

Durch Interaktion von LCMV mit alpha-Dystroglycan (α-DG) auf der Zelloberfläche 

beginnt die Infektion.103 Dabei wird das Glykoprotein gebunden und der Viruspartikel 

durch Endozytose aufgenommen. Die Vesikel werden zum Endosom transportiert, 

bei dem der Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) durch pH-abhängige Membranfusion 

in das Zytoplasma der Zelle gelangt.104 Im Anschluss dient das RNP als Vorlage für 

Transkription und Replikation durch die LCMV Polymerase.105,106 Als kleinste 
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infektiöse Einheit ist das NP und die Polymerase L essentiell für eine effiziente RNA-

Synthese.107 Neue Viruspartikel entstehen durch Ansammlung der synthetisierten 

RNP Komplexe an der Zellmembran zusammen mit Anreicherung des reifen viralen 

Glykoproteins in der Zellmembran. Schlüsselkomponente zur Abschnürung der 

neuen Partikel ist das RING-finger Z-Protein, welches auch als Matrixprotein der 

Viren dient.108,109 

Durch die Verwendung von LCMV als Modell zur Erforschung des Immunsystems 

und antiviraler Mechanismen konnte ein breites Verständnis der heutigen viralen 

Pathologie und viraler Persistenz geschaffen werden. Des Weiteren konnten 

Bereiche der Immunologie aufgeklärt werden, wie die Erkennung des MHC durch T-

Zellen, Immuntoleranz, CD8+ und CD4+ T-Zell-Aktivität und Beteiligung an 

Immunpathologie und Viruskontrolle, T-Zell-Erschöpfung und Mechanismen nicht-

zytolytischer Vieren zur Tarnung.110,111 

 

1.8.1 LCMV als Infektionsmodell zur Leberschädigung 

Abhängig von der infizierten Dosis, dem Alter der Tiere und Art der Infektion ist es 

möglich, unterschiedliche Ausprägungen und Immunantworten in der Maus 

hervorzurufen. Dabei kann weiter zwischen einem akuten und einem chronischen 

Infektionsverlauf unterschieden werden. Ferner werden dafür definierte LCMV 

Stämme verwendet. So können persistierende Infektionen mit dem LCMV Docile 

Stamm ausgelöst werden bei intravenöser Infektion bei Mäusen.112,113 Dabei tritt 

zuerst die T-Zell-Erschöpfung ein, wodurch der Virus in verschiedenen Organen 

persistiert.114 

Durch Infektion von Mäusen mit LCMV WE treten Leberschäden auf, die durch 

zytotoxische T-Zellen verursacht werden (Abb. 5).115 Dieser hepatotrope Virusstamm 

sorgt für eine Hepatitis ähnliche Pathologie in Mäusen, die klar von einer Beteiligung 

durch B-Zellen und Antikörper abzutrennen ist. Während in primär infizierten 

Organen wie der Milz und der Leber nach 12 Tagen keine Viruslast mehr zu messen 

ist, persistiert das Virus in peripheren Organen wie der Lunge und der Niere.116  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Hepatozyteninfektion und Entstehung des 
Leberschadens. Durch Infektion von Mäusen mit mehr als 2 x 105 PFU wird LCMV auch von 
Hepatozyten aufgenommen. Über die Blutbahn gelangt der Virus in die Leber (1.) und wird dort durch 
Endozytose aufgenommen (2.). Die Vesikel werden zu den Endosomen transportiert und die RNA 
zusammen mit den Nukleoproteinen ins Zytosol entlassen (3.) Neu synthetisierte Viruspeptide werden 
ins endoplasmatische Retikulum transportiert und auf MHC I geladen (4.). Hepatozyten präsentieren 
die Viruspeptide auf ihrer Oberfläche und werden durch spezifische zytotoxische T-Zellen abgetötet 
(5.). 

 

1.9 Die Beteiligung von IL-6 bei Infektionen mit LCMV 

Ein erster Zusammenhang zwischen IL-6 und LCMV wurde nach Infektion von 

Mäusen in der Zerebrospinalflüssigkeit festgestellt.117 Zusätzlich konnte der 

verzeichnete Anstieg ebenfalls in Patientenproben nach einer akuten viralen Infektion 

festgestellt werden. Wenig später wurden infizierte Mikrogliazellen und Astrozyten als 

Quelle für IL-6 ausgemacht.118,119 Durch weitere Verwendung von LCMV als Modell 

zur Untersuchung von Infektionen des zentralen Nervensystems (ZNS) konnte die 

Sezernierung von IL-6 in Korrelation zur Produktion von zufälligen Antikörperklassen 

gesetzt werden.120 Mit Generierung einer IL-6 knock-out (IL-6-/-) Mauslinie wurde der 

bisherige Phänotyp weiter analysiert. Erhöhte Virustiter, sowie verringerte 

neutralisierende Antikörpertiter konnten nach Infektion mit vesicular stomatitis virus 

(VSV) in den IL-6-/- gefunden werden.87 Darauf folgend wurde die Hämatopoese in 

IL-6-/- Mäusen untersucht, sowie die Aktivität der zytotoxischen T-Lymphozyten 

(ZTLs) nach Infektion mit LCMV, die sich nicht wesentlich von Wildtyp-Tieren 

Unterschied.121 Jedoch konnte im Vorfeld eine Beteiligung von IL-6 bei der 

Differenzierung der ZTLs beschrieben werden.122  
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Neben der Beteiligung von IL-6 bei Krankheiten des ZNS wie der chronic wasting 

disease wurde konkret in Rhesusaffen nach Infektion mit LCMV-WE ein Anstieg von 

IL-6 und sIL-6R gefunden zusammen mit Markern zur Leberschädigung und 

Leberregeneration.123–125 

Dominant verbleibt jedoch die Beteiligung von IL-6 in Kombination mit 

LCMV-Infektion bei TFH und B-Zellen in der Etablierung einer humoralen 

Immunantwort. Bei Deletion von IL-6 fehlte nach LCMV-WE-Infektion der erste 

Anstieg an Immunglobulinen um Tag 12 – 20 nach Infektion.126 Durch weitere 

Experimente in diesem Kontext wurde gezeigt, dass sowohl IL-6 als auch IL-21 zur 

Differenzierung von TFH-Zellen benötigt werden.127 Insbesondere bei chronischen 

Infektionen ist ein IL-6 Anstieg zwischen Tag 20 und 30 nach Infektion essentiell für 

die Kontrolle der Viren, sowie das Signal über STAT3 für eine Keimzentrumreaktion 

zum Erhalt der humoralen Immunantwort.84,85 Zuletzt zeigte sich, dass selbst nach 

akuter LCMV-Infektion das gp130-Signal in T-Zellen die Quantität und Qualität einer 

lang anhaltenden CD4+ T-Zellantwort beeinflusst, sowie die CD8+ T-Zell- und 

Antikörpervermittelte Immunität aus macht.86 
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1.10 Zielsetzung 

Das breite Wirkungsspektrum von IL-6 erstreckt sich über die Proliferation und 

Differenzierung von T-Zellen und Thymozyten, Initiation der Akute-Phase-Reaktion, 

Regeneration von beschädigtem Gewebe hinzu der Vermittlung von anti- und pro-

inflammatorischen Prozessen. IL-6 und die angeschlossenen Signalkaskaden unter 

anderem mit STAT3 ist darüber hinaus ein wichtiger Faktor zur Differenzierung von 

B-Zellen. Damit spielt IL-6 eine entscheidende Rolle bei der Immunantwort gegen 

Fremdkörper. Im komplexen Zusammenspiel des klassischen, des Trans- und des 

Cluster-Signalweges von IL-6 ist jedoch in vielen Fällen noch unklar, welchen Beitrag 

die Signalwege zu den physiologischen Prozessen leisten.  

Ziel dieses Projektes ist es daher, in murinen in vivo Modellen die Virusabwehr bei 

einer Infektion mit dem Lymphozytären-Choriomeningitis-Virus (LCMV) im Hinblick 

auf den IL-6 Trans-Signalweg zu charakterisieren. Im Weiteren soll im Modell zur 

virusinduzierten Leberschädigung geklärt werden, welchen Beitrag der Trans-

Signalweg zu der Leberregeneration leistet. 

Zu diesem Zweck haben wir eine neuartige transgene Maus entwickelt, bei der 

spezifisch nur der Trans-Signalweg aktiviert werden kann (IL-6 Trans-signaling 

Maus). Durch den Einsatz von monoklonalen Antikörpern zur globalen IL-6 Blockade 

oder des spezifischen Inhibitors sgp130Fc kann in Wildtyp-Tieren zwischen den 

beteiligten Signalwegen unterschieden werden. Zuletzt war für dieses Projekt von 

Interesse, welchen Einfluss eine Stimulation des Trans-Signalwegs auf den 

Krankheitsverlauf hat und ob damit die Leberregeneration positiv beeinflusst werden 

kann. 

Durch Analyse der T-Zellen, ihrer Funktion, der Viruslast und des Leberschadens ist 

es im Anschluss möglich, die Beteiligung des Trans-Signalweges im Kontext der 

virusinduzierten Leberschädigung zu beschreiben. 

 

  



24 
 

2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Primäre Antikörper 

Tabelle 1: Auflistung der primären Antikörper 

Antikörper Hersteller Catalog# Verdünnung Anwendung 
CD127-FITC Thermo Fisher 11-1271-85 1:300 (0,5 mg/mL) FACS 
CD8a-PerCP Thermo Fisher 45-0081-82 1:300 (0,2 mg/mL) FACS 
CD8-PE Thermo Fisher 12-0083-82 1:300 (0,5 mg/mL) FACS 
Collagen I Thermo Fisher PA1-85319 1:200 IF 
IFN-γ-APC Thermo Fisher 17-7311-82 1:300 (0,2 mg/mL) FACS 
IgG1 Bio X Cell BP0290  Behandlung 

IL-6 (20F3) 
InVivo Bio Tech Services 
GmbH  

  Behandlung 

KLRG1-eFlour 450 Thermo Fisher 48-5893-82 1:300 (0,2 mg/mL) FACS 
TNF-α-eFlour 450 Thermo Fisher 48-7321-80 1:300 (0,2 mg/mL) FACS 

VL-4 

Hergestellt im Institut für 
Molekulare Medizin II, 
medizinische Fakultät, 
Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf 

 1:10 
Plaque-
Assay 

α-SMA Abcam ab32575 1:200 (25 µg/mL) IF 

Tet-gp33-APC 

Hergestellt im Institut für 
Molekulare Medizin II, 
medizinische Fakultät, 
Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf 

 1:10 FACS 

Tet-np396-APC 

Hergestellt im Institut für 
Molekulare Medizin II, 
medizinische Fakultät, 
Heinrich-Heine-
Universität Düsseldorf 

 1:10 FACS 

 

2.1.2 Sekundäre Antikörper 

Tabelle 2: Auflistung der sekundären Antikörper 

Antikörper Hersteller Catalog# Verdünnung Anwendung 
Human IgG, Fcγ 
fragment specific 

Jackson Immuno 
Research 

109-035-008 1:500 (0,8 mg/mL) Plaque-Assay 

Rabbit IgG-Cy3 
Jackson Immuno 
Research 

111-165-144 1:200 (1,5 mg/mL) IF 
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2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 3: Auflistung der Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 
Aceton Merck, Darmstadt, Deutschland 
Acrylamid-Mix 30% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland 
Alpha MEM Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Ammoniumpersulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland  
BM Blue POD Roche Holding GmbH, Mannheim, Deutschland  
Bovine Serum Albumin (BSA)  Biomol, Hamburg, Deutschland  
Brefeldin A Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Brilliant Blue R Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche Holding GmbH, Mannheim, Deutschland  
Dako Fluorescence Mounting Medium Agilent, Santa Clara, USA 
DAPI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Direkt PCR-Tail Lösung Peqlab, Erlangen, , Deutschland 
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)  
High Glucose (4,5 g/l), mit stabilem Glutamine 

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethanol  Merck, Darmstadt, Deutschland  
Ethylendiaminetetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
FACS Clean Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
FACS Flow Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
FACS Rinse Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
FACS Shutdown Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Fluorescence Mounting Medium Agilent, Santa Clara, USA 
Formalin VWR, Radnor, USA 
Fötales Kälber Serum (FKS) Invitrogen, Oregon, USA  
Fötales Kälber Serum ultra low IgG (FKS) Invitrogen, Oregon, USA  
Geneticin, G418 Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Hanks‘ Balanced Salt Solution (Hanks’s BSS) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
HD Green Intas Science Imaging Instruments, Göttingen, 

Deutschland  
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Isofluran Piramal, Andhra Pradesh, Indien 
Isopropanol  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland  
Kaliumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland  
Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland  
Lysing Solution 10X Concentrate  Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Methanol  Merck, Darmstadt, Deutschland  
Methanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland  
Methylzellulose Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland  
Natriumcitrat Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Ortho-Phenylendiamin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA  
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) Genaxxon Bioscience, Ulm, Deutschland  
Phosphate buffered saline (PBS) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 
Proteinase K Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Salzsäure VWR, Radnor, USA 
Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 



26 
 

Schwefelsäure VWR, Radnor, USA 
Streptavidin-HRP Solution  R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland  
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Electron Microscopy Sciences, Hatfield, USA 
Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland  
Triton X-100 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Trypan Blue Dye, 0,4% Bio-Rad, München, Deutschland  
Trypsin/EDTA Genaxxon Bioscience, Ulm, Deutschland  
Tween 20  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  
Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Zitronensäure Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

 

2.1.4 Geräte 

Tabelle 4: Auflistung der Geräte 

Gerät Hersteller 
Äkta Start GE Healthcare, Buckinghamshire, Großbritannien 
AXIO Lab A1 Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
BD LSRF Fortessa  Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Cryostat Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Gefrierschrank -20°C  Liebherr GmbH, Rostock, Deutschland 
Gefrierschrank -80°C Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA  
Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Heracell VIOS 250i CO2 Inkubator  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA  
Heraeus Function Line T6 Trockenschrank  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA  
IVIS Lumina-II Imaging System  Perkin Elmer, Waltham, MA, USA  
Kühlschrank 4°C Liebherr GmbH, Rostock, Deutschland 
Laborfuge 400R Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland 
Licht Mikroskop VWR, Pennsylvania, USA  
LSM510 Laser Scanning Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Mini-PROTEAN Tetra System Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Multichannel Pipette Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Nano drop ND-2000 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 

Deutschland 
Observer Z1 Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Olympus BX61 Mikroskope  Olympus Corporation, Tokio, Japan  
Peqstar 2x Twin Block Thermal Cycler  PEQLAB Ltd, Crableck Lane, Großbritannien  
pH-Meter  Sartorious, Göttingen Plate, Deutschland 
Pipetten  Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland 
Power Pac 300 Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Pumpe für die Sterilbank  HLC BioTech, Göttingen, Deutschland 
Rollerbottle System Integra Biosciences GmbH, Biebertal, Deutschland 
Scanlaf Mars Safety Class 2  Weiss Labortechnik GmbH, Heroldsberg, 

Deutschland 
Schüttler CH-4103  INFORS AG, Bottmingen, Deutschland 
Spotchem EZ: SP-4430 Axonlab, Stuttgart, Deutschland 
Stuart Block Heater  Bibby Scientific, Staffordshire, Großbritannien  
TC10 Automated Cell Counter  Bio-Rad Laboratories GmbH, München  
Tecan Infinite M200 PRO Reader  Tecan GmbH, Maennedorf, Schweiz  
Thermoblock  Eppendorf GmbH, Hamburg  
Tissue Lyser II Qiagen, Hilden, Deutschland 
Vortexer  IKA Labortechnik GmbH, Staufen, Deutschland 
Waage Precisa 100M-300C  Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland 
Wasserbad Aqualine Lauda, Lauda-Königshofen, Deutschland 
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2.1.5 Kits 

Tabelle 5: Auflistung der Kits 

Kit Catalog# Hersteller 
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay G8081 Promega, Walldorf, Deutschland 
Mouse IL-6 ELISA DY406 R&D Systems, Minneapolis, USA 
Mouse sIL-6Ra ELISA DY1830 R&D Systems, Minneapolis, USA 
TopTaq Master Mix Kit 200403 Qiagen, Hilden, Deutschland 
 

2.1.6 Peptide und Zytokine 

Tabelle 6: Auflistung der Peptide und Fusionsproteine 

Peptid Hersteller 
Hyper-IL-6 Hergestellt im Institut für Biochemie und Molekularbiologie II, 

medizinische Fakultät, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 
(Abschnitt 2.4.9) 

sgp130Fc Hergestellt im Institut für Biochemie und Molekularbiologie II, 
medizinische Fakultät, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 
(Abschnitt 2.4.9) 

gp33 Erhalten vom Institut für Molekulare Medizin II, medizinische 
Fakultät, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

np396 Erhalten vom Institut für Molekulare Medizin II, medizinische 
Fakultät, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

2.1.7 Medium 

Tabelle 7: Zusammensetzung der Medien 

Bezeichnung Zusammensetzung 
Alpha MEM-2+/+/+ Alpha MEM 

+ 10 mL FKS 
+ 5 mL Pen/Strep 
+ 5 mL GlutaMAX 

Alpha MEM-5+/+/+ Alpha MEM 
+ 25 mL FKS 
+ 5 mL Pen/Strep 
+ 5 mL GlutaMAX 

DMEM+/+ DMEM  
+ 50 mL FKS 
+ 5 mL Pen/Strep 

DMEM+/+/+ DMEM  
+ 50 mL FKS 
+ 5 mL Pen/Strep 
+ 5 mL G418 

DMEM-P+/+/+ DMEM  
+ 25 mL FKS ultra low IgG 
+ 5 mL Pen/Strep 
+ 5 mL G418 

Hanks’s BSS Ohne Zusätze 
Hanks’s BSS 1% Triton-X100 Hanks’s BSS 

+ 1% Triton-X100 
IMDM+/+/+ DMEM  

+ 50 mL FKS 
+ 5 mL Pen/Strep 
+ 5 mL GlutaMAX 
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2.1.8 Materialien 

Tabelle 8: Auflistung der Verbrauchsmaterialien 

Art Hersteller 
24 Well Platten Starlab, Hamburg, Deutschland 
96 Well U bottom Platte TTP, Trasadingen, Schweiz  
Eppendorf Reaktionsgefäße (1,5 mL und 2 mL) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
FACS 5 mL Polystyrene Round-Bottom Tube BD Biosciences, Franklin Lake, USA 
Falcon (15 mL und 50 mL) BD Biosciences, Franklin Lake, USA 
HiTrap MabSelect SuRe GE Healthcare, Buckinghamshire, 

Großbritannien  
illustra™ NAP™ Säulen GE Healthcare, Buckinghamshire, 

Großbritannien 
Kryotubes Fisherbrand, Schwerte, Deutschland 
Liquid Blocker Science Services GmbH, München, 

Deutschland 
Microvette® 500 µl, Lithium-Heparin Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Mikrotiterplatte ELISA (96-Well) Nunc A/S, Roskilde, Dänemark 
Nitra-Tex Handschuhe Ansell Healthcare, Brüssel, Belgium 
OMNICAN Insulinspritze 1 ml U100 
m.Kan. 0,30x8 mm 

B. Braun Melsungen AG, Deutschland 

Pasteurpipetten Brand, Wertheim, Deutschland 
PCR-Reaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Roller Bottles Greiner, Kremsmünster, Österreich 
Spitzen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Spotchem II Liver-1 (Teststreifen) Arkray, Amstelveen, Niederlande 
Spotchem-Probencup Axonlab, Stuttgart, Deutschland 
Spotchem-Spitzen Axonlab, Stuttgart, Deutschland 
Stainless Stahl Kugeln Qiagen, Hilden, Deuschland 
StarFrost Glasträger VWR, Darmstadt, Deutschland 
Strippeten (5 mL, 10 mL, 25 mL) Corning Incorporated, Coming, USA  
TC10 System Counting Slides Dual Chamber  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 
Zellkulturflaschen TTP, Trasadingen, Schweiz  
 

2.1.9 Lösungen 

Tabelle 9: Zusammensetzung der Puffer 

Lösung Zusammensetzung 
2x Überdeckungslösung (für Plaqueassay) 50 mL IMDM (9x) 

175 mL dH2O 
pH 7,4 
sterilfiltriert (0,22 µm) 
25 mL FKS 
5 mL Pen/Strep, L-Glutamin 

Antikörper Verdünnung (für Plaqueassay) PBS 
1% FCS 

Blockierungspuffer (für Plaqueassay) PBS 
10% FCS 

Coomassie-Entfärbelösung 20% (V/V) Methanol 
7% (V/V) Essigsäure 

Coomassie-Färbelösung 0,5% (w/V) Coomassie Brilliant Blue R 
50% (V/V) Methanol 
7% (V/V) Essigsäure 

DNA-Probenpuffer 6x 30% (m/V) Glycerol in TAE-Puffer 
50 mM EDTA 
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0,25% Orange-G 
ELISA Blockierungspuffer PBS 

1% BSA 
sterilfiltriert (0,22 µm) 

ELISA Waschpuffer PBS 
0,05% Tween-20 

FACS Puffer PBS 
0,5 mM EDTA 
1% FKS 

Färbelösung (für Plaqueassay) 12,5 mL Farbreagenz A 
12,5 mL Farbreagenz B 
25 mL dH2O 
30 mg Ortho-Phenyldiamin 
0,1% H2O2 (30%) 

Farbreagenz A (für Plaqueassay) dH2O 
0,2 M Na2HPO4 x 2 H2O 

Farbreagenz B (für Plaqueassay) dH2O 
0,1 M C6H8O7 

Fixierpuffer (für Plaqueassay) PBS 
4% Formalin 

Histologie Blockierungspuffer PBS 
10% FCS 

Histologie Waschpuffer PBS 
0,05% Tween-20 

Lämmli-Puffer 5x 10% (m/V) SDS 
5% (m/V) β-Mercaptoethanol 
50% (m/V) Glycerol 
125 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 

Methylcellulose (für Plaqueassay) dH2O 
2% Methylcellulose 

PBS 137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
1,5 mM KH2PO4 
8,1 mM Na2HPO4 
pH 7,4 

Permeabilisierungspuffer (für FACS) PBS 
0,5 mM EDTA 
1% FKS 
1% Saponinlösung 

Permeabilisierungspuffer (für Plaqueassay) Hanks BSS 
1% Trition X-100 

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

Saponinlösung PBS 
1% Saponin, von Quillaja  

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

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl (pH 8,0) 
0,4% SDS 

Zellfixierung (für FACS) PBS 
2% Formalin 
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2.1.10 Primer 

Tabelle 10: Auflistung der Primersequenzen 

Bezeichnung Sequenz (5‘  3‘) 
Ex3 Ende p10 GGGTAGGCCCTGCTACCATGAAG 
Ex6 intr fw GGTCACGGGCACTCCTTGGATAGGTACC 
IL-6R flox rev CCCAGTGAGCTCCACCATCAAA 
Lox1-sIL-6R TAGGAAAGGTAGACAGAACACTCTGG 
NDEL1-sIL-6R CCTGTCCATGCTCTGCTTCA 
NDEL2-sIL-6R CCTCGGTGACCACTAACATCAC 
 

2.2 Tierexperimentelle Methoden 

2.2.1 Tiere und Tierhaltung 

Wildtyp Mäuse (BL/6N) wurden von Janvier (Frankreich) gekauft. Die sIL-6Rfl/fl 

Mäuse wurden von inGenious targeting laboratory (www.genetargeting.com) 

generiert und zuvor beschrieben.26 Die IL-6R-/- stammen von The Jackson Laboratory 

(USA). Die Tiere wurden in der ZETT für 10 Generationen zurückgekreuzt auf den 

C57BL/6N-Hintergrund. Alle Experimente dieser Studie wurden nach den 

Vorschriften des Landesamtes für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV), 

Deutschland, Nordrhein-Westfalen, Recklinghausen entsprechend § 8 des 

Tierschutzgesetztes durchgeführt. Das Aktenzeichen lautet 84-02.04.2015.G460. 

Projekt G460/15. 

Alle Mäuse wurden unter pathogenfreien Bedingungen gehalten. Die Versorgung 

wurde nach den Vorgaben definiert durch FELASA und die Gesellschaft für 

Versuchstierkunde (GV-SOLAS) (www.gv-solas.de) gestaltet. Die transgenen Mäuse 

basieren auf dem C57BL/6N Hintergrund. Die Mäuse wurden mit einer Standard 

Labordiet gefüttert und hatten Zugang zu autoklaviertem Wasser ad libitum. Die 

Mäuse wurden in einem klimatisierten Raum (20 – 24 °C) mit kontrollierter 

Luftfeuchtigkeit (45 – 65%) und einem Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden 

gehalten. 

 

2.2.2 Isolierung der DNA aus Schwanzspitzen 

Die DNA der Mäuse wurde aus Schwanzspitzenbiopsien oder Ohrstanzen 

gewonnen. Dazu wurde das Gewebestück einer Maus lysiert. In einem 

Reaktionsgefäß mit dem jeweiligen Gewebestück wurde 200 μl Direkt PCR-Tail 
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Lösung und 2 μl Proteinase K (0,2 mg/ml) gegeben. Durch die proteolytische 

Verdauung der Zellen wurde die genomische DNA freigelegt. Dazu wurde die Probe 

bei 55 °C im Thermoblock über Nacht inkubiert. Ständiges Schütteln gewährleistete 

eine gleichmäßige Lyse. Am folgenden Tag wurde die Proteinase K bei 95 °C für 

15 Min im Thermoblock hitzeinaktiviert. Verbliebene Haare wurden durch 

Zentrifugation bei 20000 g für 10 Min bei 4 °C sedimentiert und die Probe bei -20 °C 

aufbewahrt. 

 

2.2.3 Genotypisierung der Mäuse mittels PCR 

Zur Validierung des Genotyps der transgenen Mäuse wurde die polymerase chain 

reaction (PCR) verwendet. Für eine Probe wurde 2 μl Template-DNA, jeweils 0,5 μl 

5‘- und 3‘- Primer (100 pM), 10 μl TopTaq-Mix und 7 μl dH2O eingesetzt. Die 

verwendeten Primer sind in der Tabelle 10 aufgelistet. Die eingesetzten 

Primerkombinationen sind in Tabelle 11 aufgelistet. Das verwendete PCR-Programm 

der Genotypisierungen ist in Tabelle 12 dargestellt. 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung der Genotypisierungs-PCR-Primer 

Name der Reaktion Primerkombination Resultat 
IL-6R KO Typisierung Ex6 intr fw 

Ex3 Ende p10 
IL-6R flox rev 

Wildtyp: 364 bp 
KO: 623 bp 

sIL-6R Typisierung NDEL1-sIL-6R 
NDEL2-sIL-6R 
Lox1-sIL-6R 

sIL-6RWT/WT: 181 bp 
sIL-6Rfl/fl: 358 bp 
sIL-6R+/+: 480 bp 

 

Tabelle 12: Schritte des PCR-Ablaufs 

Schritt Zeit Temperatur  
Denaturierung 5 Min 95 °C  
Denaturierung 30 sek 95 °C  
Annealing 1 Min 60 °C        35x 
Elongation 1 Min 72 °C  
Elongation 5 Min 72 °C  
 

2.2.4 Vorbereitung der Mäuse 

Die bestellten Wildtyp-Mäuse von Janvier wurden mindestens eine Woche vor 

Versuchsbeginn im Versuchsraum zur Akklimatisierung gehalten. Tiere aus der ZETT 



32 
 

wurden für mindestens 3 Tage im Versuchsraum zur Akklimatisierung gehalten. Vor 

der Infektion oder der Behandlung wurden alle Mäuse gewogen. Danach erfolgte ein 

weiteres Wiegen nach 7 Tagen. Nur Mäuse mit einem Gewicht über 20 g wurden für 

die Experimente verwendet. 

 

2.2.5 Behandlung der Mäuse mit rekombinanten Proteinen oder Antikörpern 

Allen Mäusen wurden die rekombinanten Proteine oder monoklonale Antikörper 

intraperitoneal injiziert. Bezüglich sgp130Fc wurde 16 Stunden vor der Infektion 

50 µg/ Maus in 200 µL PBS injiziert. Von den Antikörpern Isotyp IgG und IL-6 mAb 

wurde 16 Stunden vor der Infektion 500 µg/ Maus in 200 µL PBS injiziert. Nach 

48 Stunden wurde die Behandlung mit 250 µg/ Maus Isotyp IgG oder IL-6 mAb oder 

50 µg/ Maus sgp130Fc in 200 µL PBS wiederholt. Diese Behandlung wurde im 

Anschluss bis zum Ende des Experiments alle 48 Stunden wiederholt. 

Von dem rekombinanten Protein HIL-6 wurde immer 10 µg/ Maus in 200 µL PBS 

injiziert. Die PBS-Gruppe erhielt durchgängig nur eine Behandlung mit PBS. Wurde 

einer Kohorte in der gleichen Experimentreihe kein Hyper-IL-6 verabreicht, so wurde 

nur 200 µL PBS in die Tiere gespritzt. Neben der Kontrollgruppe gab es drei weitere 

Gruppen. Die Hyper-IL-6 post-Gruppe erhielt 16 Stunden vor und am Tag der 

Infektion eine Behandlung mit 200 µL PBS. Im Anschluss wurde den Tieren täglich 

Hyper-IL-6 appliziert. Die Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe erhielt 16 Stunden vor der 

Infektion und danach täglich eine Dosis von 10 µg/ Maus in 200 µL PBS. Die 

Hyper-IL-6 prä-Gruppe erhielt nur 16 Stunden vor und am Tag der Infektion eine 

Behandlung mit Hyper-IL-6. An den Folgetagen wurde zum Ausgleich nur PBS in die 

Tiere gespritzt. 

 

2.2.6 Blutentnahme aus der Maus 

Zur Blutentnahme wurden die Tiere mittels Inhalations-Narkosekammer betäubt. 

Dazu wurde die Luft in der Narkosekammer mit 40% Sauerstoff angereichert und mit 

2% Vol. Isofluran versetzt. Dem so betäubten Tier wurde retrobulbär mit einer Kanüle 

Blut entnommen. Dabei wurde maximal 100 µL Blut entnommen und in Microvette 

500 Li-Hep Gelgefäßen aufgefangen. Aufgrund mehrfacher Entnahme während des 
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Untersuchungszeitraums wurde abwechselnd aus dem linken und dem rechten Auge 

Blut entnommen. Das Blut wurde auf Eis transportiert und für die Experimente 

aliquotiert. Restliches Blut wurde am gleichen Tag mittels Zentrifugation (8000 g, 

10 Min, 4 °C) separiert und das Serum bei -20 °C aufbewahrt.  

 

2.2.7 Aufarbeitung der Tiere 

Nach der Blutentnahme wurden die Mäuse durch zervikale Dislokation getötet. Es 

wurden Gewebeproben der Leber, der Lunge, der Milz, des Gehirns und des 

Spinalkanals entnommen. Gewebeproben für die FACS-Analyse wurden in 1 mL 

IMDM (10% FCS, 1% Penicillin-Streptomycin, L-Glutamin) aufgenommen und im 

Eisbad zwischengelagert. Proben für den Plaque-Assay wurden in 1 mL Hank’s BSS 

aufgenommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Gewebeproben für 

Immunfluoreszenz wurden in Wachs eingebettet und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. 

 

2.3 Virus 

Lymphozytärer-Choriomeningitis-Virus (LCMV) WE Stamm war ein Geschenk von F. 

Lahmann-Grube (Heinrich Pette Institut). Vermehrt wurde LCMV WE in L929 Zellen 

wie zuvor beschrieben.128 Der Virus wurde durch Schwanzveneninjektion den 

Mäusen appliziert.  

 

2.4 Biochemische Methoden 

2.4.1 Serumanalyse 

Aspartat Aminotransferase (AST) und Alanin Aminotransferase (ALT) wurden mittels 

Spotchem EZ SP-4430 und Liver-1 Teststreifen bestimmt. Dafür wurde das Serum 

auf Raumtemperatur gebracht und mit PBS verdünnt. 
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2.4.2 ELISA 

Die Konzentration von murinem Interleukin-6 und löslichem Interleukin-6 Rezeptor im 

Serum wurden mit Kits von R&D (DY406, DY1830) nach Herstellerangaben 

quantifiziert, ausgenommen der Farbreaktion. Nach dem letzten Waschschritt wurde 

100 µL BM blue POD Substrat in die Wells pipettiert und die Platte für 10 – 20 Min im 

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 50 µL 1,8 M H2SO4 wurde 

die Reaktion gestoppt. Die Messung erfolgte innerhalb von 20 Min am Tecan Infinite 

M200 PRO Reader. 

 

2.4.3 Histologie 

Zur Immunfluoreszenzfärbung wurden Organe nach der Entnahme in flüssigem 

Stickstoff, eingebettet in Tissue-Tek und schockgefroren. Es wurden 7 µm dicke 

Gewebeschnitte auf Glasträgern platziert und an der Luft getrocknet. Die Schnitte 

wurden für 10 Min in Aceton fixiert und anschließend mit einem Fatpen umzeichnet. 

Im Anschluss wurden die Schnitte für 1 Stunde mit 10% FKS in PBS blockiert. Die 

Schnitte wurden mit 0.05% Tween-20 in PBS gewaschen und anschließend für 

1 Stunde mit Col1A1 (1:200, Intvitrogen) oder α-SMA (1:200, abcam) in 2% fötalem 

Kälberserum in PBS gefärbt. Danach wurden die Proben mit 0.05% Tween-20 in 

PBS gewaschen und anschließend mit dem Sekundärantikörper Cy3 (1:200, Jackson 

Immuno Research) mit zusätzlich DAPI (1:1000) in 2% FKS in PBS für 1 Stunde 

inkubiert. Die Schnitte wurden 0.05% Tween-20 in PBS gewaschen und mit 

Fluoreszenzeindeckmedium konserviert. Die Bilder wurden mit einem Zeiss 

ApoTome 2-System Mikroskop, an dem eine Axiocam 506-Digitalkamera 

angeschlossen ist, aufgenommen. Die Bilder wurden mit der Bildgebungssoftware 

ZEN 2.3 und der Image-J-Software (1.49v) analysiert. 

 

2.4.4 Kultivierung von adhärenten Zellen 

Die MC57 Zellen wurden in T175 Zellkulturflaschen kultiviert. Dazu wurde 20 mL 

alpha MEM-5+/+/+ (5% FKS, 1% Pen/Strep, 1% GlutaMAX) verwendet. Die Zellen 

wurden in einem Heracell VIOS 250i CO2 Inkubator kultiviert. Dieser wurde auf 37 °C 

und 5% CO2-Gehalt eingestellt und hatte eine gesättigte Wasserdampfatmosphäre. 

Die Zellen wurden je nach Konfluenz alle 2 – 3 Tage im Verhältnis 1:5 aufgeteilt. 
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Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellschicht 2 Mal mit je 5 mL PBS 

gewaschen. Überschüssiges PBS wurde nach jedem Schritt abgesaugt. Zu den 

Zellen wurde zur Ablösung 4 mL Trypsin/EDTA gegeben und die Zellkulturflasche für 

etwa 5 Min bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Wirkung von Trypsin/EDTA wurde 

durch Zugabe von 10 mL alpha MEM-5+/+/+ gestoppt. Die Zellen wurden in ein Falcon 

überführt und bei 300 g für 5 Min sedimentiert. Im Anschluss wurde der Überstand 

abgesaugt und die Zellen in 10 mL PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation 

bei 300 g für 5 Min wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in alpha MEM-

5+/+/+ aufgenommen. Entsprechend dem Verhältnis von 1:5 wurden die Zellen auf 

neue Zellkulturflaschen verteilt und 20 mL alpha MEM zugegeben. 

CHO-Zellen wurden nach dem gleichen Verfahren Kultiviert. Dabei wurde jedoch 

DMEM+/+/+ (10% FKS, 1% Pen/Strep, 1% G418 (50 mg/mL)) verwendet und die 

Zellen alle 4 Tage im Verhältnis 1:100 aufgeteilt. 

 

2.4.5 Plaqueassay 

Die Bestimmung der Viruslast in Organen oder im Serum wurde mittels Plaqueassay 

ermittelt. Nach Entnahme der Organe wurden diese in 1 mL Hanks‘ BSS in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Das Vollblut wurde der nach Entnahme zentrifugiert 

(1000 g, 10 Min, 4 °C) und bei -20 °C aufbewahrt. Zur Vorbereitung wurden 

genügend MC57 Zellen kultiviert, abgelöst mit Trypsin/EDTA, gewaschen mit PBS 

(300 g, 5 Min) und auf 1x106 Zellen/mL in alpha MEM-2+/+/+ (2% FKS, 1% Pen/Strep, 

1% GlutaMAX) eingestellt. Die gefrorenen Proben wurden vor der Auftragung 

aufgetaut. Zu den Organen wurde eine Metallkugel gegeben und diese im Tissue 

Lyser für 3 Min bei 30 Hz homogenisiert. Die aufgetauten Proben wurden im 

Anschluss auf Eis aufbewahrt. Für die Verdünnungsreihe wurde in 96-Well Platten 

130 µL alpha MEM-2+/+/+ in den Spalten 2 – 12 vorgelegt. Bei der Titration von Serum 

wurde zusätzlich 63 µL alpha MEM-2+/+/+ in Spalte 1 vorgelegt. Von den 

Organhomogenisaten wurde in Duplikaten (A-B, C-D, etc.) 90 µL in die erste Spalte 

vorgelegt. Vom Serum wurde 7 µL in die erste Spalte pipettiert. Die Proben wurden 

von links nach rechts, entsprechend einer Verdünnungsreihe, mit 60 µL je Probe 

transferiert. Nach Erreichen von Spalte 7 wurden die Spitzen gewechselt. Im 

Anschluss wurde 100 µL jeder Verdünnung aus den Spalten 2, 4, 6, 8, 10 und 12 in 

eine 24-Well Platte in die Spalten 1, 2, 3, 4, 5 und 6 transferiert. Zu den verdünnten 
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Proben wurden jeweils 200 µL der MC57 Zellsuspension gegeben und die Platte im 

Inkubator (37 °C, 5% CO2) mindestens 2 Stunden inkubiert. Nachdem sich alle Zellen 

abgesetzt hatten, wurde in jedes Well 200 µL von einem 1:1 Gemisch aus der 2% 

Methylcellulose und der 2x Überdeckungslösung gegeben. Die Platten wurden im 

Inkubator für zwei Tage aufbewahrt.  

Hat sich nach zwei Tagen eine vollständige Einzelzellschicht gebildet, wurde mit der 

Färbung der infizierten Zellen begonnen. Dazu wurde der Überstand entfernt und die 

Zellen mit 200 µL Fixierpuffer (4% Formalin in PBS) für 30 Min bei Raumtemperatur 

fixiert. Im Anschluss wurde der Überstand entfernt und die Zellen mit 200 µL 

Permeabilisierungspuffer (1% Triton X-100 in Hanks‘ BSS) bei Raumtemperatur für 

20 Min permeabilisiert. Der Überstand wurde entfernt und die Platten zwei Mal mit 

PBS gewaschen. Nach Zugabe von 200 µL Blockierungspuffer (10% FKS in PBS) 

wurden die Platten für mehr als eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der 

Überstand wurde entfernt und die Zellen mit 200 µL Primärantikörperüberstand VL-4 

(1:10 verdünnt in 1% FKS in PBS) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach Entfernung des Überstands wurden die Platten zwei Mal mit PBS gewaschen. 

Als nächstes wurde zu den Zellen 200 µL rat HRP Sekundärantikörper (1:500 in 1% 

FKS in PBS) gegeben und die Platten für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Im Anschluss wurden die Platten zwei Mal mit PBS gewaschen und in jedes Well 

200 µL Färbelösung pipettiert. Die Platten wurden für etwa 15 Min bei 

Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion durch Waschen mit Leitungswasser 

gestoppt. Nachdem die Platten getrocknet waren, konnten die Plaques ausgezählt 

werden. 

 

2.4.6 Tetramerfärbung für Durchflusszytometrie 

Zur Färbung von Vollblut wurde 20 µL heparinisiertes Blut verwendet. 

Einzelzellsuspensionen von Milz- und Leberzellen wurden durch Terreiben von 

einem Drittel Milz oder einem kleinen Leberlappen in 1 mL IMDM+/+/+ (10% FKS, 1% 

Pen/Strep, 1% GlutaMAX) hergestellt. Davon wurden jeweils 10 µL zur Färbung 

verwendet (entspricht etwa 5 x 105 Zellen). Nach der Zugabe von 50 µL 

Tetramerverdünnung (tet-gep33, tet-np396) wurden die Proben für 15 Min im 

Inkubator (37 °C, 5% CO2) aufbewahrt. Zu jeder Probe wurde 50 µL 
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Antikörperverdünnung zur Oberflächenfärbung hinzugefügt und für 30 Min bei 4 °C 

im Kühlschrank inkubiert. 

Das Vollblut wurde einmal mit 1x BD FACS™ lysing solution gewaschen (300 g, 

5 Min) und erneut in 200 µL 1x BD FACS™ lysing solution resuspendiert. Das Blut 

wurde für 10 Min im Dunkeln bei Raumtemperatur lysiert. Im Anschluss wurden die 

Zellen zentrifugiert (300 g, 5 Min, 4 °C) und in FACS Puffer resuspendiert. Die 

gefärbten Zellen aus Milz und Leber wurden nach der Oberflächenfärbung mit FACS 

Puffer gewaschen (300 g, 5 Min, 4 °C) und erneut in FACS Puffer resuspendiert. Die 

Zellen wurden im Anschluss am Durchflusszytometer analysiert. 

 

2.4.7 Intrazelluläre Zytokinfärbung für Durchflusszytometrie  

Zur Färbung von intrazellulären Zytokinen wurden Einzelzellsuspensionen aus Milz 

und Leber verwendet. Dafür wurden 106 Zellen in 100 µL IMDM+/+/+ (10% FKS, 1% 

Pen/Strep, 1% GlutaMAX) vorgelegt und 100 µL verdünnte Peptide (gp33, np396, 

1 µg/mL in IMDM+/+/+) hinzu pipettiert. Die Zellen wurden für eine Stunde im Inkubator 

(37 °C, 5% CO2) stimuliert. Im Anschluss wurde 20 µL Brefeldin A (1:100 

Verdünnung) hinzugegeben und die Zellen für 5 Stunden im Inkubator (37 °C, 5% 

CO2) stimuliert. Der Überstand wurde entfernt und die Oberflächenmarker der Zellen 

wurden in 50 µL Antikörperverdünnung über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank gefärbt.  

Am nächsten Tag wurden die Zellen zunächst mit 2% Formalin in PBS gewaschen 

(300 g, 5 Min) und mit der gleichen Lösung im Dunkeln für 10 Min bei RT fixiert. Die 

Zellen wurden zwei Mal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen (300 g, 5 Min, RT) 

und anschließend in 50 µL Permeabilisierungspuffer mit Antikörperverdünnung 

aufgenommen. Die intrazellulären Zytokine wurden bei 4 °C im Kühlschrank für 

30 Min gefärbt. Die gefärbten Zellen wurden mit Permeabilisierungspuffer gewaschen 

(300 g, 5 Min, RT), in frischem Permeabilisierungspuffer aufgenommen und am 

Durchflusszytometer analysiert. 

