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„Geh′! gehorche meinen Winken, 

Nutze deine jungen Tage, 

Lerne zeitig klüger sein! 

Auf des Glückes großer Waage 

Steht die Zunge selten ein. 

Du mußt steigen oder sinken, 

Du mußt herrschen und gewinnen 

Oder dienen und verlieren, 

Leiden oder triumphieren, 

Amboß oder Hammer sein.“ 

 

Johann Wolfgang von Goethe 
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1 Einleitung 

1.1 Zytokine 

Als Zytokine oder Entzündungsmediatoren werden kleine glykosylierte Polypeptidketten mit 

einer Größe von ~15-25 kDa bezeichnet, die maßgeblich an der Immunregulation beteiligt 

sind. Sie sind unter anderem am Zellwachstum, der Zelldifferenzierung oder der Regulation 

der Genexpression beteiligt. Sie sind ebenfalls an der Regulation von Akut-Phase Proteinen 

wie Serum amyloid A1 (SAA1) involviert, welche hauptsächlich in Hepatozyten, marginal auch 

in Adipozyten sowie der Speicheldrüse exprimiert werden. Weiterhin liegt eine Beteiligung in 

der Differenzierung von Stammