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 I 

Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurden Einzeldomänenantikörper (sdAb) und neuartige Fusionsproteine 

entwickelt und charakterisiert, welche auf die Interleukin-6 (IL-6) Signaltransduktion wirken. 

IL-6 entfaltet seine Effekte über einen spezifischen Rezeptor (IL-6R), sowie das ubiquitär 

exprimierte Glykoprotein 130 (gp130). Da der IL-6R im Gegensatz zu gp130 nur auf 

bestimmten Zelltypen exprimiert wird, verleiht er dem IL-6 Signal eine Zelltypspezifität über 

das classic-signaling. Daneben existiert auch das trans-signaling über eine lösliche Form, 

dem soluble IL-6R (sIL-6R). Der sIL-6R entsteht dabei durch Ektodomänenshedding oder 

alternatives splicing. Über den sIL-6R kann IL-6 auf jede Zelle wirken, die das gp130 

exprimiert. Dieses trans-signaling wird hauptsächlich mit chronisch-entzündlichen 

Prozessen, das classic-signaling in erster Linie mit regenerativen Prozessen in Verbindung 

gebracht. Es ist daher von außerordentlichem Interesse, therapeutisch das IL-6 trans-

signaling spezifisch inhibieren zu können.  

Im Rahmen dieser Arbeit ist insbesondere eine Kombination von sgp130, einem natürlich 

vorkommenden IL-6 trans-signaling Inhibitor und des sdAbs VHH6, der spezifisch den 

Komplex aus IL-6 und sIL-6R erkennt, von Interesse (Adams et al. 2017). Bei dem von 

Adams et al. beschriebenen VHH6 handelt es sich um einen sdAb, der spezifisch ein 

junktionales Epitop des IL-6/sIL-6R Komplexes bindet, wodurch dieser stabilisiert wird. 

Durch die Stabilisierung wird ein anhaltendes IL-6 Signal in die Zelle erreicht. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurde die Wirkung des VHH6 auf das IL-6 trans- und classic-signaling 

verglichen, wobei gezeigt werden konnte, dass der VHH6 konzentrationsabhängig das  

IL-6 trans-signaling fördert, ohne das IL-6 classic-signaling zu beeinflussen.  

Diese Erkenntnis konnte genutzt werden, um im kommerziell erhältlichen IL-6/sIL-6R 

Komplex-ELISA (Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet ELISA, R&D Systems) auch bei sehr 

geringen Mengen IL-6 und sIL-6R den Komplex detektieren zu können.  

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurden neuartige Fusionsproteine aus dem VHH6 und 

Domänen des sgp130Fc generiert und charakterisiert, mit dem Ziel, das IL-6 trans-signaling 

spezifisch zu inhibieren. Das Fusionsprotein cs130Fc zeigte eine vergleichbare 

inhibitorische Kapazität auf IL-6 trans-signaling wie das bereits in klinischen Phase II 

Studien untersuchte sgp130Fc, bei gleichzeitig geringerer Molekülgröße. Zusätzlich 

konnten deutlich geringere Auswirkungen auf die Signaltransduktion anderer IL-6 artiger 

Zytokine wie IL-11 beobachtet werden. Weiterhin konnte in dieser Arbeit erfolgreich eine 

monomere Form cs130 des Fusionsproteins erstellt werden, die bei deutlich reduziertem 

Molekulargewicht weiterhin als potenter IL-6 trans-signaling Inhibitor agiert. 
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Summary 

In this work, the single domain antibody (sdAb) VHH6, recognizing a junctional epitope 

formed by the complex of IL-6 and IL-6R, was characterized with regards to its effects on 

IL-6 signal transduction. IL-6 unfolds its effect via the specific receptor (IL-6R), as well as 

the ubiquitously expressed glycoprotein 130 (gp130). While gp130 is expressed on all cells, 

the membranous IL-6R is only found in specific cell types, which causes a cell type specific 

signaling via this so called classic-signaling. Furthermore, IL-6 can mediate its effect via 

trans-signaling, which involves a soluble form of the before mentioned IL-6R. This sIL-6R 

is generated through ectodomainshedding or alternative splicing. The sIL-6R makes it 

possible for IL-6 to have an effect on all cells expressing gp130. This trans-signaling is 

mainly associated with chronic inflammatory conditions, while IL-6 classic-signaling takes 

part in regenerative mechanisms of the human body. Therefore it is of particular interest,  

to specifically inhibit IL-6 trans-signaling for therapeutic purposes.  

The sdAb VHH6, first described by Adams et al. in 2017, specifically binds a junctional 

epitope of the IL-6/sIL-6R complex, which is thereby stabilized. This stabilization leads to a 

sustained IL-6 signaling. As part of this work, the impact of VHH6 on IL-6 trans- and classic- 

signaling was compared. It could be shown that VHH6 promotes, depending on its 

concentration, IL-6 trans-signaling, while at the same time having no impact on IL-6 classic-

signaling. This knowledge could then be applied to the commercially obtainable IL-6/sIL-6R 

complex ELISA (Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet ELISA, R&D Systems) to also detect 

very small amounts of IL-6 and sIL-6R in complex.  

Furthermore, fusion proteins of the sdAb VHH6 and miniaturized sgp130 variants were 

generated and characterized. A dimeric sdAb-sgp130-Fc fusion protein with potent 

inhibitory activity on IL-6 trans-signaling was identified. This fusion protein cs130Fc 

demonstrated comparable inhibitory activity to sgp130Fc, while its molecular weight was 

significantly reduced. A monomeric version of this fusion protein cs130 with less than  

20% of the molecular weight of sgp130Fc also showed comparable IL-6 trans-signaling 

inhibition.  

While sgp130Fc also affects signaling of other IL-6 family cytokines relying on gp130 for 

signal transduction, for example IL-11, the novel fusion proteins show markedly reduced 

effects on IL-11 signaling. Hence, these inhibitory molecules combine pronounced inhibitory 

activity with high target selectivity.   
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Abkürzungsverzeichnis 

Begriffe aus Fremdsprachen werden in dieser Arbeit durch Kursivstellung gekennzeichnet. 

 

Chemikalien 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
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PVDF  Polyvinylidenfluorid  
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Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat 

TX-100 Triton X-100 
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A   Ampere 

Å   Ångström 

˚C   Grad Celsius  
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h   Stunde(n) 

kb   Kilobasen 

kDa  Kilodalton 

mg   Milligramm 

min  Minute(n) 

mL   Milliliter 

mM  Millimolar 

ng   Nanogramm 
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pH   potentia Hydrogenii 

sek  Sekunde(n) 

U   Unit 

V   Volt 

µg   Mikrogramm 

µL   Mikroliter 

Weitere Abkürzungen 

Abb.  Abbildung 

ADAM  a desintegrin and metalloproteinase 

BCA  bicinchoninic acid assay 

bp   Basenpaare 

BSA  Bovines Serumalbumin 

cDNA  complementary DNA 

CDR  complementarity determining region  

CH   constant heavy chain  

CHO  chinese hamster ovary 

CL   constant light chain  

CLC  cardiotropin-like cytokine 

CNTF  ciliary neurotrophic factor 

CT-1  cardiotropin-1 

D   Domäne 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphate 

DSMZ  Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen 

EC50  halbmaximale effektive Konzentration 

E.coli  Escherichia coli 

ELISA  enzyme linked immunosorbent assay 



 V 

ELP  elastin-like peptide 

Fab  antigen-binding fragment 

Fc   fragment crystallizable 

FCS  Fetales Kälberserum 

Gab1  GRB2 associated binding protein 1  

GFP  green fluorescent protein 

gp130  Glykoprotein 130 

Grb2   growth factor receptor bound protein 2 

H   Hyper 

hcAb  heavy chain antibody 

HUVEC human umbilical vein endothelial cell 

IC50   halbmaximale inhibitorische Konzentration 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 

IZD  intrazelluläre Domäne 

JAK  Janus Kinase 

LB   Luria-Bertani (lysogeny broth) 

LIF   leukemia inhibitory factor 

MAPK  mitogen activated protein kinase 

MDSC  myeloid-derived suppressor cell 

mRNA  messenger RNA 

n.a.  not available 

OSM  oncostatin M 

p   phosphoryliert 

PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS  phosphate buffered saline 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion 

PDB   Protein Data Bank 
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PDGF  platelet-derived growth factor 

PIAS  protein inhibitor of activated STAT 

PI3K  Phosphoinositol-3-Kinase 

POD  Peroxidase 

R   Rezeptor 

RA   Rheumatoide Arthritis 

RAS  Rat sarcoma 

RNA  Ribonukleinsäure 

rpm  revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

s.   siehe 

s   soluble (löslich) 

sdAb  single domain antibody (Einzeldomänenantikörper/Nanobody®) 

SH2  Src homology-2 

SHP2  Src homology-2 domain-containing phosphatases 

SOCS  suppressor of cytokine signaling 

SOS   Son of Sevenless 

STAT  signal transducer and activator of transcription 

TAE  Tris-Acetat-EDTA Puffer 

TBS  tris-buffered saline 

TEV  Tobacco-Etch-Virus 

TMD  Transmembrandomäne 

TYE  tryptone-yeast extract 

VH   variable heavy chain 

VHH  variable heavy chain domain 

VL   variable light chain 

ZBD  Zytokinbindedomäne 

ZKÜ  Zellkulturüberstand  
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Aminosäuren 

A (Ala)   Alanin 

C (Cys)  Cystein 

D (Asp)  Asparaginsäure 

E (Glu)   Glutaminsäure 

F (Phe)  Phenylalanin 

G (Gly)  Glycin 

H (His)   Histidin 

I (Ile)   Isoleucin 

K (Lys)   Lysin 

L (Leu)   Leucin 

M (Met)  Methionin 

N (Asn)  Asparagin 

P (Pro)   Prolin 

Q (Gln)  Glutamin 

R (Arg)  Arginin 

S (Ser)   Serin 

T (Thr)   Threonin 

V (Val)   Valin 

W (Trp)  Tryptophan 

Y (Tyr)   Tyrosin 
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 1 

1 Einleitung 

1.1 Das Zytokin Interleukin-6 

Für ein funktionstüchtiges Immunsystem des menschlichen Körpers ist eine spezifische 

Interaktion zwischen den (Immun-)Zellen von herausragender Bedeutung. Ein wichtiger 

Bestandteil der Zell-Zellkommunikation in diesem System bilden dabei die Interleukine, die 

neben den Wachstumsfaktoren und Hämatopoietinen zur Gruppe der Zytokine gezählt 

werden (Murphy et al. 2018). Ihre Wirkung entfalten die Zytokine dabei endokrin, parakrin 

oder autokrin. Für die vorliegende Arbeit ist das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) von besonderem 

Interesse.  

IL-6 wurde erstmals als ein B-Zell Stimulationsfaktor beschrieben (Muraguchi et al. 1988; 

Kawano et al. 1988). Es ist das namensgebende Interleukin einer ganzen Interleukin-

Familie, zu der neben IL-6 auch das Interleukin-11 (IL-11), der leukemia inhibitory factor 

(LIF), der ciliary neurotrophic factor (CNTF), das oncostatin M (OSM), das cardiotropin-like 

cytokine (CLC), das cardiotropin-1 (CT-1), das Interleukin-27 (IL-27), sowie das Interleukin-

31 (IL-31) gehören (Malik et al. 1989; Bazan 1991; Ip et al. 1992; Pennica et al. 1995; 

Kishimoto et al. 1995; Taga et al. 1997; Pflanz et al. 2002; Rose-John 2018).  

Die Zytokine der IL-6 Familie besitzen nur eine geringe Gemeinsamkeit bezüglich ihrer 

Aminosäuresequenz, gleichen sich jedoch in ihrem strukturellen Aufbau (Bazan 1989; 

Bazan 1991; Spangler et al. 2015). Ihr Aufbau folgt dabei dem aller Zytokine, nämlich einer 

vier-helikalen Struktur mit einer up-up-down-down Topologie (Boulton et al. 1994).  

Die Zytokine der IL-6 Familie definieren sich darüber hinaus über eine Glykoprotein 130 

kDa (gp130) abhängige Signaltransduktion (Kishimoto et al. 1992; Rose-John 2018).  

IL-6 wirkt insbesondere auf B- und T-Lymphozyten, sowie Hepatozyten und ist damit sowohl 

in inflammatorische-, als auch regenerative Prozesse eingebunden, auf die in Abschnitt 

1.1.2 näher eingegangen wird.   

1.1.1 Signaltransduktion von IL-6 

Die Signaltransduktion von IL-6 kann über verschiedene Wege erfolgen, wobei hier 

insbesondere das IL-6 trans- und classic-signaling von Interesse sind. Grundsätzlich bildet 

IL-6 zuerst einen Komplex mit seinem a-Rezeptor, dem IL-6 Rezeptor (IL-6R).  

Nach Bindung an den IL-6R erfolgt eine Konformationsänderung des IL-6, die es 

ermöglicht, den b-Rezeptor gp130 zu binden, wodurch dieser dimerisiert und eine 

konsekutive Aktivierung intrazellulärer Tyrosinkinasen erfolgen kann (Taga et al. 1989;  

Hibi et al. 1990; Murakami et al. 1993).  
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Zum Verständnis der Signaltransduktion ist der Aufbau der einzelnen Komponenten dieses 

Signalkomplexes sehr wichtig. Zur Bildung des Komplexes besitzt IL-6 drei Bindungsstellen 

(sites) (Simpson et al. 1997). Site I bindet den a-Rezeptor IL-6R, site II die 

Zytokinbindungsdomänen D2 und D3 des gp130 und site III die IgG-ähnliche Domäne D1 

des gp130 (Ehlers et al. 1994; Hammacher et al. 1998; Grötzinger et al. 1999).  

Der IL-6R ist ein glykosylierter Typ-1 Transmembranrezeptor mit einer Molekülgröße von 

80 kDa, der aus drei extrazellulären Domänen, einer Stalk-Region, sowie einer 

Transmembran- und einer intrazellulären Domäne besteht. Die extrazellulären Domänen, 

die entscheidend sind zur Komplexbildung, sind eine Ig-ähnliche Domäne D1, sowie zwei 

Fibronektin-III ähnliche Domänen D2 und D3 (Yamasaki et al. 1988; Varghese et al. 2002).  

Gp130 besteht aus einer extrazellulären Domäne, mit darauf folgender Stalk-Region und 

Transmembrandomäne, sowie einer intrazellulären Domäne (Hibi et al. 1990; Bravo et al. 

1998). Der extrazelluläre Teil besteht aus den sechs Domänen D1-D6, wobei D1 als Ig-

ähnliche Domäne beschrieben ist (Hibi et al. 1990). D2-D6 sind als Fibronektin-III ähnliche 

Domänen beschrieben, mit D2 und D3 als Zytokinbindestellen, die das typische WSXWS 

Motiv aufweisen (Bazan 1990: Horsten et al. 1997). Die intrazelluläre Domäne beinhaltet 

box-1 und box-2 Motive zur Bindung von JAK-Kinasen, sowie vier Tyrosine zur STAT-

Aktivierung (Stahl et al. 1995; Gerhartz et al. 1996). 

 
Abb. 1: Schematische Darstellung von IL-6R, gp130 und IL-6 im tetrameren Komplex 
(A) Schematische Darstellung des IL-6R mit den extrazellulären Domänen D1-D3, wobei D1 Ig-ähnlich ist und 
D2-D3 die Zytokinbindedomänen (ZBD) sind. Es folgt eine Stalk-Region und Transmembrandomäne (TMD), 
sowie eine intrazelluläre Domäne (IZD). (B) Schematische Darstellung des gp130 mit den extrazellulären 
Domänen D1-D6, wobei D1 Ig-ähnlich ist und D2-D6 Fibronektin-III-ähnlich. D2-D3 sind die ZBD. Es folgen 
ebenfalls die Stalk-Region, TMD und IZD. Die IZD beinhaltet dabei die Motive box-1 und box-2, sowie Tyrosine. 
(C) Schematische Darstellung von IL-6 mit seinen drei sites im tetrameren Komplex mit dem IL-6R und zwei 
gp130 Molekülen. Weitere Erläuterungen dazu finden sich in Abschnitt 1.1.1. Die Darstellung wurde modifiziert 
nach Kishimoto et al. 1995. 
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Das so genannte classic-signaling erfolgt über den zuvor beschriebenen 

membranständigen IL-6R, womit diese Form der Signaltransduktion nur in Zellen möglich 

ist, die den IL-6R exprimieren. Dazu gehören B- sowie einige T-Lymphozyten, neutrophile 

Granulozyten, Makrophagen, Monozyten und Hepatozyten (Hirata et al. 1989; Taga 1992; 

Kishimoto et al. 1995; Rose-John et al. 2006). Am Anfang der Signaltransduktion steht eine 

niedrigaffine Bindung zwischen IL-6 und dem IL-6R, die dann zusammen an gp130 

Moleküle binden und eine gp130 Homodimerisierung bewirken (Murakami et al. 1993).  

Hier handelt es sich dann um eine hochaffine Bindung (Hibi et al. 1990). Die Rekrutierung 

und Dimerisierung zweier gp130 Moleküle kann dabei abhängig von der IL-6 Konzentration 

von nur einem IL-6/IL-6R Komplex oder bei hoher IL-6 Konzentration von zwei Komplexen 

erfolgen (Taga et al. 1989; Ward et al. 1994, Paonessa et al. 1995, Grötzinger et al. 1999). 

Somit entsteht entweder ein tetramerer- oder hexamerer Komplex (Boulanger et al. 2003). 

Im weiteren Verlauf können dadurch verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden 

(Eulenfeld et al. 2012).  

Die gp130 Homodimerisierung kann einerseits die Initiierung der JAK/STAT Signalkaskade 

bewirken. Die intrazelluläre gp130 Domäne mit den box-1 und box-2 Motiven bindet  

JAK-Moleküle (Janus Kinase), welche sich in Folge der gp130 Dimerisierung gegenseitig 

phosphorylieren (Stahl et al. 1994; Narazaki et al. 1994). Tyrosine der intrazellulären gp130 

Domäne werden ebenfalls phosphoryliert (Boulton et al. 1994; Heinrich et al. 1998).  

An diese phosphorylierten Tyrosine werden STAT3 (signal transducer and activator of 

transcription) und in geringerem Umfang auch STAT1 Moleküle über ihre SH2  

(Src homology-2) Domäne rekrutiert, die dann ebenfalls von den JAK-Molekülen 

phosphoryliert werden (Gerhartz et al. 1996; Fukada et al. 1996). Die somit aktivierten 

STAT-Moleküle bilden dann Homo- oder Heterodimere aus, welche in den Zellkern 

translozieren (Darnell et al. 1994). Hier erfolgt die Bindung an Promotoren der Zielgene, 

dessen Transkription dadurch initiiert wird (Wegenka et al. 1993; Zhong et al. 1994).  

Dabei existieren Mechanismen zur negativen Feedback-Regulation dieses Signals 

(Heinrich et al. 2003). Sie erfolgt einerseits über SHP2 (Src homology-2 domain-containing 

phosphatases) und SOCS-Proteine (suppressor of cytokine signaling) (Symes et al. 1997; 

Schaper et al. 1998). SOCS-3 bindet an die intrazelluläre gp130 Domäne, wodurch die 

weitere Phosphorylierung von STAT3 verhindert wird (Nicholson et al. 2000).  

Darüber hinaus ist ein negatives Feedback über PIAS-Proteine (protein inhibitor of 

activated STAT) möglich, die an bereits phosphorylierte STAT-Moleküle binden und so 

dessen Interaktion mit Promotoren verhindern (Chung et al. 1997). Neben der Aktivierung 

der JAK/STAT Kaskade kann die gp130 Dimerisierung auch zu einer Aktivierung des MAPK 

(mitogen activated protein kinase)- und PI3K (Phosphoinositol-3-Kinase)-Signalwegs 

führen (Boulton et al. 1994; Fukada et al. 1996; Taga et al. 1996; Heinrich et al. 1998).  
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Hier wird die Phosphatase SHP2, ebenfalls über eine SH2 Domäne, an phosphoryliertes 

Tyrosin der intrazellulären gp130 Domäne rekrutiert (Fukada et al. 1996; Schaper et al. 

1998). SHP2 bindet dann den Grb2 (growth factor receptor bound protein 2)-SOS  

(Son of Sevenless) Komplex, der daraufhin Ras (Rat sarcoma) aktiviert, das wiederum die 

MAPK-Signalkaskade induziert (Nakajima et al. 1993). Daneben bindet SHP2 das Gab1 

(GRB2 associated binding protein 1) Protein, welches die PI3-Kinase und somit den  

PI3K-Signalweg aktiviert (Takahashi-Tezuka et al. 1998; Eulenfeld et al. 2009). 

 
Abb. 2: Schematische Darstellung von IL-6 trans- und classic-signaling 
(A) IL-6 classic-signaling. Darstellung eines tetrameren Rezeptorkomplexes aus IL-6 (grau), gebunden an den 
membranständigen IL-6R (orange) mit daraus folgender Bindung und Homodimerisierung von gp130 (grün). 
Bei hohen Konzentrationen an IL-6 ist ebenfalls ein hexamerer Rezeptorkomplex möglich. (B) IL-6 trans-
signaling. Darstellung eines tetrameren Rezeptorkomplexes aus IL-6, gebunden an den löslichen sIL-6R mit 
daraus folgender Bindung und Homodimerisierung von gp130. Somit können auch Zellen ohne den 
membranständigen IL-6R stimuliert werden. Hier ist ebenfalls ein hexamerer Rezeptorkomplex möglich.  
Die Darstellung wurde modifiziert nach Rose-John 2018. 

Im Gegensatz zum classic-signaling über den membranständigen IL-6R können mittels 

trans-signaling durch eine lösliche Variante dieses a-Rezeptors prinzipiell alle Zellen durch 

IL-6 stimuliert werden, da der b-Rezeptor gp130 ubiquitär exprimiert wird (Taga et al. 1989; 

Hibi et al. 1990; Rose-John et al. 1994). Eine Möglichkeit der Generierung dieser löslichen 

Variante des IL-6R (sIL-6R) erfolgt mittels posttranslationalem shedding (Müllberg et al. 

1993). Dies geschieht in der Stalk-Region durch die ADAM-Proteasen (A disintegrin and 

metalloproteinase domain-containing protein) ADAM10 oder ADAM17 (Althoff et al. 2000; 

Matthews et al. 2003). Ein weiterer Mechanismus besteht in alternativem splicing der IL-6R 

mRNA, wobei das für die Transmembrandomäne kodierende Exon ausgelassen wird  

(Lust et al. 1992, Horiuchi et al. 1994; Müller-Newen et al. 1996).  
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Dabei gibt es eine klare Präferenz der Generierung des sIL-6R via shedding (90%) über die 

Generierung durch alternatives splicing (Garbers et al. 2013). Die weitere Abfolge der 

Signalkaskade, angefangen bei der gp130 Homodimerisierung, läuft beim IL-6 trans-

signaling gleich ab wie beim bereits beschriebenen classic-signaling. Der sIL-6R wirkt somit 

als Agonist (Taga et al. 1989; Yasukawa et al. 1990).   

1.1.2 Wirkungen von IL-6 in Abhängigkeit der Signaltransduktion 

Die Wirkung von IL-6 im menschlichen Körper hängt entscheidend von der Art der 

Signaltransduktion ab. Grundsätzlich kann zwischen einer hauptsächlich 

proinflammatorischen Wirkung über das IL-6 trans-signaling, sowie einer 

antiinflammatorischen und homöostatischen Wirkung über das IL-6 classic-signaling 

unterschieden werden (Chalaris et al. 2011; Scheller et al. 2014). Über das IL-6 classic-

signaling werden unter anderem Akute-Phase-Proteine im Rahmen der Infektabwehr 

aktiviert (Gauldie et al. 1987). Für die Leberregeneration nach partieller Hepatektomie ist 

allerdings das IL-6 trans-signaling von Bedeutung (Peters et al. 2000; Galun et al. 2000; 

Fazel Modares et al. 2019). Bezüglich proinflammatorischer Prozesse ist das trans-

signaling hingegen in die Aufrechterhaltung der Infiltration von T-Lymphozyten in 

inflammiertem Gewebe involviert (Atreya et al. 2000; Jones et al. 2010). Über ein Apoptose-

induziertes shedding des IL-6R ist auch in diesen Zellen das IL-6 trans-signaling 

hochreguliert (Chalaris et al. 2007).  

Grundsätzlich werden erhöhte Mengen an sIL-6R im Serum mit chronisch-entzündlichen 

Erkrankungen assoziiert (Robak et al. 1998; Scheller et al. 2014). Es finden sich erhöhte 

Mengen an sIL-6R unter anderem bei Morbus Crohn (Atreya et al. 2000), rheumatoider 

Arthritis (Robak et al. 1998; Yoshizaki et al. 1998; Nowell et al. 2003) und Asthma 

(Yokoyama et al. 1997). Darüber hinaus spielt das IL-6 trans-signaling auch bei der 

Entstehung von Adipositas (Esteve et al. 2006), Diabetes mellitus Typ II (Wolford et al. 

2003; Hamid et al. 2004) und möglicherweise der Glomerulonephritis (Braun et al. 2016) 

eine Rolle. Des Weiteren ist IL-6 signaling in der Karzinogenese einiger Tumorarten 

involviert (Hodge et al. 2005; Rose-John et al. 2006). Es konnte unter anderem eine 

Hochregulation des IL-6 trans signalings in Darm- (Becker et al. 2004) und Lungenkrebs 

(Brooks et al. 2016) nachgewiesen werden. IL-6 trans-signaling ist darüber hinaus durch 

die Rekrutierung von MDSCs (myeloid-derived suppressor cells) bei der Metastasierung 

von Brustkrebs involviert (Oh et al. 2013). 
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1.1.3 Inhibierung des IL-6 Signalwegs 

Da ein gesteigertes IL-6 trans-signaling, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, an 

zahlreichen Erkrankungen beteiligt ist, besteht ein starkes Interesse an der therapeutischen 

Blockade dieses Signalwegs. Es wird vermutet, dass der menschliche Körper bereits von 

Natur aus über ein System zur Regulation des IL-6 trans-signalings verfügt. Dieses System 

besteht aus einer löslichen Form des gp130, dem soluble gp130 (sgp130), welches 

zusammen mit dem sIL-6R ein Puffersystem bildet (Garbers et al. 2015; Rose-John 2017). 

Das körpereigene sgp130 entsteht sowohl durch shedding, als auch durch alternatives 

splicing (Diamant et al. 1997). Das sgp130 kann nur an den IL-6/sIL-6R Komplex binden 

und nicht an die einzelnen Komponenten (Jostock et al. 2001). Dadurch wird eine Bindung 

an das membranständige gp130 verhindert und somit das IL-6 trans-signaling effektiv 

blockiert (Narazaki et al. 1993; Jostock et al. 2001).  

Zur Therapie der in Abschnitt 1.1.2 erwähnten Erkrankungen sind bereits medikamentöse 

Ansätze mit Wirkung auf das IL-6 signaling in Verwendung und weiteren Entwicklung. Dabei 

ist zwischen Inhibitoren, die auf das IL-6 signaling insgesamt oder spezifisch auf das IL-6 

trans-signaling wirken, zu unterscheiden (Rose-John et al. 2017). Verschiedene Inhibitoren 

greifen dabei an unterschiedlichen Stellen in den Signalweg ein. In Anlehnung an das 

bereits beschriebene körpereigene sgp130 wurde das Fusionsprotein sgp130Fc entwickelt, 

welches spezifisch das IL-6 trans-signaling inhibiert (Jostock et al. 2001). Das sgp130Fc 

dimerisiert über den Fc-Teil (fragment crystallizable) und bindet den IL-6/sIL-6R Komplex 

mit einer deutlich höheren Affinität als das körpereigene sgp130 (Jostock et al. 2001).  

Das Fusionsprotein sgp130Fc wird aktuell unter dem Namen Olamkicept in einer klinischen 

Phase II-Studie hinsichtlich der Zulassung zur Behandlung der Colitis ulcerosa untersucht 

(clinicaltrials.gov, ID: NCT03235752). Im Mausmodell konnte unter anderem bereits eine 

positive Wirkung auf Arteriosklerose (Schuett et al. 2012), Lungenkrebs (Brooks et al. 2016) 

und entzündlichen Darmerkrankungen (Atreya et al. 2000) gezeigt werden.  

Daneben wurden auch gp130 Domänen an eine Hexa-Histidin Sequenz fusioniert, wodurch 

das Molekül sgp130his als Monomer vorliegt (Jostock et al. 2001). Ein weiteres Molekül ist 

das sgp130-E10Fc, welches aus den gp130 Domänen D1-D4 besteht, die ebenfalls über 

einen Fc-Teil dimerisieren (Sommer et al. 2014). Ein Molekül geringerer Größe ist das mini-

gp130-ELP, welches aus den Domänen D1-D3, gebunden an 100 repeats von elastin-like 

peptides (ELP), besteht (Lin et al. 2006). Das Molekül gp130-RAPS wiederum ist eine 

natürlich vorkommende gp130 Variante, bestehend aus den Domänen D1-D3, die durch 

alternatives splicing entsteht (Diamant et al. 1997; Tanaka et al. 2000). Eine schematische 

Darstellung der Moleküle mit inhibitorischer Wirkung auf den IL-6 Signalweg, die sich vom 

gp130 ableiten, findet sich in Abbildung 3. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung verschiedener Inhibitoren des IL-6 Signalwegs 
(A) Das Molekül sgp130Fc besteht jeweils aus den extrazellulären Domänen D1-D6, die über einen Fc-Teil 
dimerisieren. (B) Das Molekül sgp130-E10Fc ist vergleichbar aufgebaut wie sgp130Fc, besitzt jedoch nur die 
Domänen D1-D4. (C) Das Molekül sgp130his besteht aus den Domänen D1-D6 die an ein Hexa-Histidin tag 
gebunden sind, weshalb es als Monomer vorliegt. (D) Das Molekül mini-gp130-ELP besteht aus den Domänen 
D1-D3, fusioniert mit 100 repeats von elastin-like peptides (hier als grüne gewundene Linie dargestellt).  
(E) Das Molekül gp130-RAPS besteht aus den Domänen D1-D3 und entsteht durch alternatives splicing. 
 
Des Weiteren gibt es Inhibitoren, die an IL-6 binden, wie Siltuximab und Olokizumab 

(Sarosiek et al. 2016; Shaw et al. 2014). Darüber hinaus wurden Inhibitoren entwickelt,  

die an den IL-6R binden. Dazu zählt der monoklonale Antikörper Tocilizumab, der bereits 

zur Behandlung von rheumatoider Arthritis, juveniler idiopathischer Arthritis und der 

Castleman-Krankheit zum Einsatz kommt, sowie bei weiteren Autoimmunerkrankungen 

vielversprechende Wirkung zeigt (Tanaka et al. 2011). Durch die Bindung von Tocilizumab 

an die Zytokinbindedomäne für IL-6 sowohl am membranständigen als auch am löslichen 

IL-6R werden trans- und classic-signaling gleichermaßen inhibiert (Sato et al. 1993;  

Tanaka et al. 2011). Zu den Nebenwirkungen einer immunsuppressiven Therapie mit 

Tocilizumab zählen unter anderem schwere Infektionen, Malignome, Perforationen des 

Magen-Darm-Trakts, Leberfunktionsstörungen, sowie schwere kardiale Dysfunktion 

(Yamamoto et al. 2015). Ein weiteres Molekül mit der gleichen Wirkungsweise ist der 

neutralisierende IL-6R Nanobody® der Firma Ablynx (Patentnummer: WO 2008/020079 

A1). Eine detaillierte Beschreibung von Einzeldomänenantikörpern bzw. Nanobodies® folgt 

in Abschnitt 1.2.1. Des Weiteren wurden Antikörper entwickelt, welche durch eine Bindung 

an gp130 eine Signalinhibition erwirken. Hierzu gehört unter anderem der monoklonale 

Antikörper B-R3 (Anti-CD130), der über die Bindung an die domain 2 von gp130 zur 

Inhibition der Signaltransduktion mehrerer Zytokine der IL-6 Familie führt (Wijdenes et al. 

1995). Neben der Inhibition über die Bindung an einen der Komponenten des 

Rezeptorkomplexes aus IL-6 mit seinem a- und b-Rezeptor, existieren auch solche, die die 

intrazelluläre Signalweiterleitung blockieren.  
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Dazu gehören die beiden bereits zugelassenen Medikamente Ruxolitinib, welches an JAK1 

und JAK2 bindet (Verstovsek et al. 2010/2012), sowie Tofacitinib, welches an JAK1 und 

JAK3 bindet (Ghoreschi et al. 2011). Über diese intrazellulären Blockaden des JAK/STAT 

Signalwegs werden jedoch neben der IL-6 Signalkaskade auch weitere Signalwege 

beeinflusst.  

1.2 Antikörper 

Zur Vermittlung der Immunantwort bedarf es eines Zusammenspiels aus angeborenem und 

adaptivem Immunsystem. Von entscheidender Bedeutung ist hier die T-Lymphozyten 

abhängige Aktivierung von B-Lymphozyten über eine Antigenpräsentation. Dadurch kann 

eine Selektion von B-Lymphozytenrezeptoren erfolgen, die in ihrer löslichen Form als 

Antikörper bekannt sind. Diese Antikörper werden von den so genannten Plasmazellen, 

einer besonderen Form von B-Lymphozyten, sezerniert, und dienen der andauernden 

Aktivierung weiterer Immunzellen durch Antigenbindung (Murphy et al. 2018). Die hohe 

Spezifität dieser Antigenbindung ist durch die complementarity determining region (CDR) 

gegeben (Murphy et al. 2018). Im menschlichen Organismus sind dabei fünf Isotypen von 

Antikörpern bekannt (Murphy et al. 2018). Der grundsätzliche Aufbau eines menschlichen 

Antikörpers vom Typ IgG ist in Abschnitt 1.2.1 näher beschrieben. In anderen Organismen 

finden sich auch Antikörper mit einem anderen strukturellen Aufbau, deren Entdeckung zur 

Generierung von Einzeldomänenantikörpern geführt hat. Diese sind im Rahmen dieser 

Arbeit von Interesse und werden im folgenden Abschnitt 1.2.1 näher beschrieben.  

1.2.1 Einzeldomänenantikörper 

Ein klassischer Antikörper vom Typ IgG besteht aus zwei homologen schweren Ketten und 

zwei homologen leichten Ketten (Padlan 1994). Die Ketten sind untereinander über 

Disulfidbrücken verbunden. Eine schwere Kette besteht aus drei konstanten Domänen 

(CH1-CH3) und einer variablen Domäne (VH). Eine leichte Kette besteht aus einer 

konstanten (CL) und einer variablen Domäne (VL). Die Domänen CH1 und VH, sowie CL 

und VL bilden das antigen-binding fragment (Fab)-Fragment, die Domänen CH2 und CH3 

das fragment crystallizable (Fc)-Fragment. Die variablen Domänen enthalten dabei die 

CDR-Region zur Antigenbindung (Padlan 1994). Antikörper mit einem anderen strukturellen 

Aufbau sind unter anderem Schwere-Ketten-Antikörper (hcAbs), welche im Serum von 

Kamelspezies erstmals gefunden wurden (Hamers-Casterman et al. 1993). Es handelt sich 

um Antikörper die lediglich aus zwei homologen Schwerketten bestehen. Eine homologe 

schwere Kette besteht aus zwei konstanten Domänen, die über eine Gelenkregion mit einer 

Antigenbindungsdomäne, der variable heavy chain domain (VHH), verbunden sind.  
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Die Sequenz der Domäne CH1 ist noch im Genom vorhanden, wird dann aber mittels 

splicing aus der mRNA entfernt (Nguyen et al. 1999; Woolven et al. 1999). 

Einzeldomänenantikörper (sdAbs) wiederum bestehen lediglich aus dieser einen VHH 

Domäne, wobei die Kapazität der Antigenbindung nicht beeinträchtigt ist  

(Hamers-Casterman et al. 1993).  

Die VHH-Domäne der hcAbs weist strukturelle Unterschiede zur Antigenbindungsdomäne 

menschlicher IgG Antikörper auf. Die VHH-Domäne der hcAbs setzt sich aus neun  

b-Faltblättern zusammen, die über hypervariable Schleifen miteinander verbunden sind. 

Davon sind drei der hypervariablen Schleifen als CDRs für die spezifische Antigenbindung 

verantwortlich (Wang et al. 2016). Anders als in anderen Organismen zeigt sich hier 

einerseits eine Heterogenität in der Länge der CDRs und andererseits insgesamt eine 

längere CDR3 Schleife (Muyldermans et al. 1994). Zur Stabilisierung dieser CDR-Schleife 

wird eine Disulfidbrücke zwischen CDR1 und CDR3 ausgebildet (Vu et al. 1997;  

Govaert et al. 2012). Eine weitere Besonderheit der CDR3 ist, dass die Schleife zum Teil 

exponiert ist, wobei konventionelle Antigenbindestellen sich eher planar oder als Kavität 

darstellen (Desmyter et al. 1996). Das Repertoire zur Antigenbindung wird in der VHH- 

Domäne der hcAbs neben dieser Konfiguration durch interloop Disulfidbrücken, eine hohe 

Rate an Nukleotid-Insertionen und -Deletionen, sowie somatische Hyperpunktmutationen 

ermöglicht (Nguyen et al. 2000). 

 

Abb. 4: Schematischer Aufbau verschiedener Antikörper 
(A) Humaner IgG Antikörper, bestehend aus zwei homologen schweren Ketten (H=heavy) und zwei homologen 
leichten Ketten (L=light). Eine schwere Kette besteht aus drei konstanten Domänen (C=constant) und einer 
variablen Domäne (V=variable). Eine leichte Kette besteht aus einer konstanten und einer variablen Domäne. 
Die variablen Domänen enthalten die CDR Region zur Antigenbindung. (B) Kameloider Schwere-Ketten-
Antikörper, bestehend aus zwei homologen schweren Ketten. Eine schwere Kette besteht aus zwei konstanten 
Domänen, sowie einer variablen Domäne (VHH) zur Antigenbindung. (C) Schematischer Aufbau einer VHH 
Domäne. Diese besteht aus neun b-Faltblättern, die über hypervariable Schleifen verbunden sind.  
Blau dargestellt sind dabei die CDR Regionen. Die CDR1 und CDR3 Schleifen sind über eine Disulfidbrücke 
verbunden (hier als gestrichelte Linie dargestellt). Die Darstellung wurde modifiziert nach Wang et al. 2016. 
 
Die längeren CDR Regionen der VHH-Domäne befähigen diese auch effizient an sehr 

kleine Proteinstrukturen zu binden (Wesolowski et al. 2009).  
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So konnte bereits gezeigt werden, dass eine Bindung und Inhibition aktiver Zentren von 

Enzymen möglich ist (De Genst et al. 2006; Siontorou et al. 2013). Zur Generierung von 

VHHs wird zuerst eine cDNA Bibliothek erstellt, wobei zwischen immunen, naiven und 

synthetischen Bibliotheken unterschieden werden kann (Wang et al. 2016).  

Für immune Bibliotheken wird die mRNA aus Lymphozyten eines Kamels im Anschluss an 

die Immunisierung mit gewünschten Antigenen isoliert und in cDNA transkribiert 

(Muyldermans et al. 2013). Zur Selektion aus naiven Bibliotheken werden viele 

Lymphozyten von mehreren Kamelen abgenommen, um eine möglichst große Diversität 

innerhalb der DNA-Bibliothek zu erzielen und somit die Chance zur Identifizierung eines 

gewünschten sdAbs zu erhöhen (Saerens et al. 2012; Muyldermans et al. 2013). Um das 

Problem der Unspezifität naiver DNA-Bibliotheken zu umgehen, gibt es des Weiteren die 

Möglichkeit synthetische Bibliotheken zu erstellen. Hier werden bereits bestehende DNA 

Sequenzen von VHHs durch ungeordnete Variationen, insbesondere in der CDR3 Schleife, 

beispielsweise durch randomisierte CDR3 PCR primer, erzeugt (Goldman et al. 2006). 

Mittels phage display erfolgt dann ein screening hinsichtlich der Bindekapazität an das 

gewünschte Antigen (Arbabi Ghahroudi et al. 1997; Muyldermans et al. 2013).  

Nach Selektion eines vielversprechenden Phagen mittels ELISA kann die DNA hieraus 

sequenziert werden (Muyldermans et al. 2013). Für die Herstellung von sdAbs ist eine 

Expression in Hefen, Bakterien und Pflanzen möglich (Frenken et al. 2000; Pant et al. 2006; 

Ismaili et al. 2007).  

Aus den Unterschieden im Aufbau und der Sequenz zur Antigenbindung resultieren auch 

besondere Eigenschaften der sdAbs (Harmsen et al. 2007). Dazu gehören neben einer 

besseren Distribution im Gewebe aufgrund der geringen Molekülgröße von ca. 12 - 15 kDa 

eine erhöhte Stabilität gegenüber Hitze und Detergenzien, sowie eine bessere Löslichkeit 

(van der Linden et al. 1999; Dumoulin et al. 2003). Daraus ergeben sich auch zahlreiche 

Anwendungsgebiete (Wang et al. 2016). So kommen sdAbs als Proteinreinigungsliganden 

und zur Immunpräzipitation in ELISA-Experimenten zum Einsatz (Klooster et al. 2007;  

Zhu et al. 2014). Durch die Möglichkeit der kovalenten Verknüpfung von sdAbs als  

homo- oder heteromultimere Moleküle ergeben sich weitere Einsatzmöglichkeiten 

(Steeland et al. 2015; Riazi et al. 2013). So konnten mithilfe von green fluorescent protein 

(GFP)-sdAbs Untersuchungen zu Protein-Protein-Interaktionen erfolgreich durchgeführt 

werden (Herce et al. 2013). Im Bereich der Onkologie kommen sdAbs besonders in der 

Diagnostik zum Einsatz, da sie durch eine gute Tumorpenetration sehr sensitiv sind 

(Vaneycken et al. 2011; Huang et al. 2008; Hu et al. 2017). Darüber hinaus kommen sdAbs 

in der Therapie immunologischer und infektiologischer Krankheitsbilder zum Einsatz 

(Wesolowski et al. 2009; Steeland et al. 2016). Die häufig verwendete Bezeichnung der 

sdAbs als Nanobodies® geht auf das Unternehmen Ablynx aus Belgien zurück.  
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1.2.2 Der Einzeldomänenantikörper VHH6 

Der Einzeldomänenantikörper (sdAb) VHH6 wurde im Jahr 2017 von Adams et al. 

beschrieben. Zur Generierung eines Einzeldomänenantikörpers, welcher ein Epitop erkennt 

das durch die gleichzeitige Bindung von IL-6 an den IL-6R ensteht, wurden Kamele mit 

einem Fusionsprotein aus sIL-6R und IL-6 immunisiert (Adams et al. 2017). Die Grenzfläche 

beider Moleküle wird durch diesen sdAb gebunden und stabilisiert. Dabei ist in der 

Kristallstruktur des Komplexes aus VHH6 und IL-6/sIL-6R zu erkennen, dass VHH6 

spezifisch an ein Epitop aus der site I des IL-6 und der Domäne D1 des sIL-6R bindet.  

Die sites II und III des IL-6 bleiben für die Interaktion mit gp130 frei, wobei der VHH6 deren 

Bindungsdynamik nicht behindert (Adams et al. 2017). Es interagieren alle CDR Regionen 

des VHH6 mit dem diskontinuierlichen Epitop, das durch die Bildung des IL-6/sIL-6R 

Komplexes transient besteht. CDR1 und CDR3 interagieren sowohl mit IL-6, als auch dem 

sIL-6R. Die CDR2 interagiert lediglich mit dem sIL-6R (Adams et al. 2017).  

 

Abb. 5: Schematische Darstellung der IL-6/sIL-6R Komplexstabilisierung durch VHH6 
(A) Bei einem 1:1 Konzentrationsverhältnis der Bindungspartner IL-6 und sIL-6R ist das Verhältnis von 
Assoziation zu Dissoziation ausgeglichen. IL-6 bindet dabei mit der site I an die domains D2 und D3 des  
sIL-6R. (B) Durch Zugabe des sdAbs VHH6 zu IL-6 und sIL-6R im Verhältnis 1:1:1 wird die Dissoziation des 
Komplexes stark verringert. VHH6 behindert dabei nicht die sites II und III des IL-6 zur Bindung an gp130.  
Die Darstellung wurde modifiziert nach Baran et al. 2018. (C) Proteinstruktur der VHH6-Bindung an den  
IL-6/sIL-6R Komplex (PDB 5FUC, erstellt mit PyMOL). 
 
Durch diese Bindung wird die Dissoziation beider Bindungspartner stark reduziert und der 

Komplex stabilisiert. Die Komplexstabilisierung führt in weiterer Folge auch zu einer 

erhöhten STAT3 Phosphorylierung in einem in vitro Modell für IL-6 trans-signaling (Adams 

et al. 2017). In human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) Zellen führt die Zugabe von 

VHH6 zu IL-6 und sIL-6R zu einer verstärkten Akkumulation von IL-6 in intrazellulären 

Vesikeln, sowie einer verstärkten inflammatorischen Reaktion (Adams et al. 2017). 
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1.3 Ziele der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, den von Adams et al. im Jahr 2017 erstmals beschriebenen 

Einzeldomänenantikörper VHH6 hinsichtlich seiner Wirkung auf das IL-6 signaling genauer 

zu charakterisieren. Wie bereits in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, ist aus der Arbeit von 

Adams et al. bekannt, dass der VHH6 ein spezifisches Epitop des IL-6/sIL-6R Komplexes 

bindet und somit das IL-6 trans-signaling fördert.  

Inwieweit diese Wirkung allerdings von der Konzentration oder der Art der Aktivierung des 

IL-6 trans-signalings abhängt, wurde noch nicht untersucht. Diesen Fragestellungen soll in 

einem in vitro System mit Ba/F3 gp130 Zellen nachgegangen werden. Außerdem soll im 

Rahmen dieser Arbeit eine mögliche Wirkung auf das IL-6 classic-signaling in einem in vitro 

System mit Ba/F3 gp130 IL-6R Zellen untersucht werden. Aus dieser Charakterisierung 
sollen dann auch mögliche Einsatzgebiete des Einzeldomänenantikörpers VHH6 in einem 

ELISA zur Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen erschlossen werden.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit bestand das Ziel in der Generierung eines Fusionsproteins 

aus VHH6 und Domänen des sgp130Fc, einem bereits bekannten Inhibitor des IL-6 trans-

signalings. Dabei war von Interesse, inwieweit ein solches Fusionsprotein biologisch aktiv 

sein würde. Dazu wurden drei verschiedene Varianten kloniert und exprimiert, sowie deren 

Extraktion aus eukaryotischen Zellen etabliert. Die Fusionsproteine sollten dann hinsichtlich 

ihrer inhibitorischen Kapazität und Spezifität für das IL-6 trans-signaling näher untersucht 

werden.  

Ein solches Fusionsprotein mit spezifischer inhibitorischer Wirkung auf das IL-6 trans-

signaling wäre insbesondere im Bereich der Therapie von Autoimmunerkrankungen 

interessant, bei denen die Überaktivität dieses Signalwegs pathophysiologisch relevant ist. 

Das einzige zugelassene Medikament mit inhibitorischer Wirkung auf den IL-6 Signalweg, 

Tocilizumab, hat dabei durch seine Hemmung sowohl des trans- als auch classic-signalings 

Nebenwirkungen, von denen bei einer spezifischen Inhibition des trans-signalings weniger 

auszugehen ist. Somit könnte dieses Fusionsprotein ein vielversprechender spezifischer 

Inhibitor des IL-6 trans-signalings sein. Darüber hinaus ist neben der therapeutischen 

Nutzung auch eine Anwendung in der Forschung in Betracht zu ziehen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Antibiotika 

Antibiotika Konzentration Hersteller, Ort 

Ampicillin 100 µg/mL Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Chloramphenicol 34 µg/mL Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tabelle 1: Antibiotika 

2.1.2 Antikörper 

Primärer Antikörper Beschreibung und Herkunft 

a-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP® Monoklonaler Antikörper aus dem Kaninchen 

Stocklösung 0,2 µg/µL; Westernblot 1:1000 

(Cell Signaling Technology Europe B.V.) 

a-STAT3 (124H6) Muriner monoklonaler Antikörper 

Stocklösung 0,2 µg/µL; Westernblot 1:1000 

(Cell Signaling Technology Europe B.V.) 

a-Myc-Tag (71D10) Monoklonaler Antikörper aus dem Kaninchen 

Stocklösung 0,125 µg/µL; Westernblot 1:1000 

(Cell Signaling Technology Europe B.V.) 

a-CD130 (gp130) (B-R3)  Muriner monoklonaler Antikörper 

Stocklösung 1 µg/mL; Westernblot 1:1000 

(Abcam Cambridge, UK) 

a-humaner Fc POD Polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen, HRP konjugiert 

Stocklösung 0,8 µg/mL; Westernblot 1:1000 

(Thermo Fisher Scientific, Perbio Science, Bonn) 

Tabelle 2: Primäre Antikörper 
 

 

Sekundärer Antikörper Beschreibung und Herkunft 

a-Kaninchen IgG-POD ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat a-rabbit IgG (H+L), 

Stocklösung 0,8 μg/μL; Westernblot 1:5000  

(Thermo Fisher Scientific, Perbio Science, Waltham, MA, USA)  

a-Maus IgG-POD ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat a-mouse IgG (H+L), 

Stocklösung 0,8 μg/μL; Westernblot 1:5000  

(Thermo Fisher Scientific, Perbio Science, Waltham, MA, USA)  

Tabelle 3: Sekundäre Antikörper 
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2.1.3 Bakterienstämme und Zelllinien 

In dieser Arbeit wurde der E. coli Bakterienstamm XL1 blue mit dem Genotyp recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac [F’proAB laclqZΔM15 Tn10 (TetR)] verwendet. 

Die in dieser Arbeit verwendeten eukaryotischen Zelllinien sind in Tabelle 4 aufgelistet. 

Zelllinie Beschreibung und Herkunft 

Ba/F3-gp130 murine prä B-Zelllinie, stabil transduziert mit cDNA für humanes gp130. 

Wachstum in Abhängigkeit von humanem IL-6 und sIL6R bzw. HIL-6. 

(Fischer et al. 1997) 

Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Ba/F3-gp130 Zellen, stabil transduziert mit cDNA für IL-12Rß1 und für  

IL-23R. Wachstum in Abhängigkeit von HIL-6 und IL-23.  

(Diese Arbeitsgruppe)  

Ba/F3-gp130-IL-6R Ba/F3-gp130 Zellen, stabil transduziert mit cDNA für den humanen IL-6R. 

Wachstum in Abhängigkeit von humanem IL-6. (Diese Arbeitsgruppe) 

CHO-K1 Chinesische Hamster Ovarialzellen (DSMZ, Braunschweig) 

Tabelle 4: Zelllinien 

2.1.4 Bakterien- und Zellkulturmedien 

Zur Selektion der E.coli Bakterien wurde den unten genannten Medien im Anschluss an die 

Autoklavierung ein entsprechendes Antibiotikum hinzugefügt. 