 

2.4.8 Rollerbottle-Kultivierung von CHO Zellen 

Zur Generierung großer Mengen an Zellkulturüberstand mit sezernierten 

rekombinanten Proteinen aus adhärenten Zellen können Rollerbottles eingesetzt 
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werden. Für die Inokulation wurden in einer Vorkultur 14 Schalen (Ø 15 cm) eines 

CHO-Zellklons kultiviert in DMEM+/+/+ (10% FKS, 1% Pen/Strep, 1% G418 

(50 mg/mL)) vorbereitet. Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA abgelöst und in die 

Rollerbottle überführt. Nach Zugabe von 400 mL DMEM+/+/+ wurden die Zellen für 

84 Stunden im Inkubator (37 °C, 5% CO2) unter ständiger Rotation kultiviert. Nach 

dieser Zeit wurde das Medium gegen 400 mL DMEM-P+/+/+ (5% FKS ultra low IgG, 

1% Pen/Strep, 1% G418 (50 mg/mL)) ausgetauscht und die Zellen für weitere 

84 Stunden im Inkubator kultiviert. Danach wurde das Medium abgenommen, 

verworfen und frisches DMEM-P+/+/+ zugefügt. Nach einem weiteren Zyklus wurde 

das abgenommene Medium mit den sezernierten rekombinanten Proteinen in zwei 

Schritten zentrifugiert. Zuerst bei 1000 g für 15 Min bei 4 °C, das Pellet entfernt und 

erneut zentrifugiert bei 10000 g für 30 Min bei 4 °C. Der klare Überstand wurde durch 

ein Sterilfilter (Porengröße 0,45 µm) gesaugt und bei -80 °C gelagert. 

 

2.4.9 Reinigung von rekombinanten Proteinen aus Zellkulturüberständen 

Zur Reinigung von Fc-Fusionsproteinen wurde eine Affinitätschromatographie 

durchgeführt. Dazu wurden die vorbereiteten Überstände aus Abschnitt 2.4.8 

aufgetaut und mit einer EDTA-freien Protease Inhibitor Cocktail Tablette versetzt. Der 

Überstand wurde mithilfe des ÄKTA Start-Systems über eine Protein A Säule 

geleitet, in der die Fc-Fusionsproteine binden. Nach einem Waschschritt mit PBS 

wurden die Proteine mittels Citrat-Puffer (pH 3,5) von der Säule eluiert und der 

pH-Wert im Eluat auf etwa 7 eingestellt. Die Proteinlösung wurde konzentriert und für 

einen Pufferaustausch über eine NAP-Säule geleitet. Das gereinigte rekombinante 

Protein wurde aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren.  

 

2.4.10 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wurde mithilfe des automatischen Zellzählers TC10 durchgeführt. Dazu 

wurde von der Einzelzellsuspension 10 µL in ein Reaktionsgefäß pipettiert und 10 µL 

Trypan Blue Dye hinzugegeben. Die Suspension wurde vermischt und anschließend 

10 µL in ein TC10 System Counting Slide Dual Chamber pipettiert. Der Träger wurde 

zur Zellzahlbestimmung in dem Zellzähler TC10 platziert. 
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2.4.11 Proliferationsassay 

Zur Aktivitätsbestimmung von sgp130Fc und HIL-6 wurde ein Proliferationsassay 

durchgeführt. Ba/F3-gp130 Zellen wurden sedimentiert (300 g, 5 Min, RT) und drei 

Mal mit PBS gewaschen (300 g, 5 Min, RT). Die Zellen wurden in DMEM+/+ (10% 

FKS, 1% Pen/Strep) resuspendiert und auf 5 x 104 Zellen/mL eingestellt. Von dieser 

Verdünnung wurden 100 µL in ein Well einer 96-Well Platte pipettiert. Die Zellen 

wurden mit den zu testenden rekombinanten Proteinen entsprechend in einer 

Verdünnungsreihe versetzt. Im Anschluss wurden die Zellen für 72 Stunden im 

Inkubator (37 °C, 5% CO2) kultiviert und die Proliferation mithilfe des CellTiter-Blue 

Cell Viability Kits bestimmt. Dazu wurden 20 µL des CellTiter-Blue-Reagenz in jedes 

Well pipettiert und die Proliferation anhand des Farbumschlags in relative light units 

(RLU) gemessen. Lebende Zellen reduzieren den Farbstoff Resazurin zu Resorufin, 

wodurch eine Verschiebung des Absorbtionsmaxiums des Farbstoffs von 605 nm 

hinzu 573 nm erfolgt. Die 96-Well Platte wurde dazu im Tecan Infinite M200 PRO 

Reader (ex-Filter 530/25, em-Filter 590/35) direkt nach Zugabe des CellTiter-Blue 

und nach 60 Min gemessen. Von allen Werten wurden Triplikate gemessen. 

 

2.4.12 SDS-Gelelektrophorese 

Zur Qualitätskontrolle nach der Reinigung wurden die rekombinanten Proteine mittels 

einer diskontinuierlichen SDS-PAGE Gelelektrophorese anhand ihres 

Molekulargewichts analysiert. Dazu wurden Proben jeder Fraktion genommen, mit 5x 

Lämmli versetzt bei 95 °C für 10 Min gekocht. Dadurch wurden die Proteine 

denaturiert. Es wurden Polyacrylamidgele, Sammelgel gefolgt von 10%igem 

Trenngel, mit einer Stärke von 1,5 mm und 10 Probenkammern hergestellt. In der 

Gelelektrophoresekammer Mini-PROTEAN Tetra System erfolgte die 

Größentrennung bei einer Spannung von 120 V und einem konstanten Amperewert. 

Der verwendete Größenmarker PageRuler Prestained Protein Ladder diente hierbei 

zur Abschätzung des Molekulargewichts. 
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2.4.13 Coomassie-Gel Präparation 

Zur unspezifischen Anfärbung aller Proteine in einem Polyacrylamidgel wurde die 

Coomassiefärbung verwendet. Nach vollständiger Größentrennung der Proteine 

wurde das Polyacrylamidgel in die Coomassie-Färbelösung gegeben und für 15 Min 

vorsichtig geschüttelt. Im Anschluss wurde die Färbelösung entfernt, das 

Polyacrylamidgel mit Leitungswasser gewaschen und Entfärbelösung zugegeben. 

Das Gel wurde über Nacht geschüttelt und die Entfärbelösung am nächsten Tag 

erneuert. Die Entfärbung wurde fortgesetzt, bis sich deutliche Proteinbanden 

abzeichneten. 

 

2.5 Statistische Analyse 

Die Daten werden dargestellt als Mittelwert ± SEM (standard errors of the mean). Zur 

Bestimmung statistischer Signifikanz zwischen zwei Gruppen wurde der Student’s 

t-Test verwendet. Wurden mehrere Gruppen verglichen, so wurde die Signifikanz 

mittels one-way ANOVA und anschließendem Tukey’s Test oder Dunnett‘s Test 

festgestellt. Wurden Zeitpunkte und mehrere Gruppen verglichen, so wurde die 

Signifikanz mittels two-way ANOVA mit anschließendem Tukey’s Test festgestellt. 

Abweichungen davon sind einzeln genannt in der Abbildungsbeschreibung. 

Statistisch signifikant waren P-Werte kleiner als 0,05. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Der IL-6 Trans-Signalweg vermittelt Leberregeneration 

IL-6 ist allgemein als Regulator für die Akute-Phase-Reaktion, die Leberregeneration 

und die Differenzierung von T-Zellen bekannt. Besonders im Kontext von 

chronischen Virusinfektionen konnte für IL-6 und STAT3 eine essentielle Beteiligung 

an der humoralen Immunantwort beschrieben werden.84,85 Abgesehen von der 

Akute-Phase-Reaktion ist wenig bezüglich IL-6 über die Immunantwort bei einer 

akuten Virusinfektion bekannt.  

Ziel dieser Arbeit ist es, die Virusabwehr bei akuter Infektion mit dem 

Lymphozytären-Choriomeningitis-Virus (LCMV) im in vivo Modell Maus in Hinblick 

auf die IL-6 Signalinduktion zu charakterisieren. Im Weiteren soll speziell der Trans-

Signalweg im Focus der Arbeit stehen. Im Modell zur virusinduzierten 

Leberschädigung kann neben der Immunantwort ebenfalls die Leberregeneration 

betrachtet werden. So soll geklärt werden, welchen Beitrag das klassische bzw. der 

Trans-Signalweg zu der Leberregeneration leistet. 

In Folge einer Infektion findet häufig ein Anstieg von IL-6 im Serum statt. Ebenfalls 

konnte ein Anstieg des löslichen IL-6R bei einer Reihe von Erkrankungen gefunden 

werden. Da IL-6 und sIL-6R im Serum einen Komplex bilden können, der den 

Trans-Signalweg aktiviert, war es von Interesse, diesen Sachverhalt bei einer 

LCMV-Infektion zu untersuchen.129 Während einer Virusinfektion durch LCMV steigt 

der IL-6-Serumspiegel am Tag 3 als Reaktion auf den Erreger in einer ersten 

Immunreaktion des angeborenen Immunsystems.85 Nach Infektion von Wildtyp-

Mäusen mit einer hohen Dosis (2 x 106 PFU) des nicht-zytolytischen LCMV WE, 

wurde in regelmäßigen Zeitabständen retrobulbär Blut entnommen (siehe 2.2.6). 

Vom Vollblut wurde mittels Zentrifugation das Serum abgetrennt und die Proben 

mittels ELISA (siehe 2.4.2) analysiert (Abb. 6A). Wie bereits in der Literatur 

beschrieben, konnte ein signifikanter Anstieg von IL-6 an Tag 3 nach Infektion 

gefunden werden. Als weiterer Ansatz wurde der sIL-6R im Serum der gleichen 

Mäuse mittels ELISA analysiert (Abb. 6B). Ab Tag 2 nach Infektion ist die sIL-6R 

Konzentration im Vergleich zu naiven Mäusen signifikant erhöht. Die Kinetik zeigt 

einen sukzessiven Anstieg des sIL-6R-Spiegel bis etwa Tag 7 nach Infektion. Im 

Anschluss sinkt die Serumkonzentration bis zum Ende der Infektion an Tag12, bleibt 

jedoch signifikant erhöht im Vergleich zu nicht infizierten Mäusen. Auf Basis dieses 
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Fundes konnte daher angenommen werden, dass der klassische und der Trans-

Signalweg der Mäuse an Tag 3 aktiviert wird. 

 

 

Abbildung 6: Serumlevel von IL-6 und sIL-6R nach LCMV-Infektion in Wildtyp-Mäusen. BL/6N 
Mäuse wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Blut 
entnommen. Die Konzentration von IL-6 (A) oder sIL-6R (B) wurde mittels ELISA bestimmt. 
Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von n = 5 Tieren aus einem Experiment. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung eines one-way ANOVA-Tests mit anschließendem Dunnett’s 
Test durchgeführt (p ≤ 0,001 = ***, p ≤ 0,0001 = ****). 

 

In Anbetracht dieser Physiologie und unseren Beobachtungen stellte sich die Frage, 

welche Tragweite der klassische- und der Trans-Signalweg in Bezug auf die viral 

induzierte Leberschädigung haben. Durch den Einsatz von monoklonalen 

Antikörpern gegen IL-6 können beide Signalwege blockiert werden.129 Durch 

Verwendung des spezifischen Inhibitors sgp130Fc ist es möglich, spezifisch den 

Trans-Signalweg zu blockieren.16  
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Blockade des klassischen 
und des Trans-Signalweges. BL/6N Mäusen wurde 16 Stunden vor Infektion 500 µg Isotyp IgG, 
50 µg sgp130Fc oder 500 µg Anti-IL-6 mAb i.p. verabreicht und anschließend mit 2 x 106 PFU LCMV 
WE infiziert. Die Behandlung wurde jeden zweiten Tag wiederholt (schwarze Pfeile), wobei 250 µg 
Isotyp IgG, 50 µg sgp130Fc oder 250 µg Anti-IL-6 mAb i.p. injiziert wurden. An Tag 12 nach Infektion 
endete das Experiment. 

 

Es wurden drei Mausgruppen verwendet, die vor Infektion und kontinuierlich jeden 

zweiten Tag mit Kontrollantikörper IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb behandelt wurden 

(Abb. 7, siehe 2.2.5). Durch diesen Versuchsaufbau war es möglich, zwischen den 

Einflüssen des klassischen und des Trans-Signalweges zu unterscheiden. Die 

Infektion mit LCMV WE verursacht Leberschäden, nachvollziehbar durch den Anstieg 

der Leberenzyme ALT und AST im Serum.115 Nach Infektion der drei Gruppen wurde 

an Tag 6, 8 und 12 retrobulbär Blut abgenommen (siehe 2.2.6). Im Serum wurden die 

Marker für Leberschädigung mittels Teststreifen analysiert (siehe 2.4.1). An Tag 6 

nach Infektion konnte bereits ein erhöhtes ALT-Level im Serum der Tiere gemessen 

werden (Abb. 8A). Mit fortschreitendem Krankheitsverlauf erhöhte sich die Menge an 

gemessenem ALT im Serum in allen Gruppen. Dabei fällt auf, dass es zwischen den 

Gruppen keinen Unterschied gibt an allen gemessenen Zeitpunkten. 
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Abbildung 8: Serumlevel von ALT und AST nach Infektion in sgp130Fc oder IL-6 mAb 
behandelten Tieren. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder Anti-IL-6 mAb behandelt 
und mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Blut entnommen. 
Die Konzentration von ALT (A) oder AST (B) wurde mittels Trockenchemie-Analyser und Teststreifen 
im Serum bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei 
unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines 
two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt. 

 

In den gleichen Tieren wurde auch die Serumkonzentration von AST gemessen 

(Abb. 8B). Im Vergleich der drei Gruppen an den Tagen 6, 8 und 12 nach Infektion 

konnte wie zuvor für ALT kein Unterschied gefunden werden. Jedoch konnte mit 

diesem zweiten Marker ebenfalls ein Fortschreiten der Leberpathologie 

nachgewiesen werden. Die Werte stiegen etwa um den Faktor 2 für Tag 8 bzw. 

Faktor 3 für Tag 12 verglichen mit Tag 6 nach Infektion. Dieser Befund lässt anfangs 

vermuten, dass weder der klassische- noch der Trans-Signalweg eine Auswirkung 

auf die Leberpathologie hat. 

Zur Kontrolle der Infektion und der Viruslast wurde ein Plaque-Assay durchgeführt 

werden (siehe 2.4.5). Dabei wird über eine Verdünnungsreihe die Viruslast in 

Geweben oder im Blut festgestellt. Bei einer akuten Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV 

WE wird der Virus bei Wildtyp Mäusen zwischen Tag 12 und 14 nach Infektion aus 

dem Blut, der Milz und der Leber eliminiert.115 In peripheren Geweben wie der Niere, 

der Lunge, dem Gehirn und dem Spinalkanal persistiert der Virus länger. Durch diese 

Gegebenheiten können die Infektion und der Verlauf nachvollzogen werden. 
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Abbildung 9: Viruslast im Serum und in primär infizierten Organen von Mäusen behandelt mit 
sgp130Fc oder IL-6 mAb. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb behandelt 
und mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. (A) Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Blut 
entnommen. Die Viruslast wurde mittels Plaque-Assay im Serum ermittelt. (B) Die Viruslast wurde an 
Tag 12 nach Infektion in der Milz gemessen. (C) Viruslast in der Leber an Tag 12 nach Infektion. 
Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM oder das Streudiagramm ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus 
zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines 
two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test oder one-way 
ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt. 

 

In den drei Gruppen konnte für die Viruslast im Serum kein Unterschied gefunden 

werden (Abb. 9A). An Tag 6 nach Infektion liegt die Viruslast bei etwa 4 log10 

PFU/mL und fällt bereits an Tag 8 nach Infektion ab. Am Ende der Kinetik, 12 Tage 

nach Infektion, ist kaum noch Virus im Serum nachweisbar. Dabei repräsentiert die 

gepunktete Linie das Detektionslimit. Dies spricht für einen erwarteten 

Krankheitsverlauf und konnte im Weiteren durch die Viruslast in den primär infizierten 

Organen bestätigt werden. Analysen der Milz (Abb. 9B) und der Leber (Abb. 9C) 12 

Tage nach Infektion tragen nur noch wenige Individuen eine Viruslast. 
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Abbildung 10: Viruslast im Gewebe von Mäusen nach Behandlung mit sgp130Fc oder IL-6 
mAb. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb behandelt und mit 2 x 106 PFU 
LCMV WE infiziert. An Tag 12 nach Infektion wurden Gewebeproben entnommen und die Viruslast 
mittels des Plaque-Assays in Niere (A), Lunge (B), Spinalkanal (C) und Gehirn (D) gemessen. 
Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM als Streudiagramm von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei 
unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des one-way 
ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt. 

 

In Niere (Abb. 10A), Lunge (Abb. 10B), Spinalkanal (Abb. 10C) und Gehirn (Abb. 

10D) konnte ein erhöhter Virustiter an Tag 12 bestimmt werden. Auch wurde in 

diesem Fall erneut kein Unterschied zwischen den Gruppen gefunden. Mit diesen 

Befunden konnte zum einen ein erwarteter Infektionsverlauf bestätigt werden, als 

auch erneut ein Rückschluss zu den Signalwegen gemacht werden. Da kein 

deutlicher Unterschied in den Gruppen gefunden wurde, ist anzunehmen, dass 

weder der klassische- noch der Trans-Signalweg eine Auswirkung auf die 

Virusvermehrung oder Elimination aus dem Blutstrom bzw. den primär infizierten 

Organen hat. 

 

Im Vorfeld konnte anhand von AST und ALT ein deutlicher Leberschaden nach 

Virusinfektion festgestellt werden (Abb. 8). Die IL-6 Signaltransduktion spielt bei der 

Leberregeneration eine entscheidende Rolle.26,35 Aus diesem Grund war es von 

Interesse, die induzierte Fibrose in unserem Modell näher zu untersuchen. In Folge 

sterbender Hepatozyten und sezernierter Zytokine und Chemokine werden Kupffer 

Zellen (KZ) und hepatische Sternzellen (HSZ) aktiviert.130 Mit der Produktion von 

transforming growth factor-β (TGF-β) durch aktivierte KZ und HSZ erfolgt die weitere 

Differenzierung der HSZ sowie Ablagerung von extrazellulärer Matrix, Collagen und 
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α-SMA.131,132 Somit kann eine erhöhte Leberfibrose mit dem Anstieg von Collagen 

und α-SMA in der Leber charakterisiert werden. 

 

 

Abbildung 11: Collagenexpression in der Leber nach virus-induzierter Schädigung in sgp130Fc 
oder IL-6 mAb behandelten Mäusen. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb 
behandelt und mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. (A) An Tag 12 nach Infektion wurden ein Teil der 
Leber entnommen und die Collagenexpression (rot), sowie Zellkerne (blau) mittels Immunfluoreszenz 
abgebildet. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, 
Maßstab: 100 µm. (B) Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen. Angegeben ist der Mittelwert 
± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung des one-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s 
multiple comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,05 = *, p ≤ 0,01 = **). 

 

Zur Evaluation wurde den Mäusen an Tag 12 nach Virusinfektion Leberproben 

entnommen (siehe 2.2.7) und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Von diesen, in 

Wachs eingebetteten, Proben wurden 7 µm dicke Schnitte angefertigt und Collagen 

1A auf Proteinebene gefärbt (siehe 2.4.3). Für die Gruppe mit der sgp130Fc-

Behandlung, sowie für die Gruppe mit der IL-6 mAb-Behandlung wurde ein erhöhtes 

Signal im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden (Abb. 11A). Die Aufnahmen wurden 

statistisch ausgewertet, wodurch die Beobachtung bestätigt werden konnte (Abb. 

11B). Der signifikante Anstieg an Collagen in der Leber weist auf eine verminderte 

Regeneration bzw. erhöhte Leberfibrose hin. Durch die spezifische Blockade des 

Trans-Signalweges und der gleichen Pathologie bei Blockade beider Signalwege ist 

anzunehmen, dass primär der Trans-Signalweg für die Regeneration der Leber 

benötigt wird. 

Der gleiche Sachverhalt konnte bei Färbung von α-SMA gefunden werden (Abb. 

12A). Tiere, behandelt mit sgp130Fc oder mit IL-6 mAb, zeigten in den Aufnahmen 

ein stärkeres Signal. Statistische Auswertung der Daten ergab einen signifikanten 

Anstieg der α-SMA Expression in der Leber (Abb. 12B). 
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Abbildung 12: α-SMA Expression in der Leber nach Schädigung in sgp130Fc oder IL-6 mAb 
behandelten Mäusen. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb behandelt und 
mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. (A) An Tag 12 nach Infektion wurde ein Teil der Leber entnommen 
und die α-SMA Expression (rot), sowie Zellkerne (blau) mittels Immunfluoreszenz abgebildet. 
Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, Maßstab: 
100 µm. (B) Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM von 
n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz 
wurde unter Verwendung des one-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple 

comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,05 = *). 

 

Zusammengenommen wurde im Serum ein Anstieg von IL-6 und dem sIL-6R nach 

Infektion mit dem nicht-zytolytischen LCMV WE Stamm gefunden. Mit dem Komplex 

aus IL-6/sIL-6R können in allen Zellen mit membranständigem gp130 eine 

Signalkaskade ausgelöst werden. Durch gezielte Blockade des Trans-Signalweges 

oder dem klassischen- und des Trans-Signalweges konnte kein Unterschied in den 

Serummarkern AST und ALT für Leberschädigung gefunden werden. Auch die 

Viruslast im Serum oder den untersuchten Geweben zeigte keinen Unterschied. In 

Anbetracht der anschließenden Regeneration der Leber wurden signifikante 

Unterschiede in der Collagen und α-SMA Expression festgestellt, die 

höchstwahrscheinlich auf fehlende Induktion des Trans-Signalweges zurückzuführen 

sind. 

