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ZUSAMMENFASSUNG DEUTSCH 

Interleukin 6 hat pro- und antiinflammatorische Eigenschaften und ist an einer Vielzahl 

physiologischer, aber auch pathophysiologischer Prozesse beteiligt. Zur Initiierung der 

intrazellulären Signalkaskade erfolgt initial die Bindung von IL-6 an den IL-6 Rezeptor 

(IL-6R). Der IL-6/IL-6R Komplex bindet dann an den signaltransduzierenden Rezeptor gp130 

und induziert dessen Dimerisierung. Die IL-6 Signaltransduktion über den membranständigen 

IL-6R Rezeptor wird als Classic-Signaling bezeichnet, während die Signaltransduktion über 

den löslichen IL-6R als Trans-Signaling bezeichnet wird. Das IL-6 Classic-Signaling wird eher 

mit regenerativen Eigenschaften wie Einleitung der Akute-Phase Reaktion oder 

Zellproliferation verbunden, wohingegen das IL-6 Trans-Signaling eher mit chronisch-

entzündlichen Prozessen assoziiert ist. Lösliches gp130 (sgp130) wurde als spezifischer 

Inhibitor des Trans-Signalings beschrieben. Eine kürzlich veröffentlichte Phase IIa-Studie 

zeigte vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung von Patienten mit Morbus Crohn und 

Colitis Ulcerosa durch sgp130Fc. Tierstudien zeigten, dass die alleinige Hemmung des IL-6 

Trans-Signalings nicht zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber bakteriellen Infektionen führt, 

so dass anzunehmen ist, dass die selektive Hemmung des IL-6 Trans-Signalings der 

gleichzeitigen Hemmung des IL-6 Classic- und des Trans-Signalings überlegen ist.  

IL-11 ist das nächstverwandte Zytokin zu IL-6 und induziert ebenfalls eine 

Signaltransduktionen über gp130 Dimerisierung. Hierfür benötigt IL-11 die initiale Binding an 

den IL-11R. Für sgp130Fc wurde nicht nur eine Hemmung des IL-6 Trans-Signalings 

beschrieben, sondern auch eine IL-11 Trans-Signaling Hemmung beobachtet. Generell ist 

anzunehmen, dass IL-11 an regenerativen Prozessen beteiligt ist und eine Hemmung möglichst 

vermieden werden sollte. Ziel dieser Arbeit war es, die Hemmung des IL-6 Trans-Signalings 

durch optimierte sgp130Fc-Varianten zu verbessern und eine gleichzeitige Hemmung des IL-11 

Trans-Signalings zu verringern. Durch die Herstellung neuartiger Fusionsproteine, bestehend 

aus den drei zytokinbindenden Domänen von gp130 und einem IL-6/sIL-6R bindenden 

Nanobody (cs-130-Varianten), konnte die Affinität gegenüber IL-6/sIL-6R Komplexen im 

Vergleich zum sgp130Fc, deutlich erhöht werden. Die Einführung weiterer IL-6/sIL-6R 

affinitätssteigernden Mutationen im cs-130Fc (cs130FlyFc) verbesserte darüber hinaus die 

Hemmung des IL-6 Trans-Signalings noch weiter und verhinderte die Hemmung des IL-11 

Trans-Signalings nahezu komplett. Durch die Entwicklung dieser cs-130-Varianten wurde ein 

weiterer Schritt in Richtung der second-generation IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren geleistet.
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ABSTRACT 

Interleukin 6 has pro- and anti-inflammatory properties and is involved in a variety of 

physiological, but also pathophysiological processes. To initiate the intracellular signaling 

cascade, IL-6 initially binds to the IL-6 receptor (IL-6R). The IL-6/IL-6R complex then binds 

to the signal transducing receptor gp130 and induces its dimerization. IL-6 signal transduction 

via the membrane-bound IL-6R receptor is known as classic-signaling, whereas signal 

transduction via the soluble IL-6R is referred as trans-signaling. IL-6 classic signaling is more 

associated with regenerative properties such as initiation of acute-phase response or cell 

proliferation, whereas IL-6 trans-signaling is more associated with chronic inflammatory 

processes. Soluble gp130 (sgp130) has been described as a specific inhibitor of trans-signaling. 

A recently published phase IIa study showed promising results in the treatment of patients with 

crohn's disease and ulcerative colitis by sgp130Fc. Animal studies showed that inhibition of 

IL-6 trans-signaling alone did not result in increased susceptibility to bacterial infections, 

suggesting that selective inhibition of IL-6 trans-signaling is superior to simultaneous inhibition 

of both IL-6 classic- and trans-signaling. IL-11 is the closest related cytokine to IL-6 and as 

well induces signal transduction via gp130 dimerization. Therefore, IL-11 requires initial 

binding to the IL-11R. For sgp130Fc inhibition of IL-6 trans-signaling was described, but also 

IL-11 trans-signaling inhibition was observed. In general, it can be assumed that IL-11 is 

involved in regenerative processes and inhibition should be avoided if possible. The aim of this 

work was to improve inhibition of IL-6 trans-signaling by optimized sgp130Fc-variants and to 

reduce simultaneously inhibition of IL-11 trans-signaling. By creating novel fusion proteins 

consisting of the three cytokine-binding domains of gp130 and an IL-6/sIL-6R-binding 

nanobody (cs-130 variants), the affinity toward the IL-6/sIL-6R complex was significantly 

increased through the new cs-130-variants compared with sgp130Fc. Introduction of additional 

IL-6/sIL-6R affinity enhancing mutations in cs-130Fc (cs130FlyFc) further improved inhibition 

of IL-6 trans-signaling and almost completely prevented inhibition of IL-11 trans-signaling. 

The development of cs-130-variants was another step towards the development of second-

generation IL-6 trans-signaling inhibitors. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abkürzungen und Fachbegriffe 

Å  Ångström 

ADAM A Disintegrin and Metalloproteinase 

AS  Aminosäure(n) 

Bp  Basenpaare 

BCA  bicinchoninic acid assay 

BSA   Bovines Serumalbumin 

BSF-3  B cell-stimulating factor-3 

°C  Grad Celsius 

CDR  Complementarity determining regions 

CH  Konstante schwere Kette (constant heavy chain) 

CL  Konstante leichte Kette (constant light chain) 

CO2  Kohlenstoffdioxid 

COVID-19 Corona virus disease 19 

D  Domäne 

Da  Dalton 

dH2O  Destilliertes Wasser 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphate 

DRP  Dosisabhängige Hemmkurve (dose-respone-curve) 

E. coli  Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ELP  elastin-like peptide  

ERK  Extracellular signal regulated kinase 

Fab  Antigen-bindendes Fragment (antigene binding fragment) 

Fc  Kristallisierbares Fragment (crystallizable fragment) 

FCS  Fetales Kälberserum 

g  1. Gramm; 2. vielfaches der Erdbeschleunigung 

GFP  Green fluorescent protein 

gp130  Glykoprotein 130 

h  Stunde(n) 
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H  Hyper 

HCAb  Schwere-Kette-Antikörper (heavy chain antibody) 

HGF  Hepatocyte growth factor 

IC50  Inhibitorische halbmaximale Konzentration (inhibitory concentration 50%) 

IFN  Interferon 

Ig  Immunglobulin 

IL  Interleukin 

IL-R  Interleukin-Rezeptor 

IZD  Intrazelluläre Domäne 

JAK  Januskinase 

KD  Dissoziationskonstante 

kDa  Kilodalton 

kon  Assoziationsrate 

koff  Dissoziationsrate 

l  Liter 

LIF  Leukemia inhibitory factor 

M  Mol 

MALS  Mehrwinkellichtstreudetektor (Multi Angle Light Scattering)  

MAPK  Mitogen activated protein kinase 

mg  Milligramm 

MgCl2  Magnesiumchlorid 

min  Minute 

mind.  Mindestens 

ml  Milliliter 

mRNA  Messenger Ribonukleinsäure 

Mw-Exp Experimentell bestimmtes Molekulargewicht 

Mw-Th  Theoretisches Molekulargewicht 

ng  Nanogramm 

nm  Nanometer 

NP-40  Octylphenoxypolyethoxyethanol (Nonident P-40) 

PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS  Phosphate buffered saline 

PCR  Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PEG  Polyethylenglycol 
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pEGFP Plasmid Encoding enhanced Green Fluorescent Protein 

pERK  Phosphorylated extracellular signal regulated kinase 

pg  Pikogramm 

pH  Potential Hydrogenii 

PI3K  Phophatidylinositol-3-Phosphat-Kinase 

POD  Peroxidase 

pSTAT3 Phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3 

PVDF  Polyvinylidenfluorid 

R  Rezeptor 

RAPS  rheumatoid arthritis antigenic peptide-bearing soluble form 

RLU  Relative light units 

RNA  Ribonukleinsäure 

rpm  Rotationen pro Minute (rounds per minute) 

RT  Raumtemperatur 

s  Sekunde(n) 

s.  Siehe 

SCR  Tyrosinkinase-SCR (Zusammengesetztes Akronym aus cellular und sarcoma) 

sdAB  Einzeldomänenantikörper (single domain antibody; nanobody) 

SD  Standardabweichung (standard deviation) 

sdm-PCR Zielgerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis) PCR 

SDS  Sodium dodecyl sulfate 

SEC  Größenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography) 

sIL-R  Löslicher (soluble) Interleukin-Rezeptor 

SPR  Oberflächenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance) 

sgp130  Lösliches (soluble) Glykoprotein 130 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 

TBS  Tris buffered saline 

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 

TEV  Tabacco Etch Virus 

TGFs  Transforming growth factor beta 

TMD  Transmembrandomäne 

TRIS  Tris-(hydroxymethyl)­aminomethan 

Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat 

U  Units 
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unv.  Unverteidigte (Dissertation) 

μg  Mikrogramm 

μl  Mikroliter 

μm  Mikrometer 

V  Volt 

VHHGFP Green fluorescent protein-variable heavy chain 

VH /VHH Variable schwere Kette (variable heavy chain) 

VL  Variable leichte Kette (variable light chain) 

Wt  Wildtyp 

YAP  Yes-associated protein 

ZBM  Zytokinbindemodul 

 

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 EINLEITUNG 

1.1. Interleukin 6 als wichtiges Zytokin des Immunsystems  

Die Behandlung immunvermittelter, chronisch-entzündlicher Erkrankungen stellt einen 

zentralen Ansatzpunkt in der heutigen Medizin dar. Bei der Entstehung von entzündlichen 

Erkrankungen spielen nicht nur genetische und epigenetische Faktoren, Umweltfaktoren oder 

das eigene Mikrobiom eine Rolle. Es sind die komplexen Zell-Zell-Kontakte des 

Immunsystems mit anderen Zellen, die eine Entzündung erst möglich machen (Schett et al., 

2013). Dabei werden Mediatoren, sog. Zytokine wie Interleukin 6 (IL-6) ausgeschüttet, welche 

der Zielzelle Signale übermitteln. Dies führt zur Initiation einer intrazellulären Signalkaskade, 

die zur Expression spezifischer Zielgene führt. IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches 

hauptsächlich von Monozyten und Makrophagen ausgeschüttet wird. Aber auch T-Zellen, B-

Zellen, endotheliale Zellen, Fibroblasten, Keratinozyten, mesangiale Zellen und Adipozyten 

sowie einige Tumorzellen können IL-6 konstitutiv oder nach Stimulation ausschütten (Chalaris 

et al., 2011, Garbers et al., 2011). Eine Ausschüttung von IL-6 hat diverse immunologische, 

sowie physiologische Prozesse zur Folge. Es ist ein wichtiges Protein der akute Phase Reaktion  

und induziert die Bildung des C-reaktiven Proteins (CRP) und des Hepcidins (Kishimoto, 

2010). IL-6 ist ein zentrales Zytokin der Inflammation, der Antigen-spezifischen Antwort, der 

Hämatopoese und der Apoptose. Zudem spielt IL-6 bei der T- und B-Zell Differenzierung eine 

Rolle und ist u.a. Bestandteil des zellulären Metabolismus (Hunter and Jones, 2015, Chalaris et 

al., 2011, Kishimoto, 2010). Eine Ausschüttung von IL-6 kann demnach eine Steigerung 

entzündlicher Prozesse zur Folge haben. Im Serum gesunder Menschen schwankt der 

Messbereich von IL-6 in einem Bereich von 1 - 5 pg/ml (Rose-John, 2017, Hunter and Jones, 

2015, Akira et al., 1993). Kommt es jedoch zur Infektion oder Entzündung, so detektiert man 

erhöhte Messwert im ng/ml Bereich oder im Falle der Sepsis von 100 - 1000 ng/ml IL-6 (Jones 

et al., 2005, Waage et al., 1989).  

Bereits im Jahr 1990, kurz nachdem es den Forschern gelang das IL-6 Gen zu isolieren  (Hirano 

et al., 1986), konnten um den Faktor 14 bis 23-fach erhöhte IL-6 Serumspiegel bei Patienten 

mit kardialem Myxom nachgewiesen werden (Jourdan et al., 1990). Diese Patienten zeigten 

zudem Symptome wie erhöhtes Fieber, Polyarthritiden mit positiven Nachweis für nukleäre 

Antikörper, erhöhte CRP-Level und eine Hypergammaglobulinämie. Nach Entfernung der 

gutartigen Tumore der Patienten sank der IL-6 Serumspiegel unter die Nachweisgrenze. Diese 
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Beobachtungen zeigten schon damals, dass eine Überproduktion von IL-6 durch kardiale 

Myxomzellen in Verbindung mit einer systemischen Wirkung von IL-6 für die 

immunologischen Merkmale verantwortlich sein könnte, die denen ähneln, die bei echten 

Autoimmunerkrankungen, wie auch der rheumatoiden Arthritis, vorkommen (Jourdan et al., 

1990, Hirano et al., 1987). Ebenso zeigte sich eine dysregulierte IL-6 Produktion in 

Synovialzellen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (Hirano et al., 1988), in tumorösen 

Myelomzellen (Kawano et al., 1988), im Rahmen des Morbus Castleman (Yoshizaki et al., 

2018, Yoshizaki et al., 1989), sowie in zahlreichen anderen chronisch-entzündlichen, 

autoimmunen oder tumorösen Erkrankungen (Akira et al., 1993, Akira and Kishimoto, 1992). 

Es liegt nahe, dass aufgrund der vielfältigen Wirkungen von IL-6 insbesondere im Bereich der 

Entzündung, eine Modulation des IL-6 Signalweges für die Wissenschaft und Medizin von 

Interesse war und noch immer ist.  

1.2. Prinzipien der IL-6 Signalwege und deren Hemmung als Angriffspunkt in 

der Therapie autoimmuner Prozesse 

Ein Verständnis über die extra- und intrazellulären Prozesse des IL-6 Signalweges ist 

notwendig, um wissenschaftlich fundierte, therapeutische Angriffspunkte von IL-6 verstehen 

zu können. Beispielsweise beruhen viele der heute eingesetzten Therapeutika wie Tocilizumab 

(Sheppard et al., 2017), Sarilumab (Boyce et al., 2018) oder das sich in der Entwicklung 

befindliche Olamkicept (Schreiber et al., 2021) auf einer Hemmung des IL-6 Rezeptors oder 

auf einer Hemmung des Komplexes aus IL-6 und dem löslichem IL-6 Rezeptor. Wohingegen 

small molecule Inhibitoren (Tofacitinib, Baricitinib) auf der Hemmung von Janus-Kinasen 

beruhen (Solimani et al., 2019).   

Das 26 kDa schwere Protein Interleukin 6 (IL-6), welches auch unter dem Namen B-Zell 

stimulierender Faktor 2, IFN-beta 2, 26-kDa protein, Hybridoma/ plasmacytoma growth factor 

oder HSF bekannt ist (Hirano et al., 1986, Kawano et al., 1988, Van Damme et al., 1987, 

Gauldie et al., 1987, Haegeman et al., 1986), interagiert wie in Abb. 1 zu sehen, gemeinsam 

mit dem Glykoprotein 130 (gp130) und dem Interleukin 6 Rezeptor (IL-6R) über insgesamt 

drei Bindungsstellen, sog. Sites. Über Site I bindet IL-6 an den IL-6R, über Site II die 

zytokinbindenden Domänen D2 und D3 von gp130 und über Site III die Ig-ähnliche Domäne 

D1 von gp130 (Boulanger et al., 2003, Grötzinger et al., 1999, Hammacher et al., 1998, Ehlers 

et al., 1994). Der Interleukin 6Rezeptor (IL-6R), in Abb. 1B zu sehen, wurde erstmals 1988 

gentechnisch isoliert (Yamasaki et al., 1988). Dieser membrangebundene α-Rezeptor mit einer 
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Molekülgröße von 80 kDa besteht aus den extrazellulären Domänen D1 bis D3, einer 

Stalk-Region, einer Transmembrandomäne (TMD) sowie einer intrazellulären Domäne (IZD). 

Die extrazellulären Domänen D1 bis D3, die maßgeblich an der Komplexbindung beteiligt sind, 

können unterteilt werden in eine Ig-ähnliche D1-Domäne, sowie in die Fibronektin Typ III 

ähnlichen zytokinbindenden Domänen (ZBD) D1 bis D3 (Hibi et al., 1990, Taga et al., 1989). 

 
 

Abb. 1: Schematische Darstellung von Interleukin 6 und Glykoprotein 130 

(A) Glykoprotein 130 (gp130). Die extrazellulären Domänen D1-D6, können in eine Ig-ähnliche D1-Domäne, in 

Fibronektin Typ III ähnliche D1-D6-Domänen sowie zytokinbindende Domänen (ZBD) D2-D3 eingeordnet 

werden. Darauf folgt eine Stalk-Region, eine Transmembrandomäne (TMD) und intrazelluläre Domäne (IZD) zur 

weiteren Signalübertragung. (B) Interleukin 6Rezeptor (IL-6R). Die extrazellulären Domänen D1-D3, können 

in eine Ig ähnliche D1-Domäne, sowie in zytokinbindende Fibronektin Typ III ähnliche Domänen (ZBD) D1-D3 

eingeordnet werden. Darauf folgt eine Stalk-Region, eine Transmembrandomäne (TMD) und intrazelluläre 

Domäne (IZD) zur weiteren Signalübertragung. (C) Interleukin 6(IL-6). Zu sehen ist IL-6 (blau) mit seinen drei 

Sites. Site I bindet den IL-6R, Site II die zytokinbindenden Domänen D2-D3 des membrangebundenen gp130 und 

Site III bindet an die Ig-ähnliche Domäne D1 von gp130. 

Das Glykoprotein 130 (gp130) ist ein ubiquitär auf allen Zellen, mit Ausnahme von Sirpα+ 

dendritischen Zellen (Heink et al., 2017) und einiger Granulozytentypen (Wilkinson et al., 

2018), befindlicher membrangebundener β-Rezeptor (Hibi et al., 1990), welcher allein nicht in 

der Lage ist, IL-6 zu binden (Abb. 1A). Erst die Interaktion von IL-6 mit dem IL-6R aktiviert 

die Bindungsstellen von IL-6 zu gp130 (Hibi et al., 1990). Die extrazelluläre Domäne von 

gp130 umfasst insgesamt sechs Fibronektin Typ III ähnliche Domänen (D1 bis D6), von denen 

die D1-Domäne Ig-ähnlich ist. Die Domänen 2 und 3 werden als zytokinbindende Domänen 

bezeichnet. Darauf folgt eine Stalk-Region, eine Transmembrandomäne (TMD) und eine 

intrazelluläre Domäne (IZD) zur weiteren Signalübertragung, so dass gp130 mit seiner 

Glykosylierung insgesamt ein Molekulargewicht von 130 kDa erreicht (Chow et al., 2001, Taga 

and Kishimoto, 1997). Die intrazelluläre Signaltransduktion umfasst u.a. die initiale 
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Aktivierung der gp130 assoziierten Janus-Kinasen, welche eine Phosphorylierung von STAT-

Molekülen (signal transducer and activator of transcription) wie beispielweise STAT1, 

STAT3, STAT5 und ERK-Molekülen (extracellular-signal regulated kinases), sowie eine 

AKT/ PKB-Signaltransduktion (Uciechowski and Dempke, 2020, Kishimoto, 2010) oder eine 

Src/ YAP-Aktivierung zur Folge haben (Lokau and Garbers, 2019, Taniguchi et al., 2015). 

Die IL-6 Signaltransduktion kann auf unterschiedlichen Wegen initiiert werden. Um verstehen 

zu können, wie eine Modulation der IL-6 Signaltransduktion möglich ist, werden exemplarisch 

nur die für diese Arbeit relevanten Wege erklärt. Im Fall der klassischen IL-6 

Signaltransduktion, auch Classic-Signaling genannt, bindet IL-6 an den membrangebundenen 

IL-6 Rezeptor (IL-6R). Interessanterweise befindet sich der membrangebundene IL-6 Rezeptor 

lediglich auf Hepatozyten, Monozyten sowie Lymphozyten (Kang et al., 2019), so dass 

hierdurch das Classic-Signaling auf diese Zellarten beschränkt ist. 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung des IL-6 Classic-Signalings und des IL-6 Trans-Signalings 

(A) IL-6 Classic-Signaling. IL-6 (blau) bindet an den membrangebundenen IL-6R (rot), was dann in einem 

nächsten Schritt die Bindung an zwei membrangebundenen gp-130 Glykoproteinen (weiß-gelb) via Sites II und 

III ermöglicht. Eine Homodimerisierung von gp-130 mit dem IL-6R und IL-6 führt dann u.a. zur JAK-STAT 

Signaltransduktion, die zu einer Phosphorylierung von STAT3 und ERK führt. (B) IL-6 Trans-Signaling. Der 

lösliche IL-6R (rot) bindet mit IL-6 (blau) an zwei membrangebundene gp-130 Glykoproteine (weiß-gelb). Eine 

Homodimerisierung von gp-130 mit dem IL-6R und IL-6 führt dann zur JAK-STAT Signaltransduktion, die u.a. 

zu einer Phosphorylierung von STAT3 und ERK führt. 

Wie in Abb. 2A zu sehen, führt die Komplexbildung von IL-6 und membrangebundenem IL-6R 

zur Homodimerisierung von gp130 und somit zur Initiation der Signaltransduktion (Murakami 

et al., 1993). Bereits 1992 konnte eine lösliche Form des IL-6 Rezeptors identifiziert werden, 

was zur späteren Differenzierung in Classic- und Trans-Signaling führte. Denn im Fall des IL-6 

Trans-Signalings (Abb. 2B) kann der der IL-6R entweder durch alternatives Splicing (Lust et 
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al., 1992) oder durch posttranslationale Abspaltung, dem sog. Shedding, durch ADAM-

Proteasen (ADAM10 und ADAM17) von der Membranoberfläche in eine lösliche Form 

überführt werden (Zunke and Rose-John, 2017, Müllberg et al., 1993). Dabei wird der IL-6R 

in einem höheren Maße über das Shedding, als über das alternative Splicing in eine lösliche 

Form überführt (Riethmueller et al., 2017). IL-6 bindet mit gleicher Affinität sowohl den 

membrangebundenen als auch den löslichen IL-6 Rezeptor (sIL-6R) (Riethmueller et al., 2017). 

Beim Trans-Signaling erfolgt also initial die Bindung von IL-6 an den löslichen IL-6R. Erst 

dann kommt es zur Bindung an membrangebundenes gp130, sowie zur Homodimerisierung 

und intrazellulären Signaltransduktion (Murakami et al., 1993). 

In den 1990er Jahren wurde der erste Antikörper zur Blockade von IL-6 entwickelt. Hierbei 

handelte es sich um einen Antikörper, der an den IL-6R bindet und so die Interaktion mit IL-6 

hemmt. Dieser erste Antikörper wurde Tocilizumab (RoActemra®, Roche, Schweiz) genannt 

und ist mittlerweile für die Humantherapie der rheumatoiden Arthritis, der systemischen Form 

der juvenilen idiopathischen Arthritis oder der polyartikulären Form der juvenilen 

rheumatoiden Arthritis, der Riesenzellarteriitis sowie für die Behandlung der eines 

lebensbedrohlichen Zytokinfreisetzungssyndroms in der EU zugelassen (Sheppard et al., 2017). 

Zudem kann Tocilizumab unter bestimmten Vorrausetzungen bei Erwachsenen mit Covid-19 

angewandt werden, um das Zytokinfreisetzungssyndrom zu mildern (Cortegiani et al., 2021, 

European medicine agency, 2009). Tocilizumab und auch alle anderen anti-IL-6R Antikörper 

binden sowohl an den membranständigen als auch an den löslichen IL-6R (Uciechowski and 

Dempke, 2020, Kang et al., 2019, June and Olsen, 2016, Garbers et al., 2011). Damit hemmen 

diese Antikörper sowohl das IL-6 Classic- als auch das Trans-Signaling. Gleiches gilt für 

Antikörper, die direkt an IL-6 binden und somit die Interaktion an den IL-6R unterbinden (Kang 

et al., 2019, Tanaka et al., 2018, Barkhausen et al., 2011). Auch hier wird sowohl das IL-6 

Classic- als auch das Trans-Signaling gehemmt. Jostock et al. (2001) beschrieben 2001 ein 

neues Molekül zur spezifischen Hemmung des IL-6 Trans-Signalings, das sogenannte lösliche 

gp130Fc (soluble gp130Fc, sgp130Fc). Sgp130Fc, wie in Abb. 3A zu sehen, besteht aus dem 

kompletten extrazellulären Bereich von gp130, fusioniert mit dem Fc-Teil eines IgG1 

Antikörpers (Jostock et al., 2001). Die molekulare Grundlage, warum lösliches gp130 mit oder 

ohne Fc-Fusion selektiv nur das IL-6 Trans-Signaling hemmt, ist nach wie vor unklar. 

Sgp130Fc bindet, genauso wie membranständiges gp130, mit einer sehr hohen Affinität im 

picomolaren Bereich an den Komplex aus IL-6/ sIL-6R. Im Vergleich zum monomeren 

sgp130His (Abb. 3C), hemmt das dimere sgp130Fc IL-6 Trans-Signaling um den Faktor 10 

besser (Jostock et al., 2001). Die besseren Hemmeigenschaften des dimerem sgp130Fc im 
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Vergleich zu monomerem sgp130 sind sehr wahrscheinlich an der gleichzeitigen, kooperativen 

Bindung von IL-6 (im Komplex mit dem sIL-6R) an sgp130Fc über Site II und Site III zu 

erklären, wohingegen IL-6 (im Komplex mit dem sIL-6R) nur einfach entweder über Site II 

oder Site III an sgp130 binden kann (Boulanger et al., 2003, Chow et al., 2001). Die erhöhte 

Affinität im Zuge der kooperativen Bindung wird Avidität genannt.  

Nach der Entwicklung von sgp130Fc als effektiven IL-6 Trans-Signaling Hemmstoff gab es 

eine Reihe von Ansätzen, um sgp130 zu optimieren. Die Generierung folgender sgp130-

Derviate wie sgp130-E10Fc, mini-gp130-ELP und gp130-RAPS zielten sowohl auf eine 

Reduktion der molekularen Größe als auch auf eine gleichbleibende oder erhöhte Affinität ab.  

 
 

Abb. 3: Schematische Darstellung verschiedener sgp130-Derivate, modifiziert nach Hansen (2021) 

(A) sgp130Fc. Zwei Domänen, jeweils bestehend aus D1-D6 von gp130, wurden mit einem Fc-Fragment 

fusioniert. (B) sgp130-E10Fc. Zwei Domänen D1-D4 von sgp130 sind mit einem Fc-Fragment fusioniert.  

(C) sgp130His. Die Domänen D1-D6 von gp130 wurden mit ein Hexa-Histidin tag versehen. (D) mini-sgp130-

ELP. Die Domänen D1-D3 von gp130 wurden mit 100 repeats von elastin­like peptides fusioniert (gewundene 

schwarze Linie). (E) gp130-RAPS. Durch alternatives Splicing entsteht ein gp130-Derviat, welches nur die 

Domänen D1-D3 von gp130 enthält. (A-E) Angaben zum Molekulargewicht wurden anhand experimentell 

bestimmter molekularen Größen gemacht. 

Das sgp130-E10 (Abb. 3B), eine natürlich im Körper vorkommende Isoform von sgp130, 

wurde erstmals in peripheren mononukleären Blutzellen entdeckt und weist als Monomer eine 

theoretische Molekülgröße von 70-80 kDa auf (Sommer et al., 2014). Diese Isoform besteht 

aus den Domänen D1-D4 sowie einer loop-Region zwischen D4 und D5. Ein rekombinant 

hinzugefügter Fc-tag ermöglichte in diesem Bezug die Dimerisierung von sgp130-E10Fc. Im 

Vergleich mit sgp130 wies sgp130-E10Fc jedoch eine 5-10-fach niedrigere Effektivität in der 

Hemmung des IL-6 Trans-Signalings auf (Sommer et al., 2014). Das mini-gp130-ELP 
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(Abb. 3D), besteht aus den ersten drei Domänen (D1-D3) von gp130, fusioniert mit 100 repeats 

von elastin-like-peptides. Im Vergleich mit sgp130Fc, zeigte das mini-gp130-ELP, eine 

deutlich niedrigere Hemmeffektivität auf das Trans-Signaling, jedoch aber eine vergleichbare 

Hemmung wie die monomere Variante sgp130His, welche in Abb. 3C schematisch dargestellt 

ist (Lin et al., 2006). Das gp130-RAPS (RAPS, for gp130 of the rheumatoid arthritis antigenic 

peptide–bearing soluble form) ist eine weitere natürlich vorkommende Isoform und Splice-

Variante von gp130, mit einem experimentell bestimmten Molekulargewicht von 50 kDa 

(Diamant et al., 1997). Diese gp130-Variante konnte u.a. in der Synovialflüssigkeit sowie im 

Plasma von Patienten mit rheumatoider Arthritis gefunden werden (Abb. 3E) und erwies sich 

im Vergleich mit sgp130 als funktionstüchtiger Inhibitor im Tiermodell der chronisch-

entzündlichen Arthritis (Richards et al., 2006). Die beobachtete Affinität zu IL-6/sIL-6R 

Komplexen von gp130-RAPS war mit 6,9 nM gemessener KD äquivalent zur bisher 

beschriebenen Affinität von monomeren sgp130 (Richards et al., 2006, Jostock et al., 2001). 

Jedoch sollte erwähnt sein, dass die im gp130-RAPS enthaltene terminale COOH-Sequenz 

bereits im Jahr 2000 als autoantigenes Epitop identifiziert worden ist (Tanaka et al., 2000). 

Bisher ist nicht geklärt, welche Auswirkung dies bei einer Therapie mit gp130-RAPS auf 

Patienten mit rheumatoider Arthritis haben könnte. Was hingegen gezeigt werden konnte ist, 

dass nur die Domänen D1-D3 von gp130 notwendig sind, um eine effektive Suppression von 

experimentell induzierter Arthritis zu bewirken (Richards et al., 2006).  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass bei den beschriebenen sgp130-Derivaten zwar in 

Teilen eine Verringerung der Molekülgröße erreicht werden konnte, jedoch eine gleichzeitige 

Erhöhung der Hemmeffektivität im Vergleich zu sgp130Fc nicht möglich war. Zudem wurden 

ein Großteil der Experimente mit Hilfe eines Designerzytokins, auch Hyper-IL-6 genannt, 

durchgeführt und nur wenige Experimente erfolgten auf Basis des natürlich vorkommenden 

Komplexes aus IL-6/sIL-6R (Wolf et al., 2016, Sommer et al., 2014, Lin et al., 2006, Jostock 

et al., 2001). Das in einigen Experimenten verwendete Designerzytokin Hyper-IL-6 besteht aus 

einem Komplex aus IL-6 und sIL-6R Rezeptor, welcher über einen Polypeptid-Linker kovalent 

miteinander verbunden ist und so zur Stabilisierung des Komplexes beiträgt (Fischer et al., 

1997).  

Hyper-IL-6 kann nur das IL-6 Trans-Signaling induzieren und benötigt dafür eine 100 bis 

1000-fach niedrigere Konzentration als die separat betrachteten Komponenten IL-6 und sIL-6R, 

bei vergleichbarer biologischer Signalstärke (Jostock et al., 1999, Fischer et al., 1997). Die 

initiale Charakterisierung der Hemmeigenschaften von sgp130 und seinen Derivaten mittels 
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Hyper-IL-6 ist zwar ein artifizielles Testsystem, bildet aber dennoch sehr gut das 

IL-6 Trans-Signaling in vitro ab. Ausgehend von den oben genannten Erkenntnissen ist das 

beschriebene sgp130Fc bisher der mit Abstand potenteste Hemmstoff des IL-6 Trans-

Signalings.  

1.3. Sgp130Fc ist auch ein effektiver Hemmstoff des IL-11 Trans-Signalings 

Interleukin 11 ist das nächstverwandte Zytokin zu IL-6, welches bereits 1990 als stimulierendes 

Protein einer murinen Plasmozytom Zelllinie beschrieben wurde (Paul et al., 1990). Wie IL-6, 

welches initial an den IL-6R bindet und dann zwei gp130 Rezeptoren rekrutiert, bindet IL-11, 

wie in Abb. 4A zu sehen, initial über Site I an den IL-11R und dann über Site II und Site III an 

zwei gp130 Rezeptoren (Barton et al., 1999, Tacken et al., 1999, Yin et al., 1993). Der IL-11R 

wurde bisher auf viele Zelltypen, darunter Lymphozyten, B-Zellen, Makrophagen, 

endothelialen Zellen und Osteoklasten identifiziert (Putoczki and Ernst, 2010).  

IL-11 ist ebenso wie IL-6, an einer Reihe physiologischer und pathophysiologischer Prozesse 

des Körpers beteiligt. So wurde es zunächst als hämatopoetischer Faktor beschrieben, welcher 

eine Rolle bei der Reifung von Megakaryozyten spielt (Teramura et al., 1992, Musashi et al., 

1991). Aber auch in der Lymphopoese (Anderson et al., 1992), Erythropoese (Quesniaux et al., 

1992) und Myelopoese (Cairo et al., 1993) ist IL-11 involviert. Interessanterweise wurde IL-11 

auch als Osteoblasten differenzierender Faktor entdeckt, welcher zur Knochenbildung beiträgt. 

Experimente an IL-11R defizienten Mäusen zeigten, dass die Abwesenheit des IL-11R zu 

abnormalen, kraniofaszialen Fehlbildungen führte (Johnson et al., 2015, Sims et al., 2005, 

Takeuchi et al., 2002). Umgekehrt konnte dies bei Menschen bestätigt werden, die 

inaktivierende genetische Mutationen im IL-11R aufwiesen. Diese zeigten Fehlbildungen im 

Sinne einer Kraniosynostose, bei der es zu einem verfrühten Verschluss der Wachstumsfugen 

im Bereich der Schädelknochen kommt (Agthe et al., 2018, Brischoux-Boucher et al., 2018, 

Keupp et al., 2013, Nieminen et al., 2011). In der Lunge von Patienten, die an virusinduziertem 

Asthma litten, konnten darüber hinaus ebenfalls erhöhte IL-11 Level nachgewiesen werden, 

was daraufhin deutet, dass IL-11 eine wichtige Rolle bei viralen Atemwegserkrankungen spielt 

(Einarsson et al., 1996).  Zugleich ist IL-11 offenbar bei der Reproduktion von entscheidender 

Bedeutung. Es wurde gezeigt, dass Mäuse die keinen IL-11R aufwiesen infertil waren und dass 

die Entwicklung eines Embryos nicht möglich war (Robb et al., 1998). Auch bei fibrotischen 

Prozessen im Herzen (Schafer et al., 2017), der Lunge (Ng et al., 2020) und in der Leber 

(Widjaja et al., 2019) scheint IL-11 relevant zu sein. Darüber hinaus ist IL-11 genau wie IL-6 
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ein wichtiger Faktor bei Krebserkrankungen und ist beispielsweise an der 

Knochenmetastasierung bei Brustkrebserkrankungen beteiligt (Ren et al., 2013). Zudem 

wurden erhöhte IL-11 Level bei weiteren Krebserkrankungen gefunden, darunter in 

Pankreaskarzinomen (Bellone et al., 2006), Knochenmetastasen (Zhang et al., 1998), 

Osteosarkomen (Elias et al., 1995) sowie in Lymphknoten von Melanompatienten (Torisu-

Itakura et al., 2007) oder in humanen Melanomzelllinen (Paglia et al., 1995). 

 
 

Abb. 4: Schematische Darstellung des IL-11 Rezeptors und der IL-11 Signaltransduktionen 

(A) Interleukin-11 Rezeptor (IL-11R). Die extrazellulären Domänen D1-D3, können in eine Ig-ähnliche 

D1-Domäne, sowie in zytokinbindende Fibronektin Typ III ähnliche Domänen (ZBD) D1-D3 eingeordnet werden. 

Darauf folgt eine Stalk-Region, eine Transmembrandomäne (TMD) und intrazelluläre Domäne (IZD) zur weiteren 

Signalübertragung (B) IL-11 Classic-Signaling. Der membrangebundene IL-11R (dunkelgelb) bindet gemeinsam 

mit IL-11 (orange) an zwei membrangebundene gp-130 Glykoproteine (weiß-gelb). Eine Homodimerisierung von 

gp-130 mit dem IL-11R und IL-11 führt dann zur JAK-STAT Signaltransduktion, die u.a. zu einer 

Phosphorylierung von STAT3 und ERK führt. (C) IL-11 Trans-Signaling. Der lösliche IL-11R (dunkelgelb) 

bindet gemeinsam mit IL-11 (orange) an zwei membrangebundene gp-130 Glykoproteine (weiß-gelb). Eine 

Homodimerisierung von gp-130 mit dem IL-11R und IL-11 führt dann zur JAK-STAT Signaltransduktion, die 

u.a. zu einer Phosphorylierung von STAT3 und ERK führt. 

Wie in Abb. 4A dargestellt, besteht der IL-11 Rezeptor aus den extrazellulären Domänen 

D1-D3, welche in eine Ig-ähnliche D1-Domäne, sowie in die zytokinbindenden Fibronektin 

Typ III ähnlichen Domänen (ZBD) D1-D3 eingeordnet werden kann. Darauf folgt eine Stalk-

Region, eine Transmembrandomäne (TMD) und intrazelluläre Domäne (IZD) zur weiteren 

Signalübertragung (Hilton et al., 1994, Yin et al., 1992, Yang and Yin, 1992). 

Kürzlich wurde beschrieben, dass der IL-11R durch die ADAM10-Protease, Serin-Proteasen 

wie die Neutrophile Elastase und Proteinase 3, Meprin β sowie durch die rhomboide Protease 

RHBDL2 in eine lösliche Form (sIL-11R) überführt werden kann (Koch et al., 2021, Sammel 

et al., 2019, Lokau et al., 2017, Lokau et al., 2016b). Der lösliche IL-11R kann dann analog zu 
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IL-6 mit IL-11 einen löslichen Komplex eingehen und über IL-11 Trans-Signaling (Abb. 4C) 

Zellen aktivieren, die keinen membranständigen IL-11R tragen (Moll et al., 2017, Lokau et al., 

2016a, Dams-Kozlowska et al., 2012). Da IL-11, wie IL-6, über ein Homodimer aus gp130 

signalisiert, ist sgp130Fc ebenfalls ein selektiver Hemmstoff des IL-11 Trans-Signalings (Heise 

et al., 2021, Berg et al., 2021, Lokau et al., 2021). Ob die parallele Hemmung des IL-6 Trans-

Signalings und des IL-11 Trans-Signalings erwünschte oder unerwünschte Effekte hat, kann 

aktuell nicht abschließend beurteilt werden, weil die Funktion des IL-11 Trans-Signalings in 

vivo noch nicht näher charakterisiert wurde. Eine zeitgleiche Hemmung der IL-6 und IL-11 

Trans-Signaling Wege ist wahrscheinlich nicht besonders problematisch, wobei aufgrund des 

Wirkprofils von IL-6 eine solitäre Hemmung des IL-6 Trans-Signalings durch sgp130 

wünschenswert wäre. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird gezeigt, dass die selektive Hemmung 

des IL-6 Trans-Signalings durch eine neue cs-130-Variante gelingen kann. 

1.4. Entwicklung anti-entzündlicher Therapien durch die Hemmung von IL-6 

Classic- und/oder Trans-Signaling 

Bereits in frühen Studien konnte anhand von IL-6 knock-out Mäusen gezeigt werden, dass IL-6 

ein zentrales, pro-entzündliches Zytokin ist. So haben IL-6 knock-out Mäuse auf der einen Seite 

große Probleme in der Abwehr von bakteriellen und viralen Infektionen (Kopf et al., 1994) und 

andererseits ist die Entwicklung verschiedener Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden 

Arthritis (Ohshima et al., 1998, Alonzi et al., 1998) oder der Multiplen Sklerose (Mendel et al., 

1998) in IL-6 defizienten Mäusen komplett unterdrückt oder abgeschwächt. Im Tiermodell der 

experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) in Mäusen, welche der humanen 

Erkrankungen der multiple Sklerose sehr nahe kommt, war überaschenderweise nur die 

prophylaktische, nicht aber die therapeutische Gabe von IL-6R Antikörpern in der Lage, die 

Entwicklung einer multiplen Sklerose-Symptomatik zu unterdrücken (Serada et al., 2008). 

Ein murines Modell der rheumatoiden Arthritis ist die Kollagen-induzierte Arthritis. Alonzi et 

al. zeigten bereits 1998, dass IL-6 defiziente Mäuse im Vergleich mit IL-6 Wildtyp Mäusen 

keine für die Krankheit typischen Gelenkschwellungen oder destruktive Entzündungen der 

Gelenke aufwiesen (Alonzi et al., 1998). Diese Befunde trugen maßgeblich zum Einsatz von 

Tocilizumab, einen gegen den IL-6R gerichteten humanisierten Antikörper, für Behandlung der 

rheumatoiden Arthritis bei (Venkiteshwaran, 2009, Mihara et al., 2005). Die therapeutische 

Anwendung des neutralisierenden IL-6R Antikörpers führte auch im Patienten zur 

Unterdrückung der rheumatoiden Arthritis (Nishimoto et al., 2004). Tocilizumab stellt bis heute 
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einen wichtigen Baustein in der Humantherapie der rheumatoiden Arthritis dar (Specker et al., 

2021, Nishimoto et al., 2009a, Nishimoto et al., 2009b, Nishimoto et al., 2007). Andere 

Mausstudien, die den Effekt von sgp130Fc in Arthritis ähnlichen Modellen beleuchtet haben, 

konnten zeigen, dass durch die selektive Hemmung des IL-6 Trans-Signalings mittels sgp130Fc 

ebenfalls eine Reduktion der Arthritis ähnlichen Gelenkdestruktionen erreicht werden konnte 

(Nowell et al., 2009, Nowell et al., 2003). Eine lokale intraartikuläre Applikation von sgp130Fc 

im Gelenk von Ratten mit Antigen induzierter Arthritis (AIA) konnte bisher nur die Symptome 

der Hyperalgesie in der akute Phase bessern, eine Progression der Gelenkdestruktion jedoch 

nicht verhindern (Boettger et al., 2010). Dies lässt vermuten, dass eine spezifische Hemmung 

des IL-6 Trans-Signalings in Bezug auf die Erkrankung der rheumatoiden Arthritis im 

Menschen, einer Hemmung des Classic- und Trans-Signalings zumindest gleichwertig ist.  

1.5. Vom Tiermodell in die Klinik: Hemmung des IL-6 Trans-Signalings bei 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen im Patienten?  

Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa sind progressive, chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen und eine Beteiligung von IL-6 in der Pathogenese wurde lange vermutet 

(Suzuki et al., 1990, Mitsuyama et al., 1991).  

Im Jahr 2004 wurde erstmals ein Pilotprojekt mit insgesamt 36 Patienten gestartet, die den 

humanisierten monoklonalen anti-IL-6R Antikörper MRA (heute Tocilizumab) zur 

Behandlung der aktiven chronisch-entzündlichen Darmerkrankung Morbus Crohn erhielten. 

Diese Daten zeigten, dass eine zweiwöchige Infusion von 8 mg/kg über 12 Wochen bei 80 % 

der Patienten zur klinischen Besserung der Symptome, gemessen am CDAI Score (Crohn´s 

Disease Activity Index), führte. Das Nebenwirkungsprofil beschränkte sich in 20 % der 

Patienten, die MRA erhielten auf normale Erkältungssymptome, Übelkeit, Erbrechen, 

Kopfschmerzen, Schlaflosigkeit und pharyngolaryngeale Schmerzen. Überaschenderweise 

konnte eine endoskopische und histologische Heilung in den Patienten, die von MRA 

profitierten, nicht festgestellt werden. Eine Besserung der Messwerte (Erythrocyte 

sedimentation rate (ESR), C-reaktives Protein (CRP), Serum amyloid A (SAA) und 

Fibrinogen) konnte dennoch beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass IL-6 als zentrales 

Zytokin der Akute Phase Reaktion eine wesentliche Rolle bei Morbus Crohn spielt (Ito et al., 

2004). 

Es ist bekannt, dass chronisch-entzündliche Darmerkrankungen, wie Colitis Ulcerosa und 

Morbus Crohn das Risiko für Darmkrebs, im Vergleich zur Normalbevölkerung, erhöhen 
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(Cleveland and Rubin, 2021, Bernstein et al., 2001). In einem Darmkrebsähnlichen 

Mausmodell, konnten Grivennikov et al. (2009) eine Beteiligung von IL-6 Trans-Signaling am 

Tumorwachstum nachweisen, weshalb eine Modulation der IL-6 Signalwirkung auch für 

Kolonkarzinome von Relevanz sein könnte. 

Interessanterweise führte der bisherige Einsatz des IL-6R neutralisierenden Antikörpers 

Tocilizumab in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis (Iwasa et al., 2011), der juvenilen 

idiopathischen Arthritis, der Zöliakie (Borghini et al., 2021), bei COVID-19 Infektionen 

(Bruce-Hickman et al., 2020) oder in der Behandlung von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen wie Colitis Ulcerosa (Atreya et al., 2015) in den aufgeführten Case-report-

Studies nebenbefundlich zum Auftreten bzw. zur Progression gastrointestinaler Ulcera mit und 

ohne Perforation. Da ein Zusammenhang von Tocilizumab mit dem Auftreten von 

Darmperforationen nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden Patienten die an rheumatoider 

Arthritis leiden und aus diesem Grund Tocilizumab erhielten beobachtet, und ein 

Zusammenhang mit gastrointestinalen Perforationen wurde untersucht (Strangfeld et al., 2017). 

Ausgehend von den Ergebnissen der Studie von Strangfeld et al. (2017) ist das Risiko einer 

unteren gastrointestinalen Perforation bei Patienten die Tocilizumab erhielten höher, als bei 

Patienten die csDMARD (Disease-modifying anti-rheumatic drugs), TNF-Blocker 

(Tumornekrosefaktor-Blocker)  oder andere Biologics erhielten.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass zwar der Einsatz eines anti-IL-6R Antikörpers 

(Tocilizumab) im Pilotprojekt von 2004 mit 36 Patienten in Bezug auf Darmperforationen als 

sicher erwiesen hat (Ito et al., 2004), jedoch ein Auftreten von Darmblutungen oder 

Darmperforationen in oben genannten Fällen nicht abzustreiten ist. Ebenso deutet dies 

daraufhin, dass eine Hemmung von IL-6 Classic- und Trans-Signaling im Darm eventuell der 

alleinigen Hemmung des IL-6 Trans-Signalings unterlegen ist. 

Atreya et al. zeigten im Jahr 2000, dass in verschiedenen murinen Modellen chronisch-

entzündlicher Darmerkrankungen die selektive Hemmung des IL-6 Trans-Signalings durch 

sgp130Fc zu einer starken Abmilderung der Symptomatik führte. Es wurde gezeigt, dass beim 

IL-6 Trans-Signaling der Komplex aus IL-6/sIL-6R membrangebundenes gp130 auf Lamina 

propria T-Zellen des Darms stimulieren kann. Eine Stimulation dieser T-Zellen führte dazu, 

dass durch Verhinderung der Apoptose entzündliche Prozesse der Colitis weiter vorangetrieben 

wurden. Eine Förderung der intestinalen T-Zellapoptose durch den spezifischen 

Trans-Signaling Hemmstoff sgp130Fc führte so zur Besserung der chronischen 

Darmentzündung in Mäusen (Atreya et al., 2000).  
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Ausgehend von Mausmodellen, welche die selektive Hemmung des IL-6 Trans-Signalings im 

Fokus sahen, wurde untersucht, ob auch Menschen mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen von einer Therapie mit sgp130Fc profitieren würden.  

Eine kürzlich veröffentlichte klinische Phase IIa open-label Studie zum Einsatz von sgp130Fc 

in Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen präsentierte vielversprechende 

Ergebnisse. So wurden insgesamt 16 Patienten mit Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn mit je 

600 mg Olamkicept (sgp130Fc) alle 2 Wochen über insgesamt 12 Wochen behandelt. Dabei 

wurde insbesondere die Aktivität der Erkrankung mit Hilfe des Mayo-Scores für Colitis 

Ulcerosa und des CDAI-Score für Morbus Crohn ermittelt und endoskopische Kontrollen in 

Verbindung mit CRP-Level Erhöhung durchgeführt. Dabei erreichten 44 % der Probanden eine 

klinische Remission, gemessen am Mayo- und CDAI-Score und drei dieser Patienten ebenfalls 

eine endoskopische Remission. Ein allgemeines Ansprechen der Therapie in klinischen und 

endoskopischen Untersuchungen wurde bei 37,5 % der Probanden gefunden. Die klinischen 

Beobachtungen konnten ebenfalls in Form einer reduzierten STAT3-Phosphorylierung sowie 

in Form von transkriptionalen Änderungen der entzündeten Mucosa auf Basis molekularer 

Untersuchungen bestätigt werden. Die eingeschlossenen Probanden wiesen unter der Therapie 

von Olamkicept in 81 % der Fälle Nebenwirkungen auf. Darunter zeigten Probanden am 

häufigsten Nebenwirkungen wie Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes, ein 

Auftreten von Herpes labiales, Erytheme, Ekzeme oder Schwellungen der Haut. Es wurden 

keine lebensbedrohlichen Nebenwirkungen beobachtet. Ebenso wenig wurden Zeichen einer 

signifikanten Immunsuppression oder einer intestinalen Perforationen gefunden. Auch wenn 

der zentrale Startpunkt der Studie nicht die Testung der klinischen Effektivität von Olamkicept 

im Vordergrund sah, kann auf eine positive Effektivität auf chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis Ulcerosa gehofft werden (Schreiber et al., 

2021). Die klinische Effektivität von Olamkicept wird derzeit in einer Multicenter Phase II 

Studie, in Form einer randomisierten, doppelt-verblindeten, prospektiven, Placebo-

kontrollierten Studie, an Patienten mit moderater bis schwerer aktiven Colitis Ulcerosa getestet 

und ausgewertet (ClinicalTrails.gov Identifier: NCT03235752). 

1.6. Sgp130Fc als Vorläuferprotein für die Entwicklung von cs-130Fc 

Anlehnend an bisherige Erkenntnisse zur spezifischen IL-6 Trans-Signaling Hemmung, 

wurden bereits in vorherigen medizinischen Doktorarbeiten auf sgp130Fc aufbauende 
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cs-130Fc-Fusionsproteine entwickelt und in Bezug auf ihre Hemmkapazität näher untersucht 

(Dambietz, 2022, Hansen, 2021). 

 
 

Abb. 5: Schematische Darstellung von sgp130Fc und cs-130Fc, modifiziert nach Heise et al. (2021) 

(A) sgp130Fc. Zwei Domänen D1-D6 von gp130 sind über Disulfidbrücken miteinander kovalent verbunden und 

je mit einem Fc-tag versehen. (B) cs-130Fc. Zwei Domänen D1-D3 von gp130 wurden über einen Linker mit 

einem VHH6 verbunden. Eine TEV-Site ermöglicht, die Spaltung und Monomerisierung von cs-130Fc. Über 

Disulfidbrücken sind beide gp130-Moleküle miteinander kovalent verbunden und mit je einem Fc-tag versehen. 

Diese neuartigen cs-130-Fusionsproteine bestehen aus den ersten drei zytokinbindenden 

Domänen D1-D3 von gp130, welche über einen 100 Å großen Linker mit einem VHH6 

verbunden und über eine TEV-Site (TEV, tobacco etch virus) mit einem Fc-tag fusioniert sind 

(Heise et al., 2021). Im Vergleich mit sgp130Fc, welches als Dimer ohne Glykosylierungen 

eine Molekülgröße von 186 kDa aufweist, zeichnet sich das dimere cs-130Fc durch seine etwas 

geringere Molekülgröße von 157 kDa aus (Heise et al., 2021). Nach Spaltung der TEV-Site 

zwischen der D3-Region und dem Fc-Fragment lag das cs-130Fc als Monomer vor und konnte 

dadurch in seinem Molekulargewicht auf 75 kDa reduziert werden (Heise et al., 2021).  Um das 

cs-130Fc und cs-130 hinsichtlich ihrer Effektivität zu testen, wurden zudem cs-130Fc-

Kontrollvarianten beschrieben, die hierzu auf unterschiedliche Weise modifiziert worden sind 

(Heise et al., 2021). 

 
 

Abb. 6: Schematische Darstellung von cs-130Fc-Kontrollvarianten 

(A) cs-130Y190K/F191EFc. Das cs-130Fc Protein wurde in seiner D2-Domäne durch eine Y190K/F191E-Mutation so 

verändert, dass diese seine Bindefähigkeit für IL-6 verliert. (B) cGFPs-130Fc. Der VHH6 im cs-130Fc wurde durch 

einen VHHGFP ersetzt, welcher den Komplex aus IL-6/sIL-6R nicht erkennen oder stabilisieren kann, sondern an 

GFP (green fluorescent protein) bindet. 
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Die erste cs-130-Kontrollvariante, cs-130Y190K/F191EFc (Abb. 6A), wurde in der D2-Domäne 

durch eine Y190K/F191E-Mutation so mutiert, dass das Protein IL-6 über Site II nicht mehr 

binden kann und dadurch an Hemmeffizienz verliert. Die Bindung von IL-6 an die D1-Domäne 

über Site III und die Bindung von VHH6 an den Komplex aus IL-6 und sIL-6R blieben erhalten 

(Heise et al., 2021). Das zweite cs-130-Kontrollprotein (Abb. 6B) wurde cGFPs-130Fc genannt. 

Hierbei erfolgte ein Austausch des IL-6/sIL-6R stabilisierenden VHH6 durch VHHGFP. Dieser 

VHHGFP bindet an GFP (green flourescent protein) und ist demnach nicht in der Lage IL-6 oder 

den sIL-6R bzw. IL-11 oder den sIL-11R zu erkennen oder zu stabilisieren und verliert somit 

seine stabilisierende Funktion in Bezug auf die IL-6 und IL-11 Signaltransduktion. Die Bindung 

der Domänen D1-D3 von gp130 zur Site II und III von IL-6 und IL-11 blieben hingegen erhalten 

(Heise et al., 2021). 

Diese cs-130-Fusionsproteine wurden bereits charakterisiert und zeigten, bis auf die 

Kontrollvarianten, eine dem sgp130Fc vergleichbare Aktivität (Heise et al., 2021). Das IL-6 

Trans-Signaling inhibitorische Protein cs-130Fc stellte die Grundlage für die in dieser Arbeit 

generierten Fusionsproteine dar.  

1.7. Einzeldomänenantikörper: Spezifische und stabilisierende Eigenschaften 

Der verwendete VHH6 ist ein aus dem Kamel gewonnener Einzeldomänen-Antikörper (single 

domain antibody, sdAB). Dieser ist spezifisch in der Lage ist, den Komplex aus IL-6 und 

sIL-6R im nanomolaren Bereich zu binden und zu stabilisieren, ohne jedoch an die 

Einzelkomponenten IL-6 oder sIL-6R zu binden (Adams et al., 2017). Der VHH6 bindet den 

Bereich zwischen IL-6 und der D1-Region vom IL-6R so, dass Site II und III für die Bindung 

mit gp130 verbleiben.  Die VHH-Einzeldomänen-Antikörper (VHH-Nanobodies) weisen 

vielfältige biochemische Eigenschaften auf. Ihre geringe Größe von ca. 15 kDa und gute 

Löslichkeit sind Gründe für die effektive Gewebegängigkeit, wobei sie zudem umwelt- und 

thermostabile Eigenschaften aufweisen (Dumoulin et al., 2002, van der Linden et al., 1999). 

Durch die Nutzung unterschiedlichster Bibliotheken kann eine selektive Auswahl geeigneter 

VHH-Einzeldomänen-Antikörper erfolgen, die in Bezug auf Affinität und Stabilität geeignet 

sind, das gewünschte Antigen zu erkennen und mit einer hohen Spezifität zu binden. Dabei 

zeigen selektive Nanobodies Affinitäten im nanomolaren Bereich (Muyldermans, 2021, 

Monegal et al., 2009, Goldman et al., 2006). Aus diesem Grund werden Nanobodies als 

spezifische Antikörper mit geringer Molekülgröße aufgrund der Eigenschaften in der 

Forschung für verschiedene Zwecke verwendet.
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2 AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG DES PROJEKTS 

Ziel dieser Arbeit ist es, das sich bereits in der Phase II befindliche sgp130Fc (Olamkicept), mit 

eigens hergestellten, Nanobody-basierten, sgp130-artigen Fusionsproteinen hinsichtlich der 

IL-6 Classic- und Trans-Signaling, sowie der IL-11 Trans-Signaling Hemmwirkung zu 

vergleichen. Dabei soll eine potente Inhibition des IL-6 Trans-Signalings, mit reduzierten 

Auswirkungen auf die Signaltransduktion anderer Zytokine der IL-6 Familie wie z.B. IL-11 zu 

erreicht werden. 

In dieser Arbeit sollen größenminimierte cs-130Fc-Fusionsproteine erstellt, die auf Basis der 

bisher in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Scheller hergestellten cs-130Fc Fusionsproteine 

aufgebaut werden. Die cs-130Fc Fusionsproteine sollen, die die relevanten Bindungsstellen von 

D1-D3 von sgp130 fusioniert an einen VHH6 beinhalten. Der Nanobody VHH6 ist ein Lama 

Einzeldomänenantikörper und ausschließlich in der Lage, den Komplex aus IL-6/sIL-6R zu 

binden und zu stabilisieren. Um das Protein als Dimer zu charakterisieren, wird über einen 

Linker ein Fc-Fragment angefügt.  

Es ist einerseits geplant die D1-Domäne von cs-130Fc so zu verändern, dass eine Steigerung 

der Affinität zu IL-6/sIL-6R Komplexen erfolgt und gleichzeitig eine Hemmung des IL-11 

Trans-Signalings reduziert wird. Andererseits soll eine Strukturänderung des cs-130Fc durch 

Einfügen einer Spaltstelle zwischen der D1- und D2-Domäne von cs-130Fc vorgenommen 

werden, um eine weitere Größenreduktion von cs-130Fc zu erreichen, was sehr wahrscheinlich 

zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit führen würde. Die cs-130Fc basierten Fusionsproteine 

sollen mittels molekularbiologischer Methoden kloniert und mittels proteinbiochemischer 

Methoden gereinigt werden. In zellbasierten IL-6 Classic- und Trans-Signaling sowie in IL-11 

Trans-Signaling in vitro Modellen sollen die cs-130Fc basierten Fusionsproteine in Bezug auf 

ihre Hemmwirkung getestet werden. Um die intrazellulären Signale wie pSTAT3/STAT3 und 

pERK/ERK nachzuweisen, werden Stimulationsassays mit bisherigen cs-130Fc-Varianten im 

Hinblick auf das IL-6 Trans-Signaling durchgeführt. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1. Materialien zur DNA-Präparation 

3.1.1. Nährmedien zur Kultivierung prokaryotischer Zellen 

Für die Kultivierung prokaryotischer Zellen wurde Lysogeny-Broth (LB)-Medium mit 1 % 

NaCl, 0,5 % Hefeextrakt und 1 % Trypton verwendet. Um spezifisch Bakterienklone mit 

Antibiotikaresistenz zu züchten und zu separieren, wurde dem LB-Agarose mit 1 % NaCl, 

0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton, 1,5 % Agar entsprechendes Antibiotikum zugesetzt. Das LB-

Medium, sowie die LB-Agarose wurden auf einen pH-Wert von 7,4 abgestimmt und bei 120 °C, 

2 bar und 20 min autoklaviert. 

3.1.2. Bakterienkulturen 

Die generierten DNA-Abschnitte wurden mittels Transformation in chemisch kompetente 

Escherichia coli-Bakterien (E. coli) vom Typ XL1 blue (Genotyp: recA1, endA1, gyrA96, thi-

1, hsdR17, supE44, relA1, lac [F'proAB lacIqZΔM15 Tn10 (TetR)], Fa. Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA) eingebracht. 

3.1.3. Plasmide  

Die im Folgenden aufgelisteten Plasmide lagen entweder in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. Jürgen Scheller vor, wurden von anderen Arbeitsgruppen bereitgestellt oder sind 

durch eigene Klonierungsarbeit entstanden. DNA-Plasmid Sequenzen, die nicht selbst von der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jürgen Scheller generiert worden sind, sind entsprechend 

gekennzeichnet. In Tabelle 2: Oligonukleotide und ihre Nukleotidsequenz aufgelistete 

spezifische Oligonukleotide wurden zur Modifikation und Synthese neuer eigens erstellter 

Plasmide herangezogen. 

Tabelle 1: Plasmide 

Vektor Insert/ cDNA Beschreibung 

pcDNA3.1  Vektor für transiente und stabile 

Proteinexpression in Säugetierzellen von 

Invitrogen (Carlsbad, California USA). 

pEGFP EGFP Expressionsplasmid, dessen cDNA für das 

Plasmid Encoding enhanced Green 
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Fluorescent Protein codiert (erstellt in der AG 

Scheller). 

pcDNADEST4 sgp130Fc Expressionsplasmid, dessen cDNA für 

sgp130Fc codiert (Conaris Research Institut 

AG, Kiel). 

pcDNA3.1 cs-130Fc Expressionsplasmid, dessen cDNA für die 

Region D1 bis D3 von sgp130Fc codiert, 

welche über einen VHH6 und einer TEV-Site 

mit dem Fc-Teil verbunden wurde (erstellt in 

AG Scheller). 

pcDNA3.1 cs-130FLYFc Expressionsplasmid, dessen cDNA für die 

Region D1 bis D3 von sgp130Fc, sowie einer 

dreifach punktmutierten D1-Region 

(T102
→Y102, Q113

→F113, N114
→L114) codiert. 

Über einen VHH6 und einer TEV-Site wurde 

der Fc-Teil verbunden (erstellt durch Denise 

Heise). 

pcDNA3.1 cs-130D1TEVD2D3Fc Expressionsplasmid, dessen cDNA für die 

Region D1 bis D3 von sgp130Fc, codiert. 

Dabei wurde zwischen der D1 und D2 Region 

eine TEV-Site eingebracht. Über einen VHH6 

und einer zweiten TEV-Site wurde der Fc-Teil 

verbunden (erstellt in AG Scheller). 

pcDNA3.1 cGFPs-130Fc Expressionsplasmid, dessen cDNA für die 

Region D1 bis D3 von sgp130Fc codiert und 

über einen VHHGFP mit dem Fc-Teil 

verbunden wurde (erstellt in AG Scheller). 

pcDNA3.1 cs-130Y190K/F191EFc Expressionsplasmid, dessen cDNA für die 

Region D1 bis D3 von sgp130Fc, sowie einer 

punktmutierten D2-Region codiert. Über 

einen VHH6 und einer TEV-Site wurde der 

Fc-Teil verbunden (erstellt in AG Scheller). 
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3.1.4. Oligonukleotide (Primer) 

Mit Hilfe der Oligonukleotide und ihrer synthetisierten Nukleotidsequenz der Firma Eurofins 

Genomics in Ebersberg konnten verschiedene Mutationen in bereits etablierte Plasmid-DNA 

Abschnitte eingebracht werden. 

Tabelle 2: Oligonukleotide und ihre Nukleotidsequenz 

Name Nukleotidsequenz (5‘→3‘) 

T4 fw TAATACGACTCACTATAGGG 

PcDNA rv AGGCACAGTCGAGGCTG 

Q113F/N114L fw GACCTTCGGCCAGCTGGAATTCCTAGTGTACGGC

ATCACAATCATCAGC 

Q113F/N114L rv GCTGATGATTGTGATGCCGTACACTAGGAATTCC

AGCTGGCCGAAGGTC 

T102Y fw CAGCCTGAACATCCAGCTGTATTGCAACATCCTG

ACCTTCG 

T102Y rv CGAAGGTCAGGATGTTGCAATACAGCTGGATGT

TCAGGCTG 

3.2. Materialien zur Generierung rekombinanter Proteine in der Zellkultur 

3.2.1. Nährmedien zur Kultivierung eukaryotischer Zellen 

Zur Kultivierung und experimentellen Analyse der in der Arbeit verwendeten adhärenten Zellen 

(s. Tabelle 4: Eukaryotisch adhärente Zelllinie zur Proteinexpression) und 

Suspensionszellen (s. Tabelle 8: Eukaryotische Suspensionszellen) wurde folgendes Medium 

und deren Zusätze verwendet: 

Tabelle 3: Nährmedien zur Kultivierung eukaryotischer Zellen 

Medium/Lösung Beschreibung 

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

Glucose (4,5 g/l), with stable Glutamine 

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

Glucose (4,5 g/l), with stable Glutamine 

+10 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin 
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DMEM +/+/+ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high 

Glucose (4,5 g/l), with stable Glutamine 

+10 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin,  

0,9 % Geneticin (G418)  

Fötales Kälberserum (FCS) Life Technologies, Darmstadt 

Ultra-Low IgG Fetal Bovine Serum (FBS) Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Penicilin (6 mg/ml) Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm 

Streptomycin (10 mg/ml) Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm 

Trypsin/ EDTA Life Technologies, Darmstadt 

TurboFect Transfection Reagent, Thermo Scientific, 

Waltham, USA 

3.2.2. Zelllinien  

Für die vorliegende Arbeit wurde eine am Institut etablierte eukaryotische Zelllinie angewandt, 

die zur Expression von rekombinanten Proteinen dient, welche zuvor mittels Transfektion der 

Plasmid-DNA eingebracht worden sind. 

Tabelle 4: Eukaryotisch adhärente Zelllinie zur Proteinexpression 

Zelllinie Transfizierte cDNA Beschreibung 

CHO-K1 

 

 Ovarielle Epithelzellen, adhärent, nicht-human 

(Cricetulus griseus, chinesischer Hamster), als 

stabile Zelllinie geeignet (Leibniz-Institut, DMSZ 

Braunschweig). 

CHO-K1 sgp130Fc Stabile CHO-K1 Zelllinie, die mit der cDNA für 

sgp130Fc transfiziert wurde, lag in der AG Scheller 

vor). 

CHO-K1 cs-130Fc Stabile CHO-K1 Zelllinie, die mit der cDNA für cs-

130Fc transfiziert wurde (erstellt in der AG Scheller). 

CHO-K1 cs-130FLYFc Stabile CHO-K1 Zelllinie, die mit der cDNA für cs-

130FLYFc transfiziert wurde (erstellt durch Denise 

Heise). 
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CHO-K1 cs-130D1TEVD2D3Fc Stabile CHO-K1 Zelllinie, die mit der cDNA für cs-

130D1TEVD2D3Fc transfiziert wurde (erstellt durch 

Denise Heise). 

CHO-K1 cGFPs-130Fc Stabile CHO-K1 Zelllinie, die mit der cDNA für 

cGFPs-130Fc transfiziert wurde (erstellt in der AG 

Scheller). 

CHO-K1 cs-130Y190K/F191EFc Stabile CHO-K1 Zelllinie, die mit der cDNA für cs-

130Y190K/F191EFc transfiziert wurde (erstellt in der AG 

Scheller). 

3.2.3. Antibiotika  

In dieser Arbeit wurde Ampicillin als Antibiotikum zur Selektion in der DNA-Präparation 

eingesetzt, während Geneticin (G418) als Antibiotikum zur Selektion stabiler Zelllinien in der 

Zellkultur verwendet wurde. 

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika 

Antibiotikum Konzentration Arbeitskonzentration Hersteller 

Ampicillin 100 mg/ml Agarplatten: 200 μg/ml 

Flüssigmedium: 100 μg/ml 

Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe 

Geneticin (G418) 50 mg/ml Flüssigmedium: 0,9 %  Genaxxon, Ulm 

3.3. Materialien zum Nachweis von DNA und Proteinen 

3.3.1. Enzyme 

Der Einsatz von Enzymen fand im Rahmen der DNA-Plasmidpräparation oder zur 

Modifikation einzelner Proteine Verwendung. Alle verwendeten Enzyme (Polymerasen, 

Restriktionsenzyme, Ligasen etc.) entstammen entweder der Firma Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA, USA) oder wurden innerhalb der Arbeitsgruppe generiert. Zur Spaltung von 

Proteinen wurde eine sequenzspezifische Cysteinprotease (siehe Abschnitt 3.9.7) verwendet, 

die in der Arbeitsgruppe selbst hergestellt wurde.  

3.3.2. Sodiumdodecylsulfat-Gele 

Mit der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) werden Proteine 

entsprechend ihrer Größe voneinander getrennt und mittels Western Blotting detektiert. Dabei 

wurden in dieser Forschungsarbeit ausschließlich 10 %ige SDS-Trenngele mit entsprechendem 
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Sammelgel gegossen. Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 10: Chemikalien und 

ihre Hersteller aufgelistet. 

3.3.3. Größenstandard 

Zur Quantifizierung der unterschiedlichen DNA- und Proteinfragmente wurden verschiedene 

unten aufgelistete Marker verwendet. 

Tabelle 6: Größenstandards und Marker 

Marker Verwendungszweck Hersteller 

GeneRuler Express DNA Ladder, 

ready-to-use 

DNA Größenstandard  

100 - 5000 bp 

Thermo Scientific,  

St. LeonRot 

PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder 

Protein Größenstandard 

10 - 180 kDa 

Thermo Scientific,  

St. LeonRot 

3.3.4. Antikörper 

Alle in der Tabelle 7: Antikörper und ihre Konzentration genannten Antikörper wurden im 

Rahmen des Western Blotting verwendet. Durch die spezifischen Antikörper können einzelne 

Bestandteile eines Proteins nachgewiesen werden. In dieser Forschungsarbeit sind u.a. 

Antikörper zum Nachweis der intrazellulären Signaltransduktion von Bedeutung. 

Tabelle 7: Antikörper und ihre Konzentration 

Antikörper Beschreibung 

anti-Fc-POD 

(„31318“) 

Humaner IgG Antikörper aus dem Kaninchen, polyklonal, 

Konzentration des Stocks: 0,6 μg/μl, WB-Verdünnung: 1:2000,  

5% BSA in TBS-T, Fa. Thermo Scientific, Darmstadt 

anti-hIL-6Rα 

(„4-11“) 

Humaner IgG Antikörper aus der Maus, monoklonal,  

Konzentration des Stocks: 1 μg/μl, WB-Verdünnung: 1:1000,  

TBS-T-Milchpulver, Herstellung beschrieben in (Chalaris, Rabe et al 

2007)  

anti-P-STAT3 

(„Tyr705“) 

Humaner IgG Antikörper aus dem Kaninchen, monoklonal, 

Konzentration des Stocks: 0,2 μg/μl, WB-Verdünnung: 1:1000,  

5% BSA in TBS-T, Cell Signaling, Frankfurt a.M. 

anti-STAT3 

(„124H6“) 

Humaner IgG Antikörper aus der Maus, monoklonal,  

Konzentration des Stocks: 0,2 μg/μl, WB-Verdünnung:1:1000,  



Material und Methoden 

23 

 

TBS-T-Milchpulver, Cell Signaling, Frankfurt a.M. 

anti-Mouse-POD 

(Sekundär-AK) 

(„A28174“) 

Humaner IgG (H+L) Antikörper aus der Ziege, polyklonal, 

Konzentration des Stocks: 0,6 μg/μl, WB-Verdünnung:1:5000,  

TBS-T-Milchpulver, Fa. Thermo Scientific, Darmstadt 

anti-Rabbit-POD 

(Sekundär-AK) 

(„A27033“) 

Humaner IgG (H+L) Antikörper aus der Ziege, polyklonal, 

Konzentration des Stocks: 0,6 μg/μl, WB-Verdünnung:1:5000,  

TBS-T-Milchpulver, Fa. Thermo Scientific, Darmstadt 

3.4. Materialien zur Analyse von rekombinanten Proteinen im Zellexperiment 

3.4.1. Zelllinien 

Mit Hilfe der im folgenden aufgelisteten Zelllinien wurde die Funktion der selbst hergestellten 

Inhibitoren und Proteine im Zellexperiment getestet, sowie die Signaltransduktion der Zelle 

näher analysiert. 

Tabelle 8: Eukaryotische Suspensionszellen 

Zelllinie Beschreibung Herkunft 

Ba/F3-gp130 Prä-B-Lymphozyt, nicht-adhärent, murin stabile 

Transduktion mit gp130, Stimulation mit IL-6 

und sIL-6R oder Hyperzytokinen (u.a. Hyper-

IL-6) möglich 

AG Scheller, 

Düsseldorf 

Ba/F3-gp130-IL-6R Prä-B-Lymphozyt, nicht-adhärent, murin, stabile 

Transduktion mit gp130 und humanen IL-6R, 

Stimulation mit IL-6 oder Hyperzytokinen 

möglich 

AG Scheller, 

Düsseldorf 

3.4.2. Rekombinante Proteine 

Zur Kultivierung, Stimulation und Inhibition von Zellen wurden verschiedene unten 

aufgeführte rekombinante Zytokine verwendet, die einerseits zur Proliferation der in Tabelle 

8: Eukaryotische Suspensionszellen aufgeführten Ba/F3-Suspensionszellen führen oder zur 

Inhibition der Zellen beitragen. 

Tabelle 9: Verwendete rekombinante Proteine 

Protein Beschreibung/ Herkunft 

IL-6 Conaris Research Institute AG, Kiel 
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sIL-6R Conaris Research Institute AG, Kiel  

IL-11 Conaris Research Institute AG, Kiel 

sIL-11R Bio-Techne GmbH, Wiesbaden 

Tocilizumab (RoActemra®) Fa. Roche, Grenzach-Wyhlen 

sgp130102Y/Q113F/N114LFc 

(sgp130FLYFc) 

Conaris Research Institute AG, Kiel 

VHH6 Variable Domäne eines Antikörpers, ein sog. „single-domain-

Antibody“ (Adams et al., 2017). Dieser Ein-Domänen-

Antikörper stabilisiert den Komplex aus IL-6 und gp180 

(sIL-6R). Hergestellt in AG Scheller. 

GFPVHH Variable Domäne eines Antikörpers, ein sog. „single-domain-

Antibody“, welcher mit einem green flourescent protein 

gekoppelt ist. Hergestellt in AG Scheller. 

TEV-Protease Rekombinant hergestellte Protease, welche in der Lage ist, die 

Aminosäuresequenz ENLYFQ mit hoher Effizienz zu 

erkennen und eine Spaltung zwischen Q und G, S, A, M, C, 

oder H durchzuführt. Hergestellt in AG Scheller. 

3.5. Chemikalien 

Unterschiedliche Chemikalien wurden zu experimentellen Zwecken genutzt. Diese sind im 

Folgenden aufgelistet: 

Tabelle 10: Chemikalien und ihre Hersteller 

Chemikalie Hersteller 

Acrylamid-Mix 30% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Agar AppliChem GmbH, Darmstadt 

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 

Albumin Fraktion V (8076.3) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt 

Ampicillin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
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Bovine Serum Albumin A7030 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Brillant-Blau R250 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

ß-Mercaptoethanol  AppliChem GmbH, Darmstadt 

Citronensäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Complete Protease Inhibitor Tabletes Roche Diagnostics, Mannheim 

Concanavalin-A-Sepharose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

dATP Thermo Scientific, St. LeonRot 

dCTP 

 

 

Thermo Scientific, St. LeonRot 

dGTP Thermo Scientific, St. LeonRot 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 

dTTP Thermo Scientific, St. LeonRot 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) 

Thermo Scientific, St. LeonRot 

Essigsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N’,N’-tetraessigsäure (EGTA) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

HBS-P+ Puffer GE Healthcare, München 

Geneticin (G418) Genaxxon, Ulm, Deutschland 

Gibco® fetal bovine serum (FBS) Thermo Scientific, St. LeonRot 

Glycerol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
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Glycin Merck KGaA, Darmstadt 

GW280264X (GW) Glaxo Smith Kline, Stevenage, UK 

Immobilon Western HRP Substrat Merck KGaA, Darmstadt 

Isopropanol  AppliChem GmbH, Darmstadt 

Kaliumacetat Merck KGaA, Darmstadt 

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Kaliumdihydrogenphosphat  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Kaliumhydrogenphosphat  Merck KGaA, Darmstadt 

LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Loading-Dye Solution (6x)  Thermo Scientific, St. LeonRot 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumchlorid  AppliChem GmbH, Darmstadt 

Natriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt 

Orange G Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Penicillin  Genaxxon, Ulm 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Peroxidase (POD) Substrat  Roche Holding GmbH, Mannheim   

Protein A Agarose Roche Holding GmbH, Mannheim   

RNAse A QIAGEN, Hilden 

Roswell Park Memorial Institute Medium 

1640 (RPMI) 

Thermo Scientific, St. LeonRot 

Schwefelsäure AppliChem GmbH, Darmstadt 
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Streptomycin Genaxxon, Ulm 

Succrose Merck KGaA, Darmstadt 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Sigma-Aldrich, München  

Tris Bethesda Research Laboratories, USA 

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Trypan Blue Dye, 0,4 % BioRad Laboratories GmbH, München 

Trypsin/EDTA (10 x) Life Technologies, Darmstadt 

TurboFectTM Transfektionsreagenz Thermo Scientific, St. LeonRot 

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

3.6. Puffer und Lösungen 

Die verwendeten Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben, in destilliertem 

Wasser angesetzt und gegebenenfalls autoklaviert (120 °C, 2 bar, 20 min). 

Tabelle 11: Puffer/ Lösungen und ihre Zusammensetzung 

Puffer/Lösung Zusammensetzung 

Ammoniumperoxidsulfat (APS)-

Lösung 

10 % (m/v)  APS 

Blocking Puffer für Western 

Blotting 

150 mM 

10 mM 

0,05 % 

5 % 

 NaCl  

Tris-HCl, pH 8,0 

 Tween-20 

Milchtrockenpulver 

Bindungspuffer für die ÄKTA pH 7,2 - 7,4  PBS 

Destaining Lösung für Coomassie 

Gele 

700 ml 

200 ml 

100 ml 

 H2Od 

Ethanol 

Essigsäure 

DNA-Ladepuffer (Agarosegele) 20 % 

0,1 % 

 Glycerol in TBE-Puffer 

Bromphenolblau 

dNTPs 10mM 

10 mM 

 dATP 

dCTP 
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10 mM 

10 mM 

dGTP 

dTTP 

Elutionspuffer Ⅰ für ÄKTA 50 mM  Citratpuffer, pH 3,25 

Elutionspuffer Ⅱ für ÄKTA 50 mM  Citratpuffer, pH 5,5 

Lämmlipuffer (5x) 125 mM 

10 % 

20 % 

5 % 

1 Spatelspitze 

 Tris-HCl pH 6,8 

SDS  

Glycerol in TBE-Puffer 

β-Mercaptoethanol  

Bromphenolblau 

Orange-G-Loading Dye Buffer 

(6x) 

30 % (v/v) 

50 mM 

0,05 % (v/v) 

 Glycerol 

EDTA 

Tween-20  

in PBS 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 150 mM 

8 mM 

1,7 mM 

 NaCl 

Na2HPO4, pH 7,4 

NaH2PO4, pH 7,4 

P-STAT3-Lysepuffer / Mild Lysis 

Buffer 

(MLB) 

50 mM 

150 mM 

2 mM 

1 % 

1 % 

1 mM 

1 mM 

1 Tabl. 

 Tris-HCl, pH 7,4 

NaCl 

EDTA 

Triton-X-100 

NP-40 

Na3VO4 

NaF 

complete Protease-Inhibitor 

SDS-Page Sammelgelpuffer 

 

30,3 g 

2 g 

 Tris-HCl, pH 6,8 

SDS 

SDS- Page Trenngelpuffer 

 

90,8 g 

2 g 

 Tris-HCl, pH 8,4 

SDS 

SDS- Page Laufpuffer 

 

25 mM 

192 mM 

0,1 % 

 Tris-HCl, pH 8,3 

Glycin 

SDS 

SDS- Page Transferpuffer (WB) 25,0 mM 

0,1 % 

 Tris 

SDS 
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20 % 

192 mM 

Methanol 

Glycin 

SDS- Page Stripping-Puffer (WB) 62,5 mM 

2 % 

0,1 % 

 Tris-HCl, pH 6,8 

SDS 

β-Mercaptoethanol 

Solution 1 (S1) 

(Mini-Präparation) 

50 mM 

25 mM 

10 mM 

100 nM 

 Glucose 

Tris-HCl, pH 8 

EDTA, pH 8 

RNAse 

Solution 2 (S2) 

(Mini-Präparation) 

0,2 M 

1 % 

 NaOH 

SDS 

Solution 3 (S3) 

(Mini-Präparation) 

60 ml 5 M 

11,5 ml 

28,5 ml 

 Kaliumacetat 

Essigsäure 

Wasser 

Staining-Lösung 

(Coomassie-Gele) 

2 g 

 

400 ml 

100 ml 

500 ml 

 Coomassie Brilliant Blue 

R-250 

Methanol 

Essigsäure 

H2O 

TAE-Puffer (50x) 

(Agarosegele) 

2 mM 

100 mM 

1 M 

 Tris 

EDTA 

Essigsäure 

TBS (Tris Buffered Saline) 150 mM 

10 mM 

 NaCl 

Tris-HCl, pH 8 

TBS-T 150 mM 

10 mM 

0,05 % 

 NaCl 

Tris-HCl, pH 8 

Tween 20 

Trypsin/EDTA-Lösung  10 % (v/v)   Trypsin/EDTA (10x) in PBS 

3.7. Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Geräte  

3.7.1. Geräte 

Für die Durchführung verschiedener Experimente und die alltägliche Laborarbeit wurden die 

in Tabelle 12: Angewandte Geräte und ihre Hersteller verwendeten Geräte genutzt. 
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Tabelle 12: Angewandte Geräte und ihre Hersteller 

Gerät Hersteller 

ÄKTA™ Start 

Absaugpumpe für die Sterilbank 

GE Healthcare, Uppsala, Schweden 

HLC BioTech, Göttingen 

ÄKTA purifier Amersham pharmacia biotech, heute GE 

Healthcare, Solingen 

Analysewaage Precisa 100M-300C   Hartenstein GmbH, Würzburg  

Autoklav Laboklav 25 SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/ 

Satuelle 

Biacore X100 Plus Instruments GE Healthcare, Freiburg 

Zentrifuge 5417R  Eppendorf GmbH, Hamburg 

Zentrifuge 5424 Eppendorf GmbH, Hamburg 

Zentrifuge 5810R Eppendorf GmbH, Hamburg 

Centrifuge Bottle Assembly Polypropylene 

500 ml  

Beckman Coulter®, Brea, Kalifornien, 

Vereinigte Staaten 

CO2-Inkubator 150 (E2) Binder GmbH, Tuttlingen 

ECL ChemoCam Imager INTAS Science Imaging Instruments 

GmbH, Göttingen 

Fluorometer Infinite® M200 PRO reader Tecan GmbH, Maennedorf, Schweiz  

Gefrierschrank comfort Liebherr GmbH, Rostock 

Flaschenroller Integra biosciences GmbH, Biebertal 

Gelelektrophoresekammer BioRad Laboratories GmbH, München 

Heizbad Julabo sw21 Julabo GmbH, Seelbach 

Heraeus Function Line T6 Trockenschrank Thermo Scientific, St. LeonRot 

HP Scanjet G4010 Scanner  HP Inc., Palo Alto, Kalifornien, USA 

Kühlschrank Liebherr GmbH, Rostock 

Magnetrührer mit Heizung Heidolph Instruments GmbH, Schwabach 

Mikropipetten Research® Eppendorf GmbH, Hamburg 

Mikrowelle Optiquick Moulinex (Krups), Offenbach 
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Mini-PROTEAN Tetra System BioRad Laboratories GmbH, München 

Peqstar 2x Twin Block Thermal Cycler PEQLAB Ltd, Crableck Lane, UK 

pH-Meter Sartorius, Ratingen 

Pipetus®-Akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt  

Primovert Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen 

Rollerflasche Zellkultur 2300ml Greinerbio-one, Solingen 

Scanlaf Mars Safety Class 2 Weiss Labortechnik GmbH, Heroldsberg 

Schüttler INFORS AG, Schweiz, Bottmingen 

Spannungsquelle Power Pac 300 BioRad Laboratories GmbH, Hercules, USA 

Spektrophotometer NanoDrop 2000 Thermo Scientific, St. LeonRot 

Stuart Roller Mixer SRT 9D Bibby Scientific, Staffordshire, England 

TC10 Automated Cell Counter BioRad Laboratories GmbH, München 

Thermomixer® Komfort Eppendorf GmbH, Hamburg 

Thermal Cycler  Peqlab, VWR, Erlangen 

Trans-Blot® Turbo™ BioRad Laboratories GmbH, München 

UV-Tisch Bio-Budget Technologies GmbH 

Vortex Mixer IKA Labortechnik GmbH, Staufen  

3.7.2. Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien und ihre Hersteller zeigt genutzte 

Verbrauchsmaterialien, die kontinuierlich Verwendung fanden. 

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien und ihre Hersteller 

Name Hersteller 

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

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

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

10-cm Schale, beschichtet TPP Trasadingen, Schweiz 

10-cm Schale Greiner bio-one, Solingen 

96-well Platte BSA  Greiner bio-one, Solingen 

Amicon Ultra, 15 ml Filter Merck, Darmstadt 
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Bottle top Filter Nalgene™  

Rapid-Flow™, 0,45 µm 

Thermo Scientific, Waltham, USA 

Cryotubes Thermo Scientific, Darmstadt 

Einmal-Pipettenspitzen Starlab, Hamburg 

Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg 

Falcon-Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Filter 0,45 μm, Polyvinyldenfluorid Roth, Karlsruhe 

Kombitips Eppendorf, Hamburg 

NAP-Säule GE Healthcare, München 

Nitrilhandschuhe NitraTex Ansell Healthcare, Brüssel 

Pasteurpipetten BRAND GmbH, Wertheim 

PCR-Reaktionsgefäße Starlab, Hamburg 

Protein-A-Säulen GE Healthcare, Solingen 

PVDF-Membranen Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Omnifix Spritzen  Braun, Meisungen 

Sterilpipetten Corning, Corning, USA 

Superdex 200 Increase 10/300 GL GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg 

Whatman-Cellulose- Papier VWR Internat., Darmstadt 

Zählkammern BioRad Techn., München 

Zellkulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

3.7.3. Kits 

In Tabelle 14 sind Kits aufgeführt, die gebrauchsfertig eingesetzt werden konnten. 

Tabelle 14: Kits und ihre Hersteller 

Name Hersteller 

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent Merck KGaA, Darmstadt 

NucleoSpin® Gel and PCR Cleanup   Machery-Nagel, Düren 

NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Machery-Nagel, Düren 

BCA Protein Assay Thermo Scientific, Waltham, USA 

Cell-Titer-Blue Cell Viability Assay Promega GmbH, Mannheim 

Gene JET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific, Waltham, USA 
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3.8. Molekularbiologische Methoden 

3.8.1. Bakterienkultivierung 

Zur Kultivierung von Bakterien wurden die Bakterien mit LB-Medium oder LB-Agarplatten 

bei 37°C inkubiert. Um entsprechenden Selektionsdruck auf die Bakterien auszuüben, wurde 

dem LB-Medium bzw. den LB-Agarplatten 100 μg/ml Ampicillin zugesetzt. 

Flüssigkulturen wurden auf einem Thermoschüttler bei 900 rpm kultiviert, während die 

Kultivierung der LB-Agarplatten im Inkubator erfolgte. 

3.8.2. Transformation chemisch-kompetenter E.coli-Bakterien 

Für die Transformation wurden 30 µl chemisch kompetente Escherichia coli XL-1 blue für 

5 min auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden dann mit 10 µg einer Plasmid-DNA oder mit 

20 µl eines Ligationsansatzes versetzt. Es folgte eine Inkubation für 5 min auf Eis, ein 

anschließender Hitzeschock bei 42 °C für 60 s, sowie eine weitere Inkubation auf Eis für 5 min. 

Zur Vermehrung der DNA wurde 500 µl LB Medium (ohne Antibiotikum) zugegeben und das 

Gemisch bei 37 °C und 1400 rpm im Thermoschüttler geschüttelt. Anschließend wurden 50-

500 µl der Bakteriensuspension auf Agarplatten, mit entsprechendem Antibiotikum 

ausgestrichen und diese bei 37 °C über Nacht inkubiert. 

3.8.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen wurde die Phusion high fidelity Polymerase 

verwendet, da diese über eine proof reading Funktion verfügt. Hierbei wurde ein Thermocycler 

(Peqlab, VWR, Erlangen) verwendet. Bei der site-directed mutagenesis-PCR wurden in zwei 

aufeinander folgenden PCR Reaktionen ausgewählte Nukleotide punktmutiert. Nach Abschluss 

der ersten site-directed mutagenesis-PCR wurde das Produkt der ersten PCR-Reaktion 

verwendet und erneut mit den in Tabelle 2 verwendeten Oligonukleotide mutiert. Für jeden 

PCR-Ansatz ergaben sich unterschiedlich eingesetzte Oligonukleotide, die verwendet wurden: 

Template    100 ng Plasmid    

5’ Oligonukleotid   10 μM  

3’ Oligonukleotid   10 μM  

dNTP-Mix    10 mM  

10 x HF Puffer   5 μl  

Phusion Polymerase   1 U  

dH2O     Σ 50 μl 



Material und Methoden 

34 

 

 

 

 

 

Für die Polymerase-Kettenreaktion wurde folgendes Programm verwendet: 

Initiale Denaturierung 98 °C  4 min 

Denaturierung   98 °C  1 min 

Annaeling   55 °C  1 min   15x 

Elongation   72 °C  15-30 s/kb 

Finale Elongation  72°C  12 min 

Aufbewahrung  4°C  ∞ 

Die Elongationszeit wurde je nach Länge der DNA-Sequenzen variiert. 

3.8.4. Ligation von DNA-Fragmenten 

Zur Ligation von sticky-end-Klonierungen wurde das geschnittene Insert mit dem geschnittenen 

und dephosphorylierten Zielvektor in einem Verhältnis von 3:1 und 5:1 inkubiert. Dabei 

wurden Insert und Vektor mit 1 U T4 DNA-Ligase, sowie entsprechendem Reaktionspuffer auf 

ein Gesamtvolumen von 20 µl mit dH2O aufgefüllt und bei Raumtemperatur für 1 h inkubiert. 

Bei einer blunt-end Ligation erfolgte die Inkubation von Insert und Vektor mit 2 U T4 DNA-

Ligase, Ligase Puffer und einer 50 %igen (m/v) PEG4000-Lösung über Nacht bei 4 °C. 

3.8.5. Agarosegelelektrophorese 

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese erfolgte die Trennung und Größenbestimmung von 

DNA-Fragmenten (BioRad Laboratories GmbH, München). Zur DNA-Analyse wurden 1 %ige 

Agarosegele verwendet. Dabei wurde die Agarose mit Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE-Puffer) 

auf die gewünschte Menge aufgefüllt und erhitzt. Anschließend wurde diese in einen Schlitten, 

mit zusätzlichem Kamm für die Proben gegeben und mit 0,001 % HD green versetzt. Nach der 

Abkühlung und Erstarrung der Agarose wurde der Kamm entfernt und der Schlitten in eine 

Elektrophoresekammer überführt. In dieser erfolgte die Beladung der Proben, welche zuvor mit 

DNA-Ladepuffer (6 x) versetzt worden sind. Um die DNA-Fragmente ihrer Größe nach 

einordnen zu können, wurde entweder der DNA-Marker Gene Ruler Express oder Gene Ruler 

1 kb verwendet. Die Trennung der DNA-Fragmente wurde bei 120 V durchgeführt. Zur 
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Dokumentation des Agarosegels wurde das Gel mittels INTAS iX Imager (INTAS Science 

Imaging Instruments) analysiert. 

3.8.6. Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA 

Eine enzymatische Spaltung und Fragmentierung von Plasmid-DNA im Rahmen der 

Klonierungen wurde mittels Restriktionsenzymen vorgenommen. Dabei wurde 10 µg Plasmid-

DNA und 10 U des ausgewählten Restriktionsenzyms mit entsprechendem Reaktionspuffer 

verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde auf ein Gesamtvolumen von 50 µl mit dH2O 

aufgefüllt und bei 37 °C über Nacht inkubiert, so dass eine Spaltung der DNA erfolgen konnte. 

Am Folgetag konnte die gespaltene Plasmid-DNA elektrophoretisch auf einem Agarosegel 

getrennt und die DNA-Fragmente isoliert werden. Im Rahmen analytischer Arbeiten wurde 

1 μg Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 20 μl verwendet und für mindestens 2 h oder 

über Nacht bei 37 °C inkubiert. Bei einer Doppelspaltung kam es zur Verwendung von zwei 

Restriktionsenzymen. Hierbei wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer verwendet, bei dem 

für beide die höchste Aktivität vorlag. 

3.8.7. Dephosphorylierung von DNA 

Um einer Relegierung des 5’ und 3’ Endes der linearisierten und bereits geschnittenen Plasmid-

DNA entgegenzuwirken, wurde nach der Inkubation der Endonukleasen eine Inkubation mit 

1 U Fast-AP vorgenommen. Für eine effektive Dephosphorylierung wurde das 

Reaktionsgemisch bei 37 °C für 30 min inkubiert und durch die Zugabe von Ladepuffer (6 x) 

gestoppt. Im Anschluss fanden eine elektrophoretische Trennung und Extraktion der DNA-

Fragmente statt. 

3.8.8. Extraktion der DNA aus Agarosegelen 

Im Anschluss an die enzymatische Spaltung der Plasmid-DNA konnten die DNA-Fragmente 

entsprechend der elektrophoretischen Trennung mit Hilfe eines UV-Tisches (Bio-Budget 

Technologies GmbH) bei einer Wellenlänge von 365 nm visualisiert werden. Mit einem 

Skalpell wurden die Fragmente aus dem Agarosegel geschnitten und in 2 ml große 

Reaktionsgefäße überführt. Um die im Gel enthaltene DNA zu isolieren, wurde das Kit 

NucleoSpin® Gel and PCR Cleanup (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) verwendet. 
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3.8.9. Bestimmung der DNA-Konzentrationen mittels UV-Spektroskopie 

Eine Messung der DNA-Konzentration wurde spektrometrisch durch den NanoDrop 2000 

(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) ermittelt. Das Absorptionsverhältnis von A260/ 280 

und A230/ 260 gab hierbei die Reinheit der DNA an.  

3.8.10. Midi-Präparation der Plasmid-DNA 

Um größere Mengen an Plasmid-DNA zu isolieren wurde 100 ml LB-Medium wahlweise mit 

100 µl der Mini-Präparation oder mit einer Einzelkolonie einer LB-Agarplatte angeimpft. Um 

einen gewünschten Selektionsdruck auf die Bakterien auszuüben, wurde dem LB-Medium 

Ampicillin als Antibiotikum zugesetzt und die Flüssigkultur über Nacht bei 37 °C im Schüttler 

(INFORS AG Schweiz) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Übernachtkultur mit 

4.000 x g bei 4 °C für 15 Minuten zentrifugiert. Eine Reinigung der in den Pellets enthaltenen 

Plasmide erfolgte durch das Kit NucleoBond Xtra Midi (Machery-Nagel GmbH & Co. KG 

Düren) entsprechend dem Herstellerprotoll. Eine Messung der Konzentration des gereinigten 

Plasmids erfolgte mittels NanoDrop. 

3.8.11. Mini-Präparation von Plasmid-DNA 

Um kleinere Mengen an Plasmid-DNA zu isolieren, wurde 2 ml LB-Medium mit einer 

Einzelkolonie einer LB-Agarplatte angeimpft. Hierzu wurde das LB-Medium entsprechend mit 

Ampicillin als Antibiotikum versetzt. Die Inkubation der Kultur wurde bei 1400 rpm über Nacht 

bei 37 °C in einem Schüttler durchgeführt. Am darauffolgenden Tag wurde die Übernachtkultur 

bei 13000 rpm bei 4 °C für 5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet 

wurde in 100 μl S1-Puffer resuspendiert und anschließend mit 200 μl S2-Puffer lysiert. Die 

Probe wurde anschließend fünf bis sechs Mal invertiert und es wurde 150 μl eiskalter S3-Puffer 

zugegeben. Es folgte eine Inkubation der Probe für 10 min auf Eis mit darauffolgender 

Zentrifugation bei 13000 rpm für 10 min und 4 °C. Der Überstand der Probe wurde in ein neues 

2 ml großes Reaktionsgefäß überführt und mit 900 μl eiskaltem 100 %igen Ethanol versetzt 

sowie gevortext. Es fand eine weitere Zentrifugation bei 13000 rpm für 15 min und 4 °C und 

ein Verwerfen des Überstandes statt. Um das DNA-Zellpellet zu waschen, wurde 500 μl des 

70 %igen Ethanols verwendet und die Probe bei 13000 rpm für 5 min und 4 °C zentrifugiert. 

Erneut wurde der Überstand verworfen und das DNA-Pellet bei 37 °C getrocknet. Zum 

Abschluss wurde das Pellet mit 30 µl destilliertem Wasser versetzt und resuspendiert. Eine 

Messung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des NanoDrop durch Messung der 

Absorption bei 260 nm. 
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3.8.12. Sequenzierung von Plasmid-DNA 

Zur Kontrolle der hergestellten Plasmid-DNA fand mittels Sanger-Sequenzierung der Firma 

Seqlab-Sequence Laboratories Göttingen GmbH eine Überprüfung ausgewählter Plasmide 

statt.  

3.9. Proteinbiochemische Methoden 

3.9.1. Zellyse 

Zellen wurden nach dem Stimulationsassay von der 6-well Kulturschale in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Zellpellet mit einer adäquaten Menge P-STAT Lysepuffer (100-200 µl) 

resuspendiert und für 2 h bei 4 °C gerollt. Anschließend wurden die Zellen bei 13000 rpm und 

4 °C zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, um mittels 

BCA-Assay den Proteingesamtgehalt zu messen. 

3.9.2. BCA Protein Assay Kit zur Bestimmung des Proteingehalts 

Um den Proteingehalt einer Probe nach Lyse der Zellen zu messen, ist der Bicinchoninic acid 

assay (BCA assay) angewandt worden. Dabei wurde gemäß Herstellerangaben das BCA 

Protein Assay Kit von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) verwendet. In einem 

1:20 Verhältnis wurden die Proben mit dH2O verdünnt und je 25 µl/Well in eine 96-well Platte 

pipettiert. Alle Proben wurden doppelt bestimmt. BSA Proben mit spezifischer Konzentration 

sind als definierten Standard für die Einordnung des Proteingehalts der Zelllysate herangezogen 

worden. Nach Zugabe der Reagenzien A und B, die in einem 50:1 Verhältnis den Proben 

zugegeben wurden, erfolgte die Inkubation bei 37 °C für 30 min. Mit Hilfe des Infinite M200 

PRO Microplate Reader von TECAN (Maennedorf, Schweiz) konnte im Anschluss eine 

Absorption bei 562 nm gemessen werden und der Gesamtproteingehalt der Zelllysate durch die 

definierte BSA-Standardgerade bestimmt werden. 

3.9.3.  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 

Proteine können entsprechend ihres Molekulargewichtes mittels SDS-Page der Größe nach 

voneinander getrennt werden. Dabei wurden zu Beginn alle Proben mit 5-fach Lämmli versetzt 

und bei 95 °C für 10 min erhitzt. Es wurden 50 µg Zelllysat oder 20 µl Zellkulturüberstand mit 

entsprechender Menge an 5-fach Lämmli-Puffer versetzt und in selbstgegossene Gele mit einer 

Dicke von 1,5 mm und 10er Probetaschen gegeben.  Alle verwendeten SDS-Gele wurden mit 
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circa 1 cm hohen Sammelgel und einem 6 cm hohen und 10 %igen Trenngel versehen. Eine 

Größentrennung der Proteine erfolgte durch das Mini-PROTEAN Tetra System bei einer 

Spannung von 100 - 120 V und einem konstanten Amperewert. Als Größenstandard wurde der 

Protein Marker PageRuler Prestained Protein Ladder verwendet. 

3.9.4. Western Blot 

Um die auf dem SDS-Gel voneinander getrennten Proteine mittels Western Blot nachzuweisen, 

werden die Proteine auf eine PVDF-Membran (Carl Roth GmbH & Co, KG, Karlsruhe) 

transferiert. Dazu wurde die PVDF-Membran für eine Minute in Methanol aktiviert und mit 

dH20, sowie Transferpuffer für je eine Minute gewaschen. Es wurden insgesamt 6 Whatman-

Papiere in Transfer-Puffer getränkt und anschließend in die Blotting Kassette gelegt. 

Nacheinander wurden dann drei Whatman-Papiere, die aktivierte PVDF-Membran, das SDS-

Gel und die restlichen drei Whatman-Papiere geschichtet und Luftblasen ausgestrichen. Der 

elektrophoretische Transfer, auch Blotting genannt, wurde bei einer konstanten Spannung von 

25 V, bei 1 A für 40 min durchgeführt. Im Anschluss folgte die Überführung der PVDF-

Membran in ein 50 ml Reaktionsgefäß. Der Blocking-Prozess wurde mit 10 ml 5 %igem 

Milchpulver, gelöst in 10 ml TBS-T, für 2 h bei Raumtemperatur durchgeführt. Eine Inkubation 

der PVDF-Membran mit Primärantikörpern erfolgte nach dreimaligem Waschen der Membran 

mit TBS-T (3 x 10 min) über Nacht bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag wurde der 

Primärantikörper entfernt und die Membran erneut dreimal mit TBS-T für 10 min gewaschen. 

War nur ein Antikörper notwendig (siehe Abschnitt 3.3.4 anti-Fc-POD), wurde nach 

Entfernung des Antikörpers zweimal mit TBS-T und einmal mit TBS für je 10 min gewaschen 

und die Proteine mittels Immobilon Western Blot Detektions-Kit am INTAS Chemo Cam 

Imager detektiert. Bei Verwendung eines Sekundärantikörpers wurde dieser für 1 h bei RT oder 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Um die Proteine zu detektieren, wurde der Sekundärantikörper 

entfernt, die Membran dreimal mit TBS-T und einmal mit TBS für je 10 min gewaschen und 

auch mittels Immobilon Western Blot Detektions-Kit am INTAS Chemo Cam Imager 

detektiert. 

3.9.5. Detektion von Proteinen im Coomassiegel 

Um die Reinheit der Proteine nach ihrer Reinigung zu überprüfen, wurden die Proben mit 

definierter Proteinmenge von mindestens 2 µg und 5 µg auf ein SDS-Gel geladen. Nachdem 

die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde das SDS-Gel entnommen und mit 

Coomassie Brilliantblau R350 Staining Lösung (15 min, konstantes Schwenken) inkubiert. 
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Eine Entfärbung des SDS-Gels erfolgte durch Coomassie Destaining Lösung über Nacht. Zur 

Dokumentation wurde das Gel mittels HP Scanjet G4010 Scanner archiviert. 

3.9.6. Reinigung und Isolierung von Proteinen 

Für die Reinigung der in dieser Arbeit vorgestellten Proteine wurden jeweils 1,2 l 

Zellkulturüberstand aus einer Rollerbottle generiert. Der Prozess der Generierung von 

Zellkulturüberstand mittels Rollerbottle wird in Abschnitt 3.10.8 erläutert. Um den aufgetauten 

Zellkulturüberstand von weiteren Zellresten zu befreien, wurde dieser mit einem Bottle top 

Filter Nalgene™ Rapid-Flow™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit einer 

Porengröße von 45 µm gefiltert. Im Anschluss wurde der gefilterte Zellkulturüberstand über 

eine ÄKTA™ Start (GE-Lifesciences) auf eine Protein A HiTrap Säule 1 ml (GE-Lifesciences) 

geladen. Mit einer Säulenbindungskapazität von 20 mg IgG/ml kann die Protein A HiTrap Säule 

alle mit einem Fc-Tag versehenen Proteine binden. Nach Äquilibrierung der Säule mit PBS 

(10 cv; 1 ml/ min) wurde der Zellkulturüberstand geladen und die darin enthaltenen Proteine an 

die Säule gebunden. Anschließend wurde die Säule mit PBS (40 ml Säulenvolumen) 

gewaschen. Um das an der Protein A Säule gebundene Protein zu eluieren, wurde ein pH-

Wechsel mit einem Citratpuffer A (50 mM, pH 5,5) sowie einem Citratpuffer B (50 mM, 

pH 3,25) durchgeführt. In einem Verhältnis von 30:70 wurde das Protein von der Säule eluiert 

und in 15 ml Reaktionsgefäße mit 1 M Tris pH 11 neutralisiert. Im späteren Verlauf wurden 

durch erneuten Pufferwechsel mit Einsatz von Citratpuffer B (50 mM, pH 3,25) auch die 

restlichen Bestandteile eluiert und ebenfalls in 15 ml Reaktionsgefäße mit 1 M Tris pH 11 

neutralisiert. Eine Konzentrierung des Proteins erfolgte über einen mit PBS äquilibrierten 20 ml 

10 K Konzentrator (Macrosep®, Advance Centrifugal Filter, Pall Laboratory, USA). Ein 

Pufferwechsel von Tris auf PBS erfolgte durch eine NAP 25 Säule (GE Healthcare, München, 

Deutschland). Entsprechend Herstellerprotokoll wurde das Protein an die NAP 25 Säule 

gebunden, das im Eluat befindliche Tris entfernt und mit PBS von der Säule gewaschen. Im 

NanoDrop2000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) wurde die Extinktion des Proteins 

bestimmt, das Protein in 1,5 ml Reaktionsgefäße aliquotiert und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren.  

3.9.7. Spaltung von Proteinen mittels TEV-Protease 

Die TEV-Protease (TEV, Tobacco Etch Virus) ist eine sequenz-spezifische Cystein-Protease 

aus dem Tobacco Etch Virus (Kapust et al., 2002, Parks et al., 1994). Diese TEV-Protease ist 

in der Lage die Aminosäuresequenz ENLYFQ S/ G/ A/ M/ C/ H mit hoher Effizienz zu 
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erkennen und eine Spaltung zwischen Q und S/ G/ A/ M/ C oder H durchzuführen. Ihre strenge 

Sequenzspezifität, ihre einfache Herstellung und ihre Fähigkeit, eine Vielzahl von 

Sequenzendungen an der P1′-Position ihrer Erkennungsstelle zu tolerieren, haben dazu 

beigetragen, dass die TEV-Protease als endoproteolytisches Reagenz in vielfacher Weise 

eingesetzt wird (Raran-Kurussi et al., 2017, Cesaratto et al., 2016).  

Um eine Spaltung des Fc-Teils vom generierten Inhibitor zu ermöglichen, wurde 

molekularbiologisch eine TEV-Site N-terminal des Fc-Fragementes integriert. Bereits 

gereinigte Proteine konnten durch die Inkubation von 1 mg Protein mit 100 µl TEV-Protease 

(4 °C, über Nacht gerollt) effektiv vom Fc-Teil getrennt werden. Ein Nachweis der Trennung 

vom Fc-Teil konnte mit Hilfe des Coomassie Gels, Western Blot und der Größenausschluss-

Chromatographie erreicht werden. 

3.9.8. Größenausschluss-Chromatographie 

Durch die Größenausschluss-Chromatographie können Proteine ihrer Größe nach getrennt 

werden, so dass größere Moleküle schneller durch das in der Chromatographiesäule befindliche 

Polymergranulat laufen als kleinere Moleküle. Diese können durch ihr geringeres 

hydrodynamisches Volumen stärker in die porösen Polymere eindringen, wodurch sich ihr 

Diffusionsvolumen vergrößert, und die Retentionszeit verlängert. Somit werden große 

Moleküle eher eluiert als kleine Moleküle. Im Elutionsprofil werden die eluierten Moleküle in 

Form von UV-Signalen abgebildet. Einzelne in dieser Arbeit verwendeten und generierten 

Proteine wurden mittels TEV-Protease gespalten (siehe Abschnitt 3.9.739). Durch die 

Größenausschluss-Chromatographie konnte eine spezifische Trennung vom Protein und Fc-

Teil erfolgen, da sich die Größe der Moleküle deutlich voneinander unterscheidet. Somit 

konnten die vom Fc-Teil getrennten Proteine auch als Monomere näher untersucht werden. Zur 

Größentrennung wurde eine Superdex® 200 Increase 10/300 GL Säule (GE Healthcare Life 

Sciences, München, Deutschland) verwendet. Mit einem Probenvolumen von je 500 µl wurde 

das Protein in einem PBS-Laufpuffer bei konstanter Flussrate von 0,5 ml/min auf die Säule 

auftragen. Die Säule wurde mittels „high molecular mass standard“ und „low molecular mass 

standard“ kalibriert. Eine Messung des UV-Spektrums wurde bei 280 nm ermittelt. 
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3.10. Zellbiologische Methoden 

3.10.1. Kultivierung von Suspensionszellen 

Als Suspensionszelllinie wurden Ba/F3-Zellen und ihre transduzierten Subtypen verwendet. 

Diese wurden in 10 cm Petrischalen mit 10 ml DMEM+/+ und entsprechendem Zytokin bei 

37 °C und 5 % CO2 in einer gesättigten Wasserdampfatmosphäre kultiviert. Die Zellen wurden 

ein- bis zweimal wöchentlich in einem Verhältnis von 1:10000 passagiert.  

3.10.2. Kultivierung von adhärenten Zellen 

Als adhärente Zelllinie wurde die CHO-K1-Zelllinie und ihre transfizierten Subtypen 

verwendet. Diese wurden auf 10 cm Petrischalen mit 10 ml DMEM+/+ und entsprechendem 

Zytokin bei 37 °C und 5 % CO2 in einer gesättigten Wasserdampfatmosphäre kultiviert. Die 

Zellen wurden zweimal wöchentlich passagiert. Dabei wurden die Zellen mit 5 ml PBS 

gewaschen, sowie mit 2 ml Trypsin/ EDTA (Life Technologies, Darmstadt) für zwei Minuten 

inkubiert und von der Petrischale gelöst. Anschließend wurden die Zellen jeweils in einem 

Verhältnis von 10:10000 passagiert. 

3.10.3. Zellzahlbestimmung 

Um die Zellen zu zählen wurden 5 µl der Zellsuspension mit 5 µl Trypan Blue Dye vermengt. 

Die Suspension wurde anschließend auf einen Objektträger TC10 System Counting Slides Dual 

Chamber geladen und die Zellzahl durch den TC10 Automated Cell Counter gemessen. 

3.10.4. Transiente Transfektion von adhärenten Zellen 

Für die transiente Transfektion von CHO-K1 Zellen wurden 5 x 105 Zellen auf eine 10 cm große 

Petrischale mit 10 ml DMEM+/+ ausgesät und über Nacht kultiviert. Am nächsten Tag wurde 

5 µg Plasmid-DNA und 10 µl Turbofect (Thermo Fisher Scientific, St. LeonRot, Deutschland) 

mit 1 ml DMEM-/- vermengt und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Inkubation 

der Suspension wurde diese auf die Zellen gegeben und das Zell-Suspensions-Gemisch für 

weitere 5 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte ein Mediumswechsel mit 10 ml DMEM+/+ und eine 

anschließende Kultivierung im Inkubator für 48 h. Nach 48 h konnte der Zellkulturüberstand, 

sowie die Zellen für analytische Zwecke verwendet werden. Eine Einschätzung der 

Transfektionseffizienz konnte durch die Transfektion der Zellen mit der Plasmid-DNA, dessen 

cDNA für pEGFP codiert, erreicht werden. 
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3.10.5. Stabile Transfektion von adhärenten Zellen 

Um CHO-K1 Zellen stabil zu transfizieren wurden 1 x 106 Zellen verwendet. Nachfolgende 

Schritte der Transfektion wurden wie in Abschnitt 3.10.4 durchgeführt. Nach 48 h Inkubation 

wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, mit 2 ml Trypsin/EDTA abgelöst, zentrifugiert 

und auf eine neue 10 cm Petrischale mit 10 ml DMEM+/+ und 225 μl G418 übertragen. An den 

darauffolgenden Tagen wurden die Zellen hinsichtlich der Überlebensrate überprüft und nach 

etwa drei Tagen fand ein erneuter Mediumwechsel mit DMEM+/+/+ statt. Nach zweimaligem 

Passagieren der Zellen auf 10 cm Schalen, wurde eine Einzelklonselektion durchgeführt, indem 

Zellen auf eine 96-well Kulturschale übertragen wurden, so dass rechnerisch pro Vertiefung 

etwa 0,5 Zellen vereinzelt wurden. Dabei wurde jedem Well 200 µl DMEM+/+/+ 

Selektionsmedium zugeführt. An den darauffolgenden Tagen wurden die Zellen beobachtet und 

ausgewählte Klone im Western Blot hinsichtlich der Expression des gesuchten Proteins im 

Zellkulturüberstand überprüft. Nach Selektion der exprimierenden Klone wurden ein bis zwei 

dieser Klone auf eine 10 cm Petrischale mit 10 ml DMEM+/+/+ übertragen und kultiviert. 

3.10.6. Proliferationsassay 

Um die Proliferation von Zellen zu messen, wurden Ba/F3-gp130 Zellen für das IL-6 oder IL-11 

Trans-Signaling in vitro Modell oder Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen für das IL-6 Classic-Signaling 

in vitro Modell verwendet. Die Zellen wurden hierfür dreimal mit 10 ml PBS gewaschen, in 

DMEM+/+ aufgenommen und mittels Cell counter TC10 gezählt wurden. Die Zellen wurden 

auf eine Zellzahl von 5 x 103 Zellen pro 96-well Kavität eingestellt und in 100 µl/well als 

Triplikate auf die 96-well Platte gegeben. Für IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassays 

wurden Ba/F3-gp130 Zellen zunächst mit je 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R zur 

Proliferation stimuliert, während für das IL-11 Trans-Signaling je 10 ng/ml IL-11 und 

100 ng/ml sIL-11R verwendet wurden. Beim IL-6 Classic-Signaling wurden 

Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen verwendet, die mit IL-6 zytokinabhängig proliferieren. 

Anschließend erfolgte eine inhibitorische Konzentrationsreihe der jeweiligen Inhibitoren mit 

11 Konditionen, bei dem absteigende Hemmkonzentrationen von 100 bis 0,001 nmol/l 

verwendet wurden. Zu Beginn der Konzentrationsreihe wurden 100 nmol/l Inhibitor in 50 µl 

zu der stimulierten 100 µl Zellsuspension hinzugegeben und die Inhibitorzellsuspension durch 

Auf- und Abpipettieren vermengt. Anschließend wurden 50 µl aus der ersten Well-Kavität in 

die darauffolgende Well-Kavität übertragen und eine Mischung der Zellsuspension 

durchgeführt. Dieser Prozess führte zur Verdünnung der Inhibitoren von 100 nmol/l bis hin zu 

0,001 nmol/l (Verdünnung je 1/3 pro Kondition). Die 96-well Platte mit der Zellsuspension 
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bestehend aus Ba/F3-gp130 Zellen, Zytokinen und Inhibitoren wurde für 48 Stunden bei 37 °C 

mit 5 % CO2 inkubiert. Nach Inkubation der Zellen wurde mit Hilfe des Cell-Titer-Blue 

Viability Assay jedem Well 20 µl Cell-Titer-Blue zugegeben und die Proliferation der Zellen 

am Tecan Infinite M200 pro Reader (ex-Filter 530/25, em-Filter 590/35) gemessen. Alle 

Messwerte wurden vom 0 min Wert subtrahiert und die Proliferation als normalisierte relative 

Proliferation angegeben. 

3.10.7. Stimulationsassay 

Zur Überprüfung der intrazellulären Signalwege der Zellen wurden Ba/F3-gp130 Zellen 

dreimal mit PBS gewaschen, in DMEM-/- aufgenommen und auf 6-well Platten aufgeteilt. 

Hierzu wurden 1 x 106 Zellen Ba/F3-gp130 Zellen pro Kondition ausgesät und für 5 h bei 37 °C 

inkubiert. Durch das Fehlen von Nährmedien wie FCS oder Zytokinen werden die Signalwege 

der Zellen vorerst in einen inaktiven Zustand versetzt. Eine 15 min vor Ablauf der 5 h 

Inkubation wurden die Zytokine (50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R) mit den zu 

untersuchenden Inhibitoren für 15 min bei 37 °C inkubiert. Eine Stimulation der Ba/F3-gp130 

Zellen mit Zytokinen und Inhibitor erfolgte für 30 min bei 37 °C. Als Negativkontrolle wurden 

Zellen ohne Zytokin und als Positivkontrolle Zellen mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 stimuliert. 

Anschließend wurden die stimulierten Zellen von der 6-well Zellkulturschale gelöst, in ein 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und bei 1000 x g für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Zellen für 2 h und 4 °C lysiert (siehe Abschnitt 3.9.1). 

3.10.8. Expression von Proteinen mittels Rollerbottle 

Um ausreichend Zellkulturüberstand für die Reinigung des Proteins mittels Protein A Säule zu 

generieren, wurden CHO-K1 Zellen, die das gewünschte Protein stabil exprimieren von 10 cm 

Schalen auf 14 x 15 cm Petrischalen mit 20 ml DMEM+/+ und G418 passagiert. Nachdem sich 

lichtmikroskopisch eine ausreichend hohe Konfluenz zeigte, wurden die Zellen jeweils mit 

10 ml PBS gewaschen und mit etwa 300 µl Trypsin/EDTA von der Petrischale gelöst. Der 

Zellsuspension wurden 20 ml DMEM+/+/+ zugefügt und diese für 5 min bei 1000 x g und 

Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand abgesaugt und die 

Zellen in 10 ml DMEM+/+/+ resuspendiert. Nachdem alle 14 Schalen in je 10 ml DMEM+/+/+ 

resuspendiert wurden, wurden diese in die Rollerbottle überführt und das Volumen auf 400 ml 

mit DMEM+/+/+ aufgefüllt, sowie die Rollerbottle bei 37 °C, 5 % CO2 in einer gesättigten 

Wasserdampfatmosphäre kultiviert. Nach 72 h wurde der erste Zellkulturüberstand verworfen 

und neues Medium bestehend aus DMEM+/+/+, mit dem Zusatz an 10 % Ultra low IgG FBS 
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anstelle des FBS, der Rollerbottle zugeführt. Nach Kultivierung der Zellen in der Rollerbottle 

über 72 h wurde der Zellkulturüberstand entnommen und in je 2 x 400 ml Zentrifugationstubes 

übertragen, sowie erst bei 2000 x g für 30 min und 4 °C und dann bei 10000 x g für 15 min und 

4 °C zentrifugiert. Insgesamt wurde 1,5 l Zellkulturüberstand für die Reinigung über die 

Protein A Säule gesammelt. Zur Analyse wurden Proben des zentrifugierten 

Zellkulturüberstandes im Western Blot nachgewiesen. 

3.11. Statistische Analysen 

Alle Experimente, welche auf einer Messung der Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen 

basieren, wurden mindestens in dreifacher Weise n ≥ 3 durchgeführt und zeigen vergleichbare 

Ergebnisse. Die angegebenen Daten wurden durch die Bildung des Mittelwertes und der 

Standardabweichung (SD) ermittelt. Entsprechend kalkulierte IC50-Werte (IC50, inhibitorische 

halbmaximale Konzentration) wurden für jeden Inhibitor durch die nicht-lineare 

Regressionsanalyse mittels GraphPad Prism 6.0 (Version 6.00 für Windows, GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA; www.graphpad.com) ausgehend von n ≥ 3 individuellen 

Experimenten ermittelt. 

Die Quantifizierungen der Daten aus den Western wurden mittels Image Studio Lite version 5.2 

(Li-COR) für n ≥ 3 individuelle Experimente ermittelt. Die resultierenden Intensitäten wurden 

auf die Positivkontrollen normalisiert. Für Mehrfachvergleiche wurde die Methode der one-

way analysis of variance (ANOVA), gefolgt von der Dunnett-Korrektur verwendet (GraphPad 

Prism 6.0). Die statistische Signifikanz wurde auf das Niveau p < 0,05 festgelegt. Die Werte 

zeigen, wie signifikant das errechnete Ergebnis ist. Dabei ist p ≤ 0,05 signifikant, p ≤ 0,01 sehr 

signifikant und p ≤ 0,001 hoch signifikant. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1. Entwicklung des neuartigen Fusionsproteins cs-130FLYFc auf Basis von 

sgp130FLYFc 

Um eine affinitätssteigernde Wirkung von sgp130Fc in Bezug auf die IL-6 Bindung zu 

erreichen wurde in dieser Arbeit das cs-130FLYFc generiert. Die Entwicklung von cs-130FLYFc 

erfolgte auf Grundlage des Fusionsproteins cs-130Fc, welches analog zum 

sgp130T102Y/Q113F/N114LFc (sgp130FLYFc) (Tenhumberg et al., 2008) in der D1-Region mutiert 

wurde (Abb. 7).  

 
 

Abb. 7: Schematische Darstellung cs-130FLYFc im Vergleich mit sgp130Fc und cs-130-Varianten 

(A) Sgp130FLYFc. Domänen D1-D6 sind mit einem Fc-Fragment verbunden. Die zytokinbindende Domäne D1 

wurde hinsichtlich ihrer IL-6 Bindeeigenschaften durch Austausch von den Aminosäuren T102
→Y102, Q113

→F113 

und N114
→L114 verändert. (B) Cs-130FLYFc. Die D1-Domäne wurde entsprechend dem sgp130FLYFc mutiert. Die 

Domänen D1-D3 von gp130 sind über einen VHH6 mit der TEV-Site und dem Fc-Fragment verbunden.  

Das Protein cs-130FLYFc besteht aus den Domänen D1-D3 von gp130, die über eine Linker-

Sequenz mit dem VHH6 verbunden und über eine TEV-Site mit dem IgG1-Fc-Fragment 

fusioniert sind. Die TEV-Site zwischen dem VHH6 und dem Fc-Fragment sollte die Abspaltung 

des Fc-Fragments und somit die Monomerisierung des Proteins ermöglichen. Wie in Abb. 8 zu 

sehen, wurden analog zum sgp130FLYFc im cs-130Fc die Aminosäuren der D1-Region T102, 

Q113 und N114 durch Y102, F113 und L114 ersetzt (D1FLY-Mutation).  

 
  

Abb. 8: Sequenzvergleich von cs-130Fc und cs-130FLYFc 

Ein Ausschnitt der DNA-Sequenzen von cs-130Fc (Aminosäureaustausch, blau) und cs-130FLYFc 

(Aminosäureaustausch, rot) sind in Form der Aminosäuresequenz zum Vergleich beider Sequenzen dargestellt. 

Dabei wurde ein Aminosäureaustausch des Proteins cs-130Fc in der D1-Region T102
→Y102, Q113

→F113 und 

N114
→L114 durchgeführt und das Protein cs-130FLYFc generiert.  
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Hierfür wurde das Expressionsplasmid pcDNA3.1-cs-130Fc zur Klonierung verwendet 

(Abb. 9A), um mittels site-directed-mutagenesis PCR das Plasmid pcDNA3.1-cs-30FLYFc 

(Abb. 9C) zu generieren.  

In der ersten site-directed-mutagenesis PCR wurde, wie in Abschnitt 3.8.3 beschrieben, mit 

Verwendung der Primer Q113F/N114L fw und rv aus Tabelle 2 eine Punktmutation und 

Austausch der Aminosäuren Q113 und N114 in F113 und L114 der D1-Domäne von cs-130Fc 

durchgeführt, so dass das neue Expressionsplasmid pcDNA3.1-cs-130Q113F/N114LFc amplifiziert 

wurde (Abb. 9B). 

 
 

Abb. 9: Klonierungsstrategie für die Plasmid-DNA von cs-130FLYFc 

Im ersten Schritt wurde die Plasmid-DNA pcDNA3.1-cs-130Fc verwendet, um mittels erster site-directed-

mutagenesis PCR mit den Primern Q113F/N114L fw und Q113F/N114L rv das Plasmid pcDNA3.1-cs-130Q113F/N114LFc 

zu generieren. Die Plasmid-DNA pcDNA3.1-cs-130Q113F/N114LFc wurde für die zweite sdm-PCR mit den Primern 

T102Y fw und T102Y rv verwendet und dadurch die Plasmid-DNA psDNA3.1-cs-130T102Y/Q113F/N114LFc generiert.  

Dieses Expressionsplasmid wurde in einer zweiten site-directed-mutagenesis PCR erneut in der 

D1-Domäne mutiert. Hierfür wurden die Primer N114/L114 fw und rv aus Tabelle 2 für die 

Punktmutation der Aminosäure N114 in L114 verwendet. Nach Durchführung der zweiten Site-

directed-mutagenesis PCR wurde so das neue Expressionsplasmid pcDNA3.1-cs-

130T102Y/Q113F/N114LFc (pcDNA3.1-cs-30FLYFc) generiert (Abb. 9C).  Nach erfolgter Klonierung 

des Expressionsplasmids pcDNA3.1-cs-30FLYFc erfolgte eine transiente Transfektion der 

Expressionsplasmide pcDNA3.1-pEGFP, pcDNA3.1-sgp130Fc, pcDNA3.1-cs-130Fc, 

pcDNA3.1-cGFPs-130Fc, pcDNA3.1-cs-130Y190K/F191EFc und pcDNA3.1-cs-130FLYFc in 

CHO-K1 Zellen und eine Detektion der exprimierten rekombinanten Proteine im Western Blot 

mittels humanen Fc-POD Antikörper (Abb. 10). 
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Abb. 10: Expression von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten und Detektion im Western Blot 

Detektion von Zelllysaten (A) und Zellkulturüberständen (B) transient in CHO-K1 Zellen exprimierter Proteine 

mittels Western Blot durch humanen anti-Fc-POD.  

Alle transient transfizierten Expressionsplasmide konnten im Vergleich zur Kontrolle pEGFP 

sowohl im Zelllysat, als auch im Zellkulturüberstand der CHO-K1 Zellen durch Verwendung 

des humanen Fc-POD (Peroxidase) Antiköpers nachgewiesen werden. 

Um das Protein cs-130FLYFc in größeren Mengen zu produzieren wurden CHO-K1 Zellen wie 

in Abschnitt 3.10.5 beschrieben, stabil mit dem Expressionsplasmid pcDNA3.1- cs-130FLYFc 

transfiziert. Eine Selektion der Zellen, die das Protein cs-130FLYFc im Zellkulturüberstand 

exprimierten, erfolgte durch mehrfaches Passagieren der Zellen in Anwesenheit des 

Selektionsantibiotikums Geneticin (G418), gefolgt von der Einzelklonselektion durch Limited 

Dilution. Nach erfolgter Einzelklonselektion wurden die Zellkulturüberstande der 

resultierenden Klone mittels Western Blotting auf die Expression der inhibitorischen Proteine 

untersucht (Abb. 10A).  

Letztlich wurde der stabile Klon #11 für weitere Arbeiten ausgewählt. Um größere 

Proteinmengen von cs-130FLYFc zu generieren, wurden stabile Zellen des Klons #11 

(Abb.  11A) in das Rollerbottle-System, wie in Abschnitt 3.10.8 beschrieben, überführt.  

Dabei wurden 1,2 l Zellkulturüberstand generiert und das rekombinante Protein cs-130FLYFc 

mit Hilfe der Protein A Säule, wie in Abschnitt 3.9.6, beschrieben, gereinigt. Gereinigtes 

cs-130FLYFc wurde durch die SDS-Page, wie in Abschnitt 3.9.5 beschrieben durchgeführt und 

in Bezug auf die Reinheit und Größe analysiert (Abb. 11B). Hierzu wurden je 2 µg und 5 µg 

Protein mit der Elutionsfraktion verglichen, so dass für das Protein cs-130FLYFc experimentell 

ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa ermittelt wurde. 
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Abb. 11: Einzelklonselektion von cs-130FLYFc zur stabilen Transfektion in CHO-K1 Zellen und Detektion 

von cs-130FLYFc in der SDS-Page nach erfolgter Proteinreinigung 

(A) Die Plasmid DNA pcDNA3.1 cs-130FLYFc wurde in CHO-K1 Zellen transfiziert und stabile Klone wurden 

generiert. Die Detektion von Zellkulturüberständen erfolgte durch Western blotting mittels humanen anti-Fc-POD. 

Positivkontrolle (+) Stimulation mit Hyper-IL-6. Für die weiteren Arbeiten wurde Klon #11 ausgewählt.  

(B) SDS-Page Analyse mittels Coomassie Brilliant Blue Färbung nach Proteinreinigung von cs-130FLYFc. Dabei 

wurden 2 und 5 µg gereinigtes Protein auf das SDS-Gel aufgetragen und mit der Elutions-Fraktion verglichen.  

Zusammenfassend wurde das Plasmid pcDNA3.1-cs-130FLYFc kloniert, in CHO-K1 Zellen 

stabil transfiziert und die Zellkulturüberstande von cs-130FLYFc exprimierenden CHO-K1 

Zellen in regelmäßigen Abständen gesammelt. Daran anschließend wurde das Protein 

cs-130FLYFc mittels Protein A Säule gereinigt und 1,57 mg Protein aus 1,2 l Zellkulturüberstand 

gewonnen.  

4.2. Hemmung des IL-6 Trans-Signalings durch cs-130FLYFc 

Die Hemmung des IL-6 Trans-Signalings durch das gereinigte Fusionsprotein cs-130FLYFc 

wurde in Form einer dosisabhängigen inhibitorischen Konzentrationsreihe im Vergleich mit 

den Referenzproteinen sgp130Fc und cs-130Fc sowie den cs-130-Kontrollvarianten 

cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc (Abb. 12), wie in Abschnitt 3.10.6 beschrieben, untersucht 

(Abb. 13).  

Dabei wurden Ba/F3-gp130 Zellen mit je 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R zur Proliferation 

stimuliert. Bei den Ba/F3 Zellen handelt es sich um murine Prä-B-Zellen, die mit gp130 stabil 

transduziert wurden (Ba/F3-gp130) und in der Lage sind, zytokinabhängig mit Verwendung 

von IL-6 und sIL-6R zu proliferieren. In diesem Experiment wurden ansteigende 

Konzentrationen der Proteine cs-130FLYFc, der Referenzproteine sgp130Fc und cs-130Fc sowie 

der cs-130-Kontrollvarianten cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc zugegeben und der Effekt 

auf die IL-6 Trans-Signaling abhängige Proliferation untersucht. Die Zellproliferation wurde 

nach 72 h mittels eines Cell-Titer-Blue Assays (Promega) quantifiziert. 
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Abb. 12: Schematische Darstellung cs-130FLYFc im Vergleich mit sgp130Fc und cs-130-Varianten 

(A) Sgp130. Domänen D1-D6 sind mit einem Fc-Fragment verbunden. (B) Cs-130FLYFc. Die zytokinbindende 

Domäne D1 wurde hinsichtlich ihrer IL-6 Bindeeigenschaften durch Austausch von den Aminosäuren verändert. 

Die Domänen D1-D3 von gp130 sind über einen VHH6 mit der TEV-Site und dem Fc-Fragment verbunden.  

(C) Cs-130Fc. Die zytokinbindenden Domänen D1-D3 von gp130 wurden jeweils über einen Linker mit VHH6 

verbunden. Darauf folgt eine TEV-Site, die eine Spaltung und Monomerisierung von cs-130 möglich macht.  

(D) Kontrollproteine. Cs-130Y190K/F191EFc wurde durch Mutation in der D2-Domäne in der Bindeeigenschaft zum 

IL-6 verändert. Beim CGFPs-130Fc wurde der VHH6 durch einen VHHGFP ausgetauscht.  

  
 

Abb. 13: Inhibition des IL-6 Trans-Signalings durch cs-130FLYFc im Proliferationsassay 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R inkubiert und ansteigende Konzentrationen 

des gereinigten cs-130FLYFc wurden im Vergleich mit den cs-130Fc-Varianten und sgp130Fc aufgetragen. Nach 

72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und eine Messung der 

Proliferation am Tecan Infinite M200 pro Reader durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein wurde das 

Experiment in gleicher Ausführung drei Mal wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums bestimmt. 
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Dabei konnte in Anwesenheit von cs-130FLYFc im Vergleich mit den Referenzproteinen 

sgp130Fc und cs-130Fc eine konzentrationsabhängige Hemmung der Proliferation detektiert 

werden, während die Kontrollen cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc verringerte Hemmungen 

der Zellproliferation zeigten (Abb. 13). Das Referenzprotein sgp130Fc zeigte im Vergleich mit 

dem neuartigen Fusionsprotein cs-130FLYFc eine vollständige Hemmung des IL-6 

Trans-Signalings erst bei 10 nM, während cs-130FLYFc bereits eine Hemmung des IL-6 Trans-

Signalings bei 5 nM zeigte. Wie in Tabelle 15 zu sehen, bestätigten entsprechende IC50-Werte, 

dass sgp130Fc mit 0,97 ± 0,62 nM weniger effektive Hemmungen des IL-6 Trans-Signalings 

zeigte, als das cs-130FLYFc mit einem ermittelten IC50-Wert von 0,46 ± 0,14 nM. 

Tabelle 15: Inhibitorisches Profil von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten für das IL-6 Trans-Signaling 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R zur Proliferation stimuliert. Ansteigende 

Hemmkonzentrationen [0,001 – 100 nmol/l] von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten wurden eingesetzt und IC50-

Werte für jeden Inhibitor ermittelt. IC50-Werte wurden für sgp130Fc für n=9, cs-130Fc und cs-130FLYFc für n=6 

Experimente berechnet, während die restlichen Inhibitoren auf der Basis von n=3 Experimenten berechnet wurden. 

Inhibitor Zytokinstimulation IC50 

Bezeichnung ng/ml ng/ml nM 

sgp130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 252,0 ± 162,2 0,97 ± 0,62 

sgp130FLYFc IL-6/sIL-6R (50/100) 70,1  34,0 0,27  0,18 

cs-130FLYFc IL-6/sIL-6R (50/100) 87,8 ± 26,9 0,46 ± 0,14 

cs-130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 61,9 ± 34,0 0,33 ± 0,18 

cGFPs-130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 1243,0  957,6 6,54  5,04 

cs-130Y190K/F191EFc IL-6/sIL-6R (50/100) 1963,3  1153,9 7,55  6,07 

 

Im Vergleich mit cs-130Fc wurde für cs-130FLYFc eine vergleichbare Hemmung des IL-6 

Trans-Signalings bei 5 nM beobachtet. Ermittelte IC50-Werte bestätigten die inhibitorische 

Effektivität des cs-130FLYFc von 0,46 ± 0,14 nM im Vergleich mit 0,33 ± 0,18 nM für cs-130Fc.  

Daher waren sowohl cs-130Fc als auch das neue Fusionsprotein cs-130FLYFc in der Lage die 

Zellproliferation im Rahmen des IL-6 Trans-Signalings effektiv zu hemmen. Die 

Kontrollproteine cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc zeigten hingegen reduzierte Hemmungen 

des IL-6 Trans-Signalings. Dabei konnte auch durch den Einsatz von 100 nM cGFPs-130Fc und 

cs-130Y190K/F191EFc keine vollständige Inhibition der Zellproliferation gezeigt werden. 

Ermittelte IC50-Werte von 6,54  5,04 nM für cGFPs-130Fc und 7,55  6,07 nM für 

cs-130Y190K/F191EFc machten deutlich, dass diese Kontrollproteine im Vergleich mit 

cs-130FLYFc und cs-130Fc das IL-6 Trans-Signaling deutlich schlechter hemmten. 
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Zusammenfassend wurde durch diesen IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassay gezeigt, dass 

cs-130FLYFc eine vergleichbare inhibitorische Aktivität auf das IL-6 Trans-Signaling aufwies, 

wie cs-130Fc und eine verbesserte Hemmung der Zellproliferation im Vergleich mit sgp130Fc 

erreicht werden konnte. 

Um herauszufinden, inwieweit eine Verbesserung der IL-6 Affinität durch Mutation der 

D1-Domäne (D1FLY) von cs-130FLYFc im Vergleich mit sgp130FLYFc erreicht werden konnte, 

wurde eine weitere inhibitorische Konzentrationsreihe zur Hemmung des IL-6 Trans-

Signalings in Form eines Proliferationsassays durchgeführt (Abb. 14). 

 
 

Abb. 14: Inhibition des IL-6 Trans-Signalings durch cs-130FLYFc und sgp130FLYFc und Messung der 

Zellproliferation 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R inkubiert und ansteigende Konzentrationen 

des gereinigten cs-130FLYFc wurden im Vergleich mit sgp130FLYFc, sgp130Fc und cs-130Fc aufgetragen. Nach 

72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und eine Messung der 

Proliferation am Tecan Infinite M200 pro Reader durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein wurde das 

Experiment in gleicher Ausführung drei Mal wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums bestimmt. 

Hierfür wurden Ba/F3-gp130 Zellen erneut mit je 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R zur 

Proliferation stimuliert. Anschließend wurden ansteigende Konzentrationen der Proteine 

cs-130FLYFc, sgp130FLYFc, sgp130Fc und cs-130Fc zugegeben und der Effekt auf die IL-6 

Trans-Signaling abhängige Zellproliferation untersucht. Die Zellproliferation wurde nach 72 h 

mittels eines Cell-Titer-Blue Assays (Promega) ausgewertet. Eine Übersicht über die 

inhibitorische halbmaximale Konzentration (IC50) der verwendeten Inhibitoren ist in 

Tabelle 15 dargestellt.  
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Die sgp130-Mutante sgp130FLYFc (Tenhumberg et al., 2008), zeigte im Vergleich mit dem 

Fusionsprotein cs-130FLYFc eine vergleichbare Hemmung des IL-6 Trans-Signalings bei bereits 

1 nM Inhibitorkonzentration. Dabei wurde auch für cs-130Fc eine vollständige Hemmung des 

IL-6 Trans-Signalings bei nahezu gleicher Inhibitorkonzentration festgestellt. Das 

Referenzprotein sgp130Fc hingegen wies erst bei 5 nM eine vollständige Inhibition des IL-6 

Trans-Signalings auf und zeigte damit eine um den Faktor 5 schlechtere Hemmung als 

cs-130FLYFc. 

Wie in Tabelle 15 zu sehen, bestätigen entsprechende IC50-Werte, dass sgp130FLYFc bei 

0,27  0,18 nM und cs-130FLYFc bei 0,46 ± 0,14 nM das IL-6 Trans-Signaling nahezu genauso 

gut hemmen, wie cs-130Fc bei 0,33 ± 0,18 nM und damit bessere Hemmungen des 

IL-6 Trans-Signalings aufwiesen als sgp130Fc (IC50:  0,97 ± 0,62 nM). 

Daraus resultiert, dass im Vergleich zum sgp130Fc die Punktmutationen der D1-Domäne 

(D1FLY) im sgp130FLYFc zur deutlichen Erhöhung der Affinität zu IL-6/ sIL-6R Komplexen 

beitrug, während das cs-130FLYFc im Vergleich mit cs-130Fc nur eine minimal verbesserte 

Hemmung des IL-6 Trans-Signalings erzielen konnte. 

4.3. Keine Hemmung des IL-11 Trans-Signalings durch cs-130FLYFc 

Zur Untersuchung des Effekts von cs-130FLYFc auf das IL-11 Trans-Signaling wurden 

Ba/F3-gp130 Zellen in Anwesenheit von ansteigenden Konzentrationen der Referenzproteine 

sgp130Fc und cs-130Fc, sowie der Kontrollproteine cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc mit je 

10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R stimuliert. Nach 72 h erfolgte die Messung der 

Zellproliferation durch den Cell-Titer-Blue Assay (Promega) (Abb. 15). 

Interessanterweise zeigte das neuartige Fusionsprotein cs-130FLYFc keine Hemmung des 

IL-11 Trans-Signalings, während sgp130Fc bei 10 nM oder cs-130Fc bei 50 nM eine 

vollständige Hemmung des IL-11 Trans-Signalings aufwiesen. Auch entsprechende IC50-Werte 

(Tabelle 16) bestätigen, dass sgp130Fc mit 0,22   0,02 nM und cs-130Fc mit 7,14  3,77 nM 

in der Lage waren, das IL-11 Trans-Signaling zu hemmen. Das Kontrollprotein cGFPs-130Fc 

zeigte reduzierte Hemmungen des IL-11 Trans-Signalings bei ca. 50 nM 

(IC50: 16,67   14,92 nM), während für cs-130Y190K/F191EFc keine IL-11 Trans-Signaling 

Hemmung beobachtet wurde.  
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Abb. 15: Keine Inhibition des IL-11 Trans-Signalings durch cs-130FLYFc im Proliferationsassay 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R inkubiert und ansteigende 

Konzentrationen des gereinigten cs-130FLYFc wurden im Vergleich mit cs-130Fc-Varianten und sgp130Fc 

aufgetragen. Nach 72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und 

eine Messung der Zellproliferation durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein wurde das Experiment in gleicher 

Ausführung drei Mal wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums bestimmt. 

Zusammenfassend wurde durch diesen IL-11 Trans-Signaling Proliferationsassay gezeigt, dass 

das neuartige Fusionsprotein cs-130FLYFc im Vergleich mit sgp130Fc und cs-130Fc nicht mehr 

in der Lage war, das IL-11 Trans-Signaling zu hemmen. Insbesondere im Vergleich mit dem 

Referenzprotein cs-130Fc wurde gezeigt, dass die Mutation der D1-Domäne zur Erhöhung der 

IL-6 Affinität von cs-130FLYFc führte, jedoch eine Erhöhung der Affinität in Bezug auf IL-11 

in diesem IL-11 Trans-Signaling in vitro Modell nicht beobachtet werden konnte. 

Tabelle 16: Inhibitorisches Profil von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten für das IL-11 Trans-Signaling 

Ba/F3-gp130 wurden mit 10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R zur Proliferation stimuliert. Ansteigende 

Hemmkonzentrationen [0,001 – 100 nmol/l] von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten wurden eingesetzt und IC50-

Werte für jeden Inhibitor ermittelt. IC50-Werte wurden für sgp130Fc für n=9 und cs-130Fc für n=8 Experimente 

berechnet, während die restlichen Inhibitoren auf der Basis von n=3 Experimenten berechnet wurden. 

Inhibitor Zytokinstimulation IC50 

Bezeichnung ng/ml ng/ml nM 

sgp130Fc IL-11/sIL-11R (10/100) 160,1 ± 106,8 0,62 ± 0,41 

sgp130FLYFc IL-11/sIL-11R (10/100) Keine Inhibition Keine Inhibition 

cs-130FLYFc IL-11/sIL-11R (10/100) Keine Inhibition Keine Inhibition 

cs-130Fc IL-11/sIL-11R (10/100) 1269,1 ± 521,0 6,68 ± 2,74 

cGFPs-130Fc IL-11/sIL-11R (10/100) 3181,5  2834,8 16,67   14,92 

cs-130Y190K/F191EFc IL-11/sIL-11R (10/100) Keine Inhibition Keine Inhibition 
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Um die verringerte IL-11 Affinität der D1FLY-mutierten Inhibitoren miteinander zu vergleichen, 

wurden die inhibitorischen Effekte des neuartigen Fusionsproteins cs-130FLYFc mit denen der 

ursprünglichen sgp130FLYFc Variante in einem weiteren IL-11 Trans-Signaling 

Proliferationsassay gegenübergestellt. Ein Vergleich dieser Inhibitoren erfolgte ebenfalls mit 

den Referenzproteinen sgp130Fc und cs-130Fc in einem zellbasierten 

konzentrationsabhängigen IL-11 Trans-Signaling Proliferationsassay (Abb. 16). 

 
 

Abb. 16: Keine Inhibition des IL-11 Trans-Signalings durch cs-130FLYFc und sgp130FLYFc  

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R inkubiert und ansteigende 

Konzentrationen des gereinigten cs-130FLYFc wurden im Vergleich mit sgp130Fc, sgp130FLYFc und cs-130Fc und 

aufgetragen. Nach 72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und 

eine Messung der Proliferation am Tecan Infinite M200 pro Reader durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein 

wurde das Experiment in gleicher Ausführung drei Mal wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums 

bestimmt. 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden erneut mit je 10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R, wie in 

Abschnitt 3.10.6 beschrieben, zur Proliferation stimuliert und mit ansteigenden 

Inhibitorkonzentrationen von cs-130FLYFc und sgp130FLYFc sowie sgp130Fc und cs-130Fc 

inkubiert. Eine Messung der Zellproliferation erfolgte nach 72 h durch Verwendung des 

Cell-Titer-Blue Assays (Promega). Eine Übersicht über die inhibitorische halbmaximale 

Konzentration (IC50) der Inhibitoren ist in Tabelle 16 dargestellt. 

In diesem IL-11 Trans-Signaling Proliferationsassay (Abb. 16) wurde sehr deutlich, dass die 

D1FLY-mutierten Proteine cs-130FLYFc und sgp130FLYFc keine Inhibition der Zellproliferation 

der mit IL-11 und sIL-11R stimulierten Zellen zeigten, während sgp130Fc deutliche 

(IC50: 0,22  0,02 nM) und cs-130Fc weniger deutliche (IC50: 7,14  3,77 nM) Hemmungen 

der Zellproliferation zeigten. Sgp130Fc wies auch in diesem Fall eine absolute Hemmung des 
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IL-11 Trans-Signalings bei 10 nM auf, wohingegen cs-130Fc in diesem IL-11 Trans-Signaling 

Proliferationsassay geringere Hemmung der Zellproliferation bei ca. 100 nM zeigte und das 

IL-11 Trans-Signaling somit um den Faktor 10 schlechter hemmte als sgp130Fc.  

Es lässt sich festhalten, dass die Mutation der D1-Domäne (D1FLY) für die fehlende Hemmung 

des IL-11 Trans-Signalings von entscheidender Bedeutung war. Denn sowohl sgp130FLYFc, als 

auch das neuartige Fusionsprotein cs-130FLYFc waren nicht in der Lage das IL-11 Trans-

Signaling zu hemmen, während sgp130Fc und cs-130Fc das IL-11 Trans-Signaling hemmen 

konnten. 

4.4. Herstellung von monomeren cs-130FLYdurch TEV-Spaltung 

Da dimeres cs-130FLYFc bereits eine effektive Hemmung des IL-6 Trans-Signalings in vitro 

erzielen konnte, blieb die Frage offen, inwieweit eine Monomerisierung des Proteins 

cs-130FLYFc (Abb. 17A) Einfluss auf die Hemmeffizienz haben würde.  

 

Abb. 17: Schematische Darstellung von cs-130FLYFc und cs-130FLY 

(A) cs-130FLYFc. Die Domänen D1-D3 von gp130 sind über einen Linker mit dem VHH6 verbunden und über 

eine TEV-Site mit dem Fc-tag fusioniert. Dabei ist die TEV-Protease (rot) in der Lage die TEV-Site zu spalten 

und somit den Fc-tag zu entfernen. (B) cs-130FLY. Nach Abspaltung des Fc-tags liegt cs-130FLYals monomere 

cs-130-Fc-Variante vor und besteht lediglich aus den Domänen D1-D3 von gp130, welche über einen Linker mit 

dem VHH6 verbunden sind. 

Eine Abspaltung des Fc-Fragments durch Spaltung der TEV-Site von cs-130FLYFc mittels TEV-

Protease führte zur Monomerisierung des Proteins cs-130FLY, wie in Abb. 17 dargestellt. 

Für die Spaltung der TEV-Site von cs-130FLYFc wurde 0,5 mg/ml cs-130FLYFc mit 0,5 mg/ml 

TEV-Protease über Nacht bei 4°C inkubiert und die Spaltprodukte mittels Größenausschluss-

Chromatographie, wie in Abschnitt 3.9.8 beschrieben, voneinander getrennt.  

Es wurden zwei Spaltprodukte detektiert (Abb. 18A), wobei die Proteine der Größe nach 

voneinander getrennt wurden. Proteine mit größerem Molekulargewicht wurden zuerst eluiert 

(Abb. 18A, Spaltprodukt 1), während Proteine mit kleinerem Molekulargewicht darauffolgend 

eluiert wurden (Abb. 18A, Spaltprodukt 2).  
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Eine Kontrolle der Spaltprodukte 1 und 2 erfolgte durch Nachweis in der SDS-Page (s. 

Abschnitt 3.9.5) im Vergleich zum bereits gereinigten cs-130FLYFc. Dabei wurden je 5 µg und 

10 µg cs-130FLYFc mit je 2 µg von Spaltprodukt 1 und Spaltprodukt 2 hinsichtlich der Reinheit 

und Größe verglichen (Abb. 18B).  Eine deutliche Größenreduktion von ca. 70 kDa wurde für 

Spaltprodukt 1 detektiert. Im Vergleich mit dem ca. 100 kDa schweren cs-130FLYFc wurde das 

Spaltprodukt 1 dem Protein cs-130FLYzugeordnet. Während das kleinere Spaltprodukt 2 eine 

Größenreduktion auf ca. 35 kDa aufwies und als Fc-Fragment identifiziert wurde (Abb. 18B).  

 
 

Abb. 18: Trennung von gespaltenem cs-130FLYFc mittels SEC und anschließender SDS-Page 

(A) Größenausschlusschromatographie (SEC, size exclusion chromatographie). Die Filtration erfolgte durch 

die Chromatographiesäule Superdex 200 10/300 GL. Die Elution der geladenen Proteine wurde mit PBS bei einem 

pH von 7,4 und einer Durchflussgeschwindigkeit F= 0.5 ml/min durchgeführt. Eine Lichtabsorption der getrennten 

Spaltprodukte erfolgte bei einer Wellenlänge von 280 nm. (B) SDS-Page Analyse nach TEV-Spaltung und 

Trennung der Spaltprodukte mittels SEC. Die SDS-Page Analyse mittels Coomassie Brilliant Blue Färbung 

erfolgte nach TEV-Spaltung von cs-130FLYFc und Größentrennung der Spaltprodukte durch die SEC. Dabei 

wurden 5 µg und 10 µg des bereits gereinigten Proteins cs-130FLYFc zum Vergleich auf das SDS-Gel aufgetragen 

und mit 2 µg des getrennten Spaltprodukts 1 (cs-130FLY) und Spaltprodukt 2 (Fc-Fragment) aus der SEC 

hinsichtlich der Reinheit und Größe verglichen. 

So konnte durch Spaltung der TEV-Site von cs-130FLYFc eine gereinigte monomere Variante 

cs-130FLY gewonnen und in Bezug auf ihre Hemmeffizienz näher untersucht werden. 