Medium Zusammensetzung 

Luria-Bertani (LB) Agar 10 g NaCl 

10 g Pepton 

5 g Hefeextrakt 

20 g Agar 

ad 1000 mL dH20  

Luria-Bertani (LB) Medium 10 g NaCl 

10 g Pepton 

5 g Hefeextrakt 

ad 1000 mL dH20 

Tryptone yeast extract (TYE) Medium 16 g Trypton 

10 g Hefeextrakt 

5 g NaCl 

ad 1000 mL dH2O 

Tabelle 5: Medien für Bakterienkulturen 
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Medium Zusammensetzung Herkunft 

DMEM-/- DMEM High Glucose (4,5 g/L), with stabile Glutamine  Life Technologies, Darmstadt 

DMEM+/+ DMEM High Glucose (4,5 g/L), with stabile Glutamine 

10% FCS 

1% Penicillin/Streptomycin 

Life Technologies, Darmstadt 

Life Technologies, Darmstadt 

Genaxxon Bioscience, Ulm 

DMEM+/+/low IgG  DMEM High Glucose (4,5 g/L), with stabile Glutamine 

10% ultra-low IgG FCS 

1% Penicillin/Streptomycin 

Life Technologies, Darmstadt 

Life Technologies, Darmstadt 

Genaxxon Bioscience, Ulm 

Tabelle 6: Zellkulturmedien 

2.1.5 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller, Ort 

Acrylamid-Mix 30% (Rotiphorese®)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe  

Agar AppliChem GmbH, Darmstadt 

Agarose Bio-Budget Technologies, Krefeld  

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, München 

Bovines Serum Albumin (BSA) Biomol, Hamburg  

Bromphenol-Blau Roth, Karlsruhe  

Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche Diagnostics, Mannheim 

Coomassie Brilliant Blue R-250 Life Technologies, Darmstadt 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck KGaA, Darmstadt 

DMEM Life Technologies, Darmstadt  

DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA  

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

EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim  

Essigsäure Roth, Karlsruhe  

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt  

FBS Gibco, Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Glukose Merck KGaA, Darmstadt 

Glycerin Roth, Karlsruhe 

Glycerol Carl Roth GmbH, Darmstadt 

Hefeextrakt Roth, Karlsruhe 

Imidazol Sigma-Aldrich, Steinheim  

IPTG Carl Roth GmbH, Darmstadt 

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt  
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Kaliumacetat (C2H3KO2) Merck KGaA, Darmstadt  

Kaliumchlorid (KCl) AppliChem GmbH, Darmstadt 

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KgaA, Darmstadt 

Magermilchpulver Roth, Karlsruhe  

Methanol Merck, Darmstadt  

Natriumchlorid (NaCl) AppliChem GmbH, Darmstadt  

Natriumfluorid (NaF) Sigma-Aldrich, Steinheim  

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich, Steinheim  

Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ni-NTA Agarose Quiagen, Hilden 

NP-40 Sigma-Aldrich, Steinheim  

Orange-G Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Pepton Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 

Protein A Agarose Roche Holding GmbH, Mannheim 

Schwefelsäure AppliChem GmbH, Darmstadt 

SDS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 

Sucrose Merck KgaA, Darmstadt 

Surfactant P20 GE Healthcare, Freiburg 

TEMED Sigma-Aldrich, Steinheim 

TRIS Bethesda Research Laboratories, Bethesda, USA 

Trypanblau Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Trypton Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 

Turbofect Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 

TX-100 Merck KgaA, Darmstadt 

Tabelle 7: Chemikalien 
 

2.1.6 Enzyme 

Die hier verwendeten Enzyme wie Polymerasen und Restriktionsenzyme wurden von der 

Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) bezogen. 
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2.1.7 Geräte 

Gerät/Modell Hersteller, Ort 

ÄKTAä start  GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA 

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

Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Heizblock Stuart Block Heater Bibby Scientific, Staffordshire, England 

Heracell VIOS 250i CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

INTAS Chemo Cam Imager INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen 

INTAS iX Imager INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen 

IVIS Lumina-II Imaging System Perkin Elmer, Waltham, MA, USA 

Kühlschrank Liebherr GmbH, Rostock 

Laborfuge 400R Heraeus GmbH, Hanau 

Mini-PROTEAN Tetra System Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

NanoDrop ND-2000 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

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

pH-Meter WTW, Weilheim 

Roller Stuart roller mixer SRT 9D Bibby Scientific, Staffordshire, England 

Schüttler CH-4103 INFORS AG, Bottmingen, Schweiz 

TC 10 Automated Cell Counter Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Tecan Infinite M200 PRO Reader Tecan GmbH, Maennedorf, Schweiz 

Thermoblock Eppendorf GmbH, Hamburg 

Trans-Blot Turbo System Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

UV-Tisch Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld 

Vortexer IKA Labortechnik GmbH, Staufen 

Waage Precisa 100M-300C Hartenstein GmbH, Würzburg 

Westernblot Power Pac 300 BioRad Laboratories GmbH, Hercules, USA 

Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg 

Tabelle 8: Geräte und Hersteller 
 

 

 

 

 



 

 18 

2.1.8 Kits 

Falls nicht anders beschrieben, wurden die Experimente mit den Kits entsprechend den 

Herstellerangaben durchgeführt.  

Methode Kit (Hersteller) 

Agarosegelextraktion NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) 

Bestimmung Proteinkonzentration BCA Protein Assay Kit  

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Detektion Chemilumineszenz Immobilon® Western Chemiluminescent HRP Substrate 

(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) 

IL-6/IL-6R Komplex-ELISA Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet® ELISA 

(DY8139, R&D Systems, Abingdon, UK) 

96-well Platten und standardisierte 

Puffer für IL-6/IL-6R Komplex-ELISA 

DuoSet® ELISA Ancillary Reagent Kit 2  

(DY008, R&D Systems, Abingdon, UK) 

Midi-Präparation von Plasmid DNA NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) 

Proliferationsassay CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega GmbH, Mannheim) 

Tabelle 9: Kits 

2.1.9 Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide in dieser Arbeit wurden durch Eurofins Genomics MWG Operon 

GmbH, Ebersberg synthetisiert und sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. 

Oligonukleotid Sequenz 

D1-D3 fw 5’ AAGCTTGCCACCATGCTGACC 3’ 

D1-D3 rv 5’ CTCGAGCTTAGAGGGTCTGTCCTCGTAGG 3’ 

Fw D2-D3 HindIII 5’ AAGCTTCCCCCCGAGAAGCCCAAG 3’ 

Rev D1 XhoI 5’ CTCGAGGCCGCTGATGATTGTGATGCC 3’ 

gp130_Y190K/F191E_f 5’ CCGTGGACTACAGCACCGTGAAGGAGGTGAACATCGAAGTGTGGGT 3’ 

gp130_Y190K/F191E_r 5’ ACCCACACTTCGATGTTCACCTCCTTCACGGTGCTGTAGTCCACGG 3’ 

T7 fw 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 

Tabelle 10: Oligonukleotide 

2.1.10 Plasmide 

Plasmid Herkunft 

pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH Diese Arbeit 

pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH-Fc Diese Arbeit 

pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc Diese Arbeit 
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pcDNA3.1-D2-D3-VHH6-Fc Diese Arbeit 

pcDNA3.1-D1-VHH6-Fc Diese Arbeit 

pcDNA3.1-IL-6-GFPVHH Diese Arbeit 

pcDNA3.1-IL-6-VHH6 Diese Arbeit 

pcDNA3.1-IL-6-VHH6-Fc Diese Arbeit 

pET23a-VHH6-Myc-His Diese Arbeit 

pcDNA3.1-HIL-6-Fc Diese Arbeitsgruppe 

pcDNA3.1-nativesHIL-6 Diese Arbeitsgruppe 

pET23a-GFPVHH-Myc-His Diese Arbeitsgruppe 

pMAT-VHH6 GeneArt, Thermo Fisher Scientific 

pBluescript (Zur Klonierung der gp130 

Domänen D1, D2-D3 und D1-D3) 

Diese Arbeitsgruppe 

Tabelle 11: Plasmide 

2.1.11 Programme 

Programm Hersteller, Ort 

ChemoStar Professional INTAS, Göttingen 

EndNoteä X7 Thomas Reuter, Carlsbad, CA, USA 

ImageJ 1.47V Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA 

Microsoft Office 2017, Version 15.31 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

PyMOL Richardson Lab, Duke University, NC, USA 

SnapGene® Viewer, Version 3.3.3 GSL Biotech LLC, Chicago, IL, USA 

UNICORNä start GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA 

Tabelle 12: Programme 

2.1.12 Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Zusammensetzung 

1% Agarosegel 3 g Agarosepulver 

6 mL 50x TEA Puffer 

ad 300 mL dH2O 

5x Lämmli Puffer 10% SDS 

50% Glycerol 

125 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

5% ß-Mercaptoethanol 

1 Spatelspitze Bromphenolblau 

6x DNA Ladepuffer 30% Glycerol in TAE Puffer 
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50 mM EDTA 

0,25% Orange-G 

Blocking Buffer (BSA) 5% BSA in TBS-T 

Blocking Buffer (Milch) 5% Milchpulver in TBS-T 

Citratpuffer EB1 50 mM Citrat (pH 5,5) 

Citratpuffer EB2 50 mM Citrat (pH 3,5) 

Coomassie Brilliant Blue 4% Coomassie Brilliant Blue R250 

80% Methanol 

20% Essigsäure 

Destaining Solution 80% Methanol 

20% Essigsäure 

Lysepuffer 50 mM Tris HCl 

150 mM NaCl 

2 mM EDTA 

2 mM NaF 

1 mM Na3VO4 
1% Nonidet P40 

1% Triton X-100 

1 Tablette Complete Protease Inhibitor 

PBS 1,5 mM KH2PO4 

2,7 mM KCl 

8,1 mM Na2HPO4 

137 mM NaCl (pH 7,4) 

PBS-T 0,05% Tween-20 in PBS 

pSTAT3 Lysepuffer 50 mM Tris HCl (pH 7,5) 

150 mM NaCl 

2 mM EDTA (pH 8,0) 

2 mM NaF 

1 mM Na3VO4 
1% NP-40 

1% Triton-X 100 

Sammelgel (2x) 3,44 mL dH2O 

1 mL Acrylamid 30% 

1,5 mL Sammelgelpuffer 

6 µL TEMED 

60 µL APS 

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris HCl (pH 6,8) 

0,4% SDS 

SDS Laufpuffer 25 mM Tris HCl (pH 8,3) 

192 mM Glycerin 

0,1% SDS 
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Solution 1 50 mM Glukose 

25 mM Tris HCl (pH 8,0) 

100 mM EDTA (pH 8,0) 

100 mM RNase 

Solution 2 200 mM NaOH 

1% SDS 

Solution 3 2,8 mM Kaliumacetat (pH 5,1) 

TAE Puffer 40 mM Tris HCl (pH 8,0) 

10 mM EDTA 

0,1% Essigsäure 

TBS 10 mM Tris HCl (pH 8,0) 

150 mM NaCl 

TBS-T 0,05% Tween-20 in TBS 

TES Puffer 124 g Tris 

0,2 g EDTA 

171 g Sucrose 

ad 1000 mL dH2O 

Transferpuffer 250 mM Tris HCl (pH 8,0) 

192 mM Glycerin 

0,01% SDS 

20% Methanol 

Trenngel (12%)  3,3 mL dH2O 

4 mL Acrylamid 30% 

2,6 mL Trenngelpuffer 

4 µL TEMED 

100 µL APS 

Trenngelpuffer 1,5 M Tris HCl (pH 8,8) 

0,4% SDS 

Tabelle 13: Puffer und Lösungen 

2.1.13 Rekombinante Proteine 

Protein Herkunft 

IL-6 Conaris Research Institute AG, Kiel 

sIL-6R Conaris Research Institute AG, Kiel 

HIL-6 Diese Arbeitsgruppe 

HIL-6Fc Diese Arbeitsgruppe 

HIL-11Fc Diese Arbeitsgruppe 

IL-23 Diese Arbeitsgruppe 

sgp130Fc Diese Arbeitsgruppe 
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Tocilizumab (RoActemra®) Roche, Grenzach-Wyhlen 

VHH6 Diese Arbeit 

D1-VHH6-Fc Diese Arbeit 

D2-D3-VHH6-Fc Diese Arbeit 

cs130 Diese Arbeit 

cs130Fc Diese Arbeit 

cGFPs130Fc Diese Arbeit 

cs130FcD2mut Diese Arbeit 

Tabelle 14: Rekombinante Proteine 

2.1.14 Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller, Ort 

Bottletop-Filter (0,45 µm) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Einmalspitzen B. Braun, Melsungen 

ELISA Mikrotiterplatte (96-well) Nunc A/S, Roskilde, Dänemark 

Eppendorf Reaktionsgefäß (1,5 mL, 2 mL) Eppendorf AG, Hamburg 

Falcon Reaktionsgefäß (15 mL, 50 mL) BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Handschuhe Nitra-Tex Ansell Healthcare, Brüssel, Belgien 

Kryoröhrchen VWR, Randor, USA 

NAP-25 Säule GE Healthcare, München 

PCR Reaktionsgefäß Eppendorf AG, Hamburg 

PVDF-Membran (Porengröße 0,45 µm) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

TC10 System Counting Slides Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Whatman Papier VWR International GmbH, Darmstadt 

Zellkulturplatten (6-, 12- und 96-well) TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturschalen TPP, Trasadingen, Schweiz 

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA und -RNA 

Zur Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA und -RNA erfolgte eine spektrometrische 

Messung mithilfe des NanoDrop ND-2000. Zur Reinheitsbestimmung wurde das 

Absorptionsverhältnis A260/280 herangezogen, wobei ein Wert von 1,8 als ausreichend 

bewertet wurde.  

2.2.2 Agarose Gelelektrophorese 

Zur Größentrennung von DNA-Fragmenten nach Restriktion mit Endonukleasen wurde die 

Agarose Gelelektrophorese genutzt. Das dazu benötigte Agarosegel wurde selber 

hergestellt, indem 1% oder 2% Agarose in TAE-Puffer aufgekocht und mit 2,5 µL HD Green 

(Intas Science Imaging Instruments, Göttingen) in Schlitten gegossen wurde.  

Zur späteren Probenladung wurde ein Kamm bis zur Polymerisierung des Gels mit 

eingesteckt. Die Proben wurden dann mit 6x Ladepuffer versetzt und in die Probentaschen 

ins Gel gegeben. Die Größentrennung der Fragmente erfolgte dann bei einer Spannung 

von 100 V, bis die Lauffront das Ende des Gels fast erreicht hat. Als Maßstab wurde der 

Gene Ruler Express bzw. Gene Ruler 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

mit aufgetragen. Die Darstellung erfolgte mithilfe des INTAS iX Imager.  

2.2.3 Agarosegelextraktion von Plasmid-DNA 

Zur Extraktion von Plasmid-DNA im Anschluss an die Auftrennung nach der Größe mittels 

Agarose Gelelektrophorese wurde das Kit NucleoSpin Extract II nach Herstellerangaben 

verwendet. Zur Identifizierung der gewünschten Bande wurde das Agarosegel auf einem 

UV-Tisch mit Licht einer Wellenlänge von 365 nm beleuchtet. Die durch das HD Green 

leuchtenden Banden konnten so mithilfe eines Skalpells aus dem Gel herausgelöst werden.  

2.2.4 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA 

Um eine Ligation des 5’ und 3’ Endes von zuvor durch Endonukleasen linearisierter 

Plasmid-DNA (s. Abschnitt 2.2.5) zu vermeiden, wurde eine Dephosphorylierung 

durchgeführt. Hierzu wurde die DNA mit 1 U Fast-AP (Thermo Fisher Scientific, St. Leon, 

Deutschland) in entsprechendem Puffer bei 37˚C inkubiert und nach 30 min die Reaktion 

durch Zugabe von 6x DNA Ladepuffer beendet. 
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2.2.5 Restriktion mittels Endonukleasen von Plasmid-DNA 

Zur Fragmentierung von Plasmid-DNA wurde ein präparativer Restriktionsverdau mit 

Endonukleasen durchgeführt. Für Klonierungen wurden 10 µg der jeweiligen Plasmid-DNA 

und 10 U des entsprechenden Restriktionsenzyms in vorgegebenem Reaktionspuffer mit 

dH2O auf ein Gesamtvolumen von 50 µL gebracht und über Nacht bei 37˚C inkubiert.  

Am Folgetag konnten die Proben einer Gelelektrophorese (s. Abschnitt 2.2.2) und einer 

Gelextraktion (s. Abschnitt 2.2.3) zugeführt werden. Im Falle einer analytischen 

Fragestellung wurde das oben beschriebene Verfahren mit nur 1 µg Plasmid-DNA für 2 h 

durchgeführt. Bei gleichzeitiger Verwendung zweier Restriktionsenzyme wurde ebenfalls 

der vom Hersteller empfohlene Puffer verwendet.  

2.2.6 Ligation von Plasmid-DNA 

Zur sticky end Klonierung erfolgte eine Ligation des zuvor enzymatisch gespaltenen inserts 

in einen dephosphorylierten Vektor im Verhältnis 3:1. Das insert und der Vektor wurden mit 

1 U T4 Ligase in entsprechendem Reaktionspuffer auf 20 µL mit dH2O gegeben und bei 

4˚C über Nacht inkubiert. Für eine blunt end Klonierung wurden insert und Vektor ebenfalls 

im 3:1 Verhältnis mit 2 U T1 Ligase, 2 µL Ligasepuffer und 2 µL 50%iger PEG4000 Lösung 

über Nacht bei 4˚C inkubiert.  

2.2.7 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli XL1 blue 

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA erfolgte die Transformation in chemisch kompetente 

E.coli XL-1 blue Zellen. 30 µL dieser Zellen wurden hierzu 15 min auf Eis aufgetaut und 

dann mit 1 µL Plasmid DNA (Retransformation) bzw. 5 µL (Ligationsansatz) weitere 5 min 

auf Eis inkubiert. Nach einem einminütigen Hitzeschock bei 42˚C wurden die Zellen erneut 

auf Eis inkubiert. Danach folgte eine erste Kultivierung der Zellen in 500 µL vorgewärmtem 

LB-Medium ohne Zusatz von Antibiotika für 1 h (Thermoblock 1000 rpm, 37˚C).  

Diese Zellsuspension wurde dann für die weitere Kultivierung auf einer LB-Agar Platte mit 

entsprechendem Antibiotikum aufgetragen und bei 37˚C inkubiert. Am Folgetag konnten 

die Kolonien auf der Platte im Kühlschrank gelagert oder direkt weiter verwendet werden. 

2.2.8 Mini-Präparation von Plasmid-DNA 

Zur Präparation kleiner Mengen Plasmid-DNA wurden jeweils 2 mL LB-Medium mit 

entsprechendem Antibiotikum mit einer Einzelkolonie angeimpft und über Nacht inkubiert 

(Thermoblock 1000 rpm, 37˚C). Die Flüssigkultur wurde dann am Folgetag zentrifugiert 

(18000 g, 4˚C, 5 min) und das pellet für die weiteren Arbeitsschritte genutzt.  
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Das pellet wurde in 100 µL kalter Solution 1 (+ 1:1000 RNase) resuspendiert und 

anschließend 200 µL Solution 2 hinzugefügt, bis der Inhalt sich leicht viskös zeigte.  

Nach 5 min wurde dann 120 µL der Solution 3 hinzugefügt, um die Lyse zu stoppen.  

Es folgte eine Inkubation auf Eis für 10 min und danach erneut eine Zentrifugation (18000 

g, 4˚C, 10 min). Das pellet wurde verworfen und der Überstand in ein frisches Eppendorf 

Reaktionsgefäß überführt. Dieser Überstand wurde dann für 5 min mit 900 µL 100%igem 

Ethanol auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (18000 g, 4˚C, 15 min). Der Überstand 

wurde verworfen und das pellet in 500 µL 70%igem Ethanol resuspendiert.  

Nach einer letzten Zentrifugation (18000 g, 4˚C, 5 min) wurde der Überstand verworfen und 

das pellet für 15 min an der Luft getrocknet. Das pellet mit der isolierten Plasmid-DNA wurde 

dann in dH2O gelöst und die Konzentration wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben gemessen. 

Die Lagerung erfolgte bei -20˚C. 

2.2.9 Midi-Präparation von Plasmid-DNA 

Zur Präparation größerer Mengen Plasmid-DNA wurden jeweils 100 mL einer Übernacht-

Bakterienkultur im Schüttler (120 rpm, 37˚C) aus einer Einzelkolonie einer LB-Agar Platte 

in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum verwendet. Die Flüssigkultur wurde bei 

4000 g und 4˚C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und mit dem 

Zellpellet weiter gearbeitet. Die Präparation erfolgte gemäß den Herstellerangaben mithilfe 

des Kits NucleoBond Xtra Midi. Die isolierte Plasmid-DNA wurde dann in dH2O gelöst und 

die Konzentration wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben gemessen. Die Lagerung erfolgte  

bei -20˚C. 

2.2.10 Colony-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen, die im Rahmen der Klonierung nötig war, wurde 

eine Colony-Polymerase-Kettenreaktion im Thermocycler durchgeführt. Hierbei kam die 

Taq-Polymerase zur Anwendung. Bakterienkolonien von LB-Agar Platten wurden in PCR 

Reaktionsgefäßen mit 20 µL dH2O überführt und anschließend zur initialen Denaturierung 

für 5 min bei 95˚C in den Thermocycler gestellt. Jeweils 30 µL des Mastermixes, bestehend 

aus 5 µL Dream Taq Puffer, 4 µL MgCl2 (25 mM), 0,25 µL forward primer, 0,25 µL reverse 

primer, 1 µL dNTPs (10 mM), 0,2 µL Dream Taq (5 U/µL) und 19,3 µL dH2O, wurde dann 

jeweils in ein Reaktionsgefäß gegeben (Gesamtvolumen 50 µL). Das folgende Programm 

wurde in Abhängigkeit der Länge des zu amplifizierenden Fragments für die PCR im 

Thermocycler angewandt: 
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Denaturierung  98˚C  5 min  

Denaturierung  98˚C  30 sek 

Annealing  60˚C  30 sek  35 Zyklen 

Elongation   72˚C  2 min/kb 

Elongation   72˚C  10 min 

Lagerung  4˚C 

2.2.11 Site directed mutagenesis-PCR 

Zum gezielten Einbringen von Mutationen in DNA-Sequenzen wurde eine site directed 

mutagenesis-Polymerase-Kettenreaktion im Thermocycler durchgeführt. Hierzu wurde die 

Phusion Polymerase mit proof-reading Funktion genutzt. Für jede Probe wurden jeweils 

zwei verschiedene Reaktionsgefäße, einmal mit sense primer und einmal mit antisense 

primer zur PCR vorbereitet. Dazu wurden 1 µL template-DNA, 10 µL HF Puffer, 1 µL dNTPs 

(10 mM), 1 µL Phusion Polymerase (1 U/µL) sowie 0,4 µL sense- bzw. antisense primer zu 

36,6 µL dH2O hinzugefügt (Gesamtvolumen 50 µL). Nach einem ersten Durchlauf des unten 

beschriebenen PCR-Programms wurden dann die Ansätze mit dem sense- und antisense 

primer vermischt und wieder jeweils zu 50 µL in PCR-Reaktionsgefäße aufgeteilt und  

1 µL Phusion Polymerase hinzugefügt. Dann erfolgt ein erneuter Durchlauf des Programms: 

Denaturierung  98˚C  4 min  

Denaturierung  98˚C  1min 

Annealing  55˚C  1 min  15 Zyklen 

Elongation   72˚C  30 sek/kb 

Elongation   72˚C  12 min 

Lagerung  4˚C 

Die PCR-Produkte wurden im Anschluss analog zur Gelextraktion (s. Abschnitt 2.2.3) 

gereinigt. Dann wurde eine Endonukleasenrestriktion (s. Abschnitt 2.2.5) mit DpnI 

durchgeführt, die dabei nur das DNA Ausgangsmaterial abbaut und somit die  

PCR-Produkte selektioniert, bevor eine Transformation mit je 10 µL Plasmid-DNA in E.coli 

XL1 blue erfolgte (s. Abschnitt 2.2.7).  

2.2.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA 

Zur Verifizierung der DNA-Sequenz der in dieser Arbeit klonierten Plasmide im Vergleich 

zur erwarteten Sequenz erfolgte eine Sanger-Sequenzierung durch die Firma Seqlab 

Sequence Laboratories Göttingen GmbH.  
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2.2.13 Kultivierung prokaryotischer Zellen  

Die Kultivierung prokaryotischer Zellen erfolgte in LB-Medium oder auf LB-Agar Platten, 

jeweils mit 100 µg/mL Ampicillin. Flüssigkulturen wurden im Schüttler kultiviert  

(900 rpm, 37˚C). Bakterienkulturen auf LB-Agar Platten wurden ebenfalls bei 37˚C inkubiert.  

2.3 Protein- und Immunbiochemische Methoden 

2.3.1 Herstellung von Zelllysaten  

Zur Analyse des Proteingehalts nach Transfektion oder nach Stimulationsassays wurden 

jeweils Zelllysate hergestellt. Dafür wurden die Zellen des jeweiligen Experiments 

zentrifugiert und das Zellpellet in normalem Lysepuffer oder pSTAT3 Lysepuffer 

resuspendiert. Nach einer Inkubation mit kontinuierlicher Durchmischung (3 h, 4˚C) wurde 

die Zellsuspension erneut zentrifugiert (15 min, 4˚C, 20000 g). Der Überstand wurde 

verworfen und das pellet mit den jetzt darin enthaltenen, aus den Zellen gelösten Proteinen, 

zur Bestimmung der Proteinkonzentration (s. Abschnitt 2.3.2) verwendet.  

2.3.2 Bicinchoninsäure Assay (BCA-Assay) 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde der bicinchoninic acid assay 

(BCA-Assay) mit dem BCA Protein Assay Kit durchgeführt. Dazu wurde gemäß den 

Herstellerangaben working reagent, bestehend aus Reagenz A und B im Verhältnis 50:1, 

hergestellt. Die Zelllysate (s. Abschnitt 2.3.1) wurden 1:10 mit dH2O verdünnt und davon  

25 µL mit jeweils 200 µL des working reagent vermischt. Für die Standardgerade wurde  

25 µL BSA in bereits definierten Konzentrationen ebenfalls mit 200 µL des working reagent 

versetzt. Die Ansätze wurden jeweils für 30 min bei 37˚C inkubiert und im Anschluss auf 

eine 96-well Platte pipettiert, wobei eine Doppelbestimmung durchgeführt wurde.  

Die Absorption wurde dann bei 562 nm mit dem Tecan Infinite M200 Pro Reader bestimmt 

und die Proteinkonzentration anhand der Standardgeraden bestimmt.  

2.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Trennung von Proteinen gemäß ihres Molekulargewichts wurde das SDS-PAGE 

Verfahren angewandt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gele, bestehend aus 4/5 Trenngel 

(12%) und 1/5 Sammelgel (2x), mit einer Dicke von 1,5 mm und mit 10 oder 15 

Probenkammern, verwendet. Als Größenmarker diente der kommerziell erhältliche 

PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Zur Analyse wurden 

jeweils 50 µg der zu untersuchenden Proteine mit 5x Lämmli auf ein Endvolumen von  
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25 µL verdünnt und zur Proteindenaturierung bei 95˚C für 10 min inkubiert. Nach 

entsprechender Beladung der Probenkammern erfolgte die Größentrennung der Proteine 

mithilfe des Mini-PROTEAN Tetra Systems bei einer Spannung von ca. 100 V, bis die 

Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hat. 

2.3.4 Westernblot 

Zum Nachweis der Proteine nach erfolgter Größenauftrennung mittels SDS-PAGE wurden 

diese im Westernblot Verfahren vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran übertragen. Hierzu 

wurde die Membran nacheinander mit Methanol, dH2O und Transferpuffer befeuchtet und 

zusammen mit dem SDS-Gel zwischen drei Lagen Whatman Paper in die blotting Kammer 

gelegt. Um Artefakte zu vermeiden, wurde das Whatman Paper ebenfalls in Transferpuffer 

äquilibriert und Luftblasen ausgestrichen. Der elektrophoretische Proteintransfer erfolgte 

mithilfe des Trans-Blot Turbo semidry Transfer System bei einer Spannung von 25 V und 

Stärke von 1 A für 60-90 min. Nach erfolgtem Transfer wurde die PVDF-Membran im  

50 mL Falcon Reaktionsgefäß dreifach mit TBS-T für jeweils 10 min gewaschen und im 

Anschluss alle unspezifischen, freien Antikörper-Bindungsstellen mit Blocking Buffer  

(5% Milchpulver in TBS-T) für 2 h bei RT gesättigt. Die Inkubation der PVDF-Membran mit 

dem entsprechenden Primärantikörper erfolgte über Nacht bei 4˚C. Am Folgetag wurde die 

Membran dreifach jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen, um freie Primärantikörper zu 

entfernen, bevor die Membran für 1 h bei RT mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurde. 

Danach wurde die Membran erneut dreifach jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen.  

Die Proteindetektion erfolgte dann gemäß den Herstellerangaben mithilfe des Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate am INTAS Chemo Cam Imager. Die Detektion 

von STAT3 erfolgte über den Primär-AK a-STAT3 (124H6) und den Sekundär-AK a-Maus 

IgG-POD. Die Detektion von pSTAT3 erfolgte über den Primär-AK a-Phospho-STAT3 

(Tyr705) (D3A7) XP und den Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD. Bei Detektion anderer 

Proteine mit anderen Antikörpern sind diese in der Abbildungsbeschriftung genannt.  

2.3.5 Coomassie Brilliant Blue Färbung 

Zur unselektiven Darstellung aller der Größe nach voneinander getrennten Proteine auf 

einem SDS-Gel wurden diese mit Coomassie Brilliant Blue angefärbt, wobei der Farbstoff 

unabhängig von der Proteinsequenz an die basischen Aminosäureseitenketten bindet.  

Das SDS-Gel wurde für 10 min mit Coomassie Brilliant Blue inkubiert und um die Banden 

sichtbar zu machen im Anschluss für 2 h mit SDS Destaining Solution und dann über Nacht 

in dH2O entfärbt. Am Folgetag konnte das Gel mithilfe eines herkömmlichen Scanners 

eingescannt werden. 
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2.3.6 Proteinextraktion aus E.coli Periplasma 

Zur Proteinextraktion aus Periplasma wurden 2 L E.coli Hauptkultur in LB-Medium mit 

Ampicillin (1:1000) und Chloramphenicol (1:1000) mit 10 mM IPTG über Nacht bei 28˚C 

inkubiert. Nach Zentrifugation (3000 g, 15 min, RT) wurde das Zellpellet in 30 mL TES 

resuspendiert und für 1 h bei 4˚C inkubiert. Danach wurde 60 mL ¼ TES hinzugefügt und 

die Suspension für weitere 45 min bei 4˚C inkubiert. Dann erfolgte eine weitere 

Zentrifugation (10000 g, 30 min, 4˚C), wobei mit dem gewonnenen Überstand als 

Periplasmaextrakt weitergearbeitet wurde. 45 mL Periplasmaextrakt wurde via Ni-NTA 

Affinitätschromatographie mit 500 mM Imidazol in PBS extrahiert. Der Pufferaustausch von 

Imidazol gegen PBS erfolgte über eine NAP-25 Säule.  

2.3.7 Proteinextraktion aus E.coli Zellkulturüberstand 

Zur Proteinextraktion aus Zellkulturüberstand wurden 1 L E.coli Hauptkultur in TYE-Medium 

mit Ampicillin (1:1000) und Chloramphenicol (1:000), sowie 0,1% Glukose, die über Nacht 

mit 1 mM IPTG stimuliert und bei 28˚C inkubiert wurde, abzentrifugiert (5000 g, 15 min, 4˚C) 

und der Überstand erneut zentrifugiert (10000 g, 20 min, 4˚C). Dieser Überstand wurde 

durch einen Bottletop-Filter (0,45 µm) filtriert und dann für 2 h mit 1 mL Ni-NTA Agarose 

inkubiert. Dann erfolgte die Extraktion durch Elution mit 500 mM Imidazol in PBS.  

Der Pufferaustausch erfolgte wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben. 

2.3.8 Proteinextraktion aus E.coli Zytosol 

Zur Proteinextraktion aus dem Zytoplasma wurden 2 L E.coli Hauptkultur in TYE-Medium 

mit Ampicillin (1:1000) und Chloramphenicol (1:1000) und 0,1% Glukose, die über Nacht 

mit 1mM IPTG stimuliert und bei 28˚C inkubiert wurde, abzentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Das pellet wurde in 150 mL PBS resuspendiert und eine Tablette complete 

protease inhibitor cocktail hinzugefügt. Die Resuspensionslösung wurde anschließend im 

Fluidizer lysiert und erneut abzentrifugiert (20000 g, 20 min, 4˚C). Der Überstand dieses 

Lysats wurde durch einen Bottletop-Filter (0,45 µm) filtriert und anschließend mit Ni-NTA 

Agarose für 3 h bei 4˚C inkubiert. Die Proteinextraktion aus diesem Lysat erfolgte dann 

mittels Affinitätschromatographie durch Elution mit 500 mM Imidazol in PBS.  

Der Pufferaustausch erfolgte wie in Abschnitt 2.3.6 bereits beschrieben. 
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2.3.9 Proteinextraktion aus CHO-K1 Zellkulturüberstand 

Die Proteinextraktion aus CHO-K1 Zellkulturüberstand (ZKÜ) erfolgte mithilfe des Protein-

aufreinigungssystems ÄKTAä start. Dazu wurde ZKÜ, der zuvor über einen Bottletop-Filter 

(0,45 µm) filtriert und bei -80˚C gelagert war, aufgetaut und abzentrifugiert (4˚C, 4000 g,  

30 min). Das ÄKTAä start System wurde dann zur Vorbereitung mit dH2O gespült, bis  

die baseline stabil und die conductivity nahe null angezeigt wurden. Dann wurde eine 

Protein A Säule unter Fluss (1 mL/min) angeschlossen und das dH2O im System gegen 

PBS ausgetauscht. Somit wurde auch die Säule mit PBS äquilibriert bis die baseline stabil 

war. Dann wurde der ZKÜ durch die Säule geleitet und diese im Anschluss wieder mit PBS 

gewaschen. Währenddessen wurden 15 mL Falcon Reaktionsgefäße zur Elution 

vorbereitet, indem jeweils 1 mL 1 M Tris (pH 10) vorgelegt wurde. Die Elution erfolgte dann 

mit einer Mischung aus den Citratpuffern EB1 (pH 3,5) und EB2 (pH 5,5) im Verhältnis 

70:30 in die vorbereiteten Reaktionsgefäße. Im Anschluss an die Elution wurden die Proben 

konzentriert und der Tris-Puffer über eine NAP-25 Säule gegen PBS getauscht.  

Das gereinigte Protein wurde dann in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80˚C gelagert.  

2.3.10 IL-6/IL-6R Komplex-ELISA 

Zur Anwendung kam das ELISA Kit Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet zusammen mit 

dem DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2. Die Durchführung des ELISA erfolgte mit im 

Kit enthaltenen 96-well Platten und standardisierten Puffern nach Herstellerangaben.  

Die Platte wurde über Nacht mit capture antibody in coating buffer inkubiert und am 

Folgetag dreifach mit wash buffer gewaschen. Die Platte wurde dann für 2 bis 3 h mit 

reagent diluent inkubiert. Danach wurden die Proben in entsprechender Konzentration in 

1% BSA in PBS verdünnt und für 1 bis 2 h bei RT auf der Platte inkubiert. Ebenso wurde 

eine Standardreihe in reagent diluent auf der Platte inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde 

die Platte erneut dreifach gewaschen, dann für 1 bis 2 h mit dem detection antibody 

inkubiert und wieder dreifach gewaschen. Zur Detektion wurde die Platte für 30 min bei RT 

mit Streptavidin-HRP in reagent diluent inkubiert und im Anschluss dreifach gewaschen. 

Das POD-Substrat wurde für 10 min hinzugefügt und die Reaktion dann mit 1,8 M 

Schwefelsäure gestoppt. Die Messung der optischen Dichte erfolgte im Anschluss bei  

450 nm am Infinite M200 PRO Reader.  
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2.3.11 Proteolytische Proteinspaltung mittels TEV-Protease 

Zur spezifischen Proteolyse eines Proteins wurde die Tobacco-Etch-Virus (TEV) Protease 

eingesetzt, welche an einer spezifischen Sequenz (TEV site) eine hydrolytische Spaltung 

bewirkt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode vornehmlich zur Abspaltung von 

Fc-Fragmenten genutzt. Diese Fc-Fragmentabspaltung konnte einerseits mit Protein in 

ZKÜ oder extrahiertem, gereinigtem Protein erfolgen. Für Ersteres wurde 1 mL ZKÜ mit 

enthaltenem Protein über Nacht bei 4˚C mit entsprechender Menge TEV-Protease 

inkubiert. Zur Überprüfung der Spaltung an der gewünschten Stelle wurde eine SDS-PAGE 

(s. Abschnitt 2.3.3) mit anschließendem Westernblot (s. Abschnitt 2.3.4) durchgeführt. Zur 

Spaltung von extrahiertem und gereinigtem Protein wurden ca. 10 µg Protein mit 20 µL 

TEV-Protease über Nacht bei 4˚C inkubiert. Zur Entfernung des somit abgespaltenen  

Fc-Fragments und der TEV-Protease (besitzt Myc-Fragment) erfolgte am Folgetag eine 

Inkubation mit 30 µL Protein A Agarose und 30 µL Ni-NTA Agarose für 2 h bei 4˚C.  

Die Agarose wurde vorher jeweils dreifach mit PBS äquilibriert. Nach der zweistündigen 

Inkubation konnte der Überstand entnommen werden, der jetzt nur das gereinigte und 

abgespaltene Protein enthalten sollte. Zur Überprüfung wurde mit den einzelnen Fraktionen 

ebenfalls eine SDS-PAGE mit Westernblotanalyse im Anschluss durchgeführt.  

2.4 Zellbiologische Methoden 

2.4.1 Kultivierung von eukaryotischen Suspensions- und adhärenten Zellen 

Alle Zellinien, die in Experimenten dieser Arbeit zur Anwendung kamen, sind in Abschnitt 

2.1.3 beschrieben. Die Kultivierung erfolgte dabei in 10 cm Kulturschalen mit 10 mL 

DMEM+/+ (DMEM High Glucose 4,5 g/mL + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin) in 

einem CO2 Brutschrank bei 37˚C und 5% CO2 in gesättigter Wasserdampfatmosphäre.  

Zur Subkultivierung der Suspensionszellen Ba/F3-gp130, Ba/F3-gp130-IL6R, sowie  

Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R wurden alle 3-4 Tage 1 µL einer Kulturschale in eine neue 

Schale mit frischem DMEM+/+ und 10 µL HIL-6 überführt. Die adhärenten CHO-K1 Zellen 

wurden zur Subkultivierung alle 3-4 Tage in einem Verhältnis von 1:100 auf eine neue 

Kulturschale überführt. Dafür wurde zunächst das Medium entfernt und die Zellen dreifach 

mit PBS gewaschen, um jegliche Reste des verbrauchten Mediums zu entfernen.  

Die Ablösung von der Kulturschale erfolgte durch Zugabe von 2 mL Trypsin/EDTA für  

5 min bei 37˚C. Die Zellen wurden dann in 2 mL DMEM+/+ aufgenommen und bei 1200 g 

für 5 min bei RT pelletiert. Nach Resuspension des Zellpellets in 1 mL DMEM+/+ wurden die 

Zellen auf eine neue 10 cm Kulturschale mit 10 mL DMEM+/+ überführt und im CO2 Inkubator 

kultiviert.  
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2.4.2 Proliferationsassay 

Alle Proliferationsassays in dieser Arbeit wurden mit Suspensionszellen durchgeführt und 

mithilfe des Tecan Infinite M200 Pro Reader ausgewertet. Zur Vorbereitung wurden die 

Zellen dreifach jeweils pelletiert (5 min, RT, 450 g) und anschließend mit 10 mL PBS 

gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 5 mL DMEM+/+ Medium 

resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Dafür wurden 6 µL der Suspension mit 6 µL 

Trypan Blue Dye vermischt und davon 10 µL auf ein TC10 System Counting Slides Dual 

Chamber geladen, um die Zellzahl vom TC10 Automated Cell Counter bestimmen zu 

lassen. Die Zellzahl wurde dann auf 5x103/100 µL eingestellt. Jeweils 100 µL dieser 

Zellsuspension wurden pro well einer 96-well Platte eingesetzt und je nach Experiment mit 

entsprechenden Zytokinen versetzt. Um eine Verunreinigung des Mediums und dadurch 

unspezifisch ausgelöste Proliferation auszuschließen wurde auch jeweils eine 

Negativkontrolle ohne Zytokinzugabe angesetzt. Für alle Experimente wurden von einer 

Kondition jeweils Triplikate angesetzt. Nach einer Inkubation von 72 h bei 37˚C im  

Brutschrank wurde die Proliferation mithilfe des CellTiter-Blue Cell Viability Assay Kit 

bestimmt. Hierbei wird der Farbstoff Resazurin von metabolisch aktiven Zellen zum 

fluoreszierenden Resorufin umgesetzt. Zum Nachweis der metabolischen Aktivität wurde 

jedem well 20 µL des CellTiter-Blue hinzugefügt und die Fluoreszenz am Tecan Infinite 

M200 Pro Reader (Exzitation bei 560 nm, Emission bei 590 nm) gemessen. Zur Angabe 

der Proliferation wurden die Werte der Fluoreszenzmessung zum Zeitpunkt null von den 

höchsten noch messbaren Werten subtrahiert. 

2.4.3 Stimulationsassay 

Zur Untersuchung der Aktivierung von Signalwegen in verschiedenen Ba/F3-Zelllinien 

wurden Stimulationsassays durchgeführt. Um einen möglichen Einfluss von bereits im 

Medium enthaltenen Zytokinen auszuschließen, wurden die Zellen dreifach mit PBS 

gewaschen (5 min, RT, 450 g) und für 3 h in DMEM-/- Medium gehalten. Da jegliche 

Signalwege in Abwesenheit von FCS nicht aktiviert werden können, wurden die Zellen somit 

vor der Stimulation in einen inaktiven Zustand überführt. Dann wurden die Zellen je nach 

Experiment mit entsprechenden Zytokinen für 15 min stimuliert. Um eine unspezifische 

Stimulation durch das Medium auszuschließen, wurde bei jedem Experiment auch eine 

Negativkontrolle ohne Zytokinstimulation angesetzt. Nach der Stimulation wurde die 

Zellsuspensionen zentrifugiert (5 min, RT, 1000 g), der Überstand verworfen und aus dem 

Pellet Zelllysate (s. Abschnitt 2.3.1) hergestellt. Diese Zelllysate wurden dann für die 

weiteren Analysen eingesetzt.    
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2.4.4 Transiente Transfektion von CHO-K1 Zellen 

In Vorbereitung auf die transiente Transfektion wurden CHO-K1 Zellen mit einer Zellzahl 

von 2x106 in 10 mL DMEM+/+ auf eine 10 cm Kulturschale gegeben und wie in Abschnitt 

2.4.1 beschrieben im Inkubator kultiviert. Zur Transfektion wurden dann am Folgetag 

jeweils 5 µg des gewünschten Plasmids in 1 mL DMEM-/- und 10 µL Turbofect gegeben, 

kurz invertiert, und für 15 min im CO2 Inkubator bei 37˚C gehalten. Aus diesem 

Transfektionsgemisch wurden dann jeweils 1 mL auf die am Vortag präparierten 

Zellkulturschalen mit CHO-K1 Zellen gegeben. Nach 5 h wurden die Zellen in frisches 

DMEM+/+ Medium überführt, um toxische Effekte durch das Turbofect zu minimieren. 

Jeweils 24 h und 48 h nach Transfektion wurde Zellkulturüberstand für die nachfolgenden 

Experimente abgenommen, steril filtriert und anschließend in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80˚C gelagert. 

2.4.5 Stabile Transfektion von CHO-K1 Zellen 

Zur stabilen Transfektion von CHO-K1 Zellen wurde diese wie in Abschnitt 2.4.4 

beschrieben durchgeführt, jedoch erfolgte der Mediumswechsel nach 5 h mit DMEM+/+/low 

IgG (DMEM High Glucose 4,5 g/mL + 10% ultra-low IgG FCS + 1% Penicillin/Streptomycin).  

Zur Selektion geeigneter Einzelklone wurden die Zellen 48 h nach Transfektion in einer 

Anzahl von 0,5 Zellen pro well in 100 µL DMEM+/+ + G-418 auf eine 96-well Platte 

ausgesäht. Im Verlauf wurde beobachtet, in welchem well ein Einzelklon heranwächst. 

Sechs davon wurden nach weiteren 48 h bis 72 h ausgewählt und in 2 mL DMEM+/+  

+ G-418 auf eine 6-well Platte überführt. Es wurde erneut das Wachstum beobachtet und 

im Verlauf gut anwachsende Klone auf eine 10 cm Schale überführt. Außerdem wurden  

500 µL Zellkulturüberstand zur Expressionsanalyse abgenommen (s. Abschnitt 2.4.7).  

Im Anschluss konnten geeignete Klone zur Kryokonservierung ausgewählt werden. 

2.4.6 Kryokonservierung stabil transfizierter CHO-K1 Zellen 

Zur Kryokonservierung stabil transfizierter CHO-K1 Zellen wurden diese von einer 10 cm 

Schale durch Zugabe von 2 mL Trypsin/EDTA abgelöst und diese Reaktion durch Zugabe 

von 2 mL DMEM+/+ wieder gestoppt. Es folgte eine Zentrifugation der nun abgelösten  

CHO-K1 Zellen (1500 g, 5 min, RT) und der Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet 

wurde in 2 mL FCS + 10% DMSO resuspendiert und davon jeweils 1 mL in ein Kryoröhrchen 

überführt. Danach erfolgte eine Abkühlung dieser Kryoröhrchen bei -80˚C in Isopropanol. 

Die Lagerung erfolgte ebenfalls bei -80˚C. 
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2.4.7 Expressionsanalyse in CHO-K1 Zellen 

Zur Expressionsanalyse der Proteine aus transient transfizierten CHO-K1 Zellen wurden 

sowohl Zellkulturüberstände (ZKÜ) als auch Zelllysate verwendet. Der ZKÜ wurde dafür 

wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben gewonnen und jeweils 80 µL davon wurden mit  

20 µL 5x Lämmli Puffer kurz aufgekocht. Zur Herstellung der Zellysate wurden die CHO-K1 

Zellen 48 h nach der transienten Transfektion (s. Abschnitt 2.4.4) von der Zellkulturschale 

in 1 mL PBS mit einem Zellschaber abgelöst und anschließend zentrifugiert  

(1000 g, 5 min, RT). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 150 µL 5x Lämmli 

Puffer resuspendiert und kurz aufgekocht. Die so präparierten ZKÜ und Zelllysate wurden 

dann mittels SDS-PAGE Analyse (s. Abschnitt 2.3.3) und anschließendem Westernblot  

(s. Abschnitt 2.3.4) auf ihren Proteingehalt hin untersucht.  

2.4.8 Protein A Präzipitation zur Expressionsanalyse 

Um in der Expressionsanalyse wie in Abschnitt 2.4.7 beschrieben auch eine Detektion 

kleiner Mengen an Protein zu ermöglichen, wurde eine Protein A Präzipitation durchgeführt. 

Hierzu wurden 50 µL Protein A Agarose dreifach mit 1 mL PBS gewaschen und im 

Anschluss mit 1 mL Zellkulturüberstand von transient transfizierten CHO-K1 Zellen über 

Nacht bei 4˚C inkubiert. Am Folgetag wurde die Probe zentrifugiert (2000 g, 4˚C, 3 min) und 

die Protein A beads im Sediment erneut dreifach mit PBS gewaschen. Dann wurden die 

beads für 10 min mit 100 µL 2,5x Lämmli Puffer kurz aufgekocht. Im Anschluss erfolgte eine 

SDS-PAGE Analyse (s. Abschnitt 2.3.3) und ein Westernblot (s. Abschnitt 2.3.4).  



 

 35 

3 Ergebnisse 

3.1 Der Einzeldomänenantikörper VHH6 

Der grundsätzliche Aufbau und die Eigenschaften von Einzeldomänenantikörpern (sdAb), 

wie dem VHH6, wurden bereits in Abschnitt 1.2.1 und 1.2.2 beschrieben. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die IL-6 abhängige Proliferation über eine STAT3 Phosphorylierung sowohl in 

einem in vitro System für IL-6 trans-signaling mit Ba/F3-gp130 Zellen, als auch IL-6 classic-

signaling mit Ba/F3-gp130-IL6R Zellen, untersucht. Hierdurch sollte der Einfluss von VHH6 

auf das IL-6 trans-signaling im Vergleich zum IL-6 classic-signaling untersucht werden. Die 

spezifische Bindung des VHH6 an ein junktionales Epitop legt dabei die Vermutung nahe, 

dass nur eine Wirkung auf das IL-6 trans-signaling ausgeübt wird.  

3.1.1 VHH6 kann mittels zytosolischer Extraktion aus E.coli gewonnen werden 

Zur Durchführung der oben genannten Experimente wurde zuerst eine Methode zur 

Gewinnung des sdAbs VHH6 aus E.coli etabliert. Hierzu wurde der VHH6 in den pET23a 

Vektor kloniert und erfolgreich in E.coli exprimiert. Die Aminosäuresequenz wurde aus der 

PDB (Protein Data Bank) Datei extrahiert (s. Abb. 6 A). 

 

Abb. 6: VHH6 Aminosäuresequenz und Expressionsplasmid 
(A) Aminosäuresequenz aus PDB Datei extrahiert. Sequenz des VHH6 gelb hinterlegt, Erkennungssequenz für 
TEV-Protease grün hinterlegt. CDR-Regionen entsprechend gekennzeichnet. (B) Schematischer Aufbau des 
Expressionsplasmids pET23a-VHH6, erstellt mit SnapGene Viewer.   

B

CDR1 CDR2
DVQFVESGGGSVHAGGSLRLNCATSGYIYSTYCMGWFRQAPGKEREGVAHIYTNSGRTYYADSVKG

CDR3
RFTISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAIYYCAARPSIRCASFSATEYKDWGQGTQVTVSSRENLYFQS

A
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Aus dieser Aminosäuresequenz konnte die DNA Sequenz generiert werden, welche bei 

GeneArt (Thermo Fisher Scientific) bestellt wurde (s. Abb. 6 A). Zur Klonierung wurde die 

cDNA des VHH6 in das Plasmid pET23a ligiert. Details zur Klonierungsstrategie sind in 

Abbildung 7 dargestellt.  

 

Abb. 7: Klonierungsstrategie für pET23a-VHH6 
Es erfolgte ein präparativer Restriktionsverdau (s. Abschnitt 2.2.5) des Plasmids pET23a-GFPVHH-Myc-His 
und der cDNA, kodierend für den VHH6 mit der Erkennungssequenz für die TEV-Protease (pMAT-VHH6), mit 
den Endonukleasen NcoI und NotI. Die cDNA für den VHH6 wurde dann in das Plasmid pET23a zwischen die 
Pel B- und die Myc-Sequenz ligiert (s. Abschnitt 2.2.6). 
 
Im Anschluss an die Klonierung erfolgte die Transformation des neuen Plasmids pET23a-

VHH6 in chemisch kompetente E.coli Zellen (s. Abschnitt 2.2.7). Zur Auswahl eines 

erfolgreich transformierten E.coli Klons erfolgte ein screening mittels DNA Mini-Präparation 

(s. Abschnitt 2.2.8) und anschließender analytischer Endonukleasenrestriktion  

(s. Abschnitt 2.2.5). Von allen Proben mit Fragmenten in erwarteter Größe in der 

Gelelektrophorese, wurden drei zur DNA Midi-Präparation ausgewählt (s. Abschnitt 2.2.9). 

Zur Überprüfung der Klonierung wurde dann eine analytische Restriktion der Plasmid-DNA 

nach Midi-Präparation mit den Endonukleasen NotI und BglII durchgeführt  

(s. Abschnitt 2.2.5), dessen Ergebnis in Abbildung 8 dargestellt ist. Wie erwartet wurden 

Fragmente in einer Größe von 3537 bp und 575 bp in der Gelelektrophorese nachgewiesen, 

weshalb von einer erfolgreichen Klonierung aller drei Klone ausgegangen werden kann.  
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Zur Verifizierung der gewünschten Sequenz erfolgte eine Sanger-Sequenzierung des 

Plasmids mit dem primer T7 (s. Abschnitt 2.2.12).  

 
Abb. 8: Analytische Endonukleasenrestriktion von pET23a-VHH6 
Die Restriktionsanalyse erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben mit den Endonukleasen NotI und BglII nach 
einer DNA Midi-Präparation. Fragmente in einer Größe von 3537 bp und 575 bp erwartet. 
 
Danach erfolgte die Transformation in E.coli Zellen (s. Abschnitt 2.2.7). Die Extraktion des 

Proteins aus E.coli Periplasma, - Zellkulturüberstand und - Zytosol wurden miteinander 

verglichen. Zur Durchführung s. Abschnitte 2.3.6, 2.3.7 und 2.3.8. Als Methode mit der 

höchsten Proteinextraktion erwies sich die Extraktion aus dem Zytosol mittels kommerziell 

erhältlicher Ni-NTA Agarose. Hier konnte aus einer 2 L E.coli Kultur 5 mg VHH6 gewonnen 

werden. Zum Nachweis des VHH6 wurde mit den Proben aus verschiedenen Schritten der 

Proteinextraktion eine SDS-PAGE (s. Abschnitt 2.3.3) mit anschließendem Westernblot  

(s. Abschnitt 2.3.4) durchgeführt. Mittels anschließender Coomassie Brilliant Blue Färbung 

(s. Abschnitt 2.3.5) wurden alle vorhandenen Proteine in den Proben nachgewiesen.  

Somit konnte die Reinheit, insbesondere der Elutionsfraktion, beurteilt werden (s. Abb. 9). 

Für alle folgenden Experimente wurde der VHH6 mittels Proteinextraktion aus dem Zytosol 

von E.coli gewonnen.  

 

Abb. 9: SDS-PAGE Analyse mit Coomassie Brilliant Blue Färbung unterschiedlicher Verfahren zur 
Proteinextraktion des VHH6 aus E.coli 
(A) Extraktion aus Periplasma, Ertrag: 315 µg aus 2 L E.coli Kultur in LB-Medium (s. Abschnitt 2.3.6). 
(B) Extraktion aus Zellkulturüberstand, Ertrag: 320 µg aus 1 L E.coli Kultur in TYE-Medium (s. Abschnitt 2.3.7). 
(C) Extraktion aus dem Zytosol, Ertrag: 5 mg aus 2 L E.coli Kultur in TYE-Medium (s. Abschnitt 2.3.8). 
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3.1.2 VHH6 verstärkt das IL-6 trans-signaling 

In in vitro Experimenten mit human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) Zellen wurde 

bereits gezeigt, dass der sdAb VHH6 den IL-6/sIL-6R Komplex stabilisiert und somit zu 

einer erhöhten STAT3 Phosphorylierung und vermehrter Expression proinflammatorischer 

Gene führt (Adams et al. 2017). Der Einfluss des VHH6 auf IL-6 trans-signaling wurde auch 

im Rahmen dieser Arbeit im Sinne eines Bestätigungsexperiments untersucht, wobei die 

Ergebnisse von Adams et al. reproduziert werden konnten. Zur Analyse der Dosis-

Wirkungs-Beziehung auf die IL-6 trans-signaling induzierte Zellproliferation unter Zugabe 

von VHH6 wurden hier Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130 Zellen durchgeführt  

(s. Abschnitte 3.1.1 und 2.4.2). Die Ba/F3-gp130 Zellen wurden hierzu mit 10 ng/mL IL-6, 

10 ng/mL sIL-6R, sowie ansteigenden Konzentrationen an VHH6 (0,01 - 30 µg/mL) für  

72 h bei 37°C inkubiert. Als Positivkontrolle wurde die Zellproliferation mit 10 ng/mL HIL-6 

über das IL-6 trans-signaling induziert. Im Anschluss wurde die Zellproliferation mit dem Kit 

CellTiter-Blue Cell Viability Assay gemessen (s. Abschnitt 2.4.2).  

 
Abb. 10: VHH6 verstärkt konzentrationsabhängig die IL-6 trans-signaling abhängige Proliferation  
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130 Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL IL-6 und  
10 ng/mL sIL-6R, sowie ansteigender Konzentration an VHH6 (0,01 - 30 µg/mL). Um eine Kreuzreaktivität 
auszuschließen wurde auch Zellen ohne Zytokinstimulation die gleiche Menge an VHH6 zugesetzt. Auslesung 
nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay. (B) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130 Zellen  
(5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL sIL-6R, sowie einer steigenden Konzentration an IL-6 (0,01 – 10 
ng/mL), jeweils ohne und mit 10 µg/mL VHH6. Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay.  
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist. 
 
Es zeigte sich, dass mit steigender Konzentration an VHH6 die Proliferation über den  

IL-6/sIL-6R Komplex signifikant erhöht wurde. Bereits 300 ng/mL VHH6 waren ausreichend, 

um den IL-6/sIL-6R Komplex soweit zu stabilisieren, dass eine maximale Zellproliferation 

erreicht wurde (Baran et al. 2018). Die halbmaximale effektive Konzentration (EC50) des 

VHH6 zur Proliferation der Ba/F3-gp130 Zellen konnte hier mit 50 ng/mL geschätzt werden 

(s. Abb. 10 A). Um eine unspezifische, durch VHH6 induzierte Proliferation auszuschließen, 

wurden auch Ba/F3-gp130 Zellen nur mit VHH6 (0,01 - 30 µg/ml) für 72 h bei 37°C inkubiert. 

Es zeigte sich, dass VHH6 allein keine Zellproliferation induziert (s. Abb. 10 A). 

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

0,01 0,1 1 10

Fl
uo
re
sz
en
z2
(5
60
/5
90
2n
m
)

IL:62[ng/mL]

102ng/mL2sIL:6R

102ng/mL2sIL:6R2+2102µg/mL2VHH6

B

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

0,01 0,1 1 10

Fl
uo
re
sz
en
z2
(5
60
/5
90
2n
m
)

VHH62 [µg/mL]

102ng/mL2IL:62+2102ng/mL2sIL:6R

ohne2Zytokin

A



 

 39 

In einem weiteren Versuch wurden Ba/F3-gp130 Zellen mit 10 ng/mL sIL-6R und 

ansteigenden Konzentrationen an IL-6 (0,01 - 10 ng/mL) für 72 h bei 37°C inkubiert. 

Zusätzlich wurde einer Messreihe 10 µg/mL VHH6 beigefügt. Über VHH6 wurde die 

minimale Konzentration von IL-6, die nötig ist, um mit dem sIL-6R eine Proliferation zu 

induzieren, von 1 ng/mL auf 0,03 ng/mL IL-6 reduziert (Baran et al. 2018). Aus diesen Daten 

konnte die halbmaximale effektive Konzentration (EC50) von IL-6 bei einer Konzentration 

von 10 ng/mL sIL-6R in Abhängigkeit von VHH6 errechnet werden. Die EC50 ohne VHH6 

lag bei 3 ng/mL IL-6 und verringerte sich durch Zugabe von 10 µg/mL VHH6 auf 0,1 ng/mL 

IL-6 (s. Abb. 10 B). Zur näheren molekularen Analyse der Wirkung des VHH6 auf die IL-6 

trans-signaling abhängige Proliferation, wurde die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs 

untersucht. Wie bereits in Abschnitt 1.1.1 beschrieben, induziert IL-6 sowohl über classic-, 

als auch trans-signaling die Aktivierung der Janus Kinase 1 (JAK 1), welche den 

Transkriptionsfaktor STAT3 phosphoryliert und somit aktiviert. Zum Nachweis der STAT3 

Phosphorylierung (pSTAT3) wurden Stimulationsassays mit Ba/F3-gp130 Zellen 

durchgeführt (s. Abschnitt 2.4.3). Die Zellen wurden mit 10 ng/mL IL-6, verschiedenen 

Konzentrationen an sIL-6R (50, 100 oder 200 ng/mL) und in Abwesenheit oder mit 10 µg/mL 

VHH6 für 10 min stimuliert. Als Positivkontrolle für die Phosphorylierung von STAT3 über 

das IL-6 trans-signaling wurden die Zellen mit 10 ng/mL HIL-6 stimuliert. Unstimulierte 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet. Zelllysate wurden erstellt  

(s. Abschnitt 2.3.1) und jeweils 50 µg Gesamtprotein mittels SDS-PAGE und 

anschließendem Westernblot auf die Menge an pSTAT3 analysiert (s. Abschnitte 2.3.3 und 

2.3.4). Zur Ladekontrolle wurde in der SDS-PAGE Analyse zusätzlich zum pSTAT3 auch 

das STAT3 Signal gemessen.  

 

Abb. 11: VHH6 verstärkt via IL-6 trans-signaling die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs 
(A) 5x105 Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 10 ng/mL IL-6 und steigenden Konzentrationen an sIL-6R kultiviert, 
jeweils ohne und mit 10 µg/mL VHH6. SDS-PAGE und Westernblot. Detektion von STAT3 mit Primär-AK  
a-STAT3 (124H6) und Sekundär-AK a-Maus IgG-POD; Detektion von pSTAT3 mit Primär-AK a-Phospho-
STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP und Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD. (B) 5x105 Ba/F3-gp130 Zellen wurden 
mit unterschiedlichen Konzentrationen an IL-6 und sIL-6R kultiviert, jeweils ohne und mit 10 µg/mL VHH6.  
SDS-PAGE und Westernblot. Detektion von STAT3 mit Primär-AK a-STAT3 (124H6) und Sekundär-AK a-Maus 
IgG-POD; Detektion von pSTAT3 mit Primär-AK a-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP und Sekundär-AK  
a-Kaninchen IgG-POD. 
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist. 
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In der Negativkontrolle wurde kein pSTAT3 Signal detektiert, wohingegen in der 

Positivkontrolle mit 10 ng/mL HIL-6 Stimulation eine erhöhte Menge an pSTAT3 detektiert 

wurde. Bei der Zellstimulation mit 10 ng/mL IL-6 und 10 ng/mL sIL-6R, sowie höheren 

Konzentrationen an sIL-6R, wurde keine Phosphorylierung von STAT3 beobachtet. Diese 

wurde erst durch Zugabe von 10 µg/mL VHH6 ab einer Konzentration von 10 ng/mL IL-6 

und 10 ng/mL sIL-6R festgestellt (s. Abb. 11 A). Erst ab einer Konzentration von 50 ng/mL 

IL-6 und 200 ng/mL sIL-6R zeigte sich auch ohne den stabilisierenden Effekt des VHH6 die 

Phosphorylierung von STAT3 durch Bindung des IL-6/sIL-6R Komplexes an gp130  

(s. Abb. 11 B) (Baran et al. 2018). Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die 

VHH6 vermittelte Stabilisierung des IL-6/sIL-6R Komplexes zu einer stärkeren Aktivierung 

des JAK/STAT-Signalwegs führt. Dies konnte sowohl über eine erhöhte IL-6 trans-signaling 

abhängige Zellproliferation, als auch einer vermehrten Phosphorylierung von STAT3 

gezeigt werden (Baran et al. 2018). 

3.1.3 VHH6 hat keinen Einfluss auf das IL-6 classic-signaling 

Da der sdAb VHH6 an ein diskontinuierliches Epitop bindet, welches erst durch die Bindung 

von IL-6 an den sIL-6R entsteht, liegt die Vermutung nahe, dass dieser sdAb keine Wirkung 

auf das IL-6 classic-signaling haben würde. Um dies zu untersuchen, wurde die 

Proliferationsdynamik von Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen beobachtet, die hier ein in vitro 

System zur Modellierung des IL-6 classic-signalings darstellen. Die Proliferation wird durch 

Zugabe von IL-6 erreicht, das nach Bindung an den membranständigen IL-6R im Sinne des 

classic-signalings zu einer Rekrutierung von gp130 Molekülen führt, die dann über den 

JAK/STAT-Weg Zielgene induzieren, welche die Proliferation steuern (s. Abschnitt 1.1.1). 

Um einen möglichen Effekt des VHH6 auf das IL-6 classic-signaling zu untersuchen, 

wurden Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen durchgeführt die mit steigenden 

Konzentrationen an IL-6 (0,005 - 10 ng/mL) stimuliert wurden, sowohl mit 10 µg/mL VHH6, 

als auch ohne VHH6. Als Negativkontrolle wurde den Zellen nur VHH6 ohne IL-6 

zugegeben, was keine Proliferation bewirkte. Die Proliferation nahm dabei mit steigender 

IL-6 Konzentration in gleichem Ausmaß zu, wohl mit 10 µg/mL VHH6, als auch ohne VHH6 

(s. Abb. 12 A) (Baran et al. 2018). Um auch auf molekularer Ebene die Ergebnisse der 

Wirkung des VHH6 auf das IL-6 trans- mit dem classic-signaling vergleichen zu können, 

wurde hier ebenfalls das Ausmaß der Phosphorylierung von STAT3 in Ba/F3-gp130-IL-6R 

Zellen über classic-signaling bestimmt. Dazu wurden Stimulationsassays durchgeführt  

(s. Abschnitt 2.4.3), wobei die Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen für 10 min mit verschiedenen 

Konzentrationen an IL-6 (0,1, 1, 10, 50 oder 200 ng/mL) stimuliert wurden. Ein Teil der 

Zellen erhielt zusätzlich zum IL-6 10 µg/mL VHH6.  
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Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen ohne Zytokinstimulation wurden als Negativkontrolle verwendet. 

Zelllysate wurden erstellt und jeweils 50 µg Protein mittels SDS-PAGE und Westernblot auf 

die Menge an pSTAT3 analysiert (s. Abschnitte 2.3.1, 2.3.3 und 2.3.4). Der Nachweis von 

STAT3 wurde als Ladekontrolle verwendet. Das Ausmaß der Phosphorylierung war dabei 

direkt abhängig von der Menge an zugegebenem IL-6. Ab 10 ng/mL IL-6 wurde eine 

maximale Phosphorylierung detektiert. Ob dem Ansatz zusätzlich VHH6 zugegeben wurde 

oder nicht hatte dabei keinen Einfluss (s. Abb. 12 B) (Baran et al. 2018).  

 
Abb. 12: VHH6 hat keinen Einfluss auf die IL-6 classic-signaling abhängige Proliferation von Ba/F3-
gp130-IL-6R Zellen. 
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit einer steigender 
Konzentration an IL-6 (0,01-10 ng/mL), jeweils ohne und mit 10 µg/mL VHH6. Auslesung nach 72 h mit dem 
CellTiter-Blue Cell Viability Assay. (B) 5x105 Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen 
an IL-6 kultiviert, jeweils ohne und mit 10 µg/mL VHH6 dazu. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne 
Zytokinstimulation. SDS-PAGE und Westernblot. Detektion STAT3 mit Primär-AK a-STAT3 (124H6) und 
Sekundär-AK a-Maus IgG-POD; Detektion pSTAT3 mit Primär-AK a-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP und 
Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD. 
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
Durch diese Experimente konnte ein Einfluss des sdAbs VHH6 auf das IL-6 classic-

signaling ausgeschlossen werden. Die Phosphorylierung von STAT3 und die damit 

verbundene Zellproliferation über IL-6 classic-signaling wurden durch den VHH6 weder 

gefördert noch behindert (Baran et al. 2018). Dies lässt darauf schließen, dass der VHH6 

aufgrund seiner Spezifität für ein junktionales, transientes Epitop des IL-6/sIL-6R 

Komplexes nicht an den Komplex aus IL-6 und membranständigem IL-6R bindet oder dass 

die Aktivierung des membranständigen Rezeptors sich nicht beeinflussen lässt, da sich auf 

der Membran gp130 in räumlicher Nähe zum IL-6R befindet und es dadurch nach Bindung 

von IL-6 an den IL-6R zu einer sofortigen Rekrutierung von gp130 kommt. Die räumliche 

Nähe des IL-6R und gp130 führt möglicherweise zu einer sehr effizienten und vor allem 

schnellen Aktivierung der Signaltransduktion, die eine Stabilisierung des Gleichgewichts 

von IL-6/IL-6R erschwert. Die Spezifität für das IL-6 trans-signaling macht den sdAb VHH6 

allerdings zu einem sehr interessanten Modulator des IL-6 trans-signalings.  
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3.1.4 Detektion der maximalen Menge an IL-6/sIL-6R Komplex im Komplex-ELISA 
mithilfe des VHH6 

Die stabilisierende Wirkung des VHH6 auf den IL-6/sIL-6R Komplex konnte genutzt werden, 

um die Sensitivität eines kommerziell erhältlichen Komplex-ELISA (Human IL-6/IL-6Rα 

Complex DuoSet ELISA, R&D Systems) zu erhöhen. Es konnte in der Arbeitsgruppe 

gezeigt werden, dass der Komplex aus IL-6 und sIL-6R nicht sehr stabil ist und 

dementsprechend unter Gleichgewichtsbedingungen nur geringe Mengen Komplex aber 

große Anteile freier Komponenten vorliegen (Baran et al. 2018). Um die maximal mögliche 

Menge des IL-6/sIL-6R Komplexes im ELISA zu bestimmen wurde VHH6 als 

stabilisierendes Protein eingesetzt. Die folgenden Experimente wurden in Zusammenarbeit 

mit Dr. Paul Baran aus dem Institut für Biochemie und Molekularbiologie II an der Heinrich-

Heine-Universität durchgeführt, der sich im Rahmen seiner Dissertation unter anderem mit 

der exakten Quantifizierung von IL-6/sIL-6R Komplexen auseinandergesetzt hat.  

Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich die Frage nach der Detektion der maximal möglichen 

Menge an IL-6/sIL-6R Komplex. Die Durchführung der folgenden ELISA Experimente 

erfolgte wie in Abschnitt 2.3.10 beschrieben. Zuerst wurde eine Kreuzreaktivität des VHH6 

mit dem Komple ELISA Kit ausgeschlossen, indem der VHH6 (1 µg/mL oder 10 µg/mL) 

sowohl alleine, als auch in Kombination mit nur IL-6 (50 ng/mL) oder nur sIL-6R (50 ng/mL) 

aufgetragen wurde. Unter keiner dieser Bedingungen wurde ein Signal detektiert. Im 

Vergleich dazu wurde ein deutlicher Signalanstieg jeweils unter Zugabe des VHH6 

detektiert (s. Abb. 13).  

 
Abb. 13: Ausschluss einer Kreuzreaktivität von VHH6 mit dem Kit Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet 
ELISA (R&D Systems) 
Analyse der Menge an detektierbarem IL-6/sIL-6R Komplex mittels ELISA bei Inkubation (1 h bei RT) 
ausschließlich mit VHH6 (1 µg/mL oder 10 µg/mL), sowie VHH6 und 50 ng/mL IL-6 oder VHH6 und 50 ng/mL 
sIL-6R. Nur bei der Inkubation von VHH6 (1 µg/mL oder 10 µg/mL) zusammen mit IL-6 und sIL-6R wurde ein 
Signal detektiert.  
Das Experiment wurde n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob der VHH6 die Menge an 

detektierbarem IL-6/sIL-6R Komplex erhöht, sowie die optimale VHH6 Konzentration zur 

Stabilisierung und Detektion des IL-6/sIL-6R Komplexes im ELISA bestimmt. 
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Dazu wurden im ELISA 50 ng/mL sIL-6R mit verschiedenen Konzentrationen an IL-6  

(5 - 50 ng/mL) und VHH6 (0,1 - 10 µg/mL) für 1 h bei RT inkubiert und im Anschluss 

analysiert. Zur Kontrolle wurde eine Reihe ohne Zugabe des VHH6 angesetzt. Unabhängig 

von der Konzentration an VHH6 wurde hier immer eine höhere Menge an IL-6/sIL-6R 

Komplex detektiert als in der Kontrolle ohne VHH6. Eine maximale Stabilisierung erfolgte 

dabei ab einer VHH6 Konzentration von 0,5 µg/mL. Dies entspricht einem 30fachen 

Überschuss an VHH6 (s. Abb. 14 A). Außerdem wurde untersucht, inwieweit VHH6 die 

nötige Menge an IL-6 zur Detektion von IL-6/sIL-6R Komplex im ELISA verringern kann. 

Dazu wurden 50 ng/mL sIL-6R mit verschiedenen Mengen IL-6 (0,1 - 1 ng/mL) für 1 h bei 

RT inkubiert, jeweils ohne oder mit VHH6 (0,1 oder 0,5 µg/mL). Anschließend wurde die 

Menge an Komplex mittels ELISA quantifiziert, wobei in den Ansätzen ohne VHH6 bei solch 

niedrigen IL-6 Konzentrationen kein Signal gemessen werden konnte. Durch Zugabe von 

VHH6 hingegen war eine Detektion bei allen IL-6 Konzentrationen möglich. Die Detektion 

der IL-6/sIL-6R Komplexe erfolgte dabei deutlich stärker wenn 0,5 µg/mL VHH6 anstatt  

0,1 µg/mL hinzugegeben wurden (s. Abb. 14 B) (Baran et al. 2018).  

 
Abb. 14: VHH6 erhöht die nachweisbare Menge an IL-6/sIL-6R Komplex im Komplex-ELISA. 
(A) Analyse der Menge an IL-6/sIL-6R Komplex mittels ELISA bei unterschiedlichen Konditionen von IL-6  
(5 - 50 ng/mL) mit 50 ng/mL sIL-6R, bei ansteigenden Konzentrationen an VHH6 (0 - 10 µg/mL). Die Inkubation 
erfolgte für 1 h bei RT. (B) Analyse der Menge an IL-6/sIL-6R Komplex mittels ELISA bei unterschiedlichen 
Konditionen von IL-6 (0,1 - 1 ng/mL) mit 50 ng/mL sIL-6R, bei ansteigenden Konzentrationen an VHH6  
(0 - 0,5 µg/mL). Die Inkubation erfolgte für 1 h bei RT. Zur Durchführung von (A) und (B) s. Abschnitt 2.3.10. 
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
Der sdAb VHH6 erhöht also deutlich die Sensitivität und verbessert somit die 

Nachweisgrenze der Menge an detektierbarem IL-6/sIL-6R Komplex im ELISA Kit Human 

IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet von R&D Systems (Baran et al. 2018). 

0

5

10

15

20

0 0,1 0,5 1 10

IL
(6
/s
IL
(6
R-
Ko
m
pl
ex

O
D-
[4
50
-n
m
]

VHH6- [µg/mL]

IL(6-[ng/mL]

5

10

25

50

A

0

0,5

1

1,5

0 0,1 0,5

IL
(6
/s
IL
(6
R-
Ko
m
pl
ex

O
D-
[4
50
-n
m
]

VHH6- [µg/mL]

IL(6-[ng/mL]

0,1

0,25

0,5

1

B



 

 44 

3.2 Inhibierung des IL-6 Signalwegs  

Sowohl zur generellen Inhibierung der IL-6 Signalwege, als auch der selektiven Inhibierung 

des IL-6 trans-signalings, wurden bereits verschiedene Moleküle beschrieben, welche sich 

hinsichtlich ihres Aufbaus und ihrer genauen Wirkung unterscheiden.  

Diese Moleküle wurden bereits in Abschnitt 1.1.3 beschrieben. Moleküle, die auf der 

Struktur des gp130 aufbauen, unterscheiden sich dabei je nach Aufbau stark in ihrer Größe, 

inhibitorischen Kapazität, sowie der Spezifität für das IL-6 signaling (s. Tabelle 16). Eine 

schematische Darstellung dieser Moleküle ist in Abbildung 3 (Abschnitt 1.1.3) zu sehen. 

Tabelle 16: Vergleich der Wirkstärke verschiedener Inhibitoren des IL-6 Signalwegs 
 
Aus den zuvor gezeigten Ergebnissen bezüglich der Spezifität des sdAbs VHH6 entwickelte 

sich die Idee, diese Eigenschaft zur spezifischen Inhibierung des IL-6 trans-signalings zu 

nutzen. Der sdAb VHH6, der eigentlich über die Bindung an ein junktionales Epitop des  

IL-6/sIL-6R Komplexes das IL-6 trans-signaling fördert, wurde hier an Domänen des 

sgp130Fc Moleküls gekoppelt, um so möglicherweise durch Vermittlung von 

Aviditätseffekten das inhibitorische Potential von sgp130 zu verbessern und eine IL-6 trans-

signaling Spezifität zu erzeugen. 

3.2.1 Generierung neuartiger sgp130-VHH6 Fusionsproteine 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Varianten eines sgp130-VHH6 

Fusionsproteins generiert und hinsichtlich ihrer Wirkung auf den IL-6 Signalweg untersucht. 

Alle drei Varianten bestehen dabei aus VHH6, der einerseits über einen flexiblen 

Peptidlinker (100 Å) mit Domänen des sgp130 und andererseits über einen linker mit 

integrierter Erkennungssequenz für die TEV-Protease an ein Fc-Fragment verbunden ist. 

Die Varianten unterscheiden sich dabei in der Anzahl der sgp130 Domänen (s. Abb. 15). 

Variante sgp130Fc sgp130-
E10Fc 

sgp130his mini-gp130-
ELP 

gp130-RAPS 

Molekular- 
gewicht [kDa] 

186 140 67 75 35 

IC50 [ng/mL] 20 n.a. 200 n.a. n.a. 

IC50 [nM] 0,067 67 0,4 n.a. n.a. 

Inhibitorische 
Wirkungsbreite 
[ng/mL] 

20-500 1000 200-500 10000 500-1000 

Quelle Jostock et al. 2001; 

Garbers et al. 2011; 

Wolf et al. 2016 

Sommer et 

al. 2014 

Jostock et 

al. 2001  

Lin et al. 

2006 

Tanaka et al. 

2000; Richards 

et al. 2006 
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Abb. 15: Schematischer Aufbau der drei neuartigen sgp130-VHH6 Fusionsproteine  
(A) Das Molekül D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) besteht aus den extrazellulären gp130 Domänen D1-D3, die über 
einen 100 Å Peptidlinker mit dem VHH6 verbunden sind, der wiederum über einen linker mit der 
Erkennungssequenz für die TEV Protease an ein Fc-Teil gebunden ist. Über das Fc-Teil erfolgt eine 
Dimerisierung. Das Dimer hat eine Molekülgröße von 157 kDa. (B) Das Molekül D2-D3VHH6Fc ist analog zum 
D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) aufgebaut und hat als Dimer eine Molekülgröße von 128 kDa. (C) Das Molekül 
D1VHH6Fc ist analog zum D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) aufgebaut und hat als Dimer eine Größe von 108 kDa. 
 
Eine detaillierte Darstellung der Klonierungsstrategie ist in Abbildung 16 und 17 zu finden. 

In einem ersten Schritt wurde das Plasmid pMAT-IL-6-VHH6 kloniert. Dazu wurde aus dem 

Ausgangsplasmid pMAT-nativesHIL-6 mittels präparativer Endonukleasenrestriktion mit 

BamHI und PmlI die Sequenz für den IL-6R abgespalten (s. Abschnitt 2.2.5). Die VHH6 

cDNA Sequenz wurde durch Restriktion mit BamHI und EcoRV aus dem Plasmid pMAT-

VHH6, welches bei GeneArt (Thermo Fisher Scientific) bestellt wurde, gewonnen. Dann 

erfolgte eine Ligation der VHH6 cDNA hinter die IL-6 Sequenz in das pMAT-IL-6 Plasmid 

(s. Abschnitt 2.2.6). Durch eine präparative Endonukleasenrestriktion dieses Plasmids mit 

HindIII und NotI konnte die Sequenz IL-6-VHH6 gewonnen werden. Das Plasmid 

pcDNA3.1-HIL-6-Fc wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen HindIII und NotI 

hydrolysiert. Im Anschluss wurde dann die IL-6-VHH6 Sequenz in dieses Plasmid vor die 

Fc-Sequenz ligiert. Das Ergebnis der analytischen Endonukleasenrestriktion des klonierten 

Plasmids pcDNA3.1-IL-6-VHH6-Fc mit BamHI ist in Abbildung 18 A dargestellt.  

Zur weiteren Klonierung wurden jeweils die gp130 Domänen D1-D3, D2-D3 und D1 mittels 

PCR amplifiziert und in den Vektor pBluescript ligiert (s. Abschnitt 2.2.6). Im Anschluss an 

diese Ligation erfolgte jeweils eine präparative Endonukleasenrestriktion mit HindIII und 

XhoI, sowohl der gp130 Domänen im pBluescript, als auch dem zuvor klonierten Plasmid 

pcDNA3.1-IL-6-VHH6-Fc (s. Abb. 17). Nach der jeweiligen Ligation von D1-D3, D2-D3 oder 

D1 vor die VHH6 Sequenz in das Plasmid pcDNA3.1-VHH6-Fc, erfolgte die Transformation 

in E.coli XL1 blue mit anschließender DNA Mini- und Midi-Präparation (s. Abschnitte 2.2.7, 

2.2.8 und 2.2.9). Das Ergebnis der im Anschluss durchgeführten analytischen 

Endonukleasenrestriktion ist in Abbildung 18 B-D dargestellt.  
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Abb. 16: Klonierungsstrategie für sgp130-VHH6 Fusionsproteine 
Es erfolgte ein präparativer Restriktionsverdau (s. Abschnitt 2.2.5) der Plasmide pMAT-nativesHIL-6 und  
pMAT-VHH6 mit den Endonukleasen BamHI und PmlI. Die cDNA für den VHH6 wurde dann in das Plasmid 
pMAT-nativesHIL-6 hinter die IL-6 Sequenz ligiert (s. Abschnitt 2.2.6). Dieses Plasmid pMAT-IL-6-VHH6 und 
das Plasmid pcDNA3.1-HIL-6-Fc wurden dann mit den Restriktionsenzymen HindIII und NotI präparativ 
hydrolysiert. IL-6-VHH6 wurde dann in das Plasmid pcDNA3.1 vor die Fc-Sequenz ligiert.  
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Abb. 17: Klonierungsstrategie für sgp130-VHH6 Fusionsproteine 
Es erfolgte ein präparativer Restriktionsverdau (s. Abschnitt 2.2.5) des Plasmids pcDNA3.1-IL-6-VHH6-Fc und 
den PCR-Produkten D1-D3, D2-D3 und D1 in pBluescript mit den Endonukleasen HindIII und XhoI. Die sgp130 
Domänen D1-D3, D2-D3 und D1 wurden dann jeweils in das Plasmid pcDNA3.1-VHH6-Fc vor die VHH6 
Sequenz ligiert (s. Abschnitt 2.2.6). 

 
 
Abb. 18: Analytische Endonukleasenrestriktion von pcDNA3.1-IL-6-VHH6-Fc und pcDNA3.1-D1-D3/D2-
D3/D1-VHH6-Fc 
(A) Die analytische Restriktionsanalyse erfolgte wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben mit der Endonuklease 
BamHI, Fragmente in einer Größe von 1113 und 6110 bp erwartet. (B) Analytischer Restriktionsverdau von 
pcDNA3.1-D1-VHH6-Fc mit BamHI, Fragmente in einer Größe von 376, 1113 und 5467 bp erwartet.  
(C) Analytischer Restriktionsverdau von pcDNA3.1-D2-D3-VHH6-Fc mit PuvII, Fragmente in einer Größe von 
1953, 1096, 1069 und 3075 bp erwartet. (D) Analytischer Restriktionsverdau von pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc 
mit EcoRV, Fragmente in einer Größe von 1680 und 5888 bp erwartet.  
 
Die Plasmide wurden dann in CHO-K1 Zellen transient transfiziert. Die Transfektion erfolgte 

wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben. Zum Nachweis einer erfolgreichen Transfektion wurden 

Zellkulturüberstand (ZKÜ) und Zelllysate (s. Abschnitt 2.3.1) auf die gewünschten Proteine 

hin untersucht. Es erfolgte eine SDS-PAGE Analyse (s. Abschnitt 2.3.3) mit 

anschließendem Westernblot (s. Abschnitt 2.3.4). Hier zeigte sich, dass alle drei Varianten 

sowohl in das Zellkulturmedium sezerniert wurden, als auch im Zelllysat vorhanden waren, 

wobei die Expression von D1VHH6Fc und D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) stärker ausfielen.  
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Zur besseren Darstellung wurde mit den ZKÜ eine Protein A Präzipitation (s. Abschnitt 

2.4.8) mit anschließender SDS-PAGE Analyse und einem Westernblot durchgeführt.  

Hier zeigte sich, dass das Fusionsprotein D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) in deutlich höherer 

Menge im ZKÜ vorhanden war als die anderen beiden Varianten (s. Abb. 19).  

 
Abb. 19: sgp130-VHH6 Fusionsproteine werden in CHO-K1 Zellen exprimiert 
(A) Die Proteine aus ZKÜ oder Zelllysat transient transfizierter CHO-K1 Zellen jeweils mit den Plasmiden der 
sgp130-VHH6 Fusionsproteine wurden mittels SDS-PAGE und Westernblotanalyse nachgewiesen. Detektion 
der Proteine mit Antikörper a-humaner Fc POD. Die Proteine konnten sowohl in den Zelllysaten als auch im 
ZKÜ nachgewiesen werden. (B) Mittels Protein A Präzipitation von 1 mL ZKÜ mit 50 µg Protein A Agarose aus 
transient transfizierten CHO-K1 Zellen mit den Plasmiden der sgp130-VHH6 Fusionsproteine konnten diese für 
den Nachweis mittels SDS-PAGE und Westernblot angereichert werden. Detektion der Proteine mit Antikörper 
a-humaner Fc POD. Es zeigte sich, dass das Protein D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) in größerer Menge als die 
anderen beiden Fusionsproteine im ZKÜ vorhanden ist.  
  
Zur Durchführung von Experimenten mit definierten Mengen des Moleküls D1-D3VHH6Fc 

(cs130Fc) wurde das Protein aus dem Zellkulturüberstand extrahiert. Die Proteinextraktion 

erfolgte mittels Affinitätschromatographie (s. Abschnitt 2.3.9). 

3.2.2 Wirkung der sgp130-VHH6 Fusionsproteine auf das IL-6 trans-signaling 

Nach erfolgreicher Expression in CHO-K1 Zellen und Proteinextraktion aus transient 

transfizierten CHO-K1 Zellen wurden die drei neuen Fusionsproteine bezüglich ihrer 

Wirkung auf den IL-6 Signalweg hin untersucht. Die Kombination aus einer VHH6 

Komponente, die spezifisch den IL-6/sIL-6R Komplex bindet, als auch einer sgp130 

Komponente, die diesen Komplex hemmen kann, wurde vermutet, dass das IL-6 trans-

signaling gehemmt werden kann. Zur ersten Einschätzung der Wirkung auf das IL-6 trans-

signaling wurde untersucht, inwieweit die IL-6 abhängige Proliferation von Ba/F3-gp130 

Zellen beeinflusst wird. Hierzu wurden Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130 Zellen 

durchgeführt, die zusätzlich zur Stimulation mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R mit 

Zellkulturüberstand (ZKÜ) aus transient transfizierten CHO-K1 Zellen inkubiert wurden.  

Wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, werden die Fusionsproteine in den ZKÜ sezerniert und 

können somit ihre Wirkung auf die Ba/F3-gp130 Zellen entfalten. 

Zelllysate 48*h Zellkulturüberstand*48*h

kDa

130

100

70

55

!!!
!!!
!!!

!!!

!!!
!!!
!!!

!!!

Zellkulturüberstand*48*h

**nach*Protein*A*Präzipitation

A B



 

 49 

Um eine unspezifische Wirkung der Fusionsproteine auf die Zellen auszuschließen wurden 

diese auch nur mit ZKÜ, ohne Zytokine, unter gleichen Bedingungen inkubiert.  

Die Zellproliferation wurde dann mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay gemessen  

(s. Abschnitt 2.4.2). Es war keine unspezifische Wirkung auf Zellen ohne Zytokinstimulation 

zu verzeichnen (s. Abb. 20 A). Die Fusionsproteine D1VHH6Fc und D2-D3VHH6Fc 

verstärkten die Zellproliferation im Gegensatz zur alleinigen Zytokinstimulation. Von den 

Fusionsproteinen war nur die Variante D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) in der Lage, die IL-6 trans-

signaling abhängige Proliferation zu unterdrücken. Zur Bestätigung dieser Ergebnisse 

wurden mit den gleichen ZKÜ und den darin enthaltenen Fusionsproteinen 

Stimulationsassays (s. Abschnitt 2.4.3) durchgeführt. Die Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 

10 ng/mL HIL-6, sowie den ZKÜ (100 µl oder 1 mL), stimuliert. Als Positivkontrolle für die 

Phosphorylierung von STAT3 über das IL-6 trans-signaling wurden die Zellen nur mit  

10 ng/mL HIL-6 stimuliert. Unstimulierte Ba/F3-gp130 Zellen wurden als Negativkontrolle 

verwendet. Nach der Stimulation wurden Zelllysate erstellt (s. Abschnitt 2.3.1). Jeweils  

50 µg Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE (s. Abschnitt 2.3.3) und anschließendem 

Westernblot (s. Abschnitt 2.3.4) auf die Menge an pSTAT3 analysiert. Als Ladekontrolle 

wurde in der SDS-PAGE Analyse zusätzlich zum pSTAT3 auch das STAT3 Signal 

gemessen. Hier zeigte sich erneut, dass nur D1-D3VHH6Fc (cs130Fc) eindeutig ein 

inhibitorisches Potential auf das IL-6 trans-signaling entfalten kann. Das pSTAT3 Signal bei 

Inkubation mit D1VHH6Fc und D2-D3VHH6Fc war vergleichbar mit der alleinigen 

Stimulation durch den IL-6/sIL-6R Komplex. Diese Ergebnisse zeigten sich sowohl bei 

Inkubation mit 100 µL, als auch mit 1 mL ZKÜ (s. Abb. 20 B).   

 
Abb. 20: Inhibitorisches Potential der sgp130-VHH6 Fusionsproteine auf IL-6 trans-signaling 
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130 Zellen (5x104 Zellen/mL) stimuliert mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL 
sIL-6R, jeweils mit 100 µL ZKÜ von transient transfizierten CHO-K1 Zellen, die die Fusionsproteine sezernieren. 
Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay. (B) 5x105 Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit  
10 ng/mL HIL-6 kultiviert, jeweils mit 100 µL oder 1 mL ZKÜ von transient transfizierten CHO-K1 Zellen.  
Als Kontrollen dienten ein Ansatz nur mit Zytokinstimulation (Positivkontrolle) und ein Ansatz ganz ohne 
Zytokinstimulation oder ZKÜ (Negativkontrolle). SDS-PAGE und Westernblot. Detektion STAT3 mit Primär-AK 
a-STAT3 (124H6) und Sekundär-AK a-Maus IgG-POD; Detektion pSTAT3 mit Primär-AK a-Phospho-STAT3 
(Tyr705) (D3A7) XP und Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD. 
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
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In einem weiteren Schritt war nun von Interesse, wie das inhibitorische Potential des  

cs130Fc im Vergleich zum sgp130Fc zu beurteilen ist. Um einen quantitativen Vergleich 

anzustellen wurden diese Experimente mit gereinigtem Protein aus transient transfizierten 

CHO-K1 Zellen durchgeführt. Die Proteinextraktion wurde in Abschnitt 2.3.9 beschrieben. 

Diesmal wurde die IL-6 abhängige Proliferation von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1- IL-23R Zellen 

untersucht. Die Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen wurden dazu mit 10 ng/mL IL-6 +  

70 ng/mL sIL-6R stimuliert. Dazu wurden die inhibitorischen Proteine cs130Fc und  

sgp130Fc in steigender Dosierung (0,0001 - 1 µg/mL) zugegeben.  

Nach einer Inkubationszeit von 72 h bei 37˚C wurde die Zellproliferation wie in Abschnitt 

2.4.2 beschrieben gemessen. Bei der Stimulation mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R 

zeigte sich, dass sgp130Fc in niedrigen Konzentrationen (0,0001 - 0,01 µg/mL) die 

Proliferation etwas stärker inhibiert als cs130Fc. Ab einer Konzentration von 0,03 µg/mL 

zeigten cs130Fc und sgp130Fc eine vergleichbare inhibitorische Wirkung. Dies lässt sich 

auch anhand der berechneten IC50 Werte feststellen, wobei der IC50 Wert für cs130Fc  

37 ng/mL und für sgp130Fc 25 ng/mL beträgt (s. Abb. 21 A).  

 
Abb. 21: Vergleich des inhibitorischen Potentials von cs130Fc und sgp130Fc bei Zytokinstimulation mit 
IL-6/sIL-6R 
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/ml 
IL-6 + 70 ng/ml sIL-6R. Dazu wurde den Zellen zur Proliferationshemmung steigende Konzentrationen (0,0001 
– 1 µg/mL) an cs130Fc oder sgp130Fc hinzugegeben. Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability 
Assay. (B) 5x105 Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen wurden mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R kultiviert, 
jeweils mit 1 µg/mL, 0,1 µg/mL oder 0,01 µg/mL an cs130Fc oder sgp130Fc. Als Referenz für die Proliferation 
diente ein Ansatz nur mit Zytokinstimulation und zur Kontrolle wurde ein Ansatz nicht stimuliert. SDS-PAGE und 
Westernblot. Detektion STAT3 mit Primär-AK a-STAT3 (124H6) und Sekundär-AK a-Maus IgG-POD; Detektion 
pSTAT3 mit Primär-AK a-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP und Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD.  
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
Zur Bestätigung wurde ebenfalls die Auswirkung der Inhibitoren auf den JAK/STAT-

Signalweg in Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen durch Stimulationsassays (s. Abschnitt 

2.4.3) untersucht. Dazu wurden die Zellen mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R, sowie den 

Inhibitoren cs130Fc und spg130Fc in den Konzentrationen 1µg/mL, 0,1 µg/mL oder 0,01 

µg/mL für 10 min stimuliert. Als Positivkontrolle für die STAT3 Phosphorylierung über IL-6 

trans-signaling wurden die Zellen mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R stimuliert. 

Unstimulierte Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen dienten als Negativkontrolle. 
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Nach der Stimulation wurden Zelllysate erstellt (s. Abschnitt 2.3.1) und jeweils 50 µg 

Gesamtprotein mittels SDS-PAGE und Westernblot auf die Menge an pSTAT3 analysiert  

(s. Abschnitte 2.3.3 und 2.3.4). Die Positivkontrolle zeigte einen pSTAT3 Nachweis. In der 

Negativkontrolle wurde kein pSTAT3 Signal nachgewiesen. Durch Zugabe von 1 µg/mL 

cs130Fc oder sgp130Fc wurde das pSTAT3 Signal vollständig unterdrückt. In geringerer 

Konzentration konnte keine inhibitorische Wirkung auf die Phosphorylierung von STAT3 

nachgewiesen werden (s. Abb. 21 B).  

In einem weiteren Proliferationsassay wurden die Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen mit 

10 ng/mL HIL-6 stimuliert. Hier zeigte sich ebenfalls eine vergleichbare inhibitorische 

Wirkung von cs130Fc und sgp130Fc. Die IC50 wurde für cs130Fc mit 20,3 ng/mL und für 

sgp130Fc mit 8,5 ng/mL berechnet (s. Abb. 22 A). Zusätzlich wurde ein Stimulationsassay 

mit 10 ng/mL HIL-6 durchgeführt. Es zeigte sich in der Negativkontrolle keine unspezifische 

Stimulation und in der Positivkontrolle ein pSTAT3 Nachweis. Die STAT3 Phosphorylierung 

wurde durch 1 µg/mL cs130Fc bzw. 0,1 µg/mL sgp130Fc abgeschwächt (s. Abb. 22 B). 

 
Abb. 22: Vergleich des inhibitorischen Potentials von cs130Fc und sgp130Fc bei Zytokinstimulation mit 
HIL-6 
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/ml 
HIL-6. Dazu wurde den Zellen zur Proliferationshemmung steigende Konzentrationen (0,0001 – 1 µg/mL) an 
cs130Fc oder sgp130Fc hinzugegeben. Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay.  
(B) 5x105 Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen wurden mit 10 ng/mL HIL-6 kultiviert, jeweils mit 1 µg/mL,  
0,1 µg/mL oder 0,01 µg/mL an cs130Fc oder sgp130Fc. Als Referenz für die Proliferation diente ein Ansatz nur 
mit Zytokinstimulation und zur Kontrolle wurde ein Ansatz nicht stimuliert. SDS-PAGE und Westernblot. 
Detektion STAT3 mit Primär-AK a-STAT3 (124H6) und Sekundär-AK a-Maus IgG-POD; Detektion pSTAT3 mit 
Primär-AK a-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP und Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD.   
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
Von den drei neuartigen sgp130-VHH6 Fusionsproteinen zeigte lediglich D1-D3VHH6Fc, 

im Nachfolgenden cs130Fc genannt, eine inhibitorische Wirkung auf das IL-6 trans-

signaling. Aus den zuvor dargestellten Ergebnissen lässt sich zudem schließen, dass 

cs130Fc ein vergleichbares Inhibitorisches Potential auf das IL-6 trans-signaling besitzt wie 

sgp130Fc. Dabei ist besonders hervorzuheben, dass cs130Fc eine minimierte sgp130Fc 

Variante ist, die der natürlich vorkommenden sgp130RAPS Variante entspricht. Während 

sgp130RAPS eine deutlich reduzierte inhibitorische Wirkung im Vergleich zu sgp130Fc 

aufweist, zeigte sich für cs130Fc eine zu sgp130Fc vergleichbare inhibitorische Wirkung. 
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3.2.3 Wirkung der sgp130-VHH6 Fusionsproteine auf das IL-6 classic-signaling 

Neben der Untersuchung der Wirkung der neu generierten sdAb-Fusionsproteine auf das 

IL-6 trans-signaling war auch eine mögliche Beeinflussung des IL-6 classic-signalings von 

Interesse. Dadurch dass der sdAb VHH6 spezifisch nur das IL-6 trans-signaling beeinflusst 

(s. Abschnitte 3.1.2 und 3.1.3) lag auch hier die Vermutung nahe, dass die neuen 

Fusionsproteine das IL-6 classic-signaling nicht beeinflussen würden. 

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde die Wirkung der Fusionsproteine auf die  

IL-6 abhängige Proliferation von Ba/F3-gp130-IL6R Zellen als in vitro System für IL-6 

classic-signaling untersucht. Diese Zellen proliferieren in Anwesenheit von IL-6, welches 

dann über eine Bindung an den membranständigen IL-6R eine Dimerisierung von gp130 

und Aktivierung des JAK/STAT Signalwegs bewirken kann. Die Ba/F3-gp130-IL6R Zellen 

wurden mit 10 ng/mL IL-6 und ZKÜ aus transient transfizierten CHO-K1 Zellen für 72 h bei 

37˚C inkubiert. Wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, werden die Fusionsproteine in den ZKÜ 

sezerniert und können somit ihre Wirkung auf die Ba/F3-gp130-IL6R Zellen entfalten.  

Um eine unspezifische Wirkung der Fusionsproteine auf die Zellen auszuschließen, wurden 

diese auch nur mit ZKÜ, ohne IL-6, unter gleichen Bedingungen inkubiert. Nach 72 h wurde 

dann die Zellproliferation wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben mit dem Kit CellTiter-Blue Cell 

Viability Assay gemessen. Dabei war keine unspezifische Wirkung auf die Zellen zu 

verzeichnen. Weiterhin zeigte keines der Fusionsproteine ein inhibitorisches Potential auf 

die IL-6 classic-signaling abhängige Proliferation dieser Zellen. Eine entscheidende 

Steigerung der Proliferation war ebenfalls nicht zu erkennen (s. Abb. 23 A).  

 
Abb. 23: Inhibitorisches Potential der sgp130-VHH6 Fusionsproteine auf IL-6 classic-signaling 
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL6R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL IL-6, sowie 
jeweils 100 µL ZKÜ transient transfizierter CHO-K1 Zellen, die die Fusionsproteine sezernieren. Auslesung 
nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay. (B) 5x105 Ba/F3-gp130-IL6R Zellen wurden mit 10 ng/mL 
IL-6 kultiviert, sowie jeweils 1 mL ZKÜ transient transfizierter CHO-K1 Zellen. Zum Nachweis der möglichen 
Inhibition wurde einem Ansatz 100 µg/mL Tocilizumab zugegeben. Zur Kontrolle wurden die Zellen einmal nur 
mit IL-6 stimuliert und einmal unstimuliert belassen. SDS-PAGE und Westernblot. Detektion STAT3 mit  
Primär-AK a-STAT3 (124H6) und Sekundär-AK a-Maus IgG-POD; Detektion pSTAT3 mit Primär-AK  
a-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP und Sekundär-AK a-Kaninchen IgG-POD. 
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
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Zusätzlich zur Proliferationsmessung wurde auch die IL-6 classic-signaling abhängige 

Phosphorylierung von STAT3 über den JAK/STAT-Signalweg in Ba/F3-gp130-IL6R Zellen 

in einem Stimulationsassay (s. Abschnitt 2.4.3) untersucht. Nach 3 h Inkubation in  

DMEM-/- Medium wurden die Zellen mit 10 ng/mL IL-6 in Anwesenheit der inhibitorischen 

Fusionsproteine, oder dem klinisch zugelassenen IL-6R neutralisierenden, rekombinanten 

Antikörper Tocilizumab stimuliert. Unstimulierte Ba/F3-gp130-IL6R Zellen wurden als 

Negativkontrolle verwendet. Dabei wurde keine Wirkung der Fusionsproteine auf  

IL-6 classic-signaling detektiert, während Tocilizumab eine deutliche Abschwächung der 

STAT3 Phosphorylierung bewirkte (s. Abb. 23 B).  

Betrachtet man die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3 ist festzustellen, dass von den 

drei sgp130-VHH6 Fusionsproteinen cs130Fc spezifisch IL-6 trans-signaling inhibieren 

kann und bei deutlich geringerem Molekulargewicht eine vergleichbare Wirkstärke zum 

sgp130Fc aufweist. Eine Auswirkung auf IL-6 classic-signaling zeigte sich hingegen nicht.  

3.2.4 Die Spezifität der inhibitorischen Wirkung von cs130Fc 

Nachdem der cs130Fc als neues sgp130-VHH6 Fusionsprotein mit inhibitorischer Wirkung 

auf das IL-6 trans-signaling, ohne Beeinflussung des IL-6 classic-signalings, identifiziert 

werden konnte, wurde eine weitere Charakterisierung hinsichtlich der Spezifität für das  

IL-6 trans-signaling durchgeführt. Diese Charakterisierung erfolgte stets im Vergleich zum 

sgp130Fc, wobei bereits in Abschnitt 3.2.2 gezeigt werden konnte, dass die inhibitorische 

Wirkung auf das IL-6 trans-signaling vergleichbar stark ausgeprägt ist.  

Als in vitro System für IL-6 trans-signaling wurden diesmal Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R 

Zellen genutzt, die in Abhängigkeit von HIL-6, HIL-11 und IL-23, proliferieren können.  

Zur Vorbereitung wurde die biologische Aktivität der rekombinanten Zytokine HIL-6Fc und 

HIL-11Fc verglichen, um die notwendige Menge zur maximalen Proliferation zu ermitteln.  

 

Abb. 24: Vergleich der biologischen Aktivität der rekombinanten Zytokine HIL-6Fc und HIL-11Fc 
Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit steigenden 
Konzentrationen (0,01 - 100 ng/mL) an HIL-11Fc und HIL-6Fc zum Vergleich der Stimulationsstärke. Auslesung 
nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay. 
Dieses Experiment wurde n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist. 
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Es wurden Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen durchgeführt,  

die mit steigenden Konzentrationen (0,01 - 100 ng/mL) an HIL-11Fc und HIL-6Fc stimuliert 

wurden. Nach 72 h wurde die Zellproliferation mit dem Kit CellTiter-Blue Cell Viability Assay 

gemessen (s. Abschnitt 2.4.2). Es zeigte sich, dass die maximale Proliferation bereits ab 

einer HIL-6Fc Konzentration von 5 ng/mL erreicht wurde, im Vergleich zu einer 

Konzentration von 100 ng/mL des Zytokins HIL-11Fc (s. Abb. 24).  

Um mögliche unspezifische Effekte auf die zelluläre Signaltransduktion auszuschließen 

wurde der Effekt auf die IL-23 induzierte Signaltransduktion untersucht. Dazu wurden 

Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen mit 10 ng/mL IL-23, sowie ansteigenden 

Konzentrationen (0,0001 - 1 µg/mL) an cs130Fc oder sgp130Fc inkubiert. Dabei zeigten 

die Proteine unabhängig von der eingesetzten Konzentration keine Wirkung auf die IL-23 

signaling abhängige Proliferation (s. Abb. 25 A). 

 
Abb. 25: Spezifität der inhibitorischen Wirkung von cs130Fc auf IL-6 trans-signaling 
(A) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL 
IL-23, sowie ansteigenden Konzentrationen (0,0001 - 1 µg/mL) an cs130Fc oder spg130Fc. Auslesung nach  
72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay. (B) Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R 
Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL oder 100 ng/mL HIL-6Fc bzw. HIL-11Fc, mit ansteigenden 
Konzentrationen an cs130Fc oder sgp130Fc. Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay.  
Die Experimente A-B wurden jeweils n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
In nachfolgenden Proliferationsassays wurden nun Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen 

mit 10 ng/mL HIL-6Fc oder 100 ng/mL HIL-11Fc, sowie steigenden Konzentrationen  

(0,001 - 1 µg/mL) an cs130Fc oder sgp130Fc inkubiert, um die inhibitorische Wirkung  

zu vergleichen. Die Zellproliferation wurde wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben bestimmt.  

Bei der Stimulation mit HIL-6Fc konnte das IL-6 trans-signaling abhängige Zellwachstum 

sowohl durch cs130Fc als auch sgp130Fc gehemmt werden. Eine vollständige Hemmung 

der Proliferation konnte mit 0,05 µg/mL cs130Fc oder 0,01 µg/mL sgp130Fc erreicht 

werden. Hier erwies sich die Proliferationshemmung durch sgp130Fc also etwas effektiver. 

Ab einer Konzentration von 0,05 µg/mL cs130Fc oder sgp130Fc war die inhibitorische 

Stärke vergleichbar ausgeprägt (s. Abb. 25 B).  
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Bei der Stimulation mit HIL-11Fc waren dagegen andere Ergebnisse zu erfassen.  

Hier wurde die HIL-11Fc abhängige Zellproliferation zunehmend bei ansteigender 

Konzentration an sgp130Fc gehemmt. Eine vollständige Unterdrückung der Proliferation 

erfolgte ab einer Konzentration von 0,1 µg/mL sgp130Fc. Im Gegensatz dazu zeigte  

cs130Fc erst bei der fünffachen Konzentration eine vollständige Inhibition der HIL-11Fc 

induzierten Proliferation. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass cs130Fc spezifischer 

auf IL-6 trans-signalig wirkt als sgp130Fc. Bei einer Konzentration von 0,05 µg/mL cs130Fc 

oder sgp130Fc wurde die IL-6 trans-signaling abhängige Proliferation vollständig inhibiert, 

wobei sgp130Fc in dieser Konzentration auch die IL-11 abhängige Proliferation inhibiert. 

Der cs130Fc zeigte in dieser Konzentration noch keine Wirkung auf das IL-11 signaling und 

ist somit spezifischer für IL-6 trans-signaling (s. Abb. 25 B).  

Dies ist auch mit den berechneten Werten zur halbmaximalen inhibitorischen Konzentration 

(IC50) nachzuvollziehen. Die IC50 von cs130Fc zur Inhibition der IL-11 abhängigen 

Proliferation betrug 83 ng/mL im Gegensatz zur deutlich niedrigeren IC50 von 15 ng/mL bei 

Inkubation mit sgp130Fc. Für die IL-6 trans-signaling abhängige Proliferation mit HIL-6 

Stimulation lag die IC50 von cs130Fc mit 8,1 ng/mL etwas höher als die IC50 von 1,9 ng/mL 

bei Inkubation mit sgp130Fc.  

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine inhibitorische Wirkung des cs130Fc 

hin, die spezifisch für IL-6 trans-signaling ist. Zur Durchführung weiterer Experimente mit 

dem im Rahmen dieser Arbeit klonierten Fusionsprotein cs130Fc am Institut für Biochemie 

und Molekularbiologie II erfolgte eine stabile Transfektion des Plasmids in CHO-K1 Zellen 

(s. Abschnitt 2.4.5), sowie die Kryokonservierung dieser Zellen (s. Abschnitt 2.4.6).  

3.2.5 Generierung von cs130FcD2mut und cGFPs130Fc 

Zum besseren Verständnis über die molekulare Wirkungsweise des neuen Fusionsproteins 

cs130Fc sollte untersucht werden, inwieweit die inhibitorische Wirkung von den jeweiligen 

Komponenten (gp130 Domänen D1-D3 und VHH6) abhängig ist (s. Abschnitt 3.2.6).  