In dem verwendeten Modell sorgen zytotoxische T-Zellen für eine 

Leberschädigung.115 Durch Präsentation von Viruspeptiden in MHC Klasse I 

Molekülen auf der Oberfläche von Hepatozyten töten die T-Zellen infizierte Zellen 

gezielt ab (Abb. 5). Darüber hinaus wurde in vielen Berichten eine entscheidende 

Rolle für IL-6 bei chronisch virus-infizierten Mäusen beschrieben.85,87 Aus diesem 

Grund wurde die T-Zell-Entwicklung und Funktion analysiert, auf die im nächsten 

Abschnitt eingegangen wird. 
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3.2 T-Zellentwicklung bei Inhibition der IL-6 vermittelten Signaltransduktion 

Wird IL-6 in Mäusen deletiert oder mittels Antikörper blockiert, beeinträchtigt dies die 

Kontrolle einer bakteriellen Infektion.45 Im Weiteren wird IL-6 und das 

nachgeschaltete STAT3 zur Abwehr chronischer Virusinfektionen benötigt.84,85 

Parallel dazu wurde in klinischen Studien mit monoklonalen Antikörper gegen IL-6R 

in den behandelten Patienten eine erhöhte Anfälligkeit für bakterielle Infektionen 

beschrieben.72,73 Durch spezifische Blockade einzig des Trans-Signalweges konnte 

in Mäusen keine Beeinträchtigung bei der Kontrolle von Listeria monocytogenes 

gefunden werden.45 Bei einer akuten viralen Infektion wurde bislang noch kein 

direkter Einfluss von IL-6 gefunden.85,87 Besonders der Einfluss des Trans-

Signalweges auf T-Zellen ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Dies führte zu der 

Fragestellung, ob der erhöhte Leberschaden bedingt durch Blockade mit sgp130Fc 

einen Einfluss auf T-Zellentwicklung und Funktion hat. 

Zur Beurteilung der virusspezifischen T-Zellexpansion wurden BL/6N Mäuse mit IgG 

Kontrollantikörpern, sgp130Fc oder IL-6 mAb behandelt und mit 2 x 106 PFU LCMV 

WE infiziert (Abb. 7, siehe 2.2.5). An den Tagen 6, 8 und 12 nach Infektion wurde 

den Mäusen retrobulbär Blut abgenommen und die T-Zellexpansion im Vollblut 

gemessen. Zusätzlich wurden Proben von Milz und Leber an Tag 12 nach Infektion 

genommen. Die Organe wurden zerrieben, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten 

(siehe 2.2.7). Zur Erkennung der virus-spezifischen T-Zellen wurde der TZR gefärbt, 

welcher sich gegen spezifische Epitope der Viruspeptide richtet (siehe 2.4.6).133 

Zusammen mit dem Oberflächenmarker CD8 ist es möglich, die virusspezifischen T-

Zellen von den restlichen T-Zellen zu unterscheiden. Um das Hintergrundsignal zu 

vermindern, wurden nach der Färbung die Erythrozyten lysiert. Mittels 

durchflusszytometrischer Messung konnten die Zellen im Anschluss anhand der 

Oberflächenexpression gezählt und analysiert werden. 
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Abbildung 13: T-Zellentwicklung in Abhängigkeit der IL-6 vermittelten Signalinduktion in 
behandelten Mäusen. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb behandelt und 
mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. (A) An Tag 6, 8 und 12 nach Infektion wurde Blut entnommen und 
die gp33-spezifischen T-Zellen gemessen. (B) An Tag 12 nach Infektion wurden die gp33-spezifischen 
T-Zellen in der Milz gemessen. (C) An Tag 12 nach Infektion wurden die gp33-spezifischen T-Zellen in 
der Leber gemessen. (D) An Tag 6, 8 und 12 nach Infektion wurde Blut entnommen und die np396-
spezifischen T-Zellen gemessen. (E) An Tag 12 nach Infektion wurden die np396-spezifischen T-
Zellen in der Milz gemessen. (F) An Tag 12 nach Infektion wurden die np396-spezifischen T-Zellen in 
der Leber gemessen. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei 
unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des two-way 
ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test oder des one-way 
ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,01 = **). 

 

Bereits an Tag 6 nach Infektion ließen sich virusspezifische T-Zellen, gerichtet gegen 

gp33, im Blut feststellen (Abb. 13A). Bis Tag 8 nach Infektion konnte kein 

Unterschied in der Expansion der T-Zellen festgestellt werden. Kontrolle, sowie 

sgp130Fc und IL-6 mAb Behandlung hatten keinen Einfluss auf die Entwicklung. An 

Tag 12 nach Infektion konnte ein deutlicher Unterschied in der T-Zellzahl gefunden 

werden. Mäuse behandelt mit IL-6 mAb zeigten signifikant weniger gp33+-CD8+ T-

Zellen als die Kontrollgruppe und die sgp130Fc-behandelte Gruppe. Somit kann 

angenommen werden, dass durch Inhibition des klassischen IL-6 Signalweges die 
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T-Zellexpansion vermindert wurde bzw. der Trans-Signalweg keinen direkten Einfluss 

auf die Zellzahl hatte. 

Zusätzlich wurde die gp33+CD8+ T-Zellzahl in der Milz (Abb. 13B) und in der Leber 

(Abb. 13C) gemessen. Sowohl für die T-Zellen in der Milz, als auch in der Leber 

konnte kein Unterschied im Vergleich der behandelten Gruppen gefunden werden. 

Neben der gp33+ T-Zellpopulation kann eine weitere virusspezifische 

T-Zellpopulation gemessen werden. T-Zellen, welche das virusspezifische 

Nukleoprotein 396 (np396) erkennen, wurden ebenfalls bereits in geringer Zahl an 

Tag 6 nach Infektion im Blut gefunden (Abb. 13D). Im Verlauf der Kinetik konnte eine 

Expansion der T-Zellen gemessen werden, welche sich nicht zwischen der 

Kontrollgruppe und den behandelten Gruppen unterschied. Somit scheint der zuvor 

beschriebene Unterschied sich einzig auf T-Zellen zu beschränken, die das 

Virusantigen gp33 erkennen. Die Anzahl der gemessenen np396+ T-Zellen in Milz 

(Abb. 13E) und Leber (Abb. 13F) zeigten im Einklang mit dem Fund aus dem Blut 

keinen Unterschied.  
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Abbildung 14: Intrazelluläre Zytokinfärbung zur Ermittlung der T-Zellfunktion in sgp130Fc oder 
IL-6 mAb behandelten Mäusen. BL/6N Mäuse wurden mit Isotyp IgG, sgp130Fc oder IL-6 mAb 
behandelt und mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. An Tag 12 nach Infektion wurden Teile der Milz 
und der Leber entnommen und eine Einzelzellsuspension in vitro mit gp33 Peptid stimuliert. (A) IFN-γ 
Produktion der CD8+ T-Zellen aus der Milz. (B) TNF-α Produktion der CD8+ T-Zellen aus der Milz. (C) 
IFN-γ Produktion der CD8+ T-Zellen aus der Leber. (D) TNF-α Produktion der CD8+ T-Zellen aus der 
Leber. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen 
Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des one-way ANOVA-Tests 
mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,01 = **). 

 

Um der Immunantworten im Wirt zu entkommen, entwickelten Viren verschiedene 

Strategien. Beispielsweise zeigen virusspezifische T-Zellen während einer 

chronischen Virusinfektion verschiedene Erschöpfungsgrade. Die CD8-T-Zell-

Erschöpfung besteht aus mehreren Phasen. Grad I und II einer Teilerschöpfung, 

vollständige Erschöpfung und Deletion.134–136 Während des Erschöpfungsstadiums 

verlieren CD8-T-Zellen die Fähigkeit zur Produktion von Effektorzytokinen wie IL-2, 

TNF-α und IFN-γ. Darüber hinaus zeigen erschöpfte CD8-T-Zellen auch eine 

verringerte Antigen-unabhängige Proliferation, sprechen schlecht auf IL-7 und IL-15 

an und zeigen metabolische Mängel.137,138 
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Zur Analyse der T-Zellfunktion wurden die T-Zellen in der Milz und der Leber mit dem 

Viruspeptid gp33 an Tag 12 nach Infektion in vitro stimuliert und die 

Effektorzytokinproduktion intrazellulär gemessen (siehe 2.4.7). T-Zellen aus der Milz 

zeigen eine deutliche Produktion von IFN-γ, jedoch konnte kein Unterschied durch 

Behandlung mit sgp130Fc oder IL-6 mAb festgestellt werden (Abb. 14A). Ebenso 

konnte für die Produktion von TNF-α durch virusspezifische T-Zellen aus der Milz 

kein Unterschied gefunden werden (Abb. 14B). Durch Blockade des klassischen- 

oder des Trans-Signalweges tritt keine Beeinträchtigung in der Produktion dieser 

Effektorzytokine durch T-Zellen auf. 

Bei der in vitro Stimulation von T-Zellen aus der Leber ist im Besonderen das erhöhte 

Hintergrundsignal für nicht stimulierte Zellen auffällig. Die Kontrollen werden in 

diesem Experiment gleichbehandelt, mit Ausnahme des Stimulus gp33. Trotz kaum 

noch nachweisbarer Viruslast in der Leber (Abb. 9C) verbleiben Viruspeptide noch in 

der Leber und sorgen dort für die Stimulation der T-Zellen. Für die Produktion von 

IFN-γ in der Leber konnte ein signifikanter Unterschied bei Vergleich der 

Kontrollgruppe mit der IL-6 mAb behandelten Gruppe gefunden werden (Abb. 14C). 

Im Weiteren ist ein Trend zu erkennen, sowohl in den nicht stimulierten Proben als 

auch in den stimulierten Proben. Durch Blockade des Trans-Signalweges mit 

sgp130Fc ist die Produktion von IFN-γ im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell 

leicht reduziert. Das gleiche Muster ergibt sich ebenfalls für die nicht stimulierten 

Proben und lässt damit zumindest einen minimalen Effekt durch die Behandlung 

vermuten, der ebenfalls nur in der Leber gefunden wurde. Da jedoch zuvor 

gemessene Parameter wie die Leberschädigung (Abb. 8), die Viruslast (Abb. 9, 10) 

oder die Entwicklung der virusspezifischen T-Zellen (Abb. 13) unauffällig waren, 

scheint der Einfluss des IL-6 vermittelten Signals nicht direkt mit der Pathologie in 

Zusammenhang zu stehen.  

Bei Analyse der TNF-α Produktion in der Leber konnte kein signifikanter Unterschied 

gefunden werden (Abb. 14D). Zum einen ist jedoch erneut das zuvor beschriebene 

Muster zu erkennen, zum anderen hat die TNF-α Produktion in der Kontrolle in etwa 

die gleiche Amplitude wie in den stimulierten Proben. Somit kann bei dieser Messung 

von keinem direkten Effekt gesprochen werden. 

Zusammengefasst wurde einzig im Blut durch Inhibition des klassischen und des 

Trans-Signalweges durch einen monoklonalen Antikörper gegen IL-6 eine verringerte 
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Expansion der gp33+ CD8+ T-Zellen gefunden. Für np396+ CD8+ T-Zellen wurde dies 

nicht beobachtet. Sowohl in der Milz, als auch in der Leber konnte kein Unterschied 

in der T-Zellexpansion für virusspezifische gp33+ und np396+ CD8+ T-Zellen 

gefunden werden. Bezüglich der T-Zellfunktion konnte kein Unterschied bei der 

Produktion von IFN-γ oder TNF-α von in vitro stimulierten virusspezifischen T-Zellen 

aus der Milz detektiert werden. In Anbetracht der virusspezifischen T-Zellen aus der 

Leber wurde ein Unterschied bei der IFN-γ Produktion durch globale IL-6 Blockade 

im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. In diesem Teil des Experiments ist jedoch 

auch ein hohes Signal für nicht stimulierte T-Zellen gemessen worden. Dies 

beschränkt die Aussagekraft des Fundes. Bezüglich der TNF-α Produktion von 

T-Zellen aus der Leber konnte kaum eine Induktion durch Stimulation mit 

gp33-Peptid festgestellt werden. Es ergab sich ein Muster ähnlich der IFN-γ 

Produktion mit abfallender Zytokinproduktion durch Blockade des Trans-Signalweges 

und weiter abfallend durch globale IL-6 Blockade. 

Zur näheren Untersuchung des Trans-Signalweges in Bezug auf virusvermittelte 

Leberschädigung wurde ein neues Mausmodel verwendet. In dieser Maus ist einzig 

die Stimulation der Zellen über den Trans-Signalweg möglich.26 Im nächsten 

Abschnitt wird näher auf die Pathologie dieser transgenen Maus eingegangen. 

 

3.3 Einfluss des Trans-Signalweges auf virus-induzierte Leberpathologie 

IL-6 wird eine wesentliche Rolle bei der Leberregeneration zugeschrieben.40 Darüber 

hinaus wurde in vielen Berichten die Aufgabe von IL-6 beim Wechsel zwischen 

angeborenen und erworbenen Immunantworten hervorgehoben.88,89 Im Vergleich 

dazu sind die Auswirkungen bei Abwesenheit des IL-6R auf der Zelloberfläche 

weniger erforscht. Besonders im Kontext des Immunsystems kann der IL-6R unter 

anderem auf der Oberfläche von Makrophagen, T-Zellen oder Monozyten gefunden 

werden. Dies lässt vermuten, dass die klassische IL-6 Signalweiterleitung auch bei 

der Immunantwort eine essentielle Rolle hat. Daraus ergab sich die Fragestellung, 

auf welche Weise die klassische IL-6 Signalweiterleitung bei einer viralen Hepatitis 

zum Tragen kommt und ob der Trans-Signalweg eine mögliche kompensatorische 

Funktion übernehmen kann. 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Infektion der transgenen 
Mäuse sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+. (A) In den Kontrollmäusen (sIL-6Rfl/fl) kann über den klassischen und 
den Trans-Signalweg noch die IL-6 vermittelte Signalweiterleitung erfolgen. Nach Verpaarung mit 
Tieren in denen die Cre-Rekombinase exprimiert wird, können die Zellen in den Nachkommen nur 
noch über den Trans-Signalweg stimuliert werden. (B) Die transgenen Mäuse wurden mit 2 x 106 PFU 
LCMV WE infiziert und über 12 Tage beobachtet. An Tag 12 nach Infektion wurden die Mäuse 
geopfert. 

 

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde eine neue transgene Maus erzeugt 

und charakterisiert.26 Kurz beschrieben wurde der IL-6R mit dem Cre/loxP-System 

modifiziert, so dass alle neu synthetisierten IL-6R nach Rekombination direkt in die 

lösliche Form (sIL-6R) übergehen. Im Genom der Kontrollmäuse (sIL-6Rfl/fl) wurden 

Exon 9, das Intron und Exon 10 mit der loxP-Sequenz flankiert. Durch Verpaarung 

der sIL-6Rfl/fl Mäuse mit Tieren, welche die Cre-Rekombinase exprimieren, konnte 

somit die TMD in allen Zellen deletiert werden. In den Nachkommen, die so 

genannten Trans-signaling Mäuse (sIL-6R+/+), ist der klassische IL-6 Signalweg nicht 

mehr vorhanden. In den sIL-6R+/+ Mäusen kann IL-6 die Zielzellen nur noch über den 

Trans-Signalweg aktivieren (Abb. 15A).  
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Abbildung 16: Serumlevel von IL-6 und sIL-6R in naiven sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ Mäusen. Naiven 
transgenen Mäusen wurde Blut abgenommen und die Serumkonzentration von IL-6 (A) und sIL-6R 
(B) mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung eines Student’s t-Tests durchgeführt (p ≤ 0,0001 = ****). 

 

Naive, nicht infizierte Tiere zeigen im ELISA keinen Anstieg für IL-6 (siehe 2.4.2, 

Abb. 16A). Herausstechend ist jedoch die Serumkonzentration von sIL-6R in den 

naiven sIL-6R+/+ Tieren (Abb. 16B). Für sIL-6Rfl/fl Mäuse konnte eine Konzentration 

von etwa 9 ng/mL sIL-6R gefunden werden und entspricht bereits veröffentlichten 

Daten.139 Bei den sIL-6R+/+ Mäusen liegt die Konzentration im Serum bei etwa 

380 ng/mL. Dieser mehr als 40-Fach erhöhte Wert spiegelt die gesamte IL-6R 

Produktion in der Maus wider und bestätigt die Verpaarung. 

 

 

Abbildung 17: Serumlevel von IL-6 und sIL-6R nach LCMV-Infektion in sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ 
Mäusen. Die transgenen Mäuse sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert 
und zu angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen. Die Konzentration von IL-6 (A) oder sIL-6R (B) 
wurde mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus 
zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines 
two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Sidak’s multiple comparisons Test durchgeführt 
(p ≤ 0,0001 = ****). 

 

Für die transgene Maus sIL-6R+/+ wird die Vorläufermaus sIL-6Rfl/fl als Kontrolle 

genutzt. Gruppen beider Genotypen wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und 

60

20

0

IL
-6

 (
pg

/m
L)

A
100

40

80

sIL-6Rfl/fl

sIL-6R+/+

300

100

0

sI
L-

6R
 (

ng
/m

L)

B
500

200

400

sIL-6Rfl/fl

sIL-6R+/+
****

1000

0
8 12

Zeit (Tage)

sI
L-

6R
 (

ng
/m

L)

B
3000

6

2000 ****

****

****

sIL-6Rfl/fl

sIL-6R+/+

300

100

0
8 12

Zeit (Tage)

IL
-6

 (
pg

/m
L)

A
400

200

6

**** sIL-6Rfl/fl

sIL-6R+/+



57 
 

anschließend für den Zeitraum von 12 Tagen überwacht (Abb. 15B). Den Tieren 

wurde an Tag 6, 8 und 12 nach Virusinfektion Blut abgenommen (siehe 2.2.6) und 

die Serumkonzentration von IL-6 mittels ELISA bestimmt (siehe 2.4.2). Sowohl für 

sIL-6Rfl/fl als auch für sIL-6R+/+ konnte an Tag 6 nach Infektion noch IL-6 im Serum 

detektiert werden (Abb. 17A). Der Anstieg in den sIL-6Rfl/fl Mäusen ist ungewöhnlich, 

da für BL/6N Tiere ein Anstieg nur an Tag 3 nach Infektion detektiert werden konnte 

(Abb. 6A). Eine Verschiebung der Sekretion bzw. längere Serumhalbwertszeit von 

IL-6 lässt sich auch nur begrenzt mit der genetischen Manipulation dieser Tiere 

erklären. Im Vergleich dazu gibt es einen signifikanten Anstieg der IL-6 

Serumkonzentration in sIL-6R+/+ Mäusen. Zusammen mit der extrem erhöhten 

Serumkonzentration allein in naiven Tieren ist hierbei ein stabilisierender Effekt durch 

den sIL-6R in Betracht zu ziehen.140,141 Für 8 und 12 Tage nach Infektion wurde, 

ähnlich wie in den BL/6N Mäusen, kaum bis kein IL-6 im Serum detektiert. Bezüglich 

des sIL-6R wurden für sIL-6Rfl/fl Tiere ein ähnlicher Anstieg wie in BL/6N Tieren an 

Tag 6 und 8 nach Infektion mit etwa 29 ng/mL bzw. etwa 33 ng/mL verzeichnet, 

sowie eine leichte Senkung an Tag 12 nach Infektion mit 30 ng/mL (Abb. 17B). 

Enorm ist dazu im Vergleich der Anstieg des sIL-6R in den Trans-signaling Mäusen. 

An Tag 6 nach Infektion konnte fast 1,5 µg/mL sIL-6R gefunden werden, gefolgt von 

2,1 µg/mL an Tag 8 und etwa 1,3 µg/mL an Tag 12. In diesen Mäusen ist der Anstieg 

des sIL-6R nicht mit erhöhter proteolytischer Spaltung durch ADAM-Proteasen zu 

erklären, da alle neu synthetisierten Rezeptoren direkt sezerniert werden. Vielmehr 

ist der Anstieg durch eine erhöhte Transkription und Translation des IL-6R in den 

Zellen zu erklären. Somit kann davon ausgegangen werden, dass infolge einer 

Infektion nicht nur ADAM-Proteasen aktiviert werden, sondern auch der zelluläre 

Syntheseapparat angestoßen wird. Zu dem kann für sIL-6R+/+ Mäuse angenommen 

werden, dass durch die Kombination aus erhöhtem IL-6- und sIL-6R-Spiegel im 

Serum vermehrt Komplexbildung stattfindet und verstärkt der Trans-Signalweg auf 

den Zellen angesprochen wird. 
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Abbildung 18: Leberschädigungsmarker ALT und AST in sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ Mäusen nach 
Infektion. Nach Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV WE wurde den transgenen Mäusen sIL-6Rfl/fl und 
sIL-6R+/+ zu den angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen. Die Serumkonzentration von ALT (A) 
oder AST (B) wurde mittels Trockenchemie-Analyser und Teststreifen bestimmt. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die 
Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way ANOVA-Tests mit 
anschließendem Sidak’s multiple comparisons Test durchgeführt. 

 

Zum Nachweis der induzierten Leberschädigung und zur Ermittlung möglicher 

Differenzen im Krankheitsverlauf wurde AST und ALT im Serum der sIL-6Rfl/fl und 

sIL-6R+/+ Mäuse mittels Trockenchemie-Analyser und Teststreifen gemessen (siehe 

2.4.1). Mit zunehmendem Virusinfektionsdauer stieg die Serumkonzentration von 

ALT in beiden Mausgruppen an (Abb. 18A). Dabei konnte zwischen sIL-6Rfl/fl und 

sIL-6R+/+ Mäusen kein Unterschied gefunden werden. Ebenso wurde für AST ein 

Anstieg im Serum detektiert (Abb. 18B). Auch für diesen Marker war kein 

Unterschied zwischen sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ Mäusen festzustellen. Somit ist 

entweder das klassische IL-6 Signal nicht direkt an der Leberschädigung beteiligt 

oder das Trans-Signal, vermittelt über den Komplex aus IL-6/sIL-6R, kompensiert 

das fehlende klassische Signal. 
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Abbildung 19: Viruslast im Serum und in primär infizierten Organen von sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ 
Mäusen nach Infektion. Die transgenen Mäuse sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU 
LCMV WE infiziert und zu angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen bzw. an Tag 12 nach Infektion 
die Organe. (A) Serumkinetik der Viruslast bestimmt mittels Plaque-Assay. (B) Viruslast in der Milz an 
Tag 12 nach Infektion. (C) Viruslast in der Leber an Tag 12 nach Infektion. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± SEM oder das Streudiagramm ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei 
unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines 
two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test oder Student’s t-Tests 
durchgeführt (p ≤ 0,05 = *). 