4.5. Monomeres cs-130FLY hemmt das IL-6 Trans-Signaling besser als cs-130 

oder sgp130Fc 

Um zu testen, welche Auswirkungen eine Monomerisierung des inhibitorischen Proteins 

cs-130FLYauf die Hemmung des IL-6 Trans-Signalings hat, wurde erneut ein in vitro IL-6 

Trans-Signaling Experiment mit Verwendung von Ba/F3-gp130 Zellen durchgeführt 

(Abb. 19).  
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Hierfür wurden Ba/F3-gp130 Zellen zunächst mit je 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R zur 

Proliferation stimuliert. Ein Vergleich des monomeren Proteins cs-130FLY wurde in Bezug auf 

sgp130Fc und dem monomeren cs-130 hergestellt, sowie eine Hemmkurve in Bezug auf die 

Zellproliferation von Ba/F3-gp130 Zellen bestimmt. Die Zellproliferation wurde nach 72 h 

mittels eines Cell-Titer-Blue Assays (Promega) quantifiziert. Eine Übersicht über die 

inhibitorische halbmaximale Konzentration (IC50) der verwendeten Inhibitoren ist in 

Tabelle 17 dargestellt. 

   
Abb. 19: Inhibition des IL-6 Trans-Signalings durch monomeres cs-130FLY im Proliferationsassay 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R inkubiert und ansteigende Konzentrationen 

des gereinigten cs-130FLY wurden im Vergleich mit cs-130 und sgp130Fc aufgetragen. Nach 72-stündiger 

Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und eine Messung der Proliferation 

am Tecan Infinite M200 pro Reader durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein wurde das Experiment in 

gleicher Ausführung drei Mal wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums bestimmt. 

Dabei wurde eine vollständige Hemmung des IL-6 Trans-Signaling wurde für cs-130FLY bereits 

bei ca. 5 nM beobachtet, während monomeres cs-130 eine Hemmung der Zellproliferation erst 

bei ca. 10 nM erreichen konnte. Dies wurde ebenso für das dimere sgp130Fc beobachtet. 

Ermittelte IC50-Werte (Tabelle 17) bestätigten, dass monomeres cs-130FLY (IC50: 0,48  0,08 

nM) im Vergleich mit monomeren cs-130 (IC50: 1,13 ± 0,62 nM) oder dimeren sgp130Fc (IC50: 

0,97 ± 0,62 nM) eine erhöhte Hemmung des IL-6 Trans-Signalings aufwies. 
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Tabelle 17: Inhibitorisches Profil von cs-130FLY, cs-130 und sgp130Fc für das IL-6 Trans-Signaling 

Ba/F3-gp130 wurden mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R zur Proliferation stimuliert. Ansteigende 

Hemmkonzentrationen [0,001 – 100 nmol/l] von cs-130FLY, cs-130 und sgp130Fc wurden eingesetzt und IC50-

Werte für jeden Inhibitor ermittelt. Jeder Inhibitor wurde in drei unabhängigen Experimenten in gleicher Weise 

getestet. IC50-Werte wurden für sgp130Fc für n=9 und cs-130 für n=6 Experimente berechnet, während 

cs-130FLYauf der Basis von n=3 Experimenten berechnet wurden. 

Inhibitor Zytokinstimulation IC50 

Bezeichnung ng/ml ng/ml nM 

sgp130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 252,0 ± 162,2 0,97 ± 0,62 

cs-130FLY IL-6/sIL-6R (50/100) 33,5  14,9 0,48  0,08 

cs-130 IL-6/sIL-6R (50/100) 78,9 ± 43,2 1,13 ± 0,62 

 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Monomerisierung des Proteins cs-130FLY durch 

Abspaltung des Fc-Fragmentes nicht zur verminderten Hemmung des IL-6 Trans-Signalings in 

vitro führte, sondern ganz im Gegenteil, im Vergleich zum monomeren Fusionsprotein cs-130 

oder dimeren sgp130Fc zur Erhöhung der IL-6 Affinität und damit zur stärkeren Hemmung des 

IL-6 Trans-Signalings in vitro beitrug. 

4.6. Fehlende Hemmung des IL-11 Trans-Signalings durch monomere cs-130-

Varianten 

Um herauszufinden inwieweit sich die Monomerisierung von cs-130FLY auf die Hemmung des 

IL-11 Trans-Signaling auswirkt, wurde ein konzentrationsabhängiger zellbasierter IL-11 

Trans-Signaling Proliferationsassay im Vergleich mit den Proteinen sgp130Fc und cs-130 

durchgeführt (Abb. 20). 

Hierfür wurden Ba/F3-gp130 Zellen mit je 10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R zur 

Proliferation stimuliert. Anschließend erfolgte die inhibitorische Konzentrationsreihe mit 

cs-130FLY, dem monomeren Protein cs-130 und sgp130Fc. Ansteigende Hemmkonzentrationen 

der Proteine wurden für das IL-11 Trans-Signaling verwendet und die Zellproliferation nach 

72 h mittels eines Cell-Titer-Blue Assays (Promega) quantifiziert.  
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Abb. 20: Keine Inhibition des IL-11 Trans-Signalings durch monomeres cs-130FLY im Proliferationsassay 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-11 und 100 ng/ml sIL-11R inkubiert und ansteigende 

Konzentrationen des gereinigten cs-130FLY wurden im Vergleich mit sgp130Fc und monomeren cs-130 

aufgetragen. Nach 72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und 

eine Messung der Proliferation am Tecan Infinite M200 pro Reader durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein 

wurde das Experiment in gleicher Ausführung drei Mal wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums 

bestimmt. 

Eine Übersicht über die halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) der Inhibitoren ist in 

Tabelle 18 dargestellt. Im Kontrast zur Hemmung des IL-11 Trans-Signalings durch sgp130Fc 

mit 10 nM vollständiger Inhibition, wurde für monomeres cs-130FLY und cs-130 keine 

IL-11 Trans-Signaling Hemmung beobachtet. Auf Basis der inhibitorischen halbmaximalen 

Konzentration (IC50) wurden diese Ergebnisse nochmals bestätigt. Hierbei zeigte sgp130Fc als 

einziges Protein eine deutliche Hemmung des IL-11 Trans-Signalings bei 0,62  0,41 nM und 

bestätigte somit zuvor ermittelte Ergebnisse dieser Arbeit. 

Tabelle 18: Inhibitorisches Profil von cs-130FLY, cs-130 und sgp130Fc für das IL-11 Trans-Signaling 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 10 ng/ ml IL-11 und 100 ng/ ml sIL-11R zur Proliferation stimuliert. Ansteigende 

Hemmkonzentrationen [0,001 – 100 nmol/l] von cs-130FLY, sgp130Fc und cs-130 wurden eingesetzt und IC50-

Werte für jeden Inhibitor ermittelt. IC50-Werte wurden für sgp130Fc für n=9 Experimente berechnet, während die 

restlichen Inhibitoren auf der Basis von n=3 Experimenten berechnet wurden. 

Inhibitor Zytokinstimulation IC50 

Bezeichnung ng/ml ng/ml nM 

sgp130Fc IL-11/sIL-11R (10/100) 160,1 ± 106,8 0,62 ± 0,41 

cs-130FLY IL-11/sIL-11R (10/100) Keine Inhibition Keine Inhibition 

cs-130 IL-11/sIL-11R (10/100) Keine Inhibition Keine Inhibition 
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Diese Daten zeigen, dass cs-130FLYFc sowohl als Monomer als auch als Dimer, nicht in der 

Lage war, das IL-11 Trans-Signaling in vitro zu hemmen. Im Gegensatz dazu, wurde für 

dimeres cs-130Fc eine Hemmung des IL-11 Trans-Signalings beobachtet, während monomeres 

cs-130 diese Hemmungen nicht zeigte. Das Referenzprotein sgp130Fc hingegen zeigte 

gleichermaßen sowohl Hemmungen des IL-6 Trans-Signalings als auch Hemmungen des IL-11 

Trans-Signalings. 

4.7. Versuch der Herstellung von cs-130D2D3 durch TEV-Spaltung von 

cs-130D1TEVD2D3Fc 

In vorangegangenen medizinischen Doktorarbeiten von Selina Hansen wurde eine 

Größenreduktion von cs-130-Varianten bereits durch die Generierung von cs-130D1Fc und 

cs-130D2D3Fc beschrieben (Hansen, 2021).  

Die verkleinerte cs-130-Variante cs-130D1Fc bestand lediglich aus der D1-Domäne von gp130, 

dem VHH6 und dem über einen Linker verbundenen Fc-Fragment (Abb. 21A). Die cs-130-

Variante cs-130D2D3Fc hingegen bestand aus den Domänen D2 und D3 von gp130, welche über 

den VHH6 und Linker mit dem Fc-Fragment verbunden sind (Abb. 21B). 

 
 

Abb. 21: Schematische Darstellung von verkleinerten cs-130-Varianten 

(A) cs-130D1Fc. Die D1-Domäne von gp130 ist über einen Linker mit demVHH6 und daran anschließenden Fc-

Fragment fusioniert.  (B) cs-130D2-D3Fc. Die Domänen D2-D3 von gp130 sind über einen Linker mit dem VHH6 

und daran anschließenden Fc-Fragment fusioniert.   

Da es sich in der Arbeit von Selina Hansen lediglich um eine transiente Transfektion in 

CHO-K1 Zellen gehandelt hat, war die Idee in dieser Arbeit reine Proteine, definierter Menge 

durch stabile Transfektion der CHO-K1 Zellen mit anschließender Proteinreinigung zu 

generieren.  

Nach zunächst transienter Transfektion der Expressionsplasmide pcDNA3.1-pEGFP, 

pcDNA3.1-sgp130Fc, pcDNA3.1-cs-130Fc, pcDNA3.1-cs-130D1Fc und pcDNA3.1-cs-

130D2D3Fc in CHO-K1 Zellen und Detektion der exprimierten rekombinanten Proteine im 

Western Blot mittels humanen Fc-POD Antikörper (Abb. 22), zeigte sich, dass nur sehr geringe 
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Mengen der cs-130-Varianten cs-130D1Fc oder cs-130D2D3Fc im Zellkulturüberstand 

nachzuweisen waren. Damit wurden die Ergebnisse von Frau Hansen bestätigt (Hansen, 2021).  

 
Abb. 22: Expression von cs-130Fc-Varianten nach Transfektion von CHO-K1 Zellen mit Plasmid-DNA 

Detektion von Zelllysaten (A) und Zellkulturüberständen (B) transient in CHO-K1 Zellen exprimierter Proteine 

mittels Western Blot durch humanen Anti-Fc-POD. Sgp130Fc wurde hierbei als Vergleichsprotein herangezogen. 

Aufgrund der geringen Expression von cs-130D2D3Fc, sollte daher eine alternative Strategie zu 

einer cs-130-Variante führen, die die Klonierung von cs-130D1TEVD2D3Fc (Abb. 23A) 

beinhaltete. Diese cs-130-Variante bestand aus den ersten drei Domänen von gp130, wobei 

zwischen der ersten und zweiten Domäne eine TEV-Site integriert wurde. Wie bei allen anderen 

cs-130-Varianten, ist auch bei cs-130D1TEVD2D3Fc die D1-D3-Region mit dem VHH6 verbunden 

und über eine zweite TEV-Site mit dem Fc-Fragment fusioniert. Eine erste Spaltung der 

TEV-Site zwischen der D1 und D2-Domäne, sowie eine zweite Spaltung der TEV-Site 

zwischen dem VHH6 und Fc-Fragment hätte eine Verkleinerung von cs-130D1TEVD2D3Fc zur 

Folge, so dass lediglich die Domäne D2-D3 mit dem VHH6 fusioniert blieben (Abb. 23B). 

 
 

Abb. 23: Schematische Darstellung von cs-130D1TEVD2D3Fc und cs-130D2D3 

(A) cs-130D1TEVD2D3Fc. Domäne D1 von gp130 ist über eine TEV-Site mit den Domänen D2-D3 von gp130 

verbunden. Über einen Linker schließt sich der VHH6 an, welcher wiederum über eine zweite TEV-Site mit dem 

Fc-Fragment fusioniert ist. Über einer Spaltung des Proteins mittels TEV-Protease kann theoretisch eine 

verkleinerte cs-130-Variante generiert werden.  (B) cs-130D2D3. Eine erste Spaltung zwischen der D1 und D2-

Domäne sowie die zweite Spaltung zwischen dem VHH6 und Fc-Fragment verkleinert das cs-130D1TEVD2D3Fc 

wesentlich, so dass lediglich die Domäne D2-D3 mit dem VHH6 fusioniert bleiben. 

Dieser Gedanke wurde bereits in Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jürgen Scheller in 

Form der Klonierung des Expressionsplasmids pcDNA3.1-cs-130D1TEVD2D3Fc begonnen.  
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Abb. 24: Sequenzvergleich von cs-130Fc und cs-130D1TEVD2D3Fc 

Ein Ausschnitt der DNA-Sequenzen von cs-130Fc und cs-130D1TEVD2D3Fc sind in Form der Aminosäuresequenz 

zum Vergleich beider Sequenzen dargestellt. Dabei ist an Position S123 die Aminosäuresequenz für die TEV-Site 

von cs-130D1TEVD2D3Fc in rot markiert. Die Aminosäuresequenz der Linker-Region (blau) zwischen der D1- und 

D2-Domäne ist für beide Proteine identisch. 

Hierbei wurde wie in Abb. 24 zu sehen, nachfolgend an die D1-Region von cs-130Fc an 

Position S123 die Aminosäuresequenz für die TEV-Site [ENLYFQ/S, Spaltung zwischen 

Q und S] kloniert (Kapust et al., 2002, Parks et al., 1994). Daran anschließend folgt ab Position 

G130 die natürliche Linker-Region zwischen der D1- und D2-Domäne von gp130 (Xu et al., 

2010, Chow et al., 2001). An die natürliche Linker-Region von gp130 schließt ab Position K137 

an die D2-Domäne. Somit wurde für cs-130D1TEVD2D3Fc die TEV-Site direkt vor den Beginn 

der Linkerregion von cs-130Fc kloniert. 

In dieser Arbeit wurde das Expressionsplasmid pcDNA3.1-cs-130D1TEVD2D3Fc wurde, wie in 

Abschnitt 3.10.5 beschrieben, in CHO-K1 Zellen stabil transfiziert (Abb. 25A).  

 
Abb. 25: Einzelklonselektion von cs-130D1TEVD2D3Fc zur stabilen Transfektion in CHO-K1 Zellen und 

Detektion in der SDS-Page nach erfolgter Proteinreinigung 

(A) Die Plasmid DNA von cs-130D1TEVD2D3Fc wurde in CHO-K1 Zellen transfiziert und stabile Klone wurden 

generiert. Die Detektion der Zellkulturüberstände erfolgte durch Western blotting mittels humanen anti-Fc-POD. 

Für weitere Arbeiten wurde Klon #2 ausgewählt. (B) SDS-Page Analyse mittels Coomassie Brilliant Blue Färbung 

nach Proteinreinigung von cs-130D1TEVD2D3Fc. Dabei wurden 2, 5 und 10 µg gereinigtes Protein auf das SDS-Gel 

aufgetragen. 

Eine Selektion der Zellen, die cs-130D1TEVD2D3Fc exprimierten, erfolgte durch mehrfaches 

Passagieren der Zellen unter Verwendung des Selektion-Antibiotikums Geneticin (G418) und 

wiederholter Kontrolle des Zellkulturüberstandes von cs-130D1TEVD2D3Fc im Western Blot 
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mittels humanen Fc-POD Antikörper. Letztlich wurde der stabile Klon #2 ausgewählt.  

Um größere Proteinmengen zu generieren, wurden stabile Zellen des Klons #2 in das 

Rollerbottle-System (s. Abschnitt 3.10.8) überführt. Dabei wurden 1,2 l Zellkulturüberstand 

generiert und das rekombinante Protein cs-130D1TEVD2D3Fc mit Hilfe der Protein A Säule, wie 

in Abschnitt 3.9.6 beschrieben, gereinigt. Gereinigtes cs-130D1TEVD2D3Fc wurde durch die 

SDS-Page (s. Abschnitt 3.9.5) in Bezug auf die Reinheit und Größe analysiert (Abb. 25B).  

Hierfür wurden je 2, 5 und 10 µg Protein mit der Elutionsfraktion verglichen, so dass für 

cs-130D1TEVD2D3Fc ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa ermittelt wurde. Insgesamt wurde 

1,23 mg cs-130D1TEVD2D3Fc aus 1,2 l Zellkulturüberstand gereinigt. 

Um das gereinigte cs-130D1TEVD2D3Fc zu spalten, wurde 0,5 mg/ml Protein 0,5 mg/ml 

TEV-Protease über Nacht bei 4°C inkubiert und die Spaltprodukte mittels 

Größenausschlusschromatographie voneinander getrennt (Abb. 26A).  

 
 

Abb. 26: Trennung von gespaltenem cs-130D1TEVD2D3Fc mittels SEC und anschließender SDS-Page 

(A) Größenausschlusschromatographie (SEC, size exclusion chromatographie). Die Filtration erfolgte durch 

die Chromatographiesäule Superdex 200 10/300 GL. Die Elution der geladenen Proteine wurde mit PBS bei einem 

pH von 7,4 und einer Durchflussgeschwindigkeit F = 0.5 ml/min durchgeführt. Eine Lichtabsorption der 

getrennten Spaltprodukte erfolgte bei einer Wellenlänge von 280 nm. Moleküle mit höherem Molekulargewicht 

wurden zuerst eluiert (1) Spaltprodukt 1, dann folgten kleinere Proteine mit geringerem Molekulargewicht (2) wie 

dem Spaltprodukt 2. (B) SDS-Page Analyse nach TEV-Spaltung und Trennung der Spaltprodukte mittels 

SEC. Die SDS-Page Analyse mittels Coomassie Brilliant Blue Färbung erfolgte nach TEV-Spaltung von cs-

130D1TEVD2D3Fc und Auftrennung der Spaltprodukte mittels SEC. Dabei wurden 2 µg und 5 µg des bereits 

gereinigten Proteins cs-130D1TEVD2D3Fc zum Vergleich auf das SDS-Gel aufgetragen und mit 2 µg des getrennten 

Spaltprodukts 1 und Spaltprodukt 2 aus der SEC hinsichtlich der Reinheit und Größe verglichen. 

Dabei erfolgte die Filtration des mit TEV-Protease gespaltenen cs-130D1TEVD2D3Fc unter Einsatz 

der Chromatographiesäule wie in Abschnitt 3.9.8 beschrieben. Obwohl drei Spaltprodukte  

(D1-Domäne, cs130D2D3 und Fc) erwartet wurden, wurden nur zwei Spaltprodukte in der SEC 
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detektiert, wobei die Proteine der Größe nach voneinander getrennt wurden. Eine Kontrolle der 

Spaltprodukte 1 und 2 erfolgte mittels SDS-Page im Vergleich zum bereits gereinigten 

cs-130D1TEVD2D3Fc. Dabei wurden 2 µg und 5 µg cs-130D1TEVD2D3Fc mit je 2 µg von 

Spaltprodukt 1 und Spaltprodukt 2 hinsichtlich der Reinheit und Größe verglichen (Abb. 26B). 

Dabei wurde eine deutliche Größenreduktion von ca. 70 kDa für Spaltprodukt 1 im Vergleich 

mit ca.100 kDa für cs-130D1TEVD2D3Fc sichtbar, während das kleinere Spaltprodukt 2 eine 

Größenreduktion auf ca. 35 kDa aufwies. 

Um das gereinigte Spaltprodukt 1 hinsichtlich der Größe ebenfalls mit der monomeren 

cs-130-Variante zu vergleichen, wurde eine weitere SDS-Page mit cs-130 und Spaltprodukt 1 

im Vergleich durchgeführt (Abb. 27). Hierfür wurden je 500 ng, 1 µg und 2 µg von cs-130 und 

dem Spaltprodukt 1 aufgetragen und hinsichtlich der Größe und Reinheit analysiert. Wie in 

Abb. 27 zu sehen, wurden für die gereinigten Proteine cs-130 und dem Spaltprodukt 1 ein 

Molekulargewicht von ca. 100 kDa ermittelt und daher nahezu kein Unterschied in Bezug auf 

das Molekulargewicht festgestellt.  

 
Abb. 27: SDS-Page von cs-130 und Spaltprodukt 1 zum Vergleich der molekularen Größe 

Jeweils 500 ng, 1 µg und 2 µg von cs-130 und Spaltprodukt 1 wurden auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Färbung 

des SDS-Gels erfolgte mittels Coomassie Brilliant Blue. 

In der Zusammenschau der Ergebnisse der SDS-Page von Abb. 26 und Abb. 27 sowie den 

Ergebnissen aus der Größenausschlusschromatographie ist davon auszugehen, dass die 

Abspaltung der D1-Domäne von gp130 nicht erfolgreich war. Dadurch, dass keine dritte 

Fraktion in der SEC (size exclusion chromatographie) gemessen werden konnte und eine 

Größendifferenz zwischen cs-130 und cs-130D2D3 in der SDS-Page nicht nachzuweisen war, 

erfolgte nur die Abspaltung des Fc-Fragments von cs-130D1TEVD2D3Fc (Abb. 27B, 

Spaltprodukt 2). Dies deutete darauf hin, dass die TEV-Site zwischen der D1- und der D2-
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Domäne von cs-130D1TEVD2D3Fc für die TEV-Protease nicht zugänglich war. Es blieb daher die 

Frage offen, inwieweit dieser vergrößerte Bereich, durch Einsatz der TEV-Site zwischen der 

D1- und D2-Domäne, Einfluss auf die Hemmeffektivität von cs-130D1TEVD2D3Fc im IL-6 Trans-

Signaling hat. 

Daher wurde daran anschließend ein IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassay 

(s. Abschnitt 3.10.6) mit Verwendung von Ba/F3-gp130 Zellen und Stimulation durch 

50 ng/ml IL-6, sowie 100 ng/ml sIL-6R durchgeführt (Abb. 28). Dabei wurden ansteigende 

Hemmkonzentrationen der Inhibitoren verwendet und die Hemmeffektivität von 

cs-130D1TEVD2D3Fc mit der Hemmeffektivität von sgp130Fc und cs-130Fc verglichen. Zur 

Kontrolle wurden cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc ebenfalls in ansteigender 

Hemmkonzentration getestet. Eine Messung und Auswertung der Zellproliferation zur 

Bestimmung der Hemmeffektivität erfolgte nach 72 h durch den Cell-Titer-Blue Assays 

(Promega). 

 
Abb. 28: Inhibition des IL-6 Trans-Signalings durch cs-130D1TEVD2D3Fc im Proliferationsassay 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml sIL-6R inkubiert und ansteigende Konzentrationen 

der cs-130Fc-Varianten und sgp130Fc wurden hinzugegeben. Nach 72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) 

wurden den Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und eine Messung der Proliferation am Tecan Infinite M200 pro 

Reader durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein wurde das Experiment in gleicher Ausführung drei Mal 

wiederholt und ein Mittelwert des Zellwachstums bestimmt. 

In diesem IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassay (Abb. 28) zeigte cs-130D1TEVD2D3Fc eine 

vergleichbare Hemmung des IL-6 Trans-Signalings wie cs-130Fc bei bereits 5 nM, während 

sgp130Fc eine vollständige Hemmung der Zellproliferation erst bei 10 nM aufwies. Eine 

Übersicht der inhibitorischen halbmaximalen Konzentrationen (IC50) der Inhibitoren ist in 

Tabelle 19 dargestellt. Die dargestellten IC50-Werte bestätigten die vergleichbare inhibitorische 
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Effektivität der Fusionsproteins cs-130D1TEVD2D3Fc (IC50: 0,78  0,30 nM) und cs-130Fc (IC50: 

0,33 ± 0,18 nM), während sgp130Fc (IC50: 0,97 ± 0,62 nM) das IL-6 Trans-Signaling weniger 

effektiv hemmte. Die Kontrollproteine cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc zeigten hingegen 

erneut reduzierte Hemmungen des IL-6 Trans-Signalings. Dabei konnte auch durch den Einsatz 

von 100 nM cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc keine vollständige Inhibition des 

IL-6 Trans-Signalings gezeigt werden, was durch die Berechnung entsprechender IC50-Werte 

bestätigt wurde.  

Tabelle 19: Inhibitorisches Profil von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten im Vergleich mit cs-130D1TEVD2D3Fc 

Ba/F3-gp130 wurden mit 50 ng/ ml IL-6 und 100 ng/ ml sIL-6R zur Proliferation stimuliert. Ansteigende 

Hemmkonzentrationen [0,001 – 100 nmol/l] von sgp130Fc und cs-130Fc-Varianten und cs-130D1TEVD2D3Fc 

wurden eingesetzt und IC50-Werte für jeden Inhibitor ermittelt. 

Inhibitor Zytokin-Stimulation IC50 

Bezeichnung ng/ml ng/ml nM 

sgp130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 252,0 ± 162,2 0,97 ± 0,62 

cs-130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 61,9 ± 34,0 0,33 ± 0,18 

cs-130D1TEVD2D3Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 148,3  57,7 0,78  0,30 

cGFPs-130Fc IL-6/sIL-6R (50/100) 1243,0  957,6 6,54  5,04 

cs-130Y190K/F191EFc IL-6/sIL-6R (50/100) 1963,3  1153,9 7,55  6,07 

 

Zusammenfassend wurde durch diesen IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassay gezeigt, dass 

cs-130D1TEVD2D3Fc ähnlich effektive Hemmungen des IL-6 Trans-Signaling aufwies, wie das 

Fusionsprotein cs-130Fc. Insbesondere im Vergleich mit sgp130Fc zeigte das Fusionsprotein 

cs-130D1TEVD2D3Fc eine verbesserte Hemmeffektivität des IL-6 Trans-Signalings. 

Interessanterweise störte die TEV-Site zwischen der D1- und D2-Domäne von 

cs-130D1TEVD2D3Fc die Hemmaktivität des Proteins nicht, daher ist eine weitere Modifikation 

der Linker-Region zwischen der D1- und D2-Region sehr wahrscheinlich möglich. Da jedoch 

eine Spaltung zwischen der D1- und D2-Region nicht erfolgreich war, wurde auf die 

Durchführung einer weiteren Hemmkurve für das Spaltprodukt 1, was sehr wahrscheinlich dem 

cs-130 inkl. konsistenter TEV-Site zwischen der D1- und D2 Region entspricht, verzichtet. Für 

zukünftige Projekte könnte die TEV-Site entweder versetzt oder die Linker-Region durch 

Einfügen weiterer Aminosäuren verlängert werden, um zu gewährleisten, dass die TEV-

Protease für die TEV-Site zugänglich ist und die Abspaltung der D1-Domäne erfolgen kann. 
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4.8. Hemmung der intrazellulären Signale des IL-6 Trans-Signalings durch 

cs-130-Varianten 

Eine Hemmung des IL-6 Trans-Signalings durch die unterschiedlichen cs-130-Varianten wurde 

bereits in zahlreichen zellbasierten Proliferationsassays dieser Arbeit beschrieben. Wie aber 

eine Hemmung der intrazellulären Signalkaskade durch vorherige Stimulation mit den 

Einzelkomponenten IL-6 und sIL-6R durch die cs-130Fc-Varianten im Vergleich mit sgp130Fc 

gelingen kann, wurde bisher nicht getestet. Experimente bei denen eine Testung dieser 

Inhibitoren durch Stimulation von Ba/F3 Zellen mit Hyper-IL-6 erfolgte, wurden bereits in 

einer vorherigen (noch unverteidigten) medizinischen Doktorarbeit von Frau Dambietz gezeigt 

(Dambietz, 2022).  

Daher wurden die bisher getesteten IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren sgp130Fc, die aktiven 

cs-130-Varianten cs-130Fc und cs-130, sowie die cs-130-Kontrollvarianten, cGFPs-130Fc und 

cs-130Y190K/F191EFc in Bezug auf die Hemmeffizienz der intrazellulären Signale 

STAT3/pSTAT3 und ERK/pERK untersucht. 

Hierzu wurden Stimulationsassays, wie in Abschnitt 3.10.7 beschrieben, durchgeführt. 

Zunächst wurden die zu untersuchenden Inhibitoren für 15 min bei 37 °C mit den Zytokinen 

IL-6 (50 ng/ml) und sIL-6R (100 ng/ml) inkubiert. Dann erfolgte die Stimulation der Ba/F3-

gp130 Zellen mit IL-6 und dem sIL-6R, sowie dem jeweiligen Inhibitor in aufsteigenden 

Konzentration [0,1, 1 und 10 nM] für 30 min bei 37 °C im Inkubator. Nach erfolgter 

Zentrifugation erfolgte die Lyse der Zellen wie in Abschnitt 3.9.1 beschrieben. Die 

Bestimmung des Proteingehaltes wurde durch das BCA Protein Assay Kit wie in Abschnitt 3.9.2 

durchgeführt. Für jeweils zwei der zu untersuchenden Inhibitoren (sgp130Fc und cs-130Fc; 

cs-130Fc und cs-130; cs-130Fc und cGFPs-130Fc; cs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc) wurden 

Proben wie in Abb. 29 und Abb. 30 und zu sehen, aufgetragen und mittels SDS-Page (s. 

Abschnitt 3.9.3) und Western Blot (s. Abschnitt 3.9.4) nachgewiesen.  

Hierzu wurden einerseits Antikörper verwendet, die die intrazellulären Signale 

STAT3/pSTAT3 (Abb. 29) nachweisen, sowie anderseits Antikörper verwendet, die die 

intrazellulären Signale ERK/ pERK (Abb. 30) nachweisen konnten. Die Quantifizierungen der 

Western Blots (n=3) erfolgte mit den in Abschnitt 3.11 verwendeten Methoden. Dabei wurden 

die resultierenden Intensitäten auf die Positivkontrollen normiert. Die Western Blot Signale 

wurden mittels ANOVA Test auf statistische Signifikanzen untersucht. 



Ergebnisse 

68 

 

Wie in Abb. 29A zu sehen, wurde eine vollständige Inhibition der Phosphorylierung des 

STAT3-Signals durch sgp130Fc bei 10 nM erreicht. Bei einer Inhibitorkonzentration von 1 nM 

war eine reduzierte Hemmung von pSTAT3 zu erkennen, wohingegen bei 0,1 nM 

Inhibitorkonzentration nur eine minimale Hemmung des pSTAT3-Signals gemessen wurde. 