Zur Durchführung der entsprechenden Proliferationsassays wurden die zwei Moleküle 

cGFPs130Fc und cs130FcD2mut kloniert, wobei jeweils einer der Komponenten in seiner 

Funktion beeinträchtigt wurde. Der Austausch des VHH6 sdAb gegen einen GFPVHH sdAb 

im Molekül cGFPs130Fc beeinträchtigt die Bindung an den IL-6/sIL-6R Komplex und die 

Mutation in der Domäne D2 im Molekül cs130FcD2mut führt zum Funktionsverlust des gp130 

Anteils, wodurch die Bindung an site II von IL-6 beeinträchtigt ist. In Abbildung 26 ist eine 

detaillierte Darstellung der Klonierungsstrategie für das Plasmid pcDNA3.1-D1-D3 

GFPVHH-Fc (cGFPs130Fc) gezeigt. Es erfolgte eine präparative Endonukleasenrestriktion 

der Plasmide pcDNA3.1-GFPVHH und pcDNA3.1-IL-6-VHH6 mit BamHI und NotI.  
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Im Anschluss erfolgte eine Ligation des GFPVHH in das Plasmid pcDNA3.1-IL-6 und  

eine präparative Endonukleasenrestriktion der Plasmide pcDNA3.1-IL-6-GFPVHH und 

pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc mit HindIII und XhoI. Es erfolgte die Ligation des D1-D3 in das 

Plasmid pcDNA3.1-GFPVHH anstelle von IL-6 und im Anschluss die Transformation des 

fertigen Plasmids pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH in E.coli XL1 blue (s. Abschnitte 2.2.5, 2.2.6 

und 2.2.7).  

 

Abb. 26: Klonierungsstrategie für pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH-Fc  
Es erfolgte ein präparativer Restriktionsverdau (s. Abschnitt 2.2.5) der Plasmide pcDNA3.1-IL-6-VHH6 und 
pcDNA3.1-GFPVHH mit den Endonukleasen BamHI und NotI. Die cDNA des GFPVHH wurde in das Plasmid 
pcDNA3.1-IL-6 hinter die IL-6 Sequenz ligiert (s. Abschnitt 2.2.6). In einem weiteren Schritt erfolgte ein 
Restriktionsverdau von pcDNA3.1-IL-6-GFPVHH und pcDNA3.1-D1-D3 mit HindIII und XhoI. Anschließend 
wurde die D1-D3 Sequenz vor den GFPVHH zum Plasmid pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH ligiert. Im letzten Schritt 
(Abbildung rechte Seite) wurden die Plasmide pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH und pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc mit 
den Restriktionsenzymen HindIII und NotI präparativ hydrolysiert. Die Sequenz D1-D3-GFPVHH wurde dann in 
das Plasmid pcDNA3.1 vor die Fc-Sequenz ligiert.  
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Im Anschluss folgten eine DNA Mini- und Midi-Präparation, sowie eine analytische 

Endonukleasenrestriktion (s. Abschnitte 2.2.8 und 2.2.9). Dann wurde eine präparative 

Endonukleasenrestriktion des Plasmids pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH und des Plasmids 

pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc mit HindIII und NotI durchgeführt und im nächsten Schritt die 

Sequenz des D1-D3-GFPVHH in den Vektor pcDNA3.1-Fc ligiert. Im Anschluss wurde die 

Klonierung des Plasmids pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc (cGFPs130Fc) mittels analytischer 

Endonukleasenrestriktion mit BamHI und HindIII, sowie einer Sanger-Sequenzierung 

überprüft (s. Abschnitte 2.2.5 und 2.2.12).  

Die Generierung der Mutation in D2 des Plasmids pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc_D2mut 

wurde mithilfe einer site directed mutagenesis-PCR durchgeführt (s. Abschnitt 2.2.11).  

Als Ausgangsplasmid diente dabei das pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-Fc. Im Anschluss an die 

PCR folgte eine DNA Mini-Präparation mit Transformation in E.coli XL1 blue, sowie eine 

analytische Endonukleasenrestriktion mit EcoRV. Mit ausgewählten Klonen wurde dann 

eine DNA Midi-Präparation durchgeführt, wobei zuletzt via Sanger-Sequenzierung mit dem 

primer T7 der Nachweis der gewünschten Sequenz des Plasmids pcDNA3.1-D1-D3-VHH6-

Fc_D2mut (cs130FcD2mut) erfolgte (s. Abschnitte 2.2.7, 2.2.8, 2.2.9 und 2.2.12).  

Im Anschluss erfolgte eine transiente Transfektion der Plasmide in CHO-K1 Zellen  

(s. Abschnitt 2.4.4). Zur Bestätigung einer erfolgreichen Transfektion und Proteinsynthese 

wurden Zellkulturüberstände (ZKÜ) und Zelllysate jeweils nach 48 h abgenommen und 

mittels SDS-PAGE Analyse und anschließendem Westernblot auf das Vorhandensein der 

Proteine hin überprüft (s. Abschnitte 2.3.3 und 2.3.4). Die Proteine konnten jeweils im ZKÜ 

nachgewiesen werden (s. Abb. 27). 

 
Abb. 27: cGFPs130Fc und cs130FcD2mut werden in CHO-K1 Zellen exprimiert 
(A) Das Protein cGFPs130Fc aus ZKÜ oder Zelllysat transient transfizierter CHO-K1 Zellen mit dem Plasmid 
pcDNA3.1-D1-D3-GFPVHH-Fc wurde mittels SDS-PAGE und Westernblotanalyse nachgewiesen  
(s. Abschnitte 2.3.3 und 2.3.4). Detektion des Proteins mit Antikörper a-humaner Fc POD. Das Protein konnte 
im ZKÜ der 48 h nach Transfektion abgenommen wurde nachgewiesen werden. Kein Nachweis im Zelllysat.  
(B) Analog zu (A) Nachweis des Proteins cs130FcD2mut im ZKÜ transient transfizierter CHO-K1 Zellen 48 h nach 
Transfektion. Kein Nachweis im Zelllysat. Detektion im Westernblot mit Antikörper a-humaner Fc POD.  
 
Somit eignet sich der ZKÜ 48 h nach Transfektion zur Durchführung der im folgenden 

Abschnitt 3.2.6 beschriebenen Proliferationsassays. 
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3.2.6 Wirkung der Fusionsproteine cs130FcD2mut und cGFPs130Fc auf das IL-6 trans-
signaling  

Zur Untersuchung der Wirkung von cs130Fc, cs130FcD2mut und cGFPs130Fc auf das  

IL-6 trans-signaling wurden Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen 

durchgeführt. Die Zellproliferation erfolgte mit unterschiedlicher Zytokinstimulation.  

Zur Untersuchung der Wirkung auf IL-6 trans-signaling wurde mit 10 ng/mL HIL-6 oder  

10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R stimuliert, sowie zur Untersuchung des IL-11 trans-

signalings mit 10 ng/mL HIL-11Fc. Die Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen wurden 

jeweils mit den genannten Zytokinen und Fusionsproteinen für 72 h inkubiert.  

Die Durchführung und Auswertung des Experiments erfolgte wie in Abschnitt 2.4.2 

beschrieben. Die Auswertung ergab in der Positivkontrolle hinsichtlich der verschiedenen 

Zytokine ein ähnliches Proliferationsausmaß, weshalb hier ein Vergleich der Konditionen 

möglich war. Ebenso konnte im Sinne einer Negativkontrolle keine Proliferation 

unstimulierter Zellen gemessen werden (s. Abb. 28). 

 
Abb. 28: Wirkung von cs130FcD2mut und cGFPs130Fc auf IL-6 trans-signaling 
Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert entweder mit  
10 ng/mL HIL-6Fc, 10 ng/mL HIL-11Fc oder 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R, jeweils mit 100 µL ZKÜ von 
transient transfizierten CHO-K1 Zellen mit den Plasmiden für cs130FcD2mut und cGFPs130Fc, sowie cs130Fc. 
Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay.  
Das Experiment wurde n=3 mal durchgeführt, wobei hier ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist.  
 
Die Zugabe der Fusionsproteine cs130FcD2mut und cGFPs130Fc hatte keinen Einfluss auf die 

Proliferation, sowohl via IL-6 trans-signaling als auch IL-11 trans-signaling. Durch Zugabe 

des cs130Fc hingegen wurde die Proliferation über das IL-6 trans-signaling deutlich 

abgeschwächt. Hier zeigte sich kaum Unterschied in der Stimulation mit HIL-6 oder IL-6 

und sIL-6R. Die IL-11 abhängige Proliferation hingegen wurde nicht beeinflusst, was erneut 

die Spezifität dieses Fusionsproteins für das IL-6 trans-signaling zeigt (s. Abb. 28). 

Insgesamt legen die Ergebnisse dieses Versuchs nahe, dass die inhibitorische Wirkung des 

cs130Fc auf dem Zusammenspiel der sgp130Fc Domänen D1, D2 und D3, sowie dem 

Einzeldomänenantikörper (sdAb) VHH6 beruht, da sowohl der Austausch des sdAbs, als 

auch eine Mutation in D1-D3 an der D2-Domäne zum Funktionsverlust geführt haben.   
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3.3 Das cs130Fc Fusionsprotein als Monomer cs130 

Die Bioverfügbarkeit von Medikamenten und insbesondere Biologika ist abhängig von 

deren Molekulargewicht, wobei ein geringes Molekulargewicht zu einer besseren 

Verfügbarkeit führt (Li et al. 2016). Nachdem die Funktionsweise des cs130Fc 

Fusionsproteins in seiner dimeren Form charakterisiert worden ist, wurde in dieser Arbeit 

untersucht, ob das Protein auch als Monomer funktionstüchtig ist. Die bisher bekannten 

sgp130Fc Varianten mit geringem Molekulargewicht, darunter sgp130his, mini-gp130-ELP 

und gp130-RAPS, weisen ein deutlich geringeres inhibitorisches Potential im Vergleich zu 

sgp130Fc auf (Jostock et al. 2001; Lin et al. 2006; Richards et al. 2006).   

Um bei geringerem Molekulargewicht trotzdem eine inhibitorische Wirkung vergleichbar mit 

der von sgp130Fc zu erreichen, wurden hier die sgp130 Domänen D1-D3 mit dem VHH6 

fusioniert. Zur Generierung des Monomers cs130 erfolgte eine posttranslationale 

proteolytische Abspaltung des Fc-Fragments, die im folgenden Abschnitt beschrieben wird. 

Im Anschluss wurde das Monomer hinsichtlich seiner Wirkung auf das IL-6 trans-signaling 

untersucht und die Wirkstärke mit der von sgp130Fc verglichen.  

3.3.1 Generierung des Monomers cs130 

Die Sequenz des cs130Fc beinhaltet zwischen dem VHH6 und dem Fc-Fragment eine 

spezifische Sequenz zur Proteolyse mittels der TEV-Protease. Im Rahmen dieser Arbeit 

erfolgte die Generierung des Monomers cs130 also posttranslational. Ziel war es hier, die 

Größe des Proteins von seiner dimeren Form (157 kDa) durch Überführung in eine 

monomere Form (52 kDa) stark zu reduzieren (s. Abb. 29). 

 
Abb. 29: Schematische Darstellung von cs130Fc und cs130 
Schematischer Vergleich zwischen cs130Fc mit einem Molekulargewicht von 157 kDa und cs130 Monomer mit 
einem Molekulargewicht von 52 kDa.  
  
Um die Möglichkeit der Proteolyse mittels der TEV-Protease zu überprüfen wurde cs130Fc 

im ZKÜ transient transfizierter Zellen mit unterschiedlichen Mengen TEV-Protease und 

unter verschiedenen Konditionen für 14 h über Nacht inkubiert (s. Abschnitt 2.3.11).  
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Zur Analyse erfolgte eine SDS-PAGE (s. Abschnitt 2.3.3) und ein Westernblot  

(s. Abschnitt 2.3.4). Für den Westernblot wurden die Primärantikörper a-humaner Fc und 

a-CD130 (gp130) (B-R3) und der Sekundärantikörper a-Maus POD verwendet. Dadurch 

konnte sowohl das Fc-Fragment, als auch das Protein cs130Fc nachgewiesen werden. 

Hierbei zeigte sich, dass bei einer Inkubation mit 5 µg TEV-Protease bei 4˚C über Nacht 

die gewünschte proteolytische Spaltung effizient erfolgte. In den Konditionen ohne Zugabe 

der TEV-Protease erfolgte kein Nachweis des Fc-Fragments, weshalb eine unspezifische 

Spaltung durch Verunreinigungen ausgeschlossen werden konnte (s. Abb. 30 A). 

 
Abb. 30: Generierung des Monomers cs130 
(A) SDS-PAGE und Westernblot (Primär-AK: a-humaner Fc POD und a-CD130, Sekundär-AK: a-Maus POD) 
nach proteolytischer Spaltung von cs130Fc in Zellkulturüberstand durch die TEV-Protease unter verschiedenen 
Konditionen. (B) Inkubation von 10 µg cs130Fc mit 5 µg TEV-Protease bei 4˚C über Nacht und anschließender 
Inkubation mit Protein A- und Ni-NTA Agarose zur Extraktion des Monomers cs130. SDS-PAGE mit 
anschließender Coomassie Brilliant Blue Färbung nach Extraktion mit Auftragung von (1) Protein A- und  
Ni-NTA Agarose (2) gereinigtem, unbehandeltem cs130Fc Protein (3) Überstand nach Inkubation mit Protein 
A- und Ni-NTA Agarose der extrahiertes, monomeres cs130 enthält.  
 
In einem weiteren Experiment zur Generierung des Monomers wurde gereinigtes cs130Fc 

Protein genutzt. Dabei erfolgte die Inkubation von 10 µg Protein mit 5 µg TEV-Protease bei 

4˚C über Nacht. Am Folgetag erfolgte dann die Trennung des monomeren cs130 sowie der 

TEV-Protease und des Fc-Fragments über eine Inkubation mit Protein A- und Ni-NTA 

Agarose (s. Abschnitt 2.3.11). Dabei findet eine Bindung der Fc-Fragmente an Protein A 

und der TEV-Protease über die His6-Sequenz an Ni-NTA statt. Zur Darstellung der 

einzelnen Fraktionen nach Extraktion erfolgte eine SDS-PAGE (s. Abschnitt 2.3.3) mit 

anschließender Coomassie Brilliant Blue Färbung (s. Abschnitt 2.3.5). Dabei konnte gezeigt 

werden, dass eine posttranslationale proteolytische Abspaltung des Fc-Fragments vom 

cs130Fc erfolgreich möglich ist. Mittels Coomassie Brilliant Blue Färbung lässt sich 

erkennen, dass der Großteil an TEV-Protease und Fc-Fragment mittels der Inkubation mit 

Protein A- und Ni-NTA Agarose entfernt werden kann. Im Überstand wurde nach Inkubation 

mit der TEV-Protease und der Agarose nur monomeres cs130, sowie noch geringe Mengen 

des Fc-Fragments nachgewiesen. Das Protein in seiner Fc fusionierten Form wurde nicht 

nachgewiesen, weshalb von einer vollständigen Proteolyse der gesamten Proteinmenge 

ausgegangen werden kann (s. Abb. 30 B).  
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3.3.2 Wirkung des Monomers cs130 auf das IL-6 signaling 

Um die Wirkung des Inhibitors cs130 in seiner monomeren Form zu untersuchen wurden 

verschiedene Proliferationsassays durchgeführt. Für ein erstes, orientierendes Experiment 

wurde ein Proliferationsassay mit Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen und dem Monomer 

cs130 nach proteolytischer Spaltung durch die TEV-Protease aus dem ZKÜ transient 

transfizierter CHO-K1 Zellen (s. Abschnitt 3.3.1) durchgeführt. Hiermit sollte die Wirkung 

sowohl auf das IL-6 trans-signaling, als auch auf das IL-11 und IL-23 signaling untersucht 

werden. Die Wirkung wurde dabei mit der des Fusionsproteins cs130Fc verglichen.  

Zur in vitro Darstellung des IL-6 trans-signalings wurden die Zellen mit 10 ng/mL HIL-6Fc 

oder 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R stimuliert, sowie zur in vitro Darstellung der anderen 

Signalwege jeweils mit 10 ng/mL HIL-11Fc bzw. 10 ng/mL IL-23. Die Zellen wurden dann 

nur mit den Zytokinen inkubiert oder mit cs130 in 100 µL ZKÜ oder cs130Fc in 100 µL ZKÜ. 

Zum Ausschluss eines unspezifischen Wachstums der Zellen, sowie einer unspezifischen 

Wirkung der Inhibitoren, wurden im gleichen Experiment auch Konditionen ohne 

Zytokinstimulation angelegt. Die Durchführung und Auswertung des Proliferationsassays 

erfolgte wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben. Dabei zeigte sich, dass das Wachstum der 

Zellen am stärksten mit HIL-6Fc induziert werden konnte. Hier wurde das Wachstum durch 

Zugabe der Inhibitoren deutlich reduziert, wobei der Effekt von dimerem cs130Fc etwas 

stärker war als der von monomerem cs130. Dies könnte durch dimerisierungsbedingte 

Aviditätseffekte begründet sein. Die durch den IL-6/sIL-6R Komplex induzierte IL-6 trans-

signaling abhängige Proliferation konnte hingegen sowohl von cs130Fc, als auch cs130 als 

Monomer, vollständig unterdrückt werden. Weiterhin war keine signifikante Inhibierung des 

IL-23 oder IL-11 signalings zu verzeichnen, weshalb hier eine unspezifische Wirkung 

ausgeschlossen werden konnte (s. Abb. 31).  

 
Abb. 31: Spezifität der Wirkung des Monomers cs130 auf IL-6 trans-signaling  
Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL 
HIL-6Fc, 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R, 10 ng/mL IL-23 oder 10 ng/mL HIL-11Fc. Dabei wurden jeweils 
Konditionen ohne Inhibitor oder mit cs130Fc (aus ZKÜ transient transfizierter Zellen) bzw. cs130 (nach 
Proteolyse mittels TEV-Protease) untersucht. Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell Viability Assay. 
Dieses Experiment wurde nur einmalig durchgeführt. 
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Zur Verifizierung und exakteren Untersuchung dieser Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung 

der Inhibitoren auf das IL-6 trans-signaling wurde ein weiterer Proliferationsassay mit den 

Fusionsproteinen cs130Fc und cs130 durchgeführt, welche aus transient transfizierten 

CHO-K1 Zellen extrahiert wurden. In diesem Proliferationsassay erfolgte die Stimulation 

der Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen über IL-6 trans-signaling erneut mit 10 ng/mL 

HIL-6 oder 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R. Den somit stimulierten Zellen wurden die 

Inhibitoren in ansteigender Konzentration (0,01 - 10 mM) zugegeben und die Proliferation 

analysiert (s. Abschnitt 2.4.2).  

 
Abb. 32: Wirkung des Monomers cs130 auf IL-6 trans-signaling im Vergleich zu cs130Fc 
Proliferationsmessung von Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen (5x104 Zellen/mL), stimuliert mit 10 ng/mL 
HIL-6 oder 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R, jeweils unter Zugabe des Inhibitors cs130Fc oder cs130 nach 
Proteinextraktion aus dem Zytosol von CHO-K1 Zellen. Auslesung nach 72 h mit dem CellTiter-Blue Cell 
Viability Assay.  
Dieses Experiment wurde nur einmalig durchgeführt. 
 
Die Zugabe des cs130 bei einer Stimulation mit 10 ng/mL HIL-6 hatte keinen Einfluss auf 

die Zellproliferation. Bei einer Stimulation mit 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R hingegen 

konnte die Proliferation durch cs130 in ähnlichem Ausmaß wie durch cs130Fc inhibiert 

werden. Die inhibitorische Wirkung von cs130Fc ist ebenfalls etwas stärker ausgeprägt bei 

der Stimulation mit IL-6/sIL-6R anstatt HIL-6 (s. Abb. 32). 
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4 Diskussion 

4.1 Die Stabilisierung des IL-6/sIL-6R Komplexes durch den sdAb VHH6  

Der Einzeldomänenantikörper (sdAb) VHH6 bindet spezifisch ein junktionales Epitop des 

IL-6/sIL-6R Komplexes und führt durch diese Stabilisierung des Komplexes zu einer 

Förderung des IL-6 trans-signalings (Adams et al. 2017). Inwieweit der sdAb VHH6 auch 

eine Wirkung auf IL-6 classic-signaling haben würde, war bisher unklar.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die konzentrationsabhängige Wirkung des VHH6 

auf die IL-6 trans- und classic-signaling induzierte Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen und 

Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen untersucht. Hier zeigte sich, dass der sdAb VHH6 

konzentrationsabhängig IL-6 trans-signaling fördert und zu einer stärkeren Zellproliferation 

von Ba/F3-gp130 Zellen führt ohne IL-6 classic-signaling zu beeinflussen (s. Abschnitte 

3.1.2 und 3.1.3). In diesen Experimenten konnte die von Adams et al. bereits beobachtete 

Zunahme an intrazellulärer STAT3 Phosphorylierung über IL-6 trans-signaling bestätigt 

werden (Adams et al. 2017). In einem in vitro Modell für IL-6 classic-signaling mit  

Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen konnte weder eine vermehrte STAT3 Phosphorylierung noch 

eine Wirkung auf die Zellproliferation nachgewiesen werden (s. Abschnitt 3.1.3).  

An dieser Stelle ist auch der Vergleich des VHH6 mit HIL-6 interessant. Hierbei handelt es 

sich um ein Designer-Zytokin, welches 1997 erstmals beschrieben wurde und ebenfalls zu 

einer verstärkten Aktivierung des IL-6 trans-signalings führt (Fischer et al. 1997).  

 
Abb. 33: Schematische Darstellung von HIL-6 
(A) Schematische Darstellung von IL-6R und IL-6 mit Kennzeichnung von N- und C-Terminus. Darstellung 
modifiziert nach Kishimoto et al. 1995. (B) Schematische Darstellung von HIL-6, bestehend aus den Domänen 
D1, D2 und D3 des IL-6R (N-terminal), welche über einen flexiblen Peptidlinker mit dem IL-6 (C-terminal) 
verbunden sind (Fischer et al. 1997).  

A

D3

D2

D1

IL'6R

ZBD

Stalk

TMD

IZD

Ig'
ähnlich

N

C

IL'6

I

III

II

C

N

B

Flexibler@Peptidlinker@(40@Å)

D3

D2

D1

ZBD

Ig'
ähnlich

N

I

III

II

C

HIL'6

IL'6



 

 64 

Anders als beim sdAb VHH6, der durch die Bindung des IL-6/sIL-6R zu einer geringeren 

Dissoziation dieses Komplexes führt, handelt es sich bei HIL-6 um ein Protein, bei dem  

IL-6 über einen flexiblen Peptidlinker mit dem sIL-6R fusioniert ist (s. Abb. 33). Das HIL-6 

zeigt dabei eine 100-1000fach erhöhte Affinität gegenüber Zellen, die gp130 exprimieren, 

als dies bei Inkubation mit IL-6 und sIL-6R allein der Fall ist (Fischer et al. 1997; Rakemann 

et al. 1999). HIL-6 wurde in der in vitro und in vivo Forschung zum IL-6 trans-signaling 

vielfach genutzt (Rakemann et al. 1999).  

Der entscheidende Unterschied in der Förderung des IL-6 trans-signalings durch den sdAb 

VHH6 und das Fusionsprotein HIL-6 besteht darin, dass die Wirkung von VHH6 abhängig 

von der Menge an bereits vorhandenem IL-6 und sIL-6R ist, wohingegen das HIL-6 davon 

unabhängig auf Zellen wirkt, die gp130 exprimieren. Zur quantitativen Analyse des  

IL-6/sIL-6R Komplexes ist HIL-6 somit nicht geeignet. Der Nachweis der IL-6 Aktivität ist 

unter anderem bei entzündlichen Prozessen relevant (Rose-John 2012). Ein Puffersystem 

für IL-6 trans-signaling besteht aus endogenem sgp130 und sIL-6R (Jostock et al. 2001;  

Garbers et al. 2015; Rose-John 2017). Unter physiologischen Bedingungen finden sich im 

Serum deutlich höhere Konzentrationen an sIL-6R und sgp130, wobei IL-6 an den sIL-6R 

bindet und von sgp130 abgepuffert werden kann (Garbers et al. 2015; Rose-John 2017). 

Im Rahmen inflammatorischer Prozesse sind sowohl das Zytokin IL-6 als auch der sIL-6R 

hochreguliert und in erhöhten Mengen im Serum nachweisbar (Mitsuyama et al. 1995; 

Robak et al. 1998; Scheller et al. 2014). Dies wiederum bedingt eine verstärkte Aktivierung 

des IL-6 trans-signalings. Grundsätzlich könnte es zur Erforschung verschiedener, mit IL-6 

signaling assoziierter Erkrankungen hilfreich sein, neben der Menge an IL-6 auch die 

Menge an IL-6/sIL-6R Komplex exakt bestimmen zu können. So könnte der Einfluss eines 

Überschusses an IL-6 über IL-6/sIL-6R Komplex oder vice versa möglicherweise besser 

untersucht werden. Berücksichtigt werden muss dabei auch eine mögliche lokale 

Anreicherung der Komponenten im Gewebe, die einer Blutuntersuchung nicht direkt 

zugänglich sind (Jones et al. 2011). Zur Präzisierung der quantitativen Analyse von  

IL-6/sIL-6R Komplex im Serum könnte der Einsatz des VHH6 nützlich sein.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob der VHH6 die Detektion auch sehr geringer 

Mengen an IL-6/sIL-6R Komplex im kommerziell erhältlichen IL-6/sIL-6R Komplex-ELISA 

(Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet ELISA von R&D Systems) erhöhen würde. Nach 

Ausschluss einer Kreuzreaktivität des VHH6 mit dem ELISA Kit konnte gezeigt werden, 

dass sich durch Zugabe des VHH6 der IL-6/sIL-6R Komplex auch bei IL-6 Konzentrationen 

im Bereich von 0,1 - 1 ng/mL nachweisen lässt (Baran et al. 2018). Zum Vergleich wurde 

gezeigt, dass sich der IL-6/sIL-6R Komplex unter Gleichgewichtsbedingungen nicht sehr 

stabil zeigt und ein großer Anteil an freien Komponenten vorliegt.  
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Ebenfalls wurde gezeigt, dass in Anwesenheit des VHH6 alle vorhandenen IL-6 Moleküle 

eine Bindung mit dem sIL-6R eingehen und somit kein inaktives IL-6 oder sIL-6R vorliegen 

(Baran et al. 2018). Neben dem möglichen Einsatz des VHH6 in der Diagnostik ist auch ein 

therapeutischer Nutzen zu erwägen. Grundsätzlich wird das IL-6 trans-signaling mit 

Entzündungsprozessen in Verbindung gebracht, weshalb eine Förderung dieses 

Signalwegs zunächst nicht sinnvoll erscheint (s. Abschnitt 1.1.2). Mittlerweile ist jedoch 

erforscht, dass bestimmte Heilungsprozesse über IL-6 trans-signaling vermittelt werden. 

Hier ist vor allem die Leberregeneration nach partieller Hepatektomie zu nennen   

(Peters et al. 2000; Galun et al. 2000; Fazel Modares et al. 2019).  