 

Im direkten Zusammenhang zu dem verwendeten Modell wurde in sIL-6Rfl/fl und 

sIL-6R+/+ Mäusen die Viruslast im Serum und verschiedenen Geweben mittels 

Plaque-Assay festgestellt (siehe 2.4.5). In der Serumkinetik wurde, wie zuvor bei 

Wildtyp-Mäusen, an Tag 6 eine Viruslast von etwa 4 log10 PFU/mL gefunden (Abb. 

19A). An Tag 8 nach Infektion verbleibt in sIL-6Rfl/fl Mäusen die Viruslast wie an Tag 

6 nach Infektion. Bei den sIL-6R+/+ Mäusen wurde eine signifikant geringere Viruslast 

an Tag 8 gefunden. Diese frühzeitige Dezimierung der Viruslast im Serum spricht für 

einen Vorteil ausgelöst durch erhöhte Zellaktivierung über den Trans-Signalweg. An 

Tag 12 nach Infektion ist kaum Viruslast im Serum in beiden Gruppen mehr 

festzustellen. Somit können die sIL-6R+/+ Tiere unabhängig vom klassischen IL-6 

Signalweg den Virus aus dem Serum nicht nur eliminieren, sondern dies auch 

offenbar effektiver als sIL-6Rfl/fl Kontrollmäuse.  

Des Weiteren war von Interesse, ob ein gleicher Phänotyp wie im Serum auch in den 

primär infizierten Organen Milz und Leber zu finden ist. Dazu wurden Gewebeproben 

an Tag 12 nach Infektion aus der Maus entnommen und mittels Plaque-Assay 

analysiert. Für die Milz konnte nur vereinzelt Viruslast in beiden Gruppen festgestellt 

werden (Abb. 19B). Die Leber zeigte auch kaum noch Viruslast in beiden Gruppen 

(Abb. 19C). Dieses Ergebnis zeigt zum einen, dass die Infektion bzw. das Modell 
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erfolgreich war, da nach Infektion im 2 x 106 PFU LCMV WE der Virus aus Milz und 

Leber eliminiert wurde.133 Auf der anderen Seite konnte hier ebenfalls kein 

Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Damit zeigte sich erneut, 

dass die Viruselimination unabhängig vom klassischen IL-6 Signalweg auch in 

Geweben stattfindet.  

 

 

Abbildung 20: Viruslast im Gewebe nach Infektion von sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ Mäusen. Die 
transgenen Mäuse sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und an Tag 12 
nach Infektion Gewebeproben entnommen. Die Viruslast wurde mittels Plaque-Assay in Niere (A), 
Lunge (B), Spinalkanal (C) und Gehirn (D) gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM als 
Streudiagramm von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung 
der Signifikanz wurde unter Verwendung des Student’s t-Tests durchgeführt. 

 

Weitere überprüfte Organe zeigten wie erwartet noch Viruslast. In der Niere (Abb. 

20A), der Lunge (Abb. 20B), dem Spinalkanal (Abb. 20C) und dem Gehirn (Abb. 

20D) wurden ähnliche Virustiter detektiert. Anders als im Serum an Tag 8 nach 

Infektion ist am Ende des Experiments kein Unterschied zu verzeichnen. Dies spricht 

ebenso wie für Milz und Leber entweder für eine vom klassischen IL-6 Signal 

unabhängige Viruselimination oder für einen kompensatorischen Effekt durch den 

IL-6 Trans-Signalweg. 

 

 

 

 

7

5

3

Niere Lunge Spinalkanal Gehirn
0

LC
M

V
 (

lo
g 1

0
P

F
U

/O
rg

an
)

A B C D
sIL-6Rfl/fl

sIL-6R+/+



61 
 

 

Abbildung 21: Collagenexpression in der Leber nach Schädigung in sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ 
Mäusen. Die transgenen Mäuse sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert 
und an Tag 12 nach Infektion geopfert zur Beurteilung des Leberschadens. (A) Ein Teil der Leber 
wurde entnommen und die Collagenexpression (rot), sowie Zellkerne (blau) mittels Immunfluoreszenz 
abgebildet. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, 
Maßstab: 100 µm. (B) Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen von Collagen. Angegeben ist der 
Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die 
Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des Student’s t-Tests durchgeführt 
(p ≤ 0,05 = *). 

 

In Anbetracht der Leberregeneration nach LCMV-induzierter Schädigung wurden 

Leberschnitte mittels Immunfluoreszenzfärbung auf Collagenexpression untersucht 

(siehe 2.4.3). Im Besonderen ist der Trans-Signalweg essentiell für die 

Leberregeneration nach partieller Hepatektomie.26 Zudem konnte zuvor in den 

Serummarkern AST und ALT (Abb. 17), sowie in der Viruslast (Abb. 18, 19) kein 

Unterschied gefunden werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch bei 

Fibrosemarkern kein Unterschied besteht. Nach Auswertung der Collagenfärbung 

konnte ein leicht erhöhtes Signal in sIL-6R+/+ Tieren im Vergleich zu sIL-6Rfl/fl 

gefunden werden (Abb. 21A). Weitere statistische Auswertungen der Aufnahmen 

konnten diesen Sachverhalt zusätzlich empirisch stützen und zeigten einen 

signifikanten Anstieg der Collagenexpression (Abb. 21B). Als weiterer Marker wurde 

die Expression von α-SMA untersucht. Ähnlich zu dem Fund für Collagen wurde 

auch für α-SMA ein leicht erhöhtes Signal in Immunfluoreszenzaufnahmen von 

sIL-6R+/+ Tieren im Vergleich zu sIL-6Rfl/fl Mäusen gefunden (Abb. 22A). Analyse des 

betroffenen Bereichs zeigte einen signifikanten Anstieg in der Expression von α-SMA 

in den Trans-Signaling Mäusen (Abb. 22B). Somit kann zumindest für den viral 

induzierten Leberschaden nicht von einer vollständigen Kompensation durch den 

Trans-Signalweg gesprochen werden.  
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Abbildung 22: α-SMA Expression in der Leber nach Schädigung in sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ 
Mäusen. Die transgenen Mäuse sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert 
und an Tag 12 nach Infektion geopfert zur Beurteilung des Leberschadens. (A) Ein Teil der Leber 
wurde entnommen und die α-SMA Expression (rot), sowie Zellkerne (blau) mittels Immunfluoreszenz 
abgebildet. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, 
Maßstab: 100 µm. (B) Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen von α-SMA. Angegeben ist der 
Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die 
Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des Student’s t-Tests durchgeführt 
(p ≤ 0,05 = *). 

 

Zusammengenommen konnte gezeigt werden, dass durch Deletion der 

Transmembrandomäne des IL-6R in Mäusen etwa die 40-Fache Menge des IL-6R 

aus den Zellen mobilisiert werden kann. Verbunden damit konnte auch eine 

signifikant erhöhte Konzentration von IL-6 im Serum von sIL-6R+/+ Tieren gefunden 

werden nach Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV WE. Ebenso wie in den sIL-6Rfl/fl 

Vorläufermäusen steigt die Serumkonzentration des IL-6R bis Tag 8 nach Infektion 

an und fällt danach leicht ab. Im Vergleich der zwei Gruppen konnte für 

Leberschädigungsmarker ALT und AST kein Unterschied festgestellt werden. 

Auffällig war ein Unterschied in der Viruslast im Serum der untersuchten Tiere. Durch 

fehlendes klassisches IL-6 Signal und erhöhtes Trans-Signal eliminierten die 

Trans-Signaling Mäuse bereits an Tag 8 nach Infektion den Virus effektiver als die 

sIL-6Rfl/fl Tiere. Abgesehen davon konnte für die Elimination des Virus in primär 

infizierten Geweben, sowie peripheren Geweben kein Unterschied gefunden werden. 

Durch Analyse der Leberfibrose mittels Collagen- und α-SMA-Expression wurde 

erneut ein Unterschied deutlich. In den sIL-6R+/+ Mäusen wurde eine signifikante 

Erhöhung beider Marker festgestellt. Somit zeigte sich, dass auf Ebene der 

Regeneration nach virusinduzierte Schädigung einzig das IL-6 Trans-Signal nicht 

ausreichend ist.  

Auch in diesem Fall ist der Leberschaden ausgelöst durch zytotoxische CD8+ 

T-Zellen. Zum besseren Verständnis der gefundenen Unterschiede wurden daher die 

Funktion und die Entwicklung der T-Zellen näher untersucht.  
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3.4 T-Zellentwicklung durch verstärktes IL-6 Trans-Signaling 

Wie zuvor (Abschnitt 3.2) beschrieben, kommt dem IL-6 Signalweg eine wichtige 

Rolle bei der Immunantwort zu. Im Serum von infizierten sIL-6R+/+ Mäusen wurde 

eine effektivere Elimination des Virus an Tag 8 nach Infektion gefunden (Abb. 19A). 

Jedoch verblieb der Gewebeschaden vergleichbar mit dem der Kontrolltiere sIL-6Rfl/fl 

(Abb. 18). Interessanterweise wurde wiederum für die Fibrosemarker Collagen und 

α-SMA ein erhöhtes Signal in der Leber an Tag 12 nach Infektion gefunden (Abb. 21, 

22). Es ergab sich daraus die Fragestellung, ob erhöhtes IL-6 Trans-Signaling die 

T-Zellentwicklung und Funktion begünstigt oder fehlendes klassisches IL-6 Signal die 

Entwicklung und Funktion beeinträchtigt. 

Zur Analyse der T-Zellentwicklung wurde an den Tagen 6, 8 und 12 nach Infektion 

mit 2 x 106 PFU LCMV WE den transgenen Mäusen sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ 

retrobulbär Blut abgenommen (siehe 2.2.6). Die Oberfläche der T-Zellen im Vollblut 

wurde zur Analyse im Durchflusszytometer gefärbt und die virusspezifischen T-Zellen 

anhand des T-Zellrezeptors identifiziert (siehe 2.4.6). Im Blut konnten gp33+ CD8+ 

T-Zellen bereits an Tag 6 und 8 nach Infektion gefunden werden (Abb. 23A). In 

diesem Zeitraum fand keine deutliche Expansion statt und die Werte blieben 

vergleichbar in beiden Gruppen. An Tag 12 nach Infektion konnte in beiden Gruppen 

eine deutlich höhere Zellzahl gemessen werden, die jedoch in beiden Gruppen 

ähnlich ausgefiel. Zusätzlich wurde an Tag 12 nach Infektion in Milz und Leber die 

virusspezifische T-Zellzahl bestimmt. In der Milz wurde eine deutliche Population von 

gp33+ CD8+ T-Zellen gefunden, welche in den sIL-6R+/+ Mäusen tendenziell reduziert 

war (p = 0.08) (Abb. 23B). Auch in der Leber wurden gp33+ CD8+ T-Zellen detektiert 

(Abb. 23C). In sIL-6R+/+ Mäusen wurden jedoch signifikant weniger T-Zellen 

gemessen im Vergleich zu sIL-6Rfl/fl Mäusen. Zur Feststellung der Tragweite des 

gefundenen Effekts wurde eine weitere CD8+ T-Zellpopulation untersucht. Im Blut 

konnten T-Zellen gerichtet gegen das np396-Peptid gefunden werden, zeigten aber 

keine abweichende Entwicklung im Vergleich der genutzten Mauslinien (Abb. 23D). 

Ebenfalls konnte in den np396+ CD8+ T-Zellpopulationen in der Milz und der Leber 

kein Unterschied festgestellt werden (Abb. 23E,F). 
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Abbildung 23: Effekt des Trans-Signals auf die T-Zellentwicklung. Die transgenen Mäuse sIL-6fl/fl 
und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und die T-Zellentwicklung 12 Tage lang 
beobachtet. (A) An Tag 6, 8 und 12 nach Infektion wurde Blut entnommen und gp33-spezifischen 
T-Zellen gemessen. (B) An Tag 12 nach Infektion wurden die gp33-spezifischen T-Zellen aus der Milz 
gemessen. (C) An Tag 12 nach Infektion wurden die gp33-spezifischen T-Zellen aus der Leber 
gemessen. (D) An Tag 6, 8 und 12 nach Infektion wurde Blut entnommen und np396-spezifische 
T-Zellen gemessen. (E) An Tag 12 nach Infektion wurden die np396-spezifischen T-Zellen aus der 
Milz gemessen. (F) An Tag 12 nach Infektion wurden die np396-spezifischen T-Zellen aus der Leber 
gemessen. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen 
Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des two-way ANOVA-Tests 
mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test oder des Student’s t-Tests durchgeführt 
(p ≤ 0,05 = *). 

 

Zur Überprüfung der T-Zellfunktion wurden die Zellen aus der Milz und der Leber in 

vitro stimuliert und die Effektorzytokinproduktion in den virusspezifischen T-Zellen an 

Tag 12 nach Infektion gemessen (siehe 2.4.7). Für die zwei T-Zellpopulation aus der 

Milz konnte IFN-γ induziert werden (Abb. 24A). Dabei wurden vergleichsweise wenig 

positive T-Zellen gefunden und zudem kein Unterschied in den untersuchten 

Gruppen. Ebenfalls konnte die Produktion von TNF-α in T-Zellen aus der Milz 

gemessen werden (Abb. 24B). Durch Stimulation mit gp33 konnte eine deutliche 

Induktion in beiden Gruppen bewirkt werden, die sich nicht signifikant voneinander 

unterschied. Bezüglich der Stimulation mit np396 wurde ebenfalls eine Produktion 
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von TNF-α ausgelöst, die sich nicht signifikant im Vergleich der beiden Mauslinien 

unterscheidet. Auffällig ist, dass für sIL-6R+/+ Mäuse nahezu keine Induktion im 

Vergleich zur Kontrolle durch np396 stattfand. 

 

 

Abbildung 24: Intrazelluläre Zytokinfärbung in sIL-6fl/fl und sIL-6R+/+ zur Ermittlung der 
T-Zellfunktion. Die transgenen Mäuse sIL-6fl/fl und sIL-6R+/+ wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE 
infiziert und die T-Zellfunktion an Tag 12 gemessen. (A) IFN-γ Produktion der CD8+ T-Zellen aus der 
Milz. (B) TNF-α Produktion der CD8+ T-Zellen aus der Milz. (C) IFN-γ Produktion der CD8+ T-Zellen 
aus der Leber. (D) TNF-α Produktion der CD8+ T-Zellen aus der Leber. Angegeben ist der Mittelwert 
± SEM von n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung des one-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s 
multiple comparisons Test durchgeführt. 

 

Virusspezifische T-Zellen aus der Leber von sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ Mäusen zeigten 

sowohl für gp33, als auch für np396 Stimulation keinen Unterschied zueinander in 

der Produktion von den beiden Effektorzytokine IFN-γ und TNF-α (Abb. 24C,D). 

Darüber hinaus hatten die nicht stimulierten Kontrollen bereits eine messbare 

Zytokinproduktion.  

Aufgrund keiner deutlichen Funde in der T-Zellentwicklung und Funktion, aber der 

zuvor beschriebenen effektiveren Elimination des Virus aus dem Blut an Tag 8 nach 
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Infektion (Abb. 19A) wurde die Expression von Oberflächenmarkern auf den 

virusspezifischen T-Zellen genauer untersucht.  

Bei einer Infektion durch Viren oder intrazellulären Bakterien folgt eine schnelle 

Induktion von Interleukin-12 (IL-12) und Interferonen, gefolgt von T-helfer 1 (TH1) und 

zytotoxischer T-Zellentwicklung.142 Dabei aktivieren DZ mittels Kreuzpräsentation 

CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten (ZTLs) zur Immunabwehr gegen Viren.143 

Funktional betrachtet sezernieren die ZTLs Zytokine wie TNF und IFN-γ die 

zusammen mit Granzyme B (GzmB) oder Perforin zur Abtötung virusinfizierter Zellen 

führen.144,145 Dabei wurde im speziellen der IL-6 Trans-Signalweg als Auslöser 

beschrieben der zur schnellen Expression von GzmB in zytotoxischen CD8+ T-Zellen 

führt.97 Zur Charakterisierung von T-Zellsubpopulationen, der Differenzierung oder 

Erschöpfungsstatus können verschiedenste Oberflächenmarker eingesetzt werden. 

So lassen sich Effektor CD8+ T-Zellen beispielsweise anhand der Expression von 

Interleukin-7 Rezeptor (IL-7R), B-Zell Lymphoma 2 (BZL-2) und killer cell lectin-like 

receptor G1 (KLRG1) abgrenzen.146–150 Neben Gedächtnisvorläufer Effektorzellen, 

die während einer Infektion entstehen, konnte unter anderen eine weitere 

T-Zellpopulation beschrieben werden. Charakterisiert über die erhöhte Expression 

von KLRG1 und niedriger Expression von IL-7R sind short-lived effector cells 

(SLECs) terminal differenzierte T-Zellen, welche nach Elimination der Infektion durch 

Apoptose sterben.147,149  
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Abbildung 25: SLEC-Population im Blut von sIL-6fl/fl und sIL-6R+/+. An Tag 12 nach Infektion 
wurde im Blut eine T-Zellpopulation in den virusspezifischen gp33+ CD8+ T-Zellen anhand der 
Oberflächenexpression abgegrenzt. (A) Frequenz der KLRG1+ CD127- Zellpopulation in den gp33+ 
CD8+ virusspezifischen T-Zellpopulation im Blut. (B) Zellzahl der KLRG1+ CD127- Zellpopulation in 
den gp33+ CD8+ virusspezifischen T-Zellpopulation im Blut. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM von 
n = 6 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz 
wurde unter Verwendung des Student’s t-Tests durchgeführt (p ≤ 0,001 = ***). 

 

An Tag 12 nach Infektion wurde im Blut von sIL-6R+/+ Mäusen eine signifikant 

erhöhte Frequenz der zuvor beschriebenen virusspezifischen SLECs gefunden (Abb. 

25A). Ebenfalls ist die Zellzahl der SLECs tendenziell erhöht in sIL-6R+/+ Tieren im 

Vergleich zu den Kontrolltieren sIL-6Rfl/fl (Abb. 25B). Trotz der vergleichbaren IFN-γ 

Produktion nach in vitro Stimulation der T-Zellen aus der Milz und der Leber weist 

diese Abweichung auf einen möglichen Vorteil der sIL-6R+/+ Mäuse hin, virusinfizierte 

Zellen effektiver abzutöten. 

In diesem Abschnitt wurde die T-Zellentwicklung und Funktion in den transgenen 

Mäusen sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ nach LCMV WE Infektion näher analysiert. 

Zusammenfassend konnte in der virusspezifischen gp33+ CD8+ T-Zellpopulation aus 

dem Blut kein Unterschied gefunden werden. Für die T-Zellen in der Milz und der 

Leber an Tag 12 nach Infektion wurde eine tendenziell verringerte Expansion in der 

Milz gefunden, die in der Leber signifikant ausgefallen ist. Auswertung der np396+ 

T-Zellpopulation ergab in der Blutkinetik, sowie in den Organen Milz und Leber an 

Tag 12 nach Infektion keinen Unterschied. Im Weiteren wurde für die Produktion der 

Effektorzytokine IFN-γ und TNF-α nach in vitro Stimulation der CD8+ T-Zellen aus der 

Milz und Leber mit den Peptiden gp33 und np396 kein Unterschied gefunden. 

Interessanterweise ergab sich bei Analyse der Oberflächenexpression der 

virusspezifischen gp33+ CD8+ T-Zellen ein Expressionsmuster, dass eine Effektor 
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T-Zellsubpopulation charakterisiert. Die SLEC-Population war in sIL-6R+/+ Mäuse im 

Blut an Tag 12 nach Infektion deutlich erhöht.  

Bisher wurden Nachweise für eine erhöhte Leberfibrose nach Infektion mit LCMV WE 

in Mäusen aufgezeigt bei Blockade des klassischen IL-6 Signalweges und des 

Trans-Signalweges, nur des Trans-Signalweges, sowie nur des klassischen 

Signalweges in Kombination mit erhöhtem Trans-Signal. Abgegrenzt davon bleibt der 

Krankheitsverlauf bei vollständiger Deletion des IL-6R offen. Im nächsten Abschnitt 

werden daher kurz Schlüsselexperimente aus IL-6R-/- Mäusen aufgezeigt. 

 

3.5 Auswirkungen der IL-6R Deletion in Mäusen nach Infektion mit LCMV WE 

Der IL-6 Rezeptor wird, anders als gp130, fast nur auf Hepatozyten und Zellen des 

Immunsystems exprimiert. Durch Blockade des IL-6R in vivo können bereits viele 

bekannte Funktionen von IL-6 unterdrückt werden. Dazu gehören auch die 

Modulation der inflammatorischen Antwort.151,152 Anders als IL-6 defiziente Mäuse 

zeigen Tiere ohne IL-6R keine verlangsamte Wundheilung.153 Weiter konnte durch 

Deletion des IL-6R auf Hepatozyten die tragende Rolle des membranständigen 

Rezeptors bei der Initiation der Akute-Phase-Antwort geschlussfolgert werden.153 

Wird der IL-6R mit Antikörpern blockiert, so zeigte sich eine ähnlich schlechte 

Viruskontrolle, B-Zellantwort und TFH-Zellantwort, wie bei der Blockade von IL-6.85 

Andererseits zeigte die Blockade des IL-6R metabolische Konsequenzen in Form 

eines veränderten Lipidprofils.154 Eine biologische Funktion des löslichen IL-6R liegt 

in der Verlängerung der Plasmahalbwertszeit von IL-6.140,141 Aufgrund höherer 

Mortalität und langsamerer Leberregeneration von IL-6-/- Mäuse nach partieller 

Hepatektomie liegt die Vermutung nahe, dass auch die Regeneration bei IL-6R-/- 

Mäuse gestört ist.40 Daraus folgernd ist die Untersuchung von IL-6R-/- Mäusen mit 

dem Modell zur virusinduzierten Leberschädigung notwendig zur Ergänzung des 

Phänotyps. In Wildtyp-Mäusen ist der klassische und der Trans-Signalweg für IL-6 

vermittelte Signalweiterleitung verfügbar (Abb. 26A). Durch Deletion des IL-6R sind 

diese beiden Signalwege in den IL-6R-/- Mäusen blockiert. 
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Infektion von BL/6N und 
IL-6R-/-. (A) In Wildtyp-Mäusen (BL/6N) kann über den klassischen und den Trans-Signalweg noch 
IL-6 vermittelte Signalweiterleitung erfolgen. Durch Deletion des IL-6R ist keine Signalweiterleitung 
mehr über den klassischen und den Trans-Signalweg möglich. (B) Die Mäuse wurden mit 2 x 106 PFU 
LCMV WE infiziert und über 12 Tage beobachtet. An Tag 12 nach Infektion wurden die Mäuse 
geopfert. 