Das inhibitorische Protein cs-130Fc erwies sich bereits im Proliferationsassay als potenter 

Inhibitor des IL-6 Trans-Signalings und zeigte ebenfalls ein vergleichbares inhibitorisches 

Potential auf die Inhibierung des pSTAT3-Signals wie sgp130Fc. Das monomere Protein 

cs-130 (Abb. 29B) zeigte eine vollständige Inhibition von pSTAT3 bei 10 nM und reduzierte 

Inhibition des pSTAT3-Signals bei 1 nM. Die Konzentration von 0,1 nM des Proteins cs-130 

reichte hingegen nicht aus, ähnlich wie bei dem dimeren sgp130Fc, um eine Hemmung der 

Phosphorylierung von STAT3 zu erreichen. Die affinitätsgeschwächten cs-130-

Kontrollvarianten cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc (Abb. 29C und Abb. 29D) zeigten 

hemmende Aktivitäten erst bei 10 nM. 

 
Abb. 29: Hemmung des IL-6 Trans-Signalings durch sgp130Fc und cs-130-Varianten und Detektion von 

pSTAT3/ STAT3 im Western Blot 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden für 30 min mit IL-6 (50 ng/ml) and sIL-6R (100 ng/ml) stimuliert. Die Positivkontrolle 

(“+”) enthält keinen Inhibitor, aber Zytokinstimulation mit IL-6/sIL-6R, während die Negativkontrolle (“−”) keine 

Stimulation durch Zytokine und keinen Inhibitor enthält. Absteigende Konzentrationen von sgp130Fc und cs-130-

Varianten [0,1, 1, 10 nM] wurde den mit IL-6/sIL-6R stimulierten Zellen hinzugegen. Zuvor wurden die 

Inhibitoren gemeinsam mit IL-6 und dem sIL-6R für 30 min inkubiert. Der Nachweis von STAT3 (pSTAT3) 

wurde im Western Blot detektiert. Alle Western Blots wurden in dreifacher Weise wiederholt und vergleichbare 

Ergebnisse erzielt. Die Quantifizierungsdaten inkl. der Standardabweichungen wurden mittels analysis of variance 

(ANOVA) Test und Dunnett’s correction durchgeführt. Die Angaben der Signifikanzen entsprechen: *P ≤ 0,05, 

**P ≤ 0,01, ***P ≤ 0,001, ****P ≤ 0,0001 und n.s.= nicht signifikant. 
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Eine vollständige Inhibition der Phosphorylierung des ERK-Signals durch sgp130Fc wurde bei 

10 nM erreicht (Abb. 30A).  

Abb. 30: Hemmung der intrazellulären Signale pERK/ ERK im IL-6 Trans-Signaling durch sgp130Fc und 

cs-130-Varianten 

Ba/F3-gp130 Zellen wurden für 30 min mit IL-6 (50 ng/ml) and sIL-6R (100 ng/ml) stimuliert. Die Positivkontrolle 

(“+”) enthält keinen Inhibitor, aber Zytokinstimulation mit IL-6/sIL-6R, während die Negativkontrolle (“−”) keine 

Stimulation durch Zytokine und keinen Inhibitor enthält. Absteigende Konzentrationen von sgp130Fc und 

cs-130-Varianten [0,1, 1, 10 nM] wurde den mit IL-6/sIL-6R stimulierten Zellen hinzugegen. Zuvor wurden die 

Inhibitoren gemeinsam mit IL-6 und dem sIL-6R für 30 min inkubiert. Der Nachweis von ERK (pERK) wurde im 

Western Blot detektiert. Die Western Blots wurden in zweifacher Weise wiederholt und vergleichbare Ergebnisse 

wurden erzielt. Die Quantifizierungsdaten inkl. der Standardabweichungen wurden mittels analysis of variance 

(ANOVA) Test und Dunnett’s correction durchgeführt. Die Angaben der Signifikanzen entsprechen: *P ≤ 0,05, 

**P ≤ 0,01, ***P ≤ 0,001, ****P ≤ 0,0001 und n.s.= nicht signifikant. 

Eine minimale Hemmung des pERK-Signals wurde bei 1 nM festgestellt, während eine 

Inhibitorkonzentration von 0,1 nM keine Hemmung des pERK Signals zur Folge hatte. Das 

inhibitorische Protein cs-130Fc zeigte ähnliche inhibitorische Effekte auf das IL-6 Trans-

Signaling im Stimulationsassay. Auch die Phosphorylierung von ERK wurde durch 10 nM 

Inhibitorkonzentration vollständig gehemmt, während bei 1 nM Inhibitorkonzentration eine 

minimale Hemmung und bei 0,1 nM keine Hemmung von pERK ersichtlich waren. Das 

monomere Protein cs-130 zeigte eine vollständige Inhibition von pERK bei 10 nM und 

reduzierte Inhibition des pERK-Signals bei 1 nM. Die Konzentration von 0,1 nM des Proteins 

cs-130 reichte nicht aus, ähnlich wie bei dem dimeren sgp130Fc, um eine Hemmung der 



Ergebnisse 

70 

 

Phosphorylierung von ERK zu erreichen. Die affinitätsgeschwächten cs-130-Kontrollvarianten 

cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc zeigten im Vergleich mit sgp130Fc und cs-130Fc nur eine 

reduzierte Hemmung ab 10 nM. 

Insgesamt lässt sich sagen, dass eine Hemmung intrazellulärer Signale wie pSTAT3 und pERK 

durch sgp130Fc ähnlich effektiv auch durch cs-130Fc hervorgerufen werden konnte. Hierbei 

zeigte das monomere cs-130 im Vergleich mit cs-130Fc oder sgp130Fc interessanterweise nur 

minimal reduziertere Hemmungen der intrazellulären Signale des IL-6 Trans-Signalings, so 

dass sowohl das dimere cs-130Fc als auch das monomere cs-130 gegenüber dem sgp130Fc 

vergleichbare Inhibitoren des IL-6 Trans-Signalings hervorrufen konnten. 

4.9. Keine Hemmung des IL-6 Classic-Signalings durch cs-130Fc-Varianten 

Das IL-6 Classic-Signaling wird in der Literatur mit antiinflammatorischen oder regenerativen 

Effekten des Körpers in Verbindung gebracht und aus diesen Gründen sollte eine Hemmung 

wahrscheinlich eher vermieden werden (Rose-John, 2020). Monoklonale Antikörper wie 

Tocilizumab werden in der Therapie humaner Erkrankungen eingesetzt, die nachweislich dazu 

in der Lage sind, das IL-6 Classic- und IL-6 Trans-Signaling hemmen. Lösliches gp130 

(sgp130Fc) zeigt eine Spezifität für die Hemmung des IL-6 Trans-Signalings, kann aber, wenn 

es in erhöhten Dosen eingesetzt wird, IL-6 Classic-Signaling hemmen, wenn es einen molaren 

Überschuss von sIL-6R über IL-6 gibt. (Garbers et al., 2011). Aus diesem Grund wurden zur 

Kontrolle ebenfalls alle bisher entwickelten inhibitorischen Proteine im Vergleich mit 

sgp130Fc in einem zellbasierten IL-6 Classic-Signaling Proliferationsassay untersucht. 

Hierzu wurden Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen verwendet, die im Vergleich mit herkömmlichen 

Ba/F3-gp130 Zellen stabil transduzierte IL-6 Rezeptoren auf der Membranoberfläche tragen. 

Dies ermöglicht eine Untersuchung des IL-6 Classic-Signalings in vitro. Dabei wurden Ba/F3-

gp130-IL-6R zunächst mit 10 ng/ml IL-6 zur Proliferation stimuliert und ansteigende 

Konzentrationen diverser cs-130-Varianten im Vergleich mit dem monoklonalen IL-6R 

Inhibitor Tocilizumab getestet (Abb. 31). Die Bestimmung der Zellproliferation und der 

Hemmeffektivität der Inhibitoren erfolgte nach 72 h durch den Cell-Titer-Blue Assay 

(Promega). 
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Abb. 31: Keine Inhibition des IL-6 Classic-Signalings durch cs-130FLYFc, sgp130FLYFc, sgp130Fc und 

cs-130-Varianten 

Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-6 inkubiert und ansteigende Konzentrationen der cs-130Fc-

Varianten und sgp130Fc wurden hinzugegeben. Nach 72-stündiger Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurden den 

Proben Cell-Titer-Blue hinzufügt und eine Messung der Proliferation am Tecan Infinite M200 pro Reader 

durchgeführt. Für jedes inhibitorische Protein wurde das Experiment in gleicher Ausführung drei Mal wiederholt 

und ein Mittelwert des Zellwachstums bestimmt. 

Ein Vergleich der Hemmkurven des IL-6 Classic-Signalings verdeutlicht, dass lediglich der 

IL-6 Rezeptorblocker Tocilizumab in der Lage war, das IL-6 Classic-Signaling zu hemmen. 

Auch wenn eine vollständige Hemmung durch Verwendung von 100 nM des Inhibitors nicht 

erreicht werden konnte, zeigte sich ein deutlicher Trend hin zur Inhibition des IL-6 Classic-

Signaling. Die vergleichsweise schwache Hemmaktivität von Tocilizumab wurde bereits früher 

schon beschrieben (Garbers et al., 2011). 

Die Fusionsproteine cs-130FLYFc und cs-130D1TEVD2D3Fc, sowie die Referenzproteine sgp130Fc 

und cs-130Fc zeigten eine Spezifität für das IL-6 Trans-Signaling, nicht aber für das IL-6 

Classic-Signaling. Die spezifische Mutation der D1-Region (D1FLY) von cs-130FLYFc schien 

ebenfalls keinen Einfluss auf die Hemmung des IL-6 Classic-Signalings zu haben, da 

sgp130FLYFc wie auch cs-130FLYFc gleichermaßen nicht in der Lage waren das IL-6 Classic-

Signaling zu hemmen. Die Hemmkurven der cs-130-Kontrollproteine cGFPs-130Fc und 

cs-130Y190K/F191EFc zeigten ähnliche Ergebnisse, wie die der anderen cs-130-Varianten. 
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5 DISKUSSION 

5.1. Cs-130-Varianten hemmen das IL-6 Trans-Signaling nach Stimulation mit 

IL-6 und sIL-6R 

Interleukin 6 ist ein multifunktionales Zytokin. So ist IL-6 nicht nur Teil der Akute Phase 

Reaktion, sondern auch an regenerativen und antiapoptotischen Prozessen beteiligt. Diese 

Wirkungen von IL-6 werden eher dem IL-6 Classic-Signaling zugeschrieben, bei dem der 

IL-6R membrangebunden vorzufinden ist. Wohingegen das IL-6 Trans-Signaling, bei dem der 

IL-6 Rezeptor in löslicher Form vorliegt, nach Aktivierung durch IL-6 eher mit chronisch-

entzündlichen oder autoimmunen Prozessen diverser Erkrankungen in Verbindung gebracht 

wird (Rose-John, 2012). 

Ein bereits in der Klinik etablierter IL-6R-Blocker ist Tocilizumab. Tocilizumab wird in der 

Behandlung der rheumatoiden Arthritis eingesetzt und ist in der Lage den IL-6R sowohl in 

löslicher als auch in membrangebundener Form zu binden und zu blockieren. Dies führt dazu, 

dass nicht nur das IL-6 Trans-Signaling, sondern auch das IL-6 Classic-Signaling 

gleichermaßen gehemmt werden (Kang et al., 2019, Garbers et al., 2011). Im Gegensatz dazu 

wurde kürzlich das sgp130Fc als weiterer IL-6 Signalweg modulierender Hemmstoff im 

Rahmen einer Phase II Studie für Colitis Ulcerosa näher untersucht (Schreiber et al., 2021). 

Sgp130Fc hemmt im Gegensatz zum Tocilizumab das IL-6 Classic-Signaling nicht und wurde 

somit als spezifischer Hemmstoff des IL-6 Trans-Signalings beschrieben (Jostock et al., 2001, 

Lokau et al., 2016b). Weitere bisher beschriebene Inhibitoren des IL-6 Signalweges wie das 

sgp130-ELP (115 kDa), sgp130-E10Fc (110 kDa), sgp130His (110 kDa) oder das gp130-RAPS 

(50 kDa) zeigten zwar eine Reduktion der molekularen Größe im Vergleich mit sgp130Fc 

(130 kDa), konnten aber keine vergleichbare Hemmeffektivität zum sgp130Fc erreichen 

(Sommer et al., 2014, Lin et al., 2006, Jostock et al., 2001, Diamant et al., 1997). Eine Übersicht 

über die Unterschiede der IL-6 Trans-Signaling Hemmungen ist der Tabelle 20 im Anhang zu 

entnehmen. Somit ist sgp130Fc bisher der potenteste Hemmstoff des IL-6 Trans-Signalings.  

Ein Reduktion der molekularen Größe von Proteinen oder Antikörpern kann zur verbesserten 

Gewebepenetration führen und somit Zellen erreichen, die für Hemmstoffe wie sgp130Fc 

aufgrund der molekularen Größe nicht erreichbar sind (Li et al., 2016). Andererseits ist die 

Spezifizierung hinsichtlich des IL-6 Trans-Signalings wie beim sgp130Fc von Vorteil, um die 

eher regenerativen Eigenschaften des IL-6 Classic-Signalings nicht zu blockieren.  
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Um diese Spezifität für das IL-6 Trans-Signaling weiter zu verbessern und eine weitere 

Größenreduktion zu erreichen, wurden sog. cs-130-Varianten erstellt und charakterisiert  

(Heise et al., 2021). Die cs-130-Varianten beinhalten die Domänen D1-D3 von gp130, 

fusioniert an den VHH6, der über einen Linker mit einem IgG1-Fc-Fragment verbunden wurde. 

Das cs-130-Fc zeigte im Vergleich mit sgp130Fc (240 kDa, Dimer, inkl. Glykosylierungen) 

nicht nur eine Verkleinerung der molekularen Größe auf 157 kDa (Dimer, inkl. 

Glykosylierungen), sondern darüber hinaus auch eine verbesserte Hemmung des IL-6 Trans-

Signalings als sgp130Fc  (Heise et al., 2021). Der im cs-130Fc enthaltene Nanobody VHH6 

stabilisierte hierbei die Bindung an IL-6/sIL-6R Komplexen (Adams et al., 2017). 

In dieser Arbeit wurde dimeres cs-130Fc und monomeres cs-130 mit sgp130Fc und den 

cs-130Fc-Kontrollvarianten cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc verglichen und nochmals in 

Bezug auf die Hemmung IL-6 Trans-Signaling untersucht. Während die intrazelluläre 

Stimulation der Zellen in vorherigen Doktorarbeiten lediglich mit dem Fusionszytokin 

Hyper-IL-6 erfolgte (Dambietz, 2022, Hansen, 2021), wurden in dieser Arbeit 

IL-6 Trans-Signaling Proliferations- und Stimulationsassays beleuchtet, bei denen eine 

Stimulation der Zellen ausschließlich durch die  Einzelkomponenten bestehend aus IL-6 und 

dem sIL-6R erfolgte. Da eine Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen mit rekombinantem 

Hyper-IL-6 zwar ein in vitro IL-6 Trans-Signaling Modell nachstellt, aber die physiologischen 

Prozesse des IL-6 Trans-Signalings im humanen System nicht genau abbildet, stellt die 

Verwendung der Einzelkomponenten (IL-6 und sIL-6R) eine höhere Relevanz für die 

experimentelle und klinische Weiterentwicklung der cs-130-Varianten dar. Denn Hyper-IL-6 

ist nur in der Lage das IL-6 Trans-Signaling zu induzieren, während eine Verwendung der 

Einzelkomponenten (IL-6/sIL-6R) je nach Konzentration zur Induktion des IL-6 Classic- und/ 

oder Trans-Signalings führen können (Garbers et al., 2011) . 

Um in diesem Bezug zu zeigen, dass die intrazellulären Hemmungen die für cs-130Fc und 

cs-130 im Vergleich mit sgp130Fc ermittelt werden konnten, auch nach Stimulation der Zellen 

mit den Einzelkomponenten aus IL-6 und sIL-6R erreicht werden können, wurden in vitro IL-6 

Trans-Signaling Stimulationsassays mit Testung der intrazellulären Signale STAT3 und ERK 

durchgeführt.  

Dabei wurden sgp130Fc, cs-130Fc und cs-130, sowie die cs-130-Kontrollvarianten 

cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc eingesetzt, um die mit 50 ng/ml IL-6 und 100 ng/ml IL-6R 

stimulierten Ba/F3-gp130 Zellen zu inhibieren. 
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Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgeführten Western Blot Analysen zeigten, dass 

cs-130Fc im Vergleich mit sgp130Fc eine ähnlich effektive Hemmung der intrazellulären 

Signale pSTAT3 und pERK bei bereits 1 nM aufwies. Auch das monomere cs-130 erreichte 

eine vergleichbare Hemmung wie sgp130Fc und cs-130Fc bei 10 nM Inhibitorkonzentration, 

jedoch reduzierte Hemmungen des pSTAT3 und pERK Signals bei 1 nM 

Inhibitorkonzentration.  Die cs-130-Kontrollvarianten cGFPs-130Fc und cs-130Y190K/F191EFc 

zeigten weniger effektive Hemmungen der intrazellulären Signale pSTAT3 und pERK. Diese 

reduzierte Hemmeffektivität ging zum einen hervor durch die Änderung der Bindefähigkeit für 

IL-6, aufgrund einer Mutation der D2-Domäne von cs-130Y190K/F191EFc. Und zum anderen 

beruhte die reduzierte Hemmeffektivität bei cGFPs-130Fc auf dem Ersatz des VHH6, welcher 

initial den Komplex aus IL-6/sIL-6R stabilisierte, hin zur Verwendung des VHHGFP, welcher 

diesen Komplex nicht mehr erkennt. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass Hemmungen der intrazellulären Signale des IL-6 

Trans-Signalings auf Basis einer Komplexstimulation (IL-6/sIL-6) durch sgp130Fc ähnlich 

effektiv auch für cs-130Fc und cs-130 erreicht werden konnten und somit bisherig ermittelte 

Ergebnisse von Frau Hansen und Frau Dambietz bestätigt wurden (Dambietz, 2022, Hansen, 

2021, Heise et al., 2021). Dabei wurden diese Hemmeffekte ebenfalls in unterschiedlichen IL-6 

Trans-Signaling Proliferationsassays dieser Arbeit beobachtet, so dass cs-130Fc und cs-130 im 

Vergleich mit sgp130Fc als effektive second-generation IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren 

betrachtet werden können. 

5.2. Steigerung der IL-6 Affinität durch cs-130FLYFc 

Um das cs-130Fc zu modifizieren und in seiner IL-6/sIL-6R Affinität weiter zu steigern, wurde 

in dieser Arbeit das cs-130FLYFc generiert. Dabei wurden die Aminosäuren der Site III 

(D1-Domäne) von cs-130Fc so mutiert, dass analog zum sgp130FLYFc (Tenhumberg et al., 

2008) eine Steigerung der Affinität zu IL-6/IL-6R Komplexen erwartet wurde. 

Im Vergleich mit Wildtyp sgp130Fc erwies sich sgp130FLYFc, bei dem alle drei Aminosäuren 

Y102, F113, L114 punkmutiert vorlagen, im Hinblick auf eine IL-6 Trans-Signaling Hemmung als 

effektiverer IL-6 Trans-Signaling Hemmstoff (Lokau et al., 2021, Tenhumberg et al., 2008). 

Dabei wurde für sgp130FLYFc eine im Vergleich mit Wildtyp sgp130Fc um den Faktor 6 

verbesserte Affinität zum immobilisierten Hyper-IL-6 ermittelt (Tenhumberg et al., 2008). 

Interessanterweise führte weder der singuläre Aminosäureaustausch von T102Y oder Q113F, 

noch der duale Aminosäureaustausch von T102 und Q113F im sgp130Fc (sgp130T102YFc, 
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sgp130Q113FFc, sgp130T102Y/Q113FFc) zur Verbesserung der IL-6 Trans-Signaling Hemmung 

(Lokau et al., 2021, Tenhumberg et al., 2008). Lediglich die dreifache Punktmutation der D1-

Domäne (D1FLY) konnte die IL-6 Trans-Signaling Hemmung positiv beeinflussen, was für die 

Entwicklung von cs-130FLYFc von entscheidender Bedeutung war.  

Das geringere Molekulargewicht des cs-130FLYFc, kombiniert mit der affinitätssteigernden 

Mutation der D1-Region, sollte nicht nur den Vorteil der besseren Gewebegängigkeit erbringen, 

sondern zudem zur verbesserten Hemmung des IL-6 Trans-Signalings und höheren 

Bioverfügbarkeit im Vergleich mit sgp130Fc beitragen. Eine Steigerung der Hemmeffektivität 

könnte im klinischen Gebrauch sehr wahrscheinlich zur Dosisreduktion des Therapeutikums 

und damit verbundenen geringeren Nebenwirkungen führen.  

Nach erfolgter Klonierung und Reinigung des cs-130FLYFc wurde das inhibitorische Protein im 

in vitro IL-6 Trans-Signaling Modell mit Ba/F3-gp130 Zellen nach Stimulation von 

IL-6/sIL-6R hinsichtlich der Hemmwirkung im Vergleich mit sgp130FLYFc sowie weiteren 

cs-130-Varianten untersucht (siehe Anhang, Tabelle 21). Dabei zeigten die Proteine 

cs-130FLYFc, cs-130Fc und sgp130FLYFc alle gemeinsam einen erhöhten Hemmeffekt auf das 

IL-6 Trans-Signaling im Vergleich mit sgp130Fc. Bisherige Ergebnisse zur Steigerung der IL-6 

Trans-Signaling Hemmung für das mutierte sgp130FLYFc im Vergleich mit Wildtyp sgp130Fc 

wurden in dieser Arbeit nochmals bestätigt. Interessanterweise zeigte das dimere 

Fusionsprotein cs-130FLYFc im Vergleich mit cs-130Fc keinen relevanten Unterschied in der 

IL-6 Trans-Signaling Hemmung auf, während das in dieser Arbeit hergestellte monomere 

cs-130FLY trotz Abspaltung des Fc-Fragmentes, eine verbesserte Hemmung zum monomeren 

cs-130 zeigte und vergleichbare Hemmungen zum dimeren cs-130Fc aufwies. 

Das monomere cs-130FLY ist die verkleinerte Variante des cs-130FLYFc, welches durch 

Abspaltung des Fc-Fragments in seiner theoretischen Molekülgröße von ca. 79 kDa auf ca. 

52 kDa für cs-130FLY reduziert werden konnte. Eine Überprüfung der molekularen Größe von 

cs-130FLY in der SDS-Page ergab ein Molekulargewicht von ca. 70 kDa. Überraschenderweise 

zeigte das monomere Protein cs-130FLY vergleichbare Hemmungen des IL-6 Trans-Signalings, 

wie dimeres cs-130Fc, cs-130FLYFc oder sgp130FLYFc, welches sich ebenfalls in berechneten 

IC50-Werten widerspiegelt, jedoch bei deutlicher Reduktion des Molekulargewichtes (siehe 

Anhang, Tabelle 21, 22). Somit stellt cs-130FLY das in dieser Arbeit kleinste und dennoch 

effektivste inhibitorische IL-6 Trans-Signaling Protein dar.  
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Bisher wurde nur das im menschlichen Körper physiologisch vorkommende gp130-RAPS als 

kleinste sgp130 Variante mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa beschrieben (Richards 

et al., 2006). In einem Peritonitis ähnlichen Mausmodell zeigte gp130-RAPS lediglich 

vergleichbare Hemmungen des IL-6 Trans-Signalings wie sgp130Fc. In dieser Arbeit gelang 

es jedoch durch Verwendung von monomeren cs-130FLY, das IL-6 Trans-Signaling im in vitro 

Proliferationsassay nahezu doppelt so gut zu hemmen wie durch sgp130Fc. 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Punktmutationen der Aminosäuren 

T102Y, Q113F und N114L in der D1-Region von cs-130FLYFc die IL-6 Trans-Signaling Hemmung 

im Vergleich mit cs-130Fc nicht maßgeblich beeinflusste, wohingegen eine deutliche 

Verbesserung der IL-6 Trans-Signaling Hemmung für monomeres cs-130FLY im Vergleich mit 

monomeren cs-130 beobachtet werden konnte. Das sgp130FLYFc hingegen konnte allein durch 

die D1FLY-Mutation eine im Vergleich mit Wildtyp sgp130Fc verbesserte Hemmung der mit 

IL-6/sIL-6R stimulierten Zellen (IL-6 Trans-Signaling) erzielen. Eine Hemmung des IL-6 

Classic-Signalings wurde hierbei für keines der Proteine detektiert, was für eine Selektivität in 

Bezug auf die Hemmung des IL-6 Trans-Signalings spricht. 

5.3. IL-11 Trans-Signaling wird durch cs-130FLYFc und cs-130FLY nicht gehemmt 

Weiterhin wurde beschrieben, dass sgp130Fc nicht nur das IL-6 Trans-Signaling, sondern auch 

das IL-11 Trans-Signaling hemmt (Moll et al., 2017, Lokau et al., 2016b).  

IL-11 ist in der Lage, mit seinem IL-11R, ähnlich dem IL-6, zwei gp130-Homodimere zu 

binden und eine intrazelluläre Signaltransduktion zu bewirken (Barton et al., 1999, Tacken et 

al., 1999, Yin et al., 1993). Da der IL-11R sowohl membrangebunden, als auch in löslicher 

Form (sIL-11R) im humanen Serum vorkommt, kann eine Signaltransduktion analog zum IL-6, 

in Classic- und Trans-Signaling unterteilt werden (Moll et al., 2017, Lokau et al., 2016a, Dams-

Kozlowska et al., 2012). Jedoch scheint IL-11 im Vergleich zum IL-6 eher gegensätzliche 

Auswirkungen auf Zellen zu haben, was sehr wahrscheinlich auf die Unterschiede in der 

Verfügbarkeit der membranständigen Rezeptoren auf den jeweiligen Zellen beruht (Widjaja et 

al., 2020, Garbers and Scheller, 2013). IL-11 ist ein Zytokin, welches u.a. einen Effekt auf 

Hepatozyten, B-Zellen, Makrophagen, Osteoklasten und kardiale Myozyten aufweist. IL-11 

scheint ein wichtiger Faktor bei der kardialen Regeneration und Fibrose zu sein, ist in der 

Regeneration von Zellen des Darmes beteiligt und spielt eine Rolle im Knochenmetabolismus 

und bei Krebserkrankungen (Garbers and Scheller, 2013, Schafer et al., 2017).  
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Aus diesem Grund sollte die Hemmung des IL-6 Trans-Signalings immer auch eine 

Betrachtung der Hemmung anderer Zytokine, wie IL-11 beinhalten. Würde die IL-11 

Trans-Signaling Wirkung eher mit regenerativen Prozessen in Verbindung gebracht werden, 

sollte eine Hemmung daher eher vermieden werden. 

Um herauszufinden, inwieweit dimeres cs-130FLYFc und monomeres cs-130FLY das 

IL-11 Trans-Signaling hemmen, wurden in vitro IL-11 Trans-Signaling Proliferationsassays im 

Vergleich mit den Referenzproteinen cs-130Fc, cs-130 sowie sgp130FLYFc durchgeführt. 

 
Abb. 32: Schematische Darstellung der Hemmung des IL-6 und IL-11 Trans-Signalings durch sgp130Fc 

und cs-130FLYFc 

(A) Zellen die gp130 membrangebunden aufweisen, bei denen aber der IL-6R oder IL-11R in löslicher Form 

vorkommt, können nach Stimulation IL-6/sIL-6R oder IL-11/IL-11R durch sgp130Fc in der Proliferation gehemmt 

werden (Trans-Signaling) und somit finden verringerte Phosphorylierungen von STAT3 oder ERK statt.  

(B) cs-130FLYFc hemmt selektiv das IL-6 Trans-Signaling, nicht aber das IL-11 Trans-Signaling. 

Interessanterweise wurde weder für dimeres cs-130FLYFc noch für monomeres cs-130FLY eine 

Hemmung der Proliferation der mit IL-11/sIL-11R stimulierten Ba/F3-gp130 Zellen 

(IL-11 Trans-Signaling) beobachtet, während sgp130Fc eine deutliche Hemmung der 

Zellproliferation zeigte (Abb. 32). Diese Hemmprofile spiegeln sich ebenso in berechneten 

IC50-Werten wider (siehe Anhang, Tabelle 23). Hiermit wurden bisher publizierte Ergebnisse 

hinsichtlich der IL-11 Trans-Signaling Hemmung für sgp130Fc bestätigt (Berg et al., 2021, 

Lokau et al., 2016b). Für cs-130Fc wurden ebenfalls IL-11 Trans-Signaling Hemmungen 

beobachtet, wenn auch mit wesentlich geringerer Effektivität als für das IL-6 Trans-Signaling, 
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was die Ergebnisse von Frau Dambietz und Frau Hansen unterstützt (Dambietz, 2022, Hansen, 

2021). Ein Vergleich der KD-Werte aus SPR-Analysen, die mit immobilisiertem Hyper-IL-11 

durchgeführt wurden, verdeutlichen die verminderte IL-11 Trans-Signaling Hemmung von 

cs-130Fc (KD: 8,6 nM) im Vergleich mit der erhöhten Hemmung von sgp130Fc (KD:0,031 nM) 

(Heise et al., 2021). Monomeres cs-130 zeigte, ähnlich wie monomeres cs-130FLY, keine 

Hemmung der Zellproliferation im IL-11 Trans-Signaling Proliferationsassay, was sich bereits 

durch die schlechtere IL-11 Trans-Signaling Hemmung des dimeren cs-130Fc abzeichnete. Für 

das cs-130-Kontrollprotein cGFPs-130Fc wurde eine deutlich verminderte IL-11 Trans-

Signaling Hemmung und für cs-130Y190K/F191EFc nahezu keine Hemmung beobachtet. Das eine 

Hemmung für cGFPs-130Fc dennoch möglich war, lag sehr wahrscheinlich. daran, dass die 

Domänen D1-D3 weiterhin in der Lage waren IL-11, ähnlich wie IL-6, zu erkennen und zu 

hemmen. 