Dahingehend wurde auch bereits der therapeutische Einsatz von HIL-6 diskutiert (Fischer 

et al. 1997). Eine Applikation von VHH6 alleine würde aufgrund der in Abschnitt 1.1.2 

bereits beschriebenen Wirkungen des IL-6 trans-signalings voraussichtlich zu schweren 

Nebenwirkungen führen. Hier könnte eine mögliche Optimierung im Sinne einer Reduktion 

von Nebenwirkungen in der Kopplung des VHH6 an ein Molekül, welches spezifisch an 

Zellen in der Leber bindet, bestehen. Für die Leberregeneration nach Hepatektomie ist 

insbesondere die IL-6 Ausschüttung aus Kupffer-Zellen entscheidend (Taub 2004). Eine 

gezielte Aufnahme des VHH6 in die Leber könnte durch eine Fusion mit dem Zuckermolekül 

Mannose erreicht werden, wobei die Mannosylierung eine Bindung an Rezeptoren der 

Kupffer-Zellen ermöglicht (Minayoshi et al. 2018). Ebenso denkbar wäre die Fusion an ein 

Galaktose oder Glukose Molekül um eine Aufnahme in Hepatozyten über den 

Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR) zu erreichen (D’Souza, Devarajan 2015). Neben der 

Generierung eines solchen Fusionsproteins ist auch seine Funktionsweise im Hinblick auf 

eine mögliche Beeinträchtigung der VHH6 Wirkung durch sterische Effekte zu bedenken.  

4.2 Cs130Fc inhibiert IL-6 trans-signaling mit hoher Spezifität  

Es sind bereits verschiedene (Fusions-)Proteine mit inhibitorischer Wirkung auf das IL-6 

trans-signaling bekannt, die sich unter anderem in ihrem molekularen Aufbau und Gewicht, 

sowie der inhibitorischen Wirkstärke, stark unterscheiden (s. Tabelle 16).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues Fusionsprotein, das cs130Fc, generiert.  

Hier wurden einerseits die Eigenschaft des sdAbs VHH6 den IL-6/sIL-6R Komplex zu 

stabilisieren (s. Abschnitt 3.1.2) und die inhibitorische Wirkung der sgp130 Domänen D1, 

D2 und D3 andererseits, miteinander kombiniert. Durch Aviditätseffekte konnte somit 

sowohl ein inhibitorisches Potential vergleichbar mit dem des sgp130Fc, als auch eine 

Spezifität für das IL-6 trans-signaling, erzielt werden. Dies wurde anhand von Proliferations- 

und Stimulationsassays mit Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen gezeigt, die eine 

Möglichkeit zur in vitro Darstellung von IL-6 trans-signaling bieten. 
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Die Zellen wurden mit 10 ng/mL HIL-6 oder 10 ng/mL IL-6 + 70 ng/mL sIL-6R zur 

Proliferation stimuliert und die konzentrationsabhängige Auswirkung durch Zugabe von  

cs130Fc oder sgp130Fc miteinander verglichen. Hier zeigte sich eine deutliche Inhibition 

der Proliferation, wobei sich die Wirkstärke von cs130Fc vergleichbar mit der von sgp130Fc 

zeigte (s. Abschnitt 3.2.2). Eine Wirkung des cs130Fc auf IL-6 classic-signaling konnte in 

Proliferations- und Stimulationsassays mit Ba/F3-gp130-IL6R Zellen nicht nachgewiesen 

werden (s. Abschnitt 3.2.3).  

Die Spezifität ist insbesondere hinsichtlich einer Wirkung auf das IL-11 signaling von 

Bedeutung, da die Signaltransduktion der Zytokine IL-6 und IL-11 als Einzige aus der IL-6 

Zytokinfamilie über eine gp130 Homodimerisierung erfolgt (Yin et al. 1993; Garbers, 

Scheller 2013). Der IL-11R weist dabei eine strukturelle und funktionelle Ähnlichkeit zum 

IL-6R auf und befindet sich unter anderem auf Lymphozyten, Osteoklasten und 

Endothelzellen (Hilton et al. 1994; Putoczki und Ernst 2010). Die Wirkung über die Bindung 

von IL-11 an den membranständigen IL-11R mit konsekutiver Bindung und 

Homodimerisierung von gp130 wird ebenfalls als classic-signaling bezeichnet (Garbers, 

Scheller 2013). Darüber hinaus wurde auch ein löslicher IL-11R (sIL-11R) nachgewiesen, 

der durch Ektodomänenshedding via ADAM10 entsteht (Lokau et al. 2016). Über den  

sIL-11R sind trans- und cluster-signaling möglich (Lokau et al. 2016; Lamertz et al. 2018).  

Eine schematische Übersicht über die IL-11 Signaltransduktion findet sich in Abbildung 34.   

 
Abb. 34: Schematische Darstellung der IL-11 Signaltransduktion 
(A) Proteinstruktur von IL-11 (PDB 4MHL, erstellt mit PyMOL). (B) Schematische Darstellung des IL-11 classic-
signalings. Tetramerer Komplex aus zwei gp130 Molekülen, dem membranständigen IL-11R und IL-11.  
(C) Schematische Darstellung des IL-11 trans-signalings. Tetramerer Komplex aus zwei gp130 Molekülen, dem 
löslichen sIL-11R und IL-11. Die Darstellung in (B) und (C) wurde modifiziert nach Garbers, Scheller 2013. 
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Die IL-11 Wirkung ist insbesondere im Rahmen chondraler und epithelialer 

Gewebedifferenzierung von Bedeutung (Maier et al. 1993; Sims et al. 2005;  

Nieminen et al. 2011; Yan et al. 2013). Pathophysiologisch ist die Wirkung von IL-11 bei 

Fibrosierungsprozessen in unterschiedlichen Geweben relevant (Ng et al. 2020;  

Lim et al. 2020). Über die (patho-) physiologische Wirkung des IL-11 in Abhängigkeit der 

Signaltransduktionsmodalitäten ist allerdings noch wenig bekannt (Agthe et al. 2017; 

Garbers, Scheller 2013). IL-11 scheint dabei zum Teil gegensätzlich zu IL-6 zu wirken, was 

in der Verteilung der membranständigen IL-11 und IL-6 Rezeptoren begründet liegen kann 

(Garbers, Scheller 2013; Widjaja et al. 2020). Hinsichtlich des sgp130Fc ist hinreichend 

gezeigt worden, dass neben der selektiven Wirkung auf IL-6 trans-signaling auch eine 

inhibitorische Wirkung auf IL-11 trans- und cluster-signaling ausgeübt wird (Jostock et al. 

2001; Lokau et al. 2016; Lamertz et al. 2018). Es sollte in weiteren Experimenten untersucht 

werden, welche der IL-11 Wirkungen über classic- oder trans-signaling vermittelt werden. 

Falls IL-11 trans-signaling regenerative Prozesse fördert wäre eine Inhibition nicht 

wünschenswert. Dies könnte eine Nebenwirkung von sgp130Fc sein. Die Spezifität eines 

IL-6 trans-signaling Inhibitors sollte dementsprechend bestenfalls nur minimale Wirkung auf 

IL-11 trans-signaling zeigen.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob das Fusionsprotein cs130Fc auch IL-11 

trans-signalig beeinflusst. Hierzu wurden Experimente mit Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R 

Zellen durchgeführt, die sowohl in Abhängigkeit von HIL-6, als auch HIL-11 proliferieren 

und somit die Möglichkeit bieten, die Wirkung des cs130Fc auf beide Signalwege zu 

untersuchen. In diesen Proliferations- und Stimulationsassays zeigte sich, dass cs130Fc 

die IL-6 trans-signaling abhängige Zellproliferation in deutlich stärkerem Ausmaß inhibiert 

als IL-11 trans-signaling. In Abhängigkeit der Konzentration inhibiert sgp130Fc IL-11 trans-

signaling, wobei ab einer sgp130Fc Konzentration von 0,1 µg/mL die Proliferation 

vollständig inhibiert wird. Im Vergleich dazu zeigte cs130Fc erst ab einer Konzentration von 

0,5 µg/mL eine Proliferationsinhibition über IL-11 trans-signaling (s. Abschnitt 3.2.4).  

Die Konzentration zur halbmaximalen Proliferationsinhibition (IC50) wurde hier für sgp130Fc 

mit 15 ng/mL deutlich niedriger berechnet im Vergleich zur IC50 von 83 ng/mL für cs130Fc 

(s. Abschnitt 3.2.4). Die geringere Kreuzreaktivität auf IL-11 trans-signaling ist dabei durch 

die Spezifität des VHH6 für den IL-6/sIL-6R Komplex, als Teil des Fusionsproteins  

cs130Fc, bedingt. Um die Funktionsweise und Spezifität näher zu untersuchen wurden 

auch Abwandlungen des cs130Fc generiert, wobei der VHH6 gegen GFPVHH (cGFPs130Fc) 

ausgetauscht wurde oder eine Mutation in die sgp130Fc Domäne D2 eingebracht wurde 

(cs130FcD2mut). Der Einsatz dieser Fusionsproteine in Proliferationsassays mit  

Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen zeigte keine inhibitorische Wirkung auf IL-6 und  

IL-11 trans-signaling (s. Abschnitte 3.2.5 und 3.2.6).  



 

 68 

Für cs130Fc zeigte sich erneut die inhibitorische Wirkung auf IL-6 trans-signaling, sowohl 

bei Stimulation mit HIL-6, als auch IL-6/sIL-6R. Ebenso wurde die Spezifität des VHH6 im 

Fusionsprotein cs130Fc erneut bestätigt, da sowohl cs130Fc, als auch cGFPs130Fc in 

gleichem Maße keinen Einfluss auf IL-11 trans-signaling zeigten (s. Abschnitt 3.2.6).  

Die inhibitorische Wirkung des cs130Fc scheint also auf dem Zusammenspiel des VHH6 

mit den sgp130 Domänen D1, D2 und D3 zu beruhen (s. Abschnitt 3.2.6). Richards et al. 

stellten für das gp130-RAPS Molekül ebenfalls fest, dass für eine inhibitorische Wirkung die 

sgp130 Domänen D1, D2 und D3 ausreichend sind (Richards et al. 2006). Diese 

Ergebnisse passen somit zu den Beobachtungen in dieser Arbeit.  

Darüber hinaus konnte das Fusionsprotein auch in eine monomere Form überführt werden. 

Das monomere cs130 hat im Vergleich zu sgp130Fc darüber hinaus den Vorteil eines 

deutlich geringeren Molekulargewichts. In dieser Arbeit wurde die Generierung des 

Monomers erfolgreich durch proteolytische Abspaltung des Fc-Fragments von cs130Fc an 

der spezifischen Erkennungssequenz für die TEV-Protease realisiert (s. Abschnitt 3.3.1). 

Darüber hinaus wurden Experimente mit Ba/F3-gp130-IL-12Rß1-IL-23R Zellen 

durchgeführt, um die Funktionstüchtigkeit des monomeren cs130 im Vergleich zu cs130Fc 

zu untersuchen. Die Ergebnisse legen nahe, dass auch cs130 das IL-6 trans-signaling 

inhibiert (s. Abschnitt 3.3.2).  

Weitere Proliferations- und Stimulationsassays mit Ba/F3-gp130 Zellen, die in dieser 

Arbeitsgruppe von C. Dambietz und D. Heise durchgeführt wurden, bestätigen diese 

Beobachtung. Dabei weisen sgp130Fc, cs130Fc und cs130 vergleichbare IC50 Werte auf, 

wobei cs130Fc mit einer IC50 von 0.46 nM ± 0.39 nM die beste inhibitorische Wirkung zeigt 

(Heise et al. 2021). Sgp130Fc wies eine IC50 von 0.87 nM ± 0.68 nM auf. Die etwas höhere 

IC50 von monomerem cs130 von 1.46 nM ± 1.46 nM lässt sich durch Aviditätseffekte 

erklären, welche beim Fusionsprotein cs130Fc stärker ausgeprägt sind (Heise et al. 2021). 

Ähnliche Beobachtungen wurden bereits in Bezug auf sgp130Fc gemacht, wobei dies eine 

etwa zehnfach stärkere biologische Aktivität aufweist als monomeres sgp130 (Jostock et 

al. 2001).  

Darüber hinaus zeigten cs130Fc und cs130 einen inhibitorischen Effekt auf die IL-6 trans-

signaling abhängige TH17 Zellexpansion, die im Rahmen der Pathophysiologie der 

rheumatoiden Arthritis (RA) eine Rolle spielt (Heise et al. 2021). Dies sind 

vielversprechende Befunde, die einen möglichen therapeutischen Nutzen von cs130Fc und 

cs130 nahelegen. Im Vergleich zu sgp130Fc zeigte cs130Fc dabei eine 2,5fach stärkere 

Wirkung. Monomeres cs130 zeigte eine etwas schwächere Wirkung auf die TH17 

Zellexpansion, was insgesamt mit den vorher beschriebenen Ergebnissen in Einklang zu 

bringen ist (Heise et al. 2021).  
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4.3 Mögliche Anwendungsgebiete von cs130Fc und cs130 in der medizinischen 
Forschung und Therapie 

Das Zytokin IL-6, sowie die weiteren Zytokine der IL-6 Familie spielen in vielen 

verschiedenen, (patho-)physiologischen Prozessen eine wichtige Rolle und sind daher sehr 

präsent in der gegenwärtigen Forschung (Hirano et al. 1986; Jones, Jenkins 2018).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung der Fusionsproteine cs130Fc und sgp130Fc 

auf IL-6 und IL-11 trans-signaling miteinander verglichen, da diese beiden Zytokine der  

IL-6 Familie über eine gp130 Homodimerisierung ihre Wirkung entfalten (s. Abschnitt 4.2).  

Dies ist relevant, da der IL-6 trans-signaling Inhibitor sgp130Fc aufgrund der ähnlichen 

Signaltransduktion neben IL-6 auch IL-11 trans-signaling inhibiert (Jostock et al. 2001; 

Lokau et al. 2016). In Untersuchungen zum IL-6 trans-signaling mithilfe des sgp130Fc ist 

also zu berücksichtigen, dass bisher nicht sicher ausgeschlossen werden konnte, ob 

bestimmte Effekte die dem IL-6 signaling zugeschrieben wurden, nicht durch eine Wirkung 

über IL-11 (mit-)bedingt sind. An dieser Stelle könnte das Fusionsprotein cs130Fc gezielt 

zum Einsatz kommen, da es durch den VHH6 deutlich weniger Kreuzreaktivität zum IL-11 

signaling aufweist (s. Abschnitt 3.2.4). Auf einen möglichen therapeutischen Nutzen der 

Fusionsproteine cs130Fc und cs130 wurde bereits in Abschnitt 4.2 hingewiesen.  

Da überschießendes IL-6 trans-signaling bei verschiedenen Erkrankungen, insbesondere 

Autoimmunprozessen beteiligt ist, wurde bereits vielfach zu einer spezifischen Blockade 

dieses Signalwegs geforscht (s. Abschnitt 1.1.3). Ein prominentes Beispiel für die 

pathophysiologische Relevanz von IL-6 signaling ist dabei die rheumatoide Arthritis (RA), 

die hier zur Diskussion eines Einsatzes von cs130Fc bzw. cs130 exemplarisch 

herangezogen wird (Alonzi et al. 1998; Nowell et al. 2003). Bei der RA handelt es sich um 

eine chronisch-entzündliche Erkrankung, der ein Zusammenspiel aus genetischer 

Prädisposition und Autoimmunprozessen zugrunde liegt (Weyand, Goronzy 1997;  

McInnes, Schett 2011; Smolen et al. 2016). Die Erkrankung äußert sich dabei sowohl in 

progressiver Gelenkdestruktion, als auch systemischen Erscheinungen, die zu Invalidität 

und erhöhter Mortalität führen (Pincus et al. 1984; Lindqvist et al. 2002; Aletaha et al. 2010). 

Die Prävalenz von 0,3 - 1% in der Bevölkerung, sowie die individuelle Krankheitsbelastung 

unterstreichen die Relevanz dieser Erkrankung (Hense et al. 2016; Galloway et al. 2020). 

An den Autoimmunprozessen im Rahmen der RA sind besonders T- und B- Lymphozyten, 

verschiedene Zytokine, darunter IL-6, IL-11 und IL-17, sowie Wachstumsfaktoren und 

intrazelluläre Signalmoleküle beteiligt (Okamoto et al. 1997; Hermann et al. 1998;  

McInnes, Schett 2011; Yasuda et al. 2019). So konnten bei Patienten mit RA erhöhte  

IL-6 Werte, sowohl im Serum, als auch in der synovialen Flüssigkeit betroffener Gelenke 

nachgewiesen werden (Kotake et al. 1996; Robak et al. 1998; Chung et al. 2011). 
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Ebenso finden sich erhöhte sIL-6R Spiegel in Serum und synovialer Flüssigkeit betroffener 

Patienten, was auf verstärktes IL-6 trans-signaling hindeutet (De Benedetti et al. 1994; 

Kotake et al. 1996; Robak et al. 1998; Nowell et al. 2003; Chalaris et al. 2011). Für das 

Zytokin IL-11 konnten ebenfalls erhöhte Serumwerte bei Patienten mit RA festgestellt 

werden, die jedoch nicht mit der entzündlichen Aktivität korrelierten (Chung et al. 2011). 

Obwohl schon lange ein Nachweis von IL-11 auch in synovialer Flüssigkeit und synovialer 

Membran gelungen ist, konnte die genaue Rolle in der Pathogenese noch nicht aufgezeigt 

werden (Maier et al. 1993; Hermann et al. 1998; Chung et al. 2011). In einigen Arbeiten 

konnte gezeigt werden, dass IL-11 über eine Inhibition von Makrophagen die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine verringert (Walmsley et al. 1998). Eine therapeutische 

Wirkung von rekombinantem IL-11 bei Patienten mit RA konnte bisher jedoch nicht 

festgestellt werden (Moreland et al. 2001). Neben weiteren Untersuchungen zur 

pathophysiologischen Rolle von IL-11 in RA könnten Untersuchungen zum therapeutischen 

Einsatz von cs130Fc durchgeführt werden, da es mögliche antiinflammatorische Effekte 

über IL-11 weniger beeinflussen würde als sgp130Fc. Das komplexe Zusammenspiel 

verschiedener Zytokine und Effektorzellen ist dabei immer zu berücksichtigen. 

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Initiation der entzündlichen Reaktion in 

den Gelenken auf einer IL-6 abhängigen Aktivierung von Th17 Zellen, einer Subgruppe der 

T-Lymphozyten, beruht (Kimura et al. 2010; Yasuda et al. 2019). Diese Th17 Zellen führen 

zu einer Aktivierung synovialer Makrophagen, die wiederum eine chronische Entzündung 

unterhalten und die Gelenkdestruktion verursachen (Yasuda et al. 2019). Ebenso wie die 

Pathophysiologie der RA ist die medikamentöse Therapie dieser Erkrankung sehr komplex 

und hat sich stetig weiterentwickelt (Fiehn et al. 2018). In den letzten Jahren sind dabei 

vermehrt Arzneimittel mit Wirkung auf IL-6 signaling zum Einsatz gekommen, die eine gute 

Wirkung zeigen (Pandolfi et al. 2020). Ein Beispiel hierfür ist der bereits erwähnte 

monoklonale Antikörper Tocilizumab, der gegen den IL-6R gerichtet ist (Nishimoto et al. 

2004). Dieser humanisierte monoklonale Antikörper mit Handelsnamen RoActemra® wurde 

2009 zur Behandlung von rheumatoider Arthritis in der Mono- und Kombinationstherapie 

mit Methotrexat zugelassen (Venkiteshwaran 2009; Calabrese, Rose-John 2014).  

Seitdem wurde die Zulassung zum therapeutischen Einsatz auf weitere Erkrankungen 

ausgeweitet (Tanaka et al. 2011). Die Bedeutung einer IL-6 trans-signaling spezifischen 

Inhibierung ergibt sich aus den Nebenwirkungen, darunter schwere Infektionen, Malignome 

und Leberfunktionsstörung, die durch die Blockade sowohl von IL-6 trans- als auch classic-

signaling bei der Anwendung von Tocilizumab auftreten können (Yamamoto et al. 2015). 

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Fusionsproteine cs130Fc und cs130 könnten als 

Ausgangspunkt für neue Therapiemöglichkeiten von IL-6 trans-signaling abhängigen 

(Autoimmun-)Erkrankungen dienen.  
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Gleichzeitig ist von einer Verringerung der Nebenwirkungen auszugehen, da IL-6 classic-

signaling nicht beeinflusst wird. Im Gegensatz zu sgp130Fc, welches unter dem Namen 

Olamkicept als IL-6 trans-signaling Inhibitor aktuell in Phase II Studien (clinicaltrials.gov,  

ID: NCT03235752) zur Therapie von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen evaluiert 

wird, ist auch der Einfluss des cs130Fc auf IL-11 trans-signaling stark vermindert.  

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Reduktion der TH17 Zellexpansion in Modellen 

zu rheumatoider Arthritis durch eine Inhibition von IL-6 trans-signaling erreicht werden kann 

(Yoshida et al. 2011; Park et al. 2020). Dieser Effekt konnte in in vitro Experimenten zur 

TH17 Zellexpansion für cs130Fc und cs130 ebenfalls gezeigt werden, wobei weitere 

Untersuchungen an spezifischen Modellen für rheumatoide Arthritis notwendig sind, um die 

Wirkung auch gezielt in Bezug auf diese Erkrankung nachzuweisen (Heise et al. 2021). 

Darüber hinaus ist die geringe Molekülgröße von 52 kDa des monomeren cs130 

hervorzuheben, wobei für monoklonale Antikörper und deren Varianten eine inverse 

Korrelation zwischen Molekülgröße und Biodistribution bekannt ist (Li et al. 2016). Ob dies 

spezifisch für eine Anreicherung des cs130 beispielsweise in synovialer Flüssigkeit bei 

rheumatoider Arthritis zutrifft, könnte in weiteren Untersuchungen erforscht werden.  

Neben den genannten Möglichkeiten in der therapeutischen Anwendung von cs130Fc und 

cs130 sind auch mögliche Einschränkungen zu berücksichtigen. So wurden im Rahmen 

anderer Studien zur therapeutischen Wirksamkeit von sgp130Fc Varianten bei 

rheumatoider Arthritis Autoantikörper gegen eben diese Moleküle nachgewiesen  

(Richards et al. 2006). Diese Autoantikörper, die eine Wirkabschwächung bewirken können, 

sind gegen die C-terminale Sequenz EEASGITYED-NIASF in sgp130Fc Varianten gerichtet 

(Richards et al. 2006). Ob diese Autoantikörper sich auch gegen cs130Fc und cs130 richten 

können, müsste untersucht werden.  

Falls sich die Fusionsproteine cs130Fc und cs130 weiterhin als vielversprechende 

Therapeutika erweisen sollte auch der Herstellungsprozess betrachtet werden, vor allem 

bei industrieller Herstellung in größeren Mengen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde cs130Fc 

über die Expression einer zuvor klonierten cDNA in CHO-K1 Zellen mit anschließender 

Extraktion des sekretierten cs130Fc aus dem ZKÜ generiert (s. Abschnitt 3.2.1).  

In der Industrie ist die Herstellung rekombinanter Proteine aus CHO-K1 Zellen etabliert 

(Fischer et al. 2015). Monomeres cs130 wurde mittels proteolytischer Abspaltung des  

Fc-Fragments durch die TEV-Protease generiert. Hier besteht eine geringe in vivo Toxizität, 

da diese Protease eine hohe Substratspezifität aufweist und ihre Erkennungssequenz 

kaum in natürlichen Proteinen vorkommt (Parks et al. 1994; Sanchez et al. 2019). Diese 

Methode ist somit zur Herstellung von cs130 sehr gut geeignet.  
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4.4 Schlussfolgerungen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einzeldomänenantikörper (sdAb) VHH6 auf vielfältige 

Weise untersucht, als Bestandteil neuer Fusionsproteine weiterentwickelt und mögliche 

Anwendungsgebiete erschlossen. 

Im Anschluss an die erfolgreiche Expression von VHH6 in E.coli konnte in Proliferations- 

und Stimulationsassays bestätigt werden, dass dieser sdAb IL-6 trans-signaling verstärkt 

(Adams et al. 2017; Baran et al. 2018). Eine Wirkung auf IL-6 classic-signaling wurde nicht 

nachgewiesen (Baran et al. 2018). Die Spezifität für IL-6 trans-signaling konnte genutzt 

werden um die Nachweisgrenze der Menge an detektierbarem IL-6/sIL-6R Komplex im  

Kit Human IL-6/IL-6Rα Complex DuoSet ELISA von R&D Systems zu verbessern  

(Baran et al. 2018). 

Darüber hinaus wurde der Einsatz von VHH6 im therapeutischen Bereich diskutiert. 

Denkbar wäre hier der Einsatz zur Unterstützung der Leberregeneration nach partieller 

Hepatektomie, welche unter anderem über IL-6 trans-signaling vermittelt wird (Peters et al. 

2000; Galun et al. 2000; Fazel Modares et al. 2019). 

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurde der sdAb VHH6 an Domänen des Moleküls 

sgp130Fc fusioniert, um ein neues Fusionsprotein mit inhibitorischer Wirkung auf IL-6 trans-

signaling zu generieren. Es wurden drei unterschiedliche Varianten kloniert, wobei sich die 

Fusion der gp130 Domänen D1-D3 an den VHH6 und einem Fc-Fragment wirksam zeigte.  

Es folgten Experimente die eine inhibitorische Wirkung dieses neuen Fusionsproteins 

cs130Fc auf IL-6 trans-signaling zeigten. Neben der zu sgp130Fc vergleichbaren 

inhibitorischen Wirkstärke ist auch das geringe Molekulargewicht von 157 kDa, sowie die 

Spezifität für IL-6 trans-signaling, hervorzuheben. Im Gegensatz zu sgp130Fc zeigt 

cs130Fc kaum Wirkung auf IL-11 trans-signaling (Heise et al. 2021).  

Eine weitere Reduktion des Molekulargewichts konnte durch die proteolytische Abspaltung 

des Fc-Fragments mittels TEV-Protease erreicht werden. Monomeres cs130 mit einem 

Molekulargewicht von 52 kDa zeigte sich ebenfalls biologisch aktiv im Sinne einer 

spezifischen IL-6 trans-signaling Inhibition (Heise et al. 2021).  

Am Beispiel der rheumatoiden Arthritis wurde ein mögliches Anwendungsgebiet dieser 

neuen Fusionsproteine diskutiert. In Experimenten, welche auf diese Arbeit aufbauen, 

konnte eine effektive Reduktion der TH17 Zellexpansion gezeigt werden, die in der 

Pathophysiologie der rheumatoiden Arthritis eine entscheidende Rolle spielt (Heise et al. 

2021). Bis hin zum klinischen Einsatz sind jedoch noch zahlreiche weitere Experimente 

nötig. Zusamenfassend sind die hier entwickelten Fusionsproteine cs130Fc und cs130 eine 

vielversprechende Möglichkeit zur Erforschung und der Therapie von IL-6 und/oder IL-11 

abhängigen (patho-)physiologischen Vorgängen.  
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