 

Wildtyp-Mäuse und IL-6R-/- wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und an den 

Tagen 6, 8 und 12 nach Infektion retrobulbär Blut abgenommen (Abb. 26B, siehe 

2.2.6). Aus dem Serum der Mäuse wurde mittels Trockenchemie-Analyser und 

Teststreifen die Leberschädigung bestimmt (siehe 2.4.1). Im beobachteten Zeitraum 

konnte ein Anstieg für ALT im Serum gemessen werden (Abb. 27A). Im Vergleich der 

beiden untersuchten Gruppen konnte kein Unterschied in der Amplitude der 

ALT-Serumkonzentration festgestellt werden. Ebenso wurde die Serumkonzentration 

von AST in beiden Gruppen festgestellt (Abb. 27B). Hierfür ergab sich an allen 

gemessenen Zeitpunkten kein Unterschied zwischen Wildtyp-Mäusen und IL-6R-/-.  
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Abbildung 27: Leberschädigungsmarker ALT und AST in BL/6N und IL-6R-/- Mäusen nach 
Infektion. Nach Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV WE wurde den Wildtyp-Mäusen und IL-6R-/- zu den 
angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen. Die Serumkonzentration von ALT (A) oder AST (B) wurde 
mittels Trockenchemie-Analyser und Teststreifen bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von 
n = 3 Tieren pro Gruppe aus einem Experiment. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter 
Verwendung eines two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Sidak’s multiple comparisons Test 
durchgeführt. 

 

Im Weiteren wurde die Viruslast im Serum und primär infizierten Organen bestimmt 

(siehe 2.4.5). An Tag 6 nach Infektion waren noch hohe Titer im Serum detektierbar 

worden (Abb. 28A). Für die Wildtyp-Mäuse wurde an Tag 8 nach Infektion eine 

tendenziell reduzierte Viruslast gemessen, die jedoch höher ausgefallen ist als für 

IL-6R-/- Mäuse. Zum Ende des Beobachtungszeitraums an Tag 12 nach Infektion 

wurde der Virus vollständig aus dem Blut eliminiert. Bezüglich der Viruslast in Milz 

und Leber konnten geringe bis keine Viruspartikel an Tag 12 nach Infektion mehr 

festgestellt werden (Abb. 28B,C).  
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Abbildung 28: Viruslast im Serum und in primär infizierten Organen von BL/6N und IL-6R-/- 
Mäusen nach Infektion. Wildtyp-Mäuse und IL-6R-/- wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und 
zu angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen bzw. an Tag 12 nach Infektion die Organe. (A) 
Serumkinetik der Viruslast bestimmt mittels Plaque-Assay. (B) Viruslast in der Milz an Tag 12 nach 
Infektion. (C) Viruslast in der Leber an Tag 12 nach Infektion. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM oder 
das Streudiagramm ± SEM von n = 3 Tieren pro Gruppe aus einem Experiment. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s 
multiple comparisons Test oder Student’s t-Test durchgeführt. 

 

Zusätzlich wurde die Viruslast in weiteren Geweben an Tag 12 nach Infektion 

festgestellt. Typisch für das Modell und bestätigend für einen erwarteten 

Krankheitsverlauf konnte noch Viruslast in der Niere, der Lunge, dem Spinalkanal 

und dem Gehirn gemessen werden (Abb. 29A-D). Dabei konnte kein Unterschied in 

der Viruslast im Vergleich der zwei Mausgruppen gefunden werden. Zuletzt wurde in 

beiden Gruppen der Fibrosemarker Collagen in der Leber untersucht. Dazu wurde an 

Tag 12 nach Infektion Gewebeproben der Leber genommen und die 

Collagenexpression mittels Immunfluoreszenzfärbung dargestellt (siehe 2.4.3). 
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Abbildung 29: Viruslast im Gewebe nach Infektion von BL/6N und IL-6R-/- Mäusen. BL/6N und 
IL-6R-/- Mäuse wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert und an Tag 12 nach Infektion 
Gewebeproben entnommen. Die Viruslast wurde mittels Plaque-Assay in Niere (A), Lunge (B), 
Spinalkanal (C) und Gehirn (D) gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM als Streudiagramm von 
n = 3 Tieren pro Gruppe aus einem Experiment. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter 
Verwendung des Student’s t-Tests durchgeführt. 

 

Für IL-6R-/- Mäuse wurde tendenziell mehr Signal für Collagenexpression in der 

Leber gefunden im Vergleich zu BL/6N-Mäusen (Abb. 30A). Zudem konnte durch 

statistische Auswertung dieser Trend weiter bestätigt werden (Abb. 30B). 

 

 

Abbildung 30: Collagenexpression in der Leber nach Virusinfektion in BL/6N und IL-6R-/- 
Mäusen. An Tag 12 nach Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV WE wurde den BL/6N und IL-6R-/- Mäusen 
die Lebern entnommen und die Collagenexpression mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. (A) 
Collagenexpression (rot), sowie Zellkerne (blau) dargestellt mittels Immunfluoreszenz. Abgebildet sind 
repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, Maßstab: 100 µm. (B) 
Statistische Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen von Collagen. Angegeben ist der Mittelwert 
± SEM von n = 3 Tieren pro Gruppe aus einem Experiment. Die Berechnung der Signifikanz wurde 
unter Verwendung des Student’s t-Tests durchgeführt. 

 

Zusammengenommen konnte durch die Infektion und die erhaltenen Funde in Bezug 

auf die Leberschädigung die Beteiligung des IL-6 Signalweges weiter konkretisiert 
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werden. In allen bisherigen Modellen wurde der IL-6 Signalweg auf 

unterschiedlichste Weise beeinträchtigt. Dabei zeigte sich keine Veränderung in den 

Serummarkern ALT und AST. Zudem blieb auch die Viruslast in allen Geweben 

konstant vergleichbar. Zum Ende der Experimente konnte jeweils eine fast 

vollständige Elimination im Serum, der Milz oder der Leber nachgewiesen werden. 

Einzig durch Abwesenheit des IL-6R auf der Oberfläche von Zellen konnte für 

sIL-6R+/+ signifikant schnellere und IL-6R-/- eine tendenziell schnellere Elimination an 

Tag 8 nach Infektion im Serum festgestellt werden. In den peripher infizierten 

Organen Niere, Lunge, Spinalkanal und Gehirn persistierte das Virus bis zum Ende 

des Beobachtungszeitraums von 12 Tagen. Jedoch konnte bei jedem Modell durch 

die Beeinflussung des IL-6 Signalweges ein verstärktes Signal für die 

Collagenexpression gefunden werden. Die Effekte in der T-Zellentwicklung und 

Funktion waren uneinheitlich. 

Aufgrund der Funde für die Viruselimination im Blut von sIL-6R+/+ und einer 

vermehrten Differenzierung hinzu ZTL kam die Fragestellung auf, ob erhöhtes Trans-

Signal einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf nach viraler Infektion hat. 

Zur Beurteilung dieser Hypothese wurde das Designerzytokin HIL-6 verwendet, 

welches Zellen nur über den Trans-Signalweg aktiviert. Auf die Auswertung der 

Experimente wird im nächsten Abschnitt eingegangen.  

 

3.6 Stimulation des Trans-Signalweges verstärkt Leberschädigung nach 

Infektion mit LCMV 

Der Trans-Signalweg wird häufig mit negativen physiologischen Auswirkungen 

assoziiert.129 Einige davon könnten jedoch bei einer akuten Infektion durch 

kurzfristige Applikation von Hyper-IL-6 im Gegenteil förderlich sein. Erst kürzlich 

konnte die essentielle Rolle des Trans-Signals während der Leberregeneration 

charakterisiert werden.26 Zur gezielten Analyse der Auswirkungen durch Stimulation 

des Trans-Signalweges wurde das Fusionsprotein Hyper-IL-6 generiert.29 Damit ist 

es möglich, alle Zellen zu aktivieren die gp130 auf ihrer Oberfläche exprimieren. Ziel 

war es daher, sowohl die Kontrolle der Infektion als auch die anschließende 

Leberregeneration positiv zu beeinflussen. 
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Abbildung 31: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Aktivierung des 
Trans-Signalweges mit Hyper-IL-6 in Kombination mit LCMV WE-Infektion. (A) BL/6N Mäusen 
wurde 16 Stunden vor Infektion PBS i.p verabreicht und anschließend täglich. (B) BL/6N Mäusen 
wurde 16 Stunden vor Infektion, sowie am Tag der Infektion, PBS i.p verabreicht und anschließend 
täglich mit 10 µg Hyper-IL-6 behandelt (schwarze Pfeile). (C) BL/6N Mäusen wurde 16 Stunden vor 
Infektion 10 µg Hyper-IL-6 i.p verabreicht und anschließend täglich (schwarze Pfeile). (D) BL/6N 
Mäusen wurde nur 16 Stunden vor Infektion, sowie am Tag der Infektion, Hyper-IL-6 i.p verabreicht 
(schwarze Pfeile). Alle Gruppen wurden mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. An Tag 12 nach Infektion 
endete das Experiment. 

 

Zur Evaluation eines verstärkten Trans-Signals in Mäusen wurde Hyper-IL-6 

eingesetzt und mittels intraperitonealer Injektion appliziert (siehe 2.2.5). Zusätzlich 

sollte geklärt werden, ob der Zeitpunkt des Stimulus entscheidend über den 

Krankheitsverlauf ist. Es wurden vier Gruppen mit unterschiedlichem Start und Ende 

der Behandlung gewählt. Als Ausgangslinie wurden BL/6N Mäuse verwendet. Zur 

Kontrolle diente jeweils PBS, da das Fusionsprotein darin gelöst wurde. Fand keine 

Behandlung mit Hyper-IL-6 statt so wurde zur Kontrolle nur PBS in die Tiere injiziert. 

In die erste Gruppe wurde von Anfang bis Ende nur PBS gespritzt (Abb. 31A, PBS-

Gruppe). Die Gruppe Hyper-IL-6 post erhielt nach Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV 

WE täglich eine Behandlung mit Hyper-IL-6 (Abb. 31B). Eine weitere Gruppe wurde 

vor Infektion und danach täglich mit Hyper-IL-6 behandelt (Abb. 31C, Hyper-IL-6 

post/prä-Gruppe). Die letzte Gruppe erhielt nur vor Infektion eine Behandlung mit 

Hyper-IL-6 (Abb. 31D, Hyper-IL-6 prä-Gruppe). 
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Abbildung 32: Leberschädigungsmarker ALT und AST in Hyper-IL-6 behandelten Mäusen nach 
Infektion. Nach Infektion mit 2 x 106 PFU LCMV WE wurde den behandelten Mäusen zu den 
angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen. Die Serumkonzentration von ALT (A) oder AST (B) wurde 
mittels Trockenchemie-Analyser und Teststreifen bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM von 
n = 5 - 8 Tieren pro Gruppe aus ein bis zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung eines two-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s 
multiple comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,05 = *, p ≤ 0,01 = **, p ≤ 0,0001 = ****). 

 

Das Serum aller Gruppen wurde auf die Leberschädigungsmarker ALT und AST 

untersucht (siehe 2.4.1). Nach Infektion wurde den Mäusen an Tag 6, 8 und 12 nach 

Infektion retrobulbär Blut entnommen und das Serum abgetrennt (siehe 2.2.6). 

Bereits an Tag 8 nach Infektion konnte in der Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe ein 

signifikanter Anstieg im Vergleich zu allen anderen Gruppen an ALT gemessen 

werden (Abb. 32A). Zuvor war an Tag 6 nach Infektion noch kein Unterschied 

messbar. Nach 12 Tagen wurde immer noch ein signifikanter Unterschied in der 

Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe im Vergleich zur PBS- und post-Gruppe gefunden. 

Weitere Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht detektiert werden. Ein 

ähnliches Muster konnte für die Serumkonzentration von AST bestimmt werden (Abb. 

32B). So zeigt sich an Tag 6 eine geringfügige Tendenz für erhöhtes AST im Serum 

der Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe. An Tag 8 war der Wert in der gleichen Gruppe 

signifikant erhöht im Vergleich zu allen anderen Gruppen. Selbst an Tag 12 nach 

Infektion verblieb die Serumkonzentration von AST noch signifikant erhöht im 

Vergleich zur Hyper-IL-6 post-Gruppe.  

Somit zeigte sich, dass ein durchgängig erhöhtes Trans-Signaling zu einer früheren 

und deutlicheren virusinduzierten Schädigung der Leber führte. Zudem verblieb die 

tendenziell erhöhte Serumkonzentration von ALT und AST in der Hyper-IL-6 

post/prä-Gruppe bis zum Ende des Experiments an Tag 12. 

Im weiteren Verlauf wurde die Viruslast in den behandelten Tieren mittels 

Plaque-Assay gemessen (siehe 2.4.5). Im Serum aller Gruppen zeigte sich an Tag 6 
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nach Infektion eine deutliche Viruslast (Abb. 33A). Nach 8 Tagen wurde nur für die 

PBS-Gruppe signifikant weniger Viruslast im Vergleich zwischen den Gruppen im 

Serum gefunden. Nach 12 Tagen konnte im Serum Virus in allen Gruppen gefunden 

werden, jedoch deutlich weniger als an Tag 8 nach Infektion. In der Regel wird der 

Virus bis 12 Tage nach Infektion aus dem System eliminiert. In diesem Versuch 

verblieb selbst in der Kontrollgruppe noch Virus im Serum. 

 

 

Abbildung 33: Viruslast im Serum und in primär infizierten Organen von Hyper-IL-6 
behandelten Mäusen nach Infektion. BL/6N Mäuse wurden mit Hyper-IL-6 oder PBS behandelt und 
mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Blut entnommen bzw. an 
Tag 12 nach Infektion die Organe. (A) Serumkinetik der Viruslast bestimmt mittels Plaque-Assay. (B) 
Viruslast in der Milz an Tag 12 nach Infektion. (C) Viruslast in der Leber an Tag 12 nach Infektion. 
Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM oder das Streudiagramm ± SEM von n = 5 - 8 Tieren pro Gruppe 
aus einem bis zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter 
Verwendung eines two-way ANOVA-Test mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test 
oder one-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt 
(p ≤ 0,05 = *). 

 

Neben dem Serum wurden auch Milz und Leber auf die Viruslast mittels Plaque-

Assay untersucht. Für die Milz zeigte sich keine Viruslast mehr in der PBS-Gruppe 

und der Hyper-IL-6 prä-Gruppe (Abb. 33B). In wenigen Individuen der Hyper-IL-6 

post-Gruppe und der Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe wurden noch eine geringe Viruslast 

gemessen. In der Leber der Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe und der Hyper-IL-6 

prä-Gruppe konnte keine Viruslast mehr gemessen werden (Abb. 33C). Hingegen 

wurde in der PBS-Gruppe und der Hyper-IL-6 post-Gruppe für wenige Individuen 

noch Viruslast gefunden. 
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Abbildung 34: Viruslast im Gewebe von Hyper-IL-6 behandelten Mäusen nach Infektion. BL/6N 
Mäuse wurden mit Hyper-IL-6 oder PBS behandelt und mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. An Tag 12 
nach Infektion wurden die Organe entnommen und die Viruslast mittels Plaque-Assay bestimmt. (A) 
Viruslast in der Niere an Tag 12 nach Infektion. (B) Viruslast in der Lunge an Tag 12 nach Infektion. 
(C) Viruslast in der Leber an Tag 12 nach Infektion. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM oder das 
Streudiagramm ± SEM von n = 5 - 8 Tieren pro Gruppe aus einem bis zwei unabhängigen 
Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung eines one-way 
ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,05 = *, 
p ≤ 0,01 = **). 

 

Zusätzlich wurde die Viruslast in weiteren Geweben untersucht. In allen Gruppen 

konnten vergleichbare Mengen an Virus in der Niere gefunden werden (Abb. 34A). 

Ebenso zeigten sich für den Spinalkanal und das Gehirn vergleichbare Mengen an 

Virus in allen Gruppen (Abb. 34C,D). Für die Lunge wurde auch eine hohe Viruslast 

gefunden (Abb. 34B). Dabei konnte für die Hyper-IL-6 post-Gruppe eine signifikant 

höhere Viruslast im Vergleich zur PBS-Gruppe und der Hyper-IL-6 prä-Gruppe 

gefunden werden. Die Viruslast in der Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe war vergleichbar 

mit der Hyper-IL-6 post-Gruppe.  

Aus der Viruslast im Serum und den Geweben ergibt sich ein erwartetes Muster für 

die Virusinfektion in Kombination mit der Behandlung mit Hyper-IL-6. Die 

signifikanten Unterschiede im Serum an Tag 8 nach Infektion und der Lunge geben 

jedoch einen weiteren Hinweis auf eine mögliche höhere Pathologie begünstigt durch 

hohes Trans-Signal in den Tieren. 

Besonders für Hyper-IL-6 konnte ein positiver Effekt bei der Leberregeneration nach 

partieller Hepatektomie beschrieben werden.35 Dabei zeigte sich bereits kurz nach 

Behandlung mit Hyper-IL-6 eine Erhöhung der Lebermasse um 50%. Aus dem Grund 
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war es von Interesse die Leberschädigung am Ende des Experiments zu evaluieren. 

Als erstes wurde die Expression von Collagen mittels Immunfluoreszenz 

nachgewiesen (siehe 2.4.3). Dabei zeigte sich eine erhöhte Expression von Collagen 

in allen mit Hyper-IL-6 behandelten Gruppen verglichen mit der PBS-Gruppe (Abb. 

35A). Statistische Auswertung des betroffenen Bereichs zeigte einen signifikanten 

Anstieg in der Expression in allen Gruppen verglichen mit der Kontrollgruppe (Abb. 

35B). Dabei hatte die Hyper-IL-6 post-Gruppe und die Hyper-IL-6 post/prä-Gruppe 

eine vergleichbare Erhöhung gegenüber der Kontrollgruppe. Hervorstechend war die 

Erhöhung der Expression in der Hyper-IL-6 prä-Gruppe. Diese zeichnete sich im 

Besonderen ab, da der betroffene Bereich verglichen mit allen anderen Gruppen 

signifikant erhöht war.  

 

 

Abbildung 35: Collagenexpression in der Leber nach Virusinfektion in Hyper-IL-6 behandelten 
Mäusen. BL/6N Mäuse wurden mit HIL-6 oder PBS behandelt und mit 2 x 106 PFU LCMV WE infiziert. 
An Tag 12 nach Infektion wurde die Leber entnommen. (A) Schnitte der Leber wurden gefärbt und die 
Collagenexpression (rot), sowie Zellkerne (blau) mittels Immunfluoreszenz abgebildet. Dargestellt sind 
repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, Maßstab: 100 µm. (B) 
Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen von Collagen. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM von 
n = 5 - 8 Tieren pro Gruppe aus einem bis zwei unabhängigen Experimenten. Die Berechnung der 
Signifikanz wurde unter Verwendung des one-way ANOVA-Tests mit anschließendem Tukey’s 
multiple comparisons Test durchgeführt (p ≤ 0,05 = *, p ≤ 0,01 = **, p ≤ 0,0001 = ****). 

 

Zusätzlich wurde in allen Gruppen die Expression von α-SMA nachvollzogen (Abb. 

36A). In den Aufnahmen zeigte sich kein eindeutiger Trend der auf einen Effekt 

durch HIL-6 hinweist. Durch Analyse des betroffenen Bereichs konnte ebenfalls kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden werden (Abb. 36B). 
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Abbildung 36: Expression von α-SMA in der Leber nach Virusinfektion in Hyper-IL-6 
behandelten Mäusen. BL/6N Mäuse wurden mit Hyper-IL-6 oder PBS behandelt und mit 2 x 106 PFU 
LCMV WE infiziert. An Tag 12 nach Infektion wurde die Leber entnommen. (A) Schnitte der Leber 
wurden gefärbt und die α-SMA Expression (rot), sowie Zellkerne (blau) mittels Immunfluoreszenz 
abgebildet. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus jeder Gruppe. Vergrößerung: 20-fach, 
Maßstab: 100 µm. (B) Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen von α-SMA. Angegeben ist der 
Mittelwert ± SEM von n = 5 - 8 Tieren pro Gruppe aus einem bis zwei unabhängigen Experimenten. 
Die Berechnung der Signifikanz wurde unter Verwendung des one-way ANOVA-Tests mit 
anschließendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeführt. 

 

Zusammenfassend konnte für jedes Experiment ein Einfluss durch erhöhtes 

Trans-Signal gefunden werden. Vor- und Nachbehandlung mit Hyper-IL-6 in 

Kombination mit LCMV WE Infektion führte zu signifikant höheren 

Serumkonzentrationen von ALT und AST. Zudem wurde für alle behandelten 

Gruppen an Tag 8 nach Infektion mehr Viruslast im Serum gefunden. In 

Zusammenhang damit grenzte sich die Hyper-IL-6 post-Gruppe durch erhöhte Titer 

in der Lunge von der Kontrollgruppe und der Hyper-IL-6 prä-Gruppe ab. Bezüglich 

des Fibrosemarkers Collagen zeigte sich eine signifikant höhere Expression in allen 

behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem hatte die Behandlung 

mit Hyper-IL-6 nur vor der Infektion einen weitaus stärkeren Effekt auf die Expression 

von Collagen verglichen mit allen anderen Gruppen. Zuletzt wurde kein Unterschied 

in der Expression von α-SMA zwischen allen Gruppen gefunden. Im Allgemeinen 

lässt sich daher für die Behandlung mit Hyper-IL-6 eine negative Tendenz 

vermerken, sowohl für den anfangs entstandenen Schaden, als auch für die darauf 

folgende Regeneration. 
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4. Diskussion 

Interleukin-6 ist ein Zytokin und gehört zu der Familie der Interleukin-6 artigen 

Zytokine.3 Neben pleiotropen Effekten von IL-6 bei der Homöostase im Körper 

steuert der IL-6 Signalweg sowohl anti- als auch pro-inflammatorische Prozesse.4 

Dabei sind für IL-6, nach derzeitigem Stand, drei Aktivierungswege bekannt. Bei dem 

klassischen IL-6 Signal bindet IL-6 aus dem Blut an den membrangebundenen IL-6R. 

In Folge dessen werden gp130-Rezeptoren rekrutiert und die Signalkaskade 

angestoßen. Der Trans-Signalweg wird aktiviert durch einen Komplex aus IL-6 und 

sIL-6R. Nach Bildung des Komplexes kann dieser an membranständiges gp130 

binden, wodurch nach Homodimerisierung von gp130 die Signalkaskade initiiert 

wird.27,28 Ein kürzlich gefundener Signalweg vermittelt das IL-6 Signal direkt über 

Zell-Zell-Kontakt durch Präsentation eines IL-6/IL-6R-Komplex an ein gp130-Dimer 

auf der Empfängerzelle.30  

Interessanterweise exprimieren nur wenige Zellen den IL-6R auf ihrer Oberfläche, 

wohingegen gp130 nahezu ubiquitär vorkommt.3 Somit ermöglicht der 

Trans-Signalweg eine Erweiterung des Zellspektrums auf das IL-6 Einfluss nimmt. 

Neben Makrophagen und Neutrophilen wird der IL-6R auch von Hepatozyten 

exprimiert.3 Als Hauptzellpopulation der Leber wurde das IL-6 vermittelte Signal im 

Besonderen als essentieller Stimulus bei der Leberregeneration beschrieben.40 

Funktional betrachtet ist die Leber unter anderem beteiligt am Metabolismus, der 

Mehrheit an sezernierten Proteinen im Blut und der Unterstützung des 

Immunsystems bei bakteriellen und viralen Infekten.155 

Eine chronische Virusinfektion mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein globales 

Gesundheitsproblem und verbunden mit Leberschäden.156 Zur Untersuchung im in 

vivo Modell kann eine hohe Dosis des lymphatischen Choriomeningitis Virus 

verwendet werden.115 Die Etablierung einer T-Zellimmunität bedarf die Aktivierung 

des angeborenen Immunsystems im Zusammenhang mit der Reifung von 

Antigenpräsentierenden Zellen. Diese professionellen APZs sind beteiligt an der 

Differenzierung von naiven CD8+ T-Zellen hinzu zytotoxischen T-Lymphozyten.143 

Zusammen mit weiteren kostimulatorischen Signalen in einem komplexen Netzwerk 

von Transkriptionsregulatoren führt dies zum Erwerb der T-Zelleffektorfunktion und 

einer anhaltenden Proliferation zur Elimination der Viruslast.142,157 In diesem Modell 

schädigen aktivierte virusspezifische T-Zellen die Leber in Folge der Elimination der 
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Viren aus dem System. Dadurch kann zum einen die entstehende Fibrose, sowie die 

Entwicklung der Immunantwort untersucht werden. 

Ziel dieses Projektes war es daher, in murinen in vivo Modellen die Virusabwehr bei 

einer LCMV-Infektion im Hinblick auf die IL-6 Signalwege zu untersuchen. Im 

Weiteren kann durch Infektion mit dem nicht-zytolytischen Virusstamm LCMV WE die 

Leberregeneration nach Virus-induzierter Schädigung beobachtet werden. Dadurch 

sollte geklärt werden, welchen Beitrag der klassische oder der Trans-Signalweg zu 

der Leberregeneration leistet. 

Zu diesem Zweck wurden drei Ansätze gewählt:  

(i) Den Einsatz von monoklonalen Antikörpern zur globalen IL-6 Blockade 

oder des spezifischen Trans-signaling Inhibitors sgp130Fc, um in Wildtyp-

Tieren zwischen den beteiligten Aktivierungswegen zu unterscheiden, 

(ii) Die Blockade des klassischen IL-6 Signalweges mittels 

sIL-6R+/+-Trans-signaling Mäusen oder des klassischen und des Trans-

Signalweges mittels IL-6R-/- knock-out Mäusen 

(iii) Den Einsatz des Fusionsproteins Hyper-IL-6 zur gezielten Aktivierung des 

Trans-Signalweges.  

Durch die Analyse der T-Zellen, ihrer Funktion, der Viruslast und des Leberschadens 

war es möglich, die Auswirkungen der Signalwege im Kontext der Virus-induzierten 

Leberschädigung zu untersuchen. 

 

4.1 Auswirkungen der Blockade des IL-6 vermittelten Signals im Modell zur 

virusinduzierten Leberschädigung 

Unter physiologischen Bedingungen ist die Menge an IL-6 im Serum sehr gering. Im 

Gegensatz dazu können Konzentrationen im Nanogrammbereich pro Milliliter des 

sIL-6R im Serum gefunden werden. Besonders nach bakteriellen oder viralen 

Infektionen wird häufig ein Anstieg der IL-6 Serumkonzentration beobachtet. 

Ebenfalls konnte ein Anstieg des sIL-6R bei einer Reihe von Erkrankungen gefunden 

werden. Dadurch ergibt sich neben dem klassischen Signalweg über den 

membrangebunden IL-6R ein weiterer Signalweg. IL-6 und sIL-6R können einen 

Komplex bilden, der den Trans-Signalweg über gp130 auf der Zielzelle aktiviert.129 
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Auch bei einer Infektion durch LCMV steigt der IL-6-Serumspiegel am dritten Tag als 

Reaktion auf den Erreger in einer ersten Immunreaktion des angeborenen 

Immunsystems.85 Sowohl den Anstieg von IL-6, als auch einen Anstieg des sIL-6R 

konnten wir im Serum von infizierten Wildtyp-Mäusen nachvollziehen (Abb. 6). 

Daraus ergab sich die Fragestellung, welche Bedeutung der Anstieg von IL-6 und 

sIL-6R in unserem Modell hat und welche Auswirkungen eine Blockade der 

Signalwege bei einer akuten Virusinfektion hat. Zusätzlich ist die virus-induzierte 

Leberschädigung Teil des Modells.115 Dadurch ermöglicht die Verwendung des 

LCMV WE-Stamms die Analyse einer T-Zellantwort, sowie die Beurteilung der 

Leberegeneration. 

Durch den Einsatz von monoklonalen Antikörpern gegen IL-6 können der klassische 

und der Trans-Signalweg blockiert werden.129 Durch Verwendung des spezifischen 

Inhibitors sgp130Fc ist es möglich, spezifisch den Trans-Signalweg zu blockieren.16 

Behandelte Mausgruppen mit entweder IL-6 mAb oder sgp130Fc zeigten einen 

Anstieg der Serummarker AST und ALT, jedoch gab es untereinander in den 

Gruppen keinen signifikanten Unterschied (Abb. 8). Immunfluoreszenzaufnahmen 

von Leberschnitten zeigten bei der anschließenden Regeneration signifikante 

Unterschiede in der Collagen- und α-SMA Expression (Abb. 11, 12). Sowohl die 

globale IL-6 Blockade, als auch die spezifische Blockade des Trans-Signalweges 

führte zur erhöhten Expression beider Fibrosemarker. Folglich ist die Blockade des 

Trans-Signalweges ausschlaggebend für den gefundenen Phänotyp. Der 

Trans-Signalweg wurde als essentiell für die Leberregeneration nach partieller 

Hepatektomie beschrieben.26 Darauf aufbauend würde auch unser Fund damit 

übereinstimmen (Abb. 37). 

 



83 
 

 

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Leberfibrose nach virusinduzierter Schädigung in 
Abhängigkeit vom IL-6 Signal (I). In Wildtyp-Mäusen wird das IL-6 Signal natürlich reguliert. Durch 
Blockade des Trans-Signalweges mit sgp130Fc fällt der Trans-Signalweg weg, wodurch eine erhöhte 
Fibrose eintritt. Wird IL-6 komplett blockiert, fallen alle IL-6 vermittelten Signalwege weg, wodurch 
ebenfalls eine erhöhte Fibrose nach virusinduzierter Schädigung entsteht. 

 

In dem verwendeten Modell sorgen zytotoxische T-Zellen für eine 

Leberschädigung.115 Durch Infektion mit einer sehr hohen Dosis Virus werden folglich 

Hepatozyten, durch Präsentation von Viruspeptiden auf MHC I Molekülen auf der 

Oberfläche, erkannt und abgetötet (Abb. 5). In diesem Zusammenhang ist die 

Viruslast im Serum und anderen Geweben von Interesse für den Infektionsverlauf. In 

den behandelten Gruppen wurde kein Unterschied untereinander bezüglich der 

Viruslast gefunden (Abb. 9, 10). Daraus lässt sich ableiten, dass durch die Blockade 

des klassischen oder des Trans-Signalweges keine effektivere Elimination der Viren 

stattfindet. Auch könnte argumentiert werden, dass die Vermehrung und die 

allgemeine Elimination der Viren aus dem Wirt nicht signifikant durch diese beiden 

IL-6 Signalwege beeinflusst wird. Gestützt wird diese Hypothese durch zwei weitere 

Arbeiten mit LCMV in einem akuten Infektionsmodell, in denen auch kein Effekt in IL-

6 knock-out Mäusen gefunden wurde.85,87 In klinischen Studien mit monoklonalen 

Antikörper gegen IL-6R wurde in den behandelten Patienten eine erhöhte Anfälligkeit 

für bakterielle Infektionen beschrieben.72,73. Dies verweist im Weiteren darauf, dass 

IL-6 vielmehr im Fall einer bakteriellen Infektion eine tragende Rolle zukommt, als bei 

einer akuten viralen Infektion. 
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Davon abgegrenzt wurde jedoch in einem chronischen Infektionsmodell eine wichtige 

Rolle für IL-6 beschrieben. Die Erhaltung des humoralen Immunsystems ist 

insbesondere abhängig von STAT3.84 Im Weiteren wird IL-6 auch bei der Abwehr 

von bakteriellen Infektionen benötigt.45 Jedoch zeigte sich in der gleichen Studie, 

dass die Blockade des Trans-Signalweges keinen Einfluss auf die Kontrolle von 

Listeria monocytogenes hatte.  

Bei der Analyse der T-Zellentwicklung wurde einzig im Blut durch Inhibition des 

klassischen und des Trans-Signalweges durch IL-6 mAb eine verringerte Expansion 

der gp33+ CD8+ T-Zellen gefunden (Abb. 13A). Dieser Unterschied konnte nicht bei 

der Entstehung des Leberschadens gefunden werden und wirkte sich auch nicht 

weiter auf die Elimination der Viren aus dem Blut aus. IL-6 ist wichtig für die 

T-Zellexpansion und das Überleben von T-Zellen und gilt neben der 

Antigenstimulation und dem IL-2 vermittelten Signal als weiterer notwendiger 

Stimulus.158,159 Interessant hierbei ist, dass ähnlich wie bei einer bakteriellen Infektion 

durch Listeria monocytogenes die Blockade des Trans-Signalweges keine 

Auswirkung auf die T-Zellen hatte. Die T-Zellen aus der Milz oder der Leber 

entwickelten sich unbeeinflusst durch die Blockade der Signalwege. Eine weitere 

untersuchte T-Zellpopulation zeigte keine Unterschiede. Für np396+ CD8+ T-Zellen 

wurde keine Beeinträchtigung im Blut, der Milz oder der Leber beobachtet. Zur 

Abtötung virusinfizierter Zellen sezernieren die ZTLs Zytokine wie TNF-α und IFN-γ, 

die zusammen mit Perforin und GzmB wirken.160,161 

Es zeigte sich für CD8+ T-Zellen aus der Milz kein Unterschied bei der Produktion 

von IFN-γ oder TNF-α nach in vitro Stimulation mit dem Viruspeptid gp33 (Abb. 14). 

Die Zytokinproduktion konnte deutlich initiiert werden. Jedoch zeigte die Blockade 

der IL-6 Signalwege keine Beeinträchtigung. Für T-Zellen aus der Leber wurde ein 

signifikanter Unterschied bei der IFN-γ Produktion durch globale IL-6 Blockade im 

Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Durch die Blockade des Trans-Signalweges mit 

sgp130Fc zeigte sich tendenziell ein etwas geringeres Signal für IFN-γ. Allerdings ist 

auch eine Produktion von IFN-γ in den nicht stimulierten Kontrollen nachweisbar. 

Möglicherweise sorgen nicht eliminierte Viruspartikel in der Leber für eine Stimulation 

der T-Zellen. In Kombination mit deutlich weniger T-Zellen in der Leber als in der Milz 

könnte damit die vergleichsweise deutliche Produktion von IFN-γ erklärt werden. 

Ein ähnliches Bild ergibt sich für die Produktion von TNF-α. In den T-Zellen aus der 

Leber konnte kaum eine Induktion durch die Stimulation mit gp33-Peptid festgestellt 
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werden, verglichen mit den nicht stimulierten Kontrollen. Folglich wurde durch die 

Blockade der IL-6 Signalwege keine deutliche Beeinträchtigung der T-Zellfunktion 

festgestellt. 

Für die Viruslast im Serum und den Geweben wurde kein Unterschied gefunden. 

Zusätzlich gab es zwischen den behandelten Gruppen kaum Abweichung in der 

Anzahl der virusspezifischen T-Zellen. Zusammen mit der vergleichbaren 

Funktionalität der T-Zellen und ähnlichen Leberschädigungsmarkern AST und ALT 

wurde für diesen Experimentalteil nur ein deutlicher Unterschied in der 

Leberregeneration gefunden. Diese geht jedoch einher mit bereits veröffentlichten 

Daten, welche den Beitrag von IL-6 unterstreichen.40 

Bei Behandlung mit Inhibitoren bleibt oftmals die Frage offen, ob eine vollständige 

Inhibition erreicht werden kann. Zudem könnte argumentiert werden, dass sgp130Fc 

neben dem Trans-Signal auch den klassischen Signalweg inhibiert. Durch die 

Komplexbildung von IL-6 mit dem sIL-6R und weiterer Komplexierung durch 

sgp130Fc könnte alles freie IL-6 gebunden und der klassische Signalweg inhibiert 

werden. In Zellkulturexperimenten konnte dieser Sachverhalt bei einem molaren 

Überschuss des sIL-6R gegenüber IL-6 auch gezeigt werden.162 Selbst unter 

physiologischen Bedingungen ist ein molarer Überschuss an sIL-6R gegenüber IL-6 

vorhanden.139 Bei moderaten Entzündungen steigt die Serumkonzentration von IL-6 

signifikant an und kann im Fall einer LCMV-Infektion Werte bis zu 600 pg/mL 

erreichen.85 Demnach ist derzeit noch nicht geklärt, ob die lokale Konzentration im 

Gewebe oder in direkter Nähe zu IL-6 produzierenden Zellen eine Kreuzreaktivität 

von sgp130Fc in Bezug auf die Inhibition des klassischen IL-6 Signals zum Tragen 

kommt.  

Im Weiteren wurde bei der Wahl der sgp130Fc Injektion darauf geachtet, eine 

möglichst geringe aber noch wirksame Dosis von 50 µg/Maus (etwa 1,25 mg/kg) zu 

verwenden, wie bereits veröffentlicht.163,164 Die Arbeiten zeigten zum einen, dass nur 

eine mittlere Dosis von sgp130Fc (0,5 – 1 mg/kg) zum Überleben der Mäuse beitrug 

und höhere Konzentrationen möglicherweise das klassische Signal hemmen. Zum 

anderen wurde das gleiche Verhältnis (1:5) von sgp130Fc zu IL-6 mAb gewählt, 

welches einen signifikanten Effekt bei der Kontrolle von Listeria monocytogenes 

aufzeigte.45 

Es gibt eine transgene Maus, die endogen sgp130Fc exprimiert.151 Diese Maus 

könnte genutzt werden, um die Auswirkungen der Inhibition des Trans-Signalweges 
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zu untersuchen. Jedoch zeigte die Analyse des Serums bereits Konzentrationen bis 

zu 34 µg/mL.151 Dies entspricht etwa einer Konzentration um 60 µg/Maus, 

ausgeschlossen der Mengen an sgp130Fc in Geweben. Davon abgeleitet würde sich 

eine wesentlich höhere Konzentration an sgp130Fc für diese Mäuse ergeben, die wie 

zuvor diskutiert mit dem klassischen Signal interferieren könnte. Zusätzlich simuliert 

eine regelmäßige Applikation von sgp130Fc das Vorgehen bei Behandlung von 

Patienten. 

Als weiteren Ansatz zur Charakterisierung des Trans-Signalweges in Bezug auf 

virusvermittelte Leberschädigung wurde ein neues Mausmodel verwendet. In dieser 

Maus ist einzig die Stimulation der Zellen über den Trans-Signalweg möglich.26 

 

4.2 Kompensatorische Kapazität des Trans-Signals in transgenen Mäusen 

IL-6 hat eine wesentliche Rolle bei der Leberregeneration, ist am Metabolismus 

beteiligt und sorgt für Homöostase im Darm.4,40 Darüber hinaus ist IL-6 am Wechsel 

zwischen der angeborenen und der erworbenen Immunantworten beteiligt.88,89 Dabei 

wurde in den meisten Prozessen nicht direkt zwischen dem klassischen und dem 

Trans-Signalweg unterschieden. Besonders kommt zum Tragen, dass in der Regel 

kaum IL-6 unter physiologischen Bedingungen vorhanden ist, sIL-6R jedoch schon. 

Im Kontext des Immunsystems kann der IL-6R unter anderem auf der Oberfläche von 

Makrophagen, Granulozyten, T-Zellen oder Monozyten gefunden werden. Dies lässt 

vermuten, dass die klassische IL-6 Signalweiterleitung auch bei der Immunantwort 

eine essentielle Rolle hat. Daraus ergab sich die Fragestellung, auf welche Weise die 

klassische IL-6 Signalweiterleitung bei einer viralen Hepatitis wirkt und ob der Trans-

Signalweg eine mögliche kompensatorische Funktion übernehmen könnte. 

In dieser Arbeit wurde eine neuartige Maus verwendet, die nur löslichen IL-6R 

exprimiert. Dadurch treten signifikant erhöhte Mengen an sIL-6R im Serum auf. Der 

klassische IL-6 Signalweg ist nicht verfügbar, wodurch einzig die Effekte des 

Trans-Signalweges untersucht werden können. 

Nach der Infektion mit LCMV WE stieg die Serumkonzentration des IL-6R in beiden 

Mausgruppen 8 Tage an und fiel danach leicht ab (Abb. 17B). Im Vergleich der zwei 

Gruppen für die Leberschädigungsmarker ALT und AST konnte kein Unterschied 

festgestellt werden (Abb. 18). Zudem wurde in den Trans-Signaling Mäusen am Tag 

8 nach der Infektion der Virus effektiver als in den sIL-6Rfl/fl Tieren eliminiert (Abb. 
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19A). In allen anderen untersuchten Geweben war die Viruslast vergleichbar (Abb. 

19, 20). 

Darüber hinaus konnte kein deutlicher Unterschied in der T-Zellentwicklung und der 

T-Zellfunktion in den untersuchten gp33+ und np396+ virusspezifischen T-Zellen 

gefunden werden. Ausgenommen einer verringerten klonalen Expansion der gp33+ 

T-Zellen in der Leber wurde kein Unterschied verzeichnet (Abb. 23C). Die Produktion 

der Effektorzytokine IFN-γ und TNF-α nach in vitro Stimulation der CD8+ T-Zellen aus 

der Milz und Leber mit den Peptiden gp33 und np396 zeigte keinen Unterschied 

(Abb. 24). Gezielte Analyse der Oberflächenexpression der virusspezifischen gp33+ 

CD8+ T-Zellen im Blut ergab ein Expressionsmuster, dass eine Effektor 

T-Zellsubpopulation charakterisiert (Abb. 25). Die SLEC-Population, abgegrenzt 

durch erhöhte Expression von KLRG1 und niedriger Expression von IL-7R, war in 

sIL-6R+/+ Mäusen im Blut an Tag 12 nach der Infektion signifikant erhöht.147,149  

Zur Abtötung virusinfizierter Zellen sezernieren zytotoxische T-Zellen Zytokine wie 

TNF-α und IFN-γ zusammen mit Granzyme B und Perforin.144,145 Insbesondere das 

Trans-Signal wurde als Auslöser für eine schnelle Expression von Granzyme B in 

ZTLs beschrieben.97 Aufgrund der signifikant erhöhten Serumkonzentration von 

sIL-6R in den Trans-Signaling Mäusen ist anzunehmen, dass sezerniertes IL-6 durch 

den sIL-6R stabilisiert wird und sich mehr IL-6/sIL-6R-Komplexe bilden.56,141 Diese 

Komplexe vermitteln das Trans-Signal und sorgen in ZTLs für eine schnellere 

Expression von Granzyme B in den sIL-6R+/+ Mäusen. Eine mögliche Beteiligung von 

diesem Sachverhalt könnte für die effektivere Elimination der Viren im Blut am achten 

Tag im Vergleich zu sIL-6Rfl/fl Tieren erklären. 