Die sgp130-Mutante sgp130FLYFc zeigte im Vergleich mit den Fusionsproteinen cs-130FLYFc 

und cs-130FLY ebenfalls keine Hemmung der Ba/F3-gp130 Zellproliferation, die zuvor mit den 

Einzelkomponenten IL-11 und sIL-11R zur Proliferation stimuliert wurden (siehe Anhang, 

Tabelle 23). Eine kürzlich veröffentlichte Studie konnte in diesem Bezug ebenfalls zeigen, das 

sgp130FLYFc im in vitro IL-11 Trans-Signaling Proliferationsassays keine nennenswerte 

Hemmung der Zellproliferation selbst bei der höchsten Konzentration erreichen konnte (Lokau 

et al., 2021) (siehe Anhang, Tabelle 24). Interessanterweise wurde die IL-11 Trans-Signaling 

Hemmung nicht verhindert, wenn nur Q113F oder T102Y mutiert vorlagen (Lokau et al., 2021). 

Dies deutet daraufhin, dass der Bereich um Q113 im gp130 für die Diskriminierung zwischen 

der IL-6 und IL-11 Trans-Signaling Hemmung verantwortlich sein könnte. Weiterhin wurde 

gezeigt, dass sgp130FLYFc nicht nur eine verringerte IL-11 Trans-Signaling Hemmung im 

Proliferationsassay zeigte, sondern auch eine um den Faktor 10 verringerte Affinität zum 

immobilisierten Hyper-IL-11 aufwies als sgp130Fc (Berg et al., 2021) (siehe Anhang, 

Tabelle 24). Der dreifache Austausch der Aminosäuren T102Y/ Q113F/ N114L führte also zu einer 

stark verminderten IL-11 Trans-Signaling Hemmung.  

Insgesamt wurde durch diese Arbeit ein weiterer Schritt zur Diskriminierung des IL-6 und 

IL-11 Trans-Signalings geleistet, bei der das Fusionsprotein cs-130FLYFc im Vergleich mit 

sgp130Fc nicht nur eine verbesserte Hemmung des IL-6 Trans-Signalings erreichen konnte, 

sondern darüber hinaus im Gegensatz zum sgp130Fc keine IL-11 Trans-Signaling Hemmung 

zeigte.  
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Eine Abspaltung des Fc-Fragmentes von cs-130FLYFc führte nicht nur zur verbesserten 

Hemmung des IL-6 Trans-Signalings im Vergleich mit cs-130, cs-130Fc, sgp130Fc und 

sgp130FLYFc, sondern hatte ebenfalls den Vorteil der fehlenden IL-11 Trans-Signaling 

Hemmung. Das mutierte sgp130FLYFc wies ähnliche Hemmeffekte in Bezug auf das IL-6 oder 

IL-11 Trans-Signaling auf wie cs-130FLYFc bzw. cs-130FLY. Es sollte jedoch erwähnt sein, dass 

die in dieser Arbeit generierten Fusionsproteine cs-130FLYFc und cs-130FLY diesen Effekt, bei 

weitaus geringerem Molekulargewicht erreichen konnten, was cs-130FLYFc und cs-130FLY nicht 

nur zu verkleinerten, sondern auch zu selektiveren IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren macht. 

5.4. Größenreduktion von cs-130D1TEVD2D3Fc durch TEV-Spaltung  

Um cs-130Fc als solches in Bezug auf seine molekulare Größe weiter zu verkleinern, wurde 

das Fusionsprotein cs-130D1TEVD2D3Fc generiert.  

Das Protein cs-130D1TEVD2D3Fc besteht wie cs-130Fc aus den ersten drei Domänen von gp130, 

jedoch mit eingefügter TEV-Site zwischen der D1- und D2-Domäne. Über eine zweite TEV-

Site sollte die Abspaltung vom Fc-Fragment möglich sein und zur Verkleinerung von 

cs-130D1TEVD2D3Fc hin zum monomeren cs-130D2D3 führen. Das theoretische Molekulargewicht 

von 79 kDa (cs-130D1TEVD2D3Fc, Monomer) sollte somit auf 41 kDa (cs-130D2D3, Monomer) 

reduziert werden. 

Nach Herstellung und Reinigung des Proteins cs-130D1TEVD2D3Fc wurde das cs-130D1TEVD2D3Fc 

im IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassay in Bezug auf die Hemmeffizienz untersucht. Dabei 

wurde für cs-130D1TEVD2D3Fc eine vergleichbare Hemmung des IL-6 Trans-Signalings im 

Vergleich mit cs-130Fc und eine erhöhte Hemmung des IL-6 Trans-Signalings zum sgp130Fc 

festgestellt. Die Hemmung des Classic-Signalings, welches aufgrund der eher regenerativen 

Effekte nicht blockiert werden sollte, wurde weder für cs-130D1TEVD2D3Fc noch für sgp130Fc 

festgestellt, während der IL-6R-Blocker Tocilizumab IL-6 Classic-Signaling Hemmungen 

aufwies. 

Nach Spaltung von cs-130D1TEVD2D3Fc durch die TEV-Protease, zeigte sich bereits in der SEC 

(size exclusion chromatography), dass nur zwei anstatt der drei erwarteten Spaltprodukte 

identifiziert werden konnten. Eine SDS-Page Analyse ergab im Vergleich mit cs-130, dass die 

Spaltung zwischen der D1- und D2-Domäne von cs-130D1TEVD2D3Fc sehr wahrscheinlich nicht 

erfolgreich war. Da das cs-130D1TEVD2D3Fc trotz der verlängerten Linkerregion zwischen der 

D1- und D2-Region eine effektive Hemmung des IL-6 Trans-Signalings zeigte, wäre eine 

Modifikation durch Einfügen weiterer Aminosäuren zur Verlängerung der Linkerregion sehr 
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wahrscheinlich möglich. Dies würde der TEV-Protease den Zugang zur Linker-Region 

womöglich erleichtern und zur vollständigen Spaltung zwischen den Domänen D1 und D2 

führen. Da die Spaltung cs-130D1TEVD2D3Fc hin zum cs-130D2D3 nicht erfolgreich war, kann über 

eine mögliche Hemmung von cs-130D2D3 auf das IL-6 Trans-Signaling daher nur spekuliert 

werden.  

Im Vergleich mit bisherig untersuchen sgp130Fc-Mutanten, wie sgp130-ELP (115 kDa), 

sgp130-E10Fc (110 kDa), sgp130His (110 kDa) oder das gp130-RAPS (50 kDa) (Sommer et 

al., 2014, Lin et al., 2006, Jostock et al., 2001, Diamant et al., 1997), zeigte sich das Protein 

cs-130D1TEVD2D3Fc weiterhin als verbesserter IL-6 Trans-Signaling Inhibitor. Auch die 

Reduktion der molekularen Größe von cs-130D1TEVD2D3Fc auf 115 kDa (experimentell im 

Western Blot bestimmtes Molekulargewicht) verdeutlicht, dass es durch diese Arbeit gelang, 

einen effektiven IL-6 Trans-Signaling Inhibitor zu generieren, der in der Lage war das 

IL-6 Trans-Signaling im nanomaleren Bereich zu hemmen, während oben genannte 

sgp130-Varianten schlechtere Hemmungen zeigten. Tatsächlich führte die stetige 

Verkleinerung des Molekulargewichtes von sgp130Fc bei den sgp130 Mutanten sgp130-ELP, 

sgp130-E10Fc, sgp130His und gp130-RAPS auch zur Verringerung der IL-6 Affinität 

(Sommer et al., 2014, Lin et al., 2006, Jostock et al., 2001, Diamant et al., 1997), während das 

cs-130D1TEVD2D3Fc keine Reduktion der IL-6 Trans-Signaling Hemmung im Vergleich mit 

sgp130Fc zeigte. 

Zusammengefasst konnte durch die Herstellung und Testung von cs-130D1TEVD2D3Fc im 

IL-6 Trans-Signaling Proliferationsassay gezeigt werden, dass eine Modifikation von cs-130Fc 

mittels Linkervergrößerung durch Einsatz einer TEV-Spaltstelle zwischen der D1- und D2-

Domäne gelingen kann. Eine TEV-vermittelte Abspaltung der D1-Domäne war hingegen nicht 

möglich. Hier sollte in weiterführenden Experimenten der Linker erweitert werden, um der 

TEV-Protease den Zugang zur Schnittstelle zu ermöglichen. Jedoch wies cs-130D1TEVD2D3Fc 

bisher eine zum cs-130Fc vergleichbare Hemmeffektivität auf und sogar eine verbesserte 

Hemmung des IL-6 Trans-Signalings im Vergleich mit sgp130Fc im nanomolaren Bereich. 

5.5. Zusammenfassung und Ausblick 

Ein erster Schritt hin zur selektiven IL-6 Trans-Signaling Hemmung wurde bereits durch 

sgp130Fc im Rahmen einer klinischen Phase IIa Studie für Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn 

näher untersucht. Das Nebenwirkungsprofil der Probanden erwies sich mit dem Auftreten von 

respiratorischen Infekten, dem Wiederauftreten von Herpes labiales und anderen 
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Hauterscheinungen als überschaubar, während lebensbedrohliche Nebenwirkungen nicht 

beobachtet wurden (Schreiber et al., 2021). Jedoch war die Probandengruppe bisher noch zu 

gering, um eine abschließende Aussage über die Sicherheit von sgp130Fc zu treffen. 

In dieser Arbeit wurden die cs-130-Fusionsproteine cs-130FLYFc, cs-130FLY und 

cs-130D1TEVD2D3Fc entwickelt, die ähnlich dem sgp130Fc, nicht nur eine verbesserte Selektivität 

und Affinität für das IL-6 Trans-Signaling aufwiesen, sondern zusätzlich in der molekularen 

Größe minimiert werden konnten. Es ist bekannt, dass die geringere molekulare Größe eines 

Proteins zur effektiveren Gewebegängigkeit führen kann (Li et al., 2016). Darüber hinaus 

konnte bisher keine der beschriebenen sgp130 Mutanten sgp130-ELP, sgp130-E10Fc, 

sgp130His oder das sgp130-RAPS, eine Steigerung der IL-6 Trans-Signaling Hemmung im 

Vergleich mit sgp130Fc erreichen (Sommer et al., 2014, Lin et al., 2006, Jostock et al., 2001, 

Diamant et al., 1997), während cs-130FLYFc, cs-130FLY und cs-130D1TEVD2D3Fc allesamt in der 

Lage waren, das IL-6 Trans-Signaling im Vergleich mit sgp130Fc effektiver zu hemmen.  

Über die selektive IL-6 Trans-Signaling Hemmung hinaus, wurde für sgp130Fc zusätzlich eine 

Hemmung des IL-11 Trans-Signalings beobachtet (Moll et al., 2017, Lokau et al., 2016b, 

Jostock et al., 2001). Bisher ist nicht geklärt, inwieweit eine Hemmung des IL-11 Trans-

Signalings sich positiv oder negativ auf (patho-) physiologische Prozesse des Körpers auswirkt.  

Eine Testung der Fusionsproteine cs-130FLYFc und cs-130FLY in Bezug auf eine 

IL-11 Trans-Signaling Hemmung führte zur Erkenntnis, dass cs-130FLYFc und cs-130FLY das 

IL-6 Trans-Signaling spezifisch hemmen und eine IL-11 Trans-Signaling Hemmung nicht 

beobachtet werden konnte. Für die fehlende Hemmung waren die Punktmutationen der 

D1-Region (T102Y/ Q113F/ N114L) von entscheidender Bedeutung, so dass auch sgp130FLYFc 

(Tenhumberg et al., 2008) diese fehlende Hemmung des IL-11 Trans-Signalings aufwies. Eine 

spezifischere Hemmung des IL-6 Trans-Signalings könnte zur Steigerung regenerativer 

Prozesse durch die fehlende Hemmung des IL 11 Trans-Signalings und dadurch zur weiteren 

Verbesserung des Nebenwirkungsprofils im Vergleich mit sgp130Fc beitragen.  

In der Phase IIa Studie wurden sgp130Fc hemmende Effekte ebenfalls auf transkriptionaler 

Ebene bei Patienten mit chronisch-entzündlicher Darmerkrankung untersucht und Änderungen 

im Vergleich mit IL-6R Antikörpern, welche das IL-6 Classic- und Trans-Signaling hemmen, 

festgestellt (Schreiber et al., 2021). Für weitere Studien könnten nicht nur transkriptionale 

Signale relevant sein, die in Bezug auf das IL-6 Classic- und Trans-Signaling untersucht 

werden, sondern auch die Testung weiterer Signalwege von Zytokinen wie IL-11, LIF und 

OSM beinhalten, die allesamt wie IL-6, Signaltransduktionen über gp130 Homodimere 
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induzieren. Eine Verwendung der Fusionsproteine cs-130FLYFc oder cs-130FLY könnte in 

diesem Bezug im Vergleich mit sgp130Fc zur weiteren Diskriminierung intrazellulärer Signale 

wie IL-6, IL-11 oder weiteren Zytokinen beitragen. 

Ein wichtiger Unterschied zum sgp130Fc ist der im cs-130FLYFc und anderen cs-130-Varianten 

verwendete Nanobody VHH6. Dieser stabilisiert die Bindung zum humanen IL-6/sIL-6R-

Komplex, ist jedoch nicht in der Lage, murine IL-6/sIL-6R Komplexe zu erkennen (Adams et 

al., 2017). Dadurch kann die Aktivität von cs-130FLYFc bisher noch nicht in murinen Modellen 

humaner Erkrankungen untersucht werden, was die präklinische Weiterentwicklung von 

cs-130FLYFc erschweren könnte. Für die Entwicklung muriner Modelle wäre es daher sinnvoll, 

einen kreuzreaktiven Nanobody zu generieren, der neben humane auch murine IL-6/sIL-6R 

Komplexe erkennen kann. Durch die Entwicklung von murinen cs-130-Varianten, könnten 

entsprechende Experimente ebenfalls in Mausmodellen durchführt werden und eine 

experimentelle Weiterentwicklung dadurch gefördert werden. Alternativ wäre auch die 

Entwicklung gentechnisch veränderter humanisierter IL-6/sIL-6R Mäuse möglich, die ein in 

vivo Modell zum bisherigen in vitro IL-6 Trans-Signaling Modell darstellen könnten. 

Neben chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen spielt eine Modulation der IL-6 

Signaltransduktion auch bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis eine wesentliche Rolle. 

Am Krankheitsmodell der rheumatoiden Arthritis wurde bereits gezeigt, dass eine Hemmung 

IL-6 abhängiger Signalwege auch die IL-6 vermittelte TH17 Zellvermehrung mindern kann 

(Yoshida et al., 2011, Fujimoto et al., 2008). TH17 Zellen spielen eine wichtige Rolle bei 

entzündlichen und autoimmun bedingten Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis und ein 

Zusammenhang von IL-6 bei der TH17 Zelldifferenzierung wurde bereits beschrieben (Yasuda 

et al., 2019, Kimura et al., 2007). Die Unterdrückung der TH17 Zelldifferenzierung ist deshalb 

ein wichtiger Ansatzpunkt, um die damit einhergehende Entzündung zu reduzieren, die im 

Zusammenhang mit einer erhöhten IL-6 Produktion gefördert wird (Samson et al., 2012). In 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen, die durch sgp130Fc erreicht wurden, zeigten auch die 

Fusionsproteine cs-130Fc und cs-130 hemmende Wirkungen auf die TH17 Zellexpansion 

(Heise et al., 2021), was in weiteren in vivo Mausmodellen zum Krankheitsmodell der 

rheumatoiden Arthritis sehr wahrscheinlich zur Reduktion der Gelenkdestruktionen führen 

könnte. Aufgrund der verbesserten Bindungskinetik, der geringeren Größe und der 

verminderten IL-11 Reaktivität deutet vieles darauf hin, dass die cs-130-Varianten in Bezug 

auf die pharmakologische Hemmung der TH17 Zellbildung im Vergleich mit sgp130Fc 

geeigneter sind, eine selektivere und effektivere IL-6 Trans-Signaling Hemmung zu erreichen 
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(Heise et al., 2021). In diesem Bezug stellen vor alles die in dieser Arbeit hergestellten 

cs-130Varianten cs-130FLYFc und cs-130FLY einen Fortschritt zum cs-130Fc dar, welches 

weiterhin Hemmungen des IL-11 Trans-Signalings aufwies.  

Mit dieser medizinischen Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass im humanen in vitro 

System eine Selektion hin zur spezifischen IL-6 Trans-Signaling Hemmung insbesondere durch 

cs-130FLYFc und cs-130FLY erreicht wurde und somit ein weiterer Schritt in Richtung der 

second-generation selektiven IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren geleistet werden konnte. 
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7 ANHANG 

Tabelle 20: Vergleich der inhibitorischen Effektivität diverser sgp130-Varianten auf das IL-6 Trans-Signaling 

Dargestellt sind bisher untersuchte IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren im Vergleich mit sgp130Fc. Es wird unterschieden, ob eine Proliferation mit den Einzelkomponenten IL-6 und 

sIL-6R oder Hyper-IL-6 durchgeführt wurde. Eine Berechnung der inhibitorischen halbmaximalen Kapazität (IC50) wurde jeweils für die Stimulation durch IL-6/sIL-6R oder 

Hyper-IL-6 angegeben. Ebenfalls wurde eine Zusammenstellung der KD-Werte erstellt, die mittels SPR-Analyse für jeden Inhibitor mit immobilisiertem Hyper-IL-6 durchgeführt 

wurde. Es wurden für alle Inhibitoren gleichermaßen Ba/F3-gp130 Zellen zur Untersuchung der Zellproliferation verwendet. Abkürzungen sind wie folgt zu deuten: k. A.: keine 

Angabe der Konzentration 

Inhibitor Stimulation IC50 SPR-Analyse 

KD 

Hyper-IL-6 

[nM] 

Quellen 

 IL-6/  

sIL-6R 

[ng/ml] 

Hyper- 

IL-6 

[ng/ml] 

IL-6/  

sIL-6R 

 

Hyper- 

IL-6 

[nM] 

 

sgp130Fc 10/2003 

50/1005,6 

102,3 

k.A.4 

0,003 nM3 

0,45 nM5 

0,87 nM6 

0,0673 41 

0,62 

0,0094 

0,155 

Jostock et al. (2001)1 

Tenhumberg et al. (2008)2 

Garbers et al. (2011)3 

Sommer et al. (2014)4 

Berg et al. (2021)5 

Heise et al. (2021)6 

sgp130His 10/200 - 50,13 ng/ml - - Garbers et al. (2011) 

gp130-RAPS - - - - 6,9 Richards et al. (2006) 

sgp130-E10Fc - k. A. - 67 0,071 Sommer et al. (2014) 

sgp130-E10myc-his - - - - - Sommer et al. (2014) 

mini-gp130-ELP -  - - - Lin et al. (2006) 
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Tabelle 21: Inhibitorische Effektivität der cs130-Varianten auf das IL-6 Trans-Signaling, modifiziert nach Heise et al. (2021) 

Dargestellt sind in dieser Arbeit untersuchte IL-6 Trans-Signaling Inhibitoren im Vergleich mit sgp130Fc. IC50-Werte wurden für die Stimulation durch IL-6/sIL-6R angegeben. 

Die KD-Werte wurden als Koff-Werte angegeben, die mit immobilisiertem Hyper-IL-6 erfolgten (Heise et al., 2021). Es wurden für alle Inhibitoren gleichermaßen Ba/F3-gp130 

Zellen zur Untersuchung der Zellproliferation herangezogen. Angaben mit (-) weisen darauf hin, dass entweder keine Angabe der Autoren erfolgte oder Experimente in diesem 

Bezug nicht stattgefunden haben.1IC50-Werte wurden in der Publikation Heise et al. (2021) für jeden Inhibitor für n=3 Experimente berechnet. 2IC50-Werte wurden in dieser Arbeit 

für sgp130Fc für n=9 Experimente berechnet, während n=6 Experimente für cs-130Fc, cs-130 und cs-130T102Y/Q113F/N114LFc berechnet wurden.  

Inhibitor Stimulation IC50 SPR-Analyse Quellen 

 IL-6/  

sIL-6R 

[ng/ml] 

IL-6/  

sIL-6R 

[nM] 

 

Koff
Hyper-IL-6 

[1/s] 

 

sgp130Fc 50/100 0,87 ± 0,681 

0,97 ± 0,622 

7,2E-5 Heise et al. (2021)1, diese Arbeit2 

cs-130Fc 50/100 0,46 ± 0,391 

0,33 ± 0,182 

3,6E-3 Heise et al. (2021)1, diese Arbeit2 

cs-130 50/100 1,46 ± 1,461 

1,13 ± 0,622 

- Heise et al. (2021)1, diese Arbeit2 

cGFPs-130Fc 50/100 6,54 ± 5,04 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130Y190K/F191EFc 50/100 7,55 ± 6,07 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130D1TEVD2D3Fc 50/100 0,78 ± 0,30 - Diese Arbeit 

sgp130FLYFc 50/100 0,27 ± 0,18 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130FLYFc 50/100 0,36 ± 0,161 

0,46 ± 0,142 

- Heise et al. (2021)1, diese Arbeit2 

cs-130FLY 50/100 0,48 ± 0,08 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 
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Tabelle 22: Vergleich der inhibitorischen Effektivität diverser sgp130-Mutanten mit sgp130Fc in Bezug auf der Hemmung des IL-6 Trans-Signalings 

Dargestellt sind bisher untersuchte IL-6 Trans-Signaling sgp130-Mutanten im Vergleich mit sgp130Fc. Es wurde unterschieden, ob eine Proliferation mit den Einzelkomponenten 

IL-6 und sIL-6R oder mit Hyper-IL-6 erfolgte. Eine Berechnung der IC50-Werte wurde jeweils für die Stimulation durch IL-6/sIL-6R angegeben. Ergebnisse aus SPR-Analysen 

wurden als KD-Werte angegeben, die mit immobilisiertem Hyper-IL-6 durchgeführt wurden. Es wurden für alle Inhibitoren gleichermaßen Ba/F3-gp130 Zellen zur Untersuchung 

der Zellproliferation verwendet. Angaben mit (-) weisen darauf hin, dass entweder keine Angabe der Autoren erfolgte oder Experimente in diesem Bezug nicht stattgefunden haben. 

Inhibitor Stimulation IC50 SPR-Analyse 

KD
Hyper-IL-6 

Quellen 

 IL-6/  

sIL-6R 

Hyper- 

IL-6 

IL-6/  

sIL-6R 

 

 

[nM] [ng/ml] [ng/ml] [nM] [nM]  

sgp130Fc - - 10 - 0,6 Tenhumberg et al. (2008) 

- 50/100 - 0,45 0,15 Berg et al. (2021) 

0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

- 50/100 - 0,87 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

sgp130FLYFc 

 

 

- - 10 - 0,12 Tenhumberg et al. (2008) 

- 50/100 - 0,18 - Berg et al. (2021) 

0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

- 50/100 - 0,27 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

sgp130R281QFc - 50/100 - 0,78 0,09 Berg et al. (2021) 

sgp130FlyRFc - 50/100 - 1,66 0,04 Berg et al. (2021) 

sgp130T102YFc 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

sgp130Q113FFc 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

sgp130T102Y/Q113FFc 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

cs-130FLYFc - 50/100 - 0,36 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130FLY - 50/100 - 0,48 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 
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Tabelle 23: Inhibitorische Effektivität der cs130-Varianten auf das IL-11 Trans-Signaling, modifiziert nach Heise et al. (2021) 

Dargestellt sind in dieser Arbeit untersuchte IL-11 Trans-Signaling Inhibitoren im Vergleich mit sgp130Fc. Eine Berechnung der IC50-Werte wurde jeweils für die Stimulation mit 

den Einzelkomponenten IL-11 und sIL-11R angegeben. Die Ergebnisse der SPR-Analysen wurden entsprechend den Publikationsdaten aus Heise et al. (2021) als KD-Werte 

angegeben, die mit immobilisiertem Hyper-IL-11 erfolgten. Es wurden für alle Inhibitoren gleichermaßen Ba/F3-gp130 Zellen zur Untersuchung der Zellproliferation herangezogen. 
1IC50-Werte wurden in der Publikation Heise et al. (2021) für jeden Inhibitor für n=3 Experimente berechnet. 2IC50-Werte wurden in dieser Arbeit für sgp130Fc für n=9 und 

cs-130Fc für n=8 Experimente berechnet. Angaben mit (-) weisen darauf hin, dass entweder keine Angabe der Autoren erfolgte oder Experimente in diesem Bezug nicht 

stattgefunden haben. 

Inhibitor Stimulation IC50 SPR-Analyse Quellen 

 IL-11/  

sIL-11R 

[ng/ml] 

IL-11/  

sIL-11R 

[nM] 

 

KD
Hyper-IL-11 

[nM] 

 

sgp130Fc 10/100 0,22 ± 0,021 

0,62 ± 0,412 

0,0311 Heise et al. (2021)1, diese Arbeit2 

cs-130Fc 10/100 7,14 ± 3,771 

6,68 ± 2,742 

8,61 Heise et al. (2021)1, diese Arbeit2 

cs-130 10/100 - - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cGFPs-130Fc 10/100 16,54 ± 14,92 - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130Y190K/F191EFc 10/100 Keine Inhibition - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130D1TEVD2D3Fc 10/100 Keine Inhibition - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

sgp130FLYFc 10/100 Keine Inhibition - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130FLYFc 10/100 Keine Inhibition - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130FLY 10/ 100 Keine Inhibition - Heise et al. (2021), diese Arbeit 
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Tabelle 24: Vergleich der inhibitorischen Effektivität diverser sgp130-Mutanten mit sgp130Fc im IL-11 Trans-Signaling 

Dargestellt sind bisher untersuchte IL-11 Trans-Signaling sgp130-Mutanten im Vergleich mit sgp130Fc. Es wurde unterschieden, ob eine Proliferation mit den Einzelkomponenten 

IL-11 und sIL-11R oder mit Hyper-IL-11 erfolgte. Eine Berechnung der IC50-Werte wurde jeweils für die Stimulation durch IL-11/sIL-11R angegeben. Ergebnisse aus 

SPR-Analysen wurden als KD-Werte angegeben, die mit immobilisiertem Hyper-IL-11 durchgeführt wurden. Es wurden für alle Inhibitoren gleichermaßen Ba/F3-gp130 Zellen 

zur Untersuchung der Zellproliferation herangezogen. Angaben mit (-) weisen darauf hin, dass entweder keine Angabe der Autoren erfolgte oder Experimente in diesem Bezug 

nicht stattgefunden haben. Folgende Abkürzung ist wie folgt zu deuten: K.I.: Keine Inhibition der Zellproliferation 

 StimulationProli IC50 SPR-Analyse 

KD
Hyper-IL-11 

 

Inhibitor IL-11/  

sIL-11R 

Hyper- 

IL-11 

 Quellen 

 

[nM] [ng/ml] [ng/ml] [nM] [nM]  

sgp130Fc - 10/100 - 0,29 0,07 Berg et al. (2021) 

- - 10 0,12 Berg et al. (2021) 

- 10/100 - 0,22 0,031 Heise et al. (2021), diese Arbeit 

 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

sgp130FLYFc - 10/100 - K. I. 0,67 Berg et al. (2021) 

- - 10 40,68 Berg et al. (2021) 

- 10/100 - K.I. - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

sgp130R281QFc - 10/100 - K. I. 0,61 Berg et al. (2021) 

- - 10 72,76 Berg et al. (2021) 

sgp130FLY/ R281QFc - 10/100 - K. I. - Berg et al. (2021) 

- - 10 K. I. Berg et al. (2021) 

sgp130T102YFc 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

sgp130Q113FFc 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

sgp130T102Y/Q113Fc 0,5/5 - - - - Lokau et al. (2021) 

cs-130FLYFc - 10/100 - K.I. - Heise et al. (2021), diese Arbeit 

cs-130FLY - 10/100 - K.I. - Heise et al. (2021), diese Arbeit 



 

109 

 

8 DANKSAGUNG 

Zunächst möchte ich mich bei meinem Doktorvater und Erstgutachter Herrn Prof. Dr. Jürgen 

Scheller für die für die Möglichkeit der Durchführung dieser Arbeit am Institut für Biochemie 

und Molekularbiologie II sowie für die Betreuung über diese Zeit hinweg bedanken. 

Ebenso möchte ich Herrn Dr. Jens Moll als nächsten Betreuer und Kollegen für seine Hilfe, 

seine Zeit und sein außerordentliches Engagement danken. Nicht nur die anstrengenden Zeiten, 

sondern vor allem die witzigen Momente im Labor werde ich nicht vergessen. Auch wenn 

Experimente mal nicht so funktioniert haben, so konnten wir immer noch darüber lachen – 

Danke dafür! 

Auch die anderen Mitarbeiter und Kollegen des Instituts für Biochemie und 

Molekularbiologie II haben mir beratend zu Seite gestanden und den Alltag im Labor mit ihrer 

positiven Art bereichert. Darunter Frau PD Dr. Doreen Floß, die mich schon von Beginn an mit 

ihrer souveränen Art zu Arbeiten gänzlich beeindruckt hat. Frau Dr. Nastaran Fazel Modares, 

Dr. Erika Engelowski, Laura Bergmann und Dr. Robin Polz, die nicht nur privat immer ein 

offenes Ohr hatten. Frau Petra Oprée­Jeremic, die als gute Seele und Sekretärin des Institutes 

stets eine Lösung für etwaige Probleme oder Anliegen hatte. Danke auch an all die anderen 

Kollegen, wie Dr. Marcel Bucholzer, Dr. Oliver Krumbach, Dr. Mohammad Akbarzadeh, die 

mit ihrer Expertise unkompliziert ausgeholfen und mich beraten haben. 

Die gemeinsamen Mittagessen und das gemeinsame Kaffee trinken, sowie die immer netten 

Gespräche mit allen Kollegen wusste ich sehr zu schätzen. Auch das abendliche 

Beisammensitzen habe ich in der Zeit mit Euch allen sehr genossen. 

Der gemeinsame Start in die Doktorarbeit und daraus entstandene Freundschaft zu Anna 

Masiarz möchte ich an dieser Stelle als besonders bereichernd erwähnen. Danke für die 

großartigen Gespräche, die gemeinsamen Höhen und Tiefen, das Vertrauen und die liebevolle 

Art. Ich freue mich, Dich durch die Arbeit im Labor kennengelernt zu haben. 

Zuletzt möchte ich mich von tiefstem Herzen bei meinen Eltern und meinen Bruder bedanken. 

Ihr habt mich immer mit allen Möglichkeiten unterstützt und mir dabei selbstlos in jedem 

Abschnitt des Studiums und während dieser Doktorarbeit emotional zu Seite gestanden. Ich bin 

stolz darauf, mit Euch diesen Schritt gegangen zu sein und werde Euch für Eure Unterstützung 

immer dankbar sein. 