 

Ein weiterer Unterschied wurde nach Analyse der Leberfibrose mittels Collagen- und 

α-SMA-Expression deutlich (Abb. 21, 22). In den sIL-6R+/+ Mäusen wurde eine 

signifikante Erhöhung beider Marker festgestellt. Dies könnte mit der 

SLEC-Population zusammenhängen oder zeigen, dass auf Ebene der Regeneration 

nach virusinduzierter Schädigung einzig das IL-6 Trans-Signal nicht ausreichend ist. 

Die Schädigung der Leber wird im verwendeten Modell durch die ZTLs 

hervorgerufen.115 Demnach sollten im Fall einer stärkeren Schädigung der Leber 

durch effektivere Elimination auch Unterschiede in den Serummarkern AST und ALT 

deutlich werden. Im Modell zur Leberschädigung nach Gallengangsligatur (Bileduct 

ligation, BDL) wurden durchschnittlich deutlich höhere Werte für AST und ALT 
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gefunden.165 Somit sollte eine stärkere Schädigung der Leber mit erhöhten Werten 

für ALT und AST einhergehen. Da sIL-6Rfl/fl und sIL-6R+/+ Mäuse vergleichbare 

Werte für ALT und AST hatten, erschließt sich die erhöhte Expression der 

Fibrosemarker Collagen und α-SMA wahrscheinlich aus einer Beeinträchtigung 

während der Regeneration. 

 

Als weiterer Anhaltspunkt wurden IL-6R-/- Mäuse mit LCMV WE infiziert und die 

Leberschädigung, sowie die anschließende Regeneration untersucht. Anders als 

gp130 wird der IL-6R fast nur auf Hepatozyten und Zellen des Immunsystems 

exprimiert. Durch die Deletion des IL-6R ist sowohl der klassische, als auch der 

Trans-Signalweg blockiert. In IL-6 defizienten Mäusen wurde eine höhere Mortalität 

nach partieller Hepatektomie gefunden.40 Demnach ist anzunehmen, dass im Fall der 

IL-6R-/- Mäuse auch eine Beeinträchtigung der Regeneration vorliegt.  

Selbst nach vollständiger Deletion des IL-6R konnte für die Leberschädigungsmarker 

AST und ALT kein Unterschied nach der Infektion gefunden werden (Abb. 27). Die 

Viruslast in allen Geweben war konstant vergleichbar und entsprach den 

Erwartungen wie bereits gezeigt (Abb. 28, 29).116 Eine tendenziell erhöhte 

Collagenexpression in der Leber an Tag 12 nach der Infektion verweist für die IL-6R-/- 

Mäuse ebenfalls auf eine leichte Beeinträchtigung bei der Leberregeneration. 

Zusammen mit dem zuvor beschriebenen Ergebnis würde sich die Hypothese 

bestätigen, dass das IL-6 Trans-Signal allein nicht ausreichend ist, die Regeneration 

der Leber nach virusinduzierter Schädigung zu kompensieren (Abb. 38). 
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der Leberfibrose nach virusinduzierter Schädigung in 
Abhängigkeit vom IL-6 Signal (II). In Wildtyp-Mäusen wird das IL-6 Signal natürlich reguliert. Durch 
Blockade des Trans-Signalweges mit sgp130Fc fällt der Trans-Signalweg weg, wodurch eine erhöhte 
Fibrose eintritt. Wird IL-6 komplett blockiert, fallen alle IL-6 vermittelten Signalwege weg, wodurch 
ebenfalls eine erhöhte Fibrose nach virusinduzierter Schädigung entsteht. Im Fall der Trans-Signaling 
Mäuse (IL-6R+/+) fällt der klassische Signalweg weg, wird aber weitestgehend durch verstärktes 
Trans-Signal kompensiert. Trotzdem konnte eine erhöhte Fibrose in der Leber gefunden werden. Bei 
Verwendung von IL-6R-/- Mäusen im gleichen Modell konnte tendenziell ebenfalls eine höhere Fibrose 
festgestellt werden. 

 

Bei der Verwendung transgener Mäuse bleibt häufig die Frage offen, ob die 

Rekombination vollständig stattgefunden hat und keine Restexpression des Wildtyp-

Gens vorhanden ist. Zur Generierung der verwendeten Mäuse wurde das Cre/loxP-

System genutzt.166 Dabei wird das Zielgen mit der loxP-Sequenz flankiert und in 

Mäuse eingebracht. Nach Verpaarung der genetisch modifizierten Mäuse mit Tieren, 

welche die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV) minimal 

Promoters exprimieren, wird die flankierte Sequenz ausgeschnitten.167,168 Dies findet 

auch in den Keimzellen statt, wodurch die Nachkommen einheitlich die Deletion 

tragen. Die verwendete Trans-Signaling Maus wurde durch Modares, Polz et al. 

charakterisiert.26 Die Autoren zeigen sowohl für die sIL-6R+/+ Mäuse, als auch für die 

IL-6R-/- Mäuse deutliche Nachweise auf Genom-, Transkriptions- und Proteinebene, 

dass die jeweilige Deletion vollständig stattgefunden hat. In weiteren Experimenten 

wurde gezeigt, dass der sIL-6R vollständig aktiv ist und zusammen mit IL-6 ein 

pSTAT3-Signal auslösen kann. 

Nach den Funden für die Viruselimination im Blut von sIL-6R+/+, einer vermehrten 

Differenzierung hinzu SLECs und einer erhöhten Leberschädigung bei Manipulation 
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des IL-6 vermittelten Signals kam die Fragestellung auf, ob ein erhöhtes Trans-Signal 

einen positiven Einfluss auf die Leberregeneration hat. Im Modell zur 

Leberregeneration nach partieller Hepatektomie konnte bereits eine signifikante 

Verbesserung erzielt werden.35 Inwiefern dieser Sachverhalt auch für die 

Regeneration der Leber nach virusinduzierter Schädigung zutrifft, wurde mit dem 

Fusionsprotein Hyper-IL-6 untersucht. 

 

4.3 Übermäßige Aktivierung durch Hyper-IL-6 verhindert vollständige 

Leberregeneration nach virusinduzierter Schädigung 

Der Trans-Signalweg wird aktiviert durch Bindung eines Komplexes aus IL-6 und 

sIL-6R an gp130 auf der Zelloberfläche und Rekrutierung eines weiteren gp130 

Rezeptors.27,28 Zur gezielten Untersuchung des Trans-Signalweges wurde ein 

Fusionsprotein aus IL-6 und IL-6R verbunden über einen flexiblen Peptidlinker 

generiert (Hyper-IL-6).29 

Für den Trans-Signalweg wurden negative physiologische Auswirkungen gefunden, 

wie die Rekrutierung von mononukleären Zellen oder Inhibition der T-Zell 

Apoptose.129 Im Gegensatz dazu ist das Trans-Signal während der 

Leberregeneration nach partieller Hepatektomie essentiell und sorgt für eine schnelle 

Expression von Granzyme B in T-Zellen.26,97 Besonders hervorzuheben ist jedoch die 

Erhöhung der Leberproliferation bei Behandlung mit Hyper-IL-6 nach partieller 

Hepatektomie.35 Ein weiterer Effekt der Hyper-IL-6 Injektion ist die Stimulation einer 

Akute-Phase-Reaktion.169 Speziell in Bezug auf eine Infektion könnte eine 

zusätzliche Aktivierung des angeborenen Immunsystems ausschlaggebend sein. 

Durch unterschiedliche Behandlungsmodelle sollte der Einfluss eines starken 

Trans-Signals hervorgerufen durch Hyper-IL-6 Injektion näher untersucht werden 

(Abb. 31). Durch Vor- und Nachbehandlung mit Hyper-IL-6 in Kombination mit einer 

LCMV WE Infektion wurden signifikant erhöhte Serumkonzentrationen von ALT und 

AST gefunden (Abb. 32). Zudem wurde für alle behandelten Gruppen an Tag 8 nach 

der Infektion mehr Viruslast im Serum detektiert (Abb. 33A). Bezüglich der Viruslast 

im Gewebe der behandelten Tiere grenzte sich die Hyper-IL-6 post-Gruppe durch 

erhöhte Titer in der Lunge von der Kontrollgruppe und der Hyper-IL-6 prä-Gruppe ab 

(Abb. 34). In Anbetracht des Fibrosemarkers Collagen wurde eine signifikant höhere 
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Expression in allen Hyper-IL-6 behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe 

gefunden (Abb. 35). Besonders stark erhöht war die Expression von Collagen in der 

Gruppe, die nur vor der Infektion behandelt wurde. Dabei zeigte die Expression von 

α-SMA nach virusinduzierter Schädigung keinen Unterschied im Vergleich aller 

Gruppen (Abb. 36). Aus den Ergebnissen lässt sich daher eine negative Tendenz 

ableiten. Nicht nur, dass der entstandene Leberschaden stärker und die Viruslast an 

Tag 8 nach der Infektion höher ausfiel, sondern auch dass die darauffolgende 

Regeneration wesentlich beeinträchtigt war. 

 

 

Abbildung 39: Schematische Darstellung der Leberfibrose nach virusinduzierter Schädigung in 
Abhängigkeit vom IL-6 Signal (III). In Wildtyp-Mäusen wird das IL-6 Signal natürlich reguliert. Durch 
Blockade des Trans-Signalweges mit sgp130Fc fällt der Trans-Signalweg weg, wodurch eine erhöhte 
Fibrose eintritt. Wird IL-6 komplett blockiert, fallen alle IL-6 vermittelten Signalwege weg, wodurch 
ebenfalls eine erhöhte Fibrose nach virusinduzierter Schädigung entsteht. Im Fall der Trans-Signaling 
Mäuse (IL-6R+/+) fällt der klassische Signalweg weg, wird aber weitestgehend durch verstärktes 
Trans-Signal kompensiert. Trotzdem konnte eine erhöhte Fibrose in der Leber gefunden werden. Bei 
Verwendung von IL-6R-/- Mäusen im gleichen Modell konnte tendenziell ebenfalls eine höhere Fibrose 
festgestellt werden. Werden die Zellen spezifisch über den Trans-Signalweg aktiviert, konnte neben 
einer höheren Fibrose auch eine stärkere Leberschädigung festgestellt werden. 

 

Dieses in Anbetracht der Literatur kontroverse Ergebnis wirft jedoch Fragen zur 

Beteiligung des Trans-Signals bei virusinduzierter Leberschädigung auf. Es konnte 

durch die Blockade des Trans-Signals mit sgp130Fc keine Veränderung in der 

Leberschädigung beobachtet werden, sondern einzig eine erhöhte Fibrose. Die 

Stimulation aller Zellen mit gp130 durch Hyper-IL-6 zeigte im Besonderen bei 

kontinuierlicher Stimulation (post/prä-Gruppe) einen signifikant erhöhten 

Leberschaden, sowie eine erhöhte Fibrose.  
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Der erhöhte Leberschaden könnte durch die zuvor angesprochenen ZTLs zu 

erklären sein. Erst an Tag 8 nach Infektion wurde für die beiden 

Leberschädigungsmarker ALT und AST ein signifikanter Anstieg gemessen. Für die 

Infektion mit LCMV WE tritt ein Anstieg dieser Marker typischerweise an Tag 7 nach 

Infektion auf und zeigt somit parallel die eine robuste virusspezifische 

T-Zellpopulation.115 Zusätzlich stimuliert Hyper-IL-6 die ZTLs zur schnellen 

Produktion von GzmB, welches in Kombination mit Perforin zur Abtötung der 

virusinfizierten Zellen führt.97 Durch die kontinuierliche Stimulation mit Hyper-IL-6 in 

der post/prä-Gruppe könnte sich somit dieser Phänotyp erklären lassen. 

Im Bezug auf die anschließende Leberfibrose könnte eine Beteiligung von 

Hepatischen Sternzellen (HSC) in Betracht kommen. Wesentlich an der 

Leberregeneration beteiligt und mit verantwortlich für den Aufbau von Matrixgewebe 

sind HSCs.170,171 Dabei konnte hauptsächlich Collagen Typ I und III gefunden 

werden.172,173 Zusätzlich wurde für HCV Proteine eine direkte Interaktion mit HSCs 

gefunden, die zur Aktivierung und Sezernierung von TGF-β und Procollagen α1 

führte.174 

Hepatische Sternzellen exprimieren IL-6R und gp130 und können somit über den 

klassischen und den Trans-Signalweg aktiviert werden.26 Diese Zellen sind die 

primäre Quelle von hepatocyte growth factor (HGF), dessen Beteiligung bei der 

Leberregeneration von großer Bedeutung ist.139 Interessanterweise induzierte 

Hyper-IL-6 die Genexpression von HGF und die Konzentration im Zelllysat, nicht 

aber die sezernierte Menge nach in vitro Stimulation.26 Möglicherweise fehlt auch in 

dem verwendeten Modell der richtige Stimulus zur Sezernierung von HGF, wodurch 

der entstandene Leberschaden nicht zu großen Teilen wiederhergestellt werden 

konnte.  

Eine andere Funktion der HSCs tritt nach der Leberschädigung in Kraft. Durch 

Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) kann die zuvor gebildete 

extrazelluläre Matrix degradiert werden.175–177 Aktivierte HSC sezernieren die MMPs, 

die unteranderen auch das Collagen in der Basalmembran abbauen, wodurch eine 

Störung der subendothelialen Lebermatrix eintritt.178 Durch eine andauernde 

Produktion von Collagen entsteht eine Matrix die wiederrum die Funktion der Leber 

beeinträchtigt und zu weiterer HSC Aktivierung führt.179 Zwar wurde gezeigt, dass 

über den Trans-Signalweg die Proliferation der Hepatozyten stimuliert wird und die 
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Leber schneller an Masse gewinnt, jedoch könnte dies aufgrund des Milieus, 

geschaffen durch aktivierte HSCs, seine Wirkung verfehlen. 
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5. Ausblick 

Aufgrund des breiten Wirkungsspektrums von IL-6 ist das Zytokin an einer Vielzahl 

von Prozessen beteiligt. Die Zelltypbeschränkung, gegeben durch den IL-6R, kann 

durch den Trans-Signalweg umgangen werden, wodurch die Zellaktivierung allein 

über gp130 erfolgt. Die nahezu ubiquitäre Expression von gp130 ermöglicht die 

Zellaktivierung durch einen Komplex aus IL-6 und dem sIL-6R. Zudem wird IL-6 bei 

der Immunantwort sehr konkret reguliert und in vielen Studien konnte eine 

Fehlregulation mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen assoziiert werden. 

Durch Vorarbeiten mit LCMV konnte insbesondere die Differenzierung der 

TFH-Zellen, sowie die B-Zellentwicklung in Abhängigkeit von IL-6 beschrieben 

werden.83–85 

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit verbleibt jedoch die Frage offen, 

welche Funktion der IL-6 Anstieg an Tag 3 nach Infektion hinsichtlich der akuten 

LCMV-WE Infektion hat. Die Viruslast, sowie die T-Zellentwicklung und Funktion 

zeigten nur wenige Unterschiede bei Blockade von IL-6 mit Antikörpern.  

Mit Verwendung der Trans-signaling Maus war es möglich, den Trans-Signalweg 

separat vom klassischen Signalweg zu untersuchen. Dabei zeigte sich weitgehend 

ein kompensatorischer Effekt durch das Trans-signaling, jedoch verblieb bei der 

ausgelösten Fibrose ein erhöhter Schaden. Durch diese Defizite wäre eine 

Untersuchung speziell der Leberfibrose, beispielsweise durch eine 

Gallengangsligatur, interessant, um die Tragweite des klassischen und des 

Trans-Signalweges in einem weiteren Modell näher zu beschreiben. Für die 

Trans-signaling Maus kann angenommen werden, dass im Vergleich zum Wildtyp 

eine stärkere Zellaktivierung über den Trans-Signalweg erfolgt. Somit zeigte sich für 

die spezifische Blockade des Trans-Signalweges mit sgp130Fc, sowie erhöhte 

Zellaktivierung über den Trans-Signalweg in den Trans-signaling Mäuse eine ähnlich 

erhöhte Fibrose. Dies führt zu der Frage nach der genauen IL-6 Signalstärke in 

Wildtyp-Mäusen, die zu einer geringeren Pathologie führt. 

Durch Verwendung von LCMV in einem Modell zur chronischen Virusinfektion wurde 

insbesondere für IL-6 gezeigt, dass eine bilaterale Regulation vorliegt und ein 

späterer IL-6 Anstieg wichtig für die B-Zellentwicklung ist.85 Daraus ergab sich die 

Fragestellung, ob auch das Trans-Signal im gleichen Maße reguliert wird. Durch 

spezifische Aktivierung des Trans-Signalweges mit Hyper-IL-6 während 
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unterschiedlicher Zeitpunkte bei einer Virusinfektion sollte geklärt werden, ob der 

Krankheitsverlauf positiv beeinflusst werden kann. Anhand der Ergebnisse wurde 

überwiegend eine verstärkte Leberschädigung und Leberfibrose in den behandelten 

Tieren gefunden. Somit blieb die Frage offen, ob eventuell eine geringere Dosis oder 

eine lokale anstelle einer systemischen Zellaktivierung über den Trans-Signalweg 

den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann. Durch Reduktion der Dosis oder 

Verringerung der Injektionen könnte ein weiteres Experiment Aufschluss geben. 

Gewebespezifische Aktivierung von gp130 könnte im Gegenzug die Fragestellung 

teilweise beantworten, ob eine lokale Aktivierung des Trans-Signalweges einer 

systemischen vorzuziehen ist. 
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6. Zusammenfassung 

Chronische Virusinfektion, ausgelöst durch Viren wie dem Hepatitis C Virus (HCV) 

sind ein globales Gesundheitsproblem und assoziiert mit einer Leberschädigung. Zur 

gezielten Charakterisierung des Infektionsverlaufs und der Entstehung eines 

Leberschadens eignet sich der Modellorganismus Mus musculus zusammen mit dem 

Lymphozytären-Choriomeningitis-Virus (LCMV). Essentiell für die Regeneration der 

Leber ist das pleiotrope Zytokin Interleukin-6 (IL-6), dass im Weiteren auch an 

Prozessen wie der Akute-Phase-Reaktion, Differenzierung von T-Zellen und der 

Vermittlung von anti- und proinflammatorischen Antwort beteiligt ist. 

IL-6 vermittelt die Zellaktivierung hauptsächlich über den klassischen oder den 

Trans-Signalweg. Nur Zellen mit membranständigen IL-6 Rezeptoren (IL-6R) können, 

zusammen mit gp130, über den klassischen Signalweg aktiviert werden. Zusätzlich 

können alle Zellen mit gp130 durch einen Komplex aus IL-6 und dem löslichen IL-6R 

über den Trans-Signalweg aktiviert werden. Therapeutische Ansätze zur Blockade 

der IL-6.vermittelten Zellaktivierung bei rheumatoider Arthritis zeigten neben der 

gewünschten Verbesserung der Pathologie ebenfalls Nebenwirkungen wie ein 

erhöhtes Infektionsrisiko. Hierfür wird derzeit der spezifische Trans-signaling-Inhibitor 

sgp130Fc getestet zur Erhaltung der homöostatischen Funktionen von IL-6 und 

Unterdrückung der hauptsächlich negativen Auswirkungen des Trans-Signals.  

Durch Verwendung von Inhibitoren, transgenen Mäusen und dem Fusionsprotein 

Hyper-IL-6 konnte gezeigt werden, dass ohne Trans-signaling, sowie mit 

übermäßigem Trans-signaling eine erhöhte virusinduzierte Leberfibrose entsteht. 

Sowohl die Viruselimination, als auch die T-Zellfunktion waren durch Manipulation 

des IL-6-vermittelten Signals weitestgehend unbeeinflusst. Im Weiteren zeigte sich 

indirekt bei der Trans-signaling Maus eine virusinduzierte Regulation der IL-6R 

Expression. Zuletzt konnte durch leicht erhöhtes Trans-signaling eine effektivere 

Elimination der Viren aus dem Serum beobachtet werden.  

Zusammengenommen zeigt diese Studie, dass neben der Regulation des 

klassischen IL-6 Signals auch eine weitere Ebene der Regulation bezüglich des 

Trans-Signals vorliegt. Nur durch Feinabstimmung beider Signalwege kann die 

Regeneration der Leber umfassend erfolgen.  
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7. Summary 

Chronic viral infections caused by viruses such as the hepatitis C virus (HCV) are a 

global health problem and are associated with liver damage. The model organism 

Mus musculus infected with the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) is a 

suitable targeted for the characterization of the course of infection and the 

development of liver damage. The pleiotropic cytokine interleukin-6 (IL-6) is essential 

for the regeneration of the liver and also involved in processes such as the acute 

phase reaction, differentiation of T cells and the mediation of anti-inflammatory and 

pro-inflammatory responses. 

IL-6 mediates cell activation mainly via the classic or the trans-signaling pathway. 

Only cells with membrane-bound IL-6 receptors (IL-6R), together with gp130, can be 

activated via the classic signaling pathway. In addition, all cells with gp130 can be 

activated by a complex of IL-6 and the soluble IL-6R via the trans-signaling pathway. 

Therapeutic approaches to block IL-6-mediated cell activation in rheumatoid arthritis 

showed beneficial effects as well as an increased risk of infection in addition to the 

desired improvement in pathology. The specific trans-signaling inhibitor sgp130Fc is 

currently being tested to maintain the homeostatic functions of IL-6 and to suppress 

the mainly negative effects of trans-signaling. 

By using inhibitors, transgenic mice and the fusion protein Hyper-IL-6, we could show 

that without trans-signaling and with excessive trans-signaling an increased virus-

induced liver fibrosis occurs. Both virus elimination and T cell function were largely 

unaffected by manipulation of the IL-6 mediated signal. Furthermore, virus-induced 

regulation of IL-6R expression was shown indirectly in the trans-signaling mouse. 

Finally, a more effective elimination of the viruses from the serum could be observed 

through slightly increased trans-signaling. 

Taken together, this study shows that in addition to the regulation of the classic IL-6 

signaling, there is also another level of regulation regarding the trans-signal. The liver 

can only be fully regenerated by fine-tuning both signaling pathways. 
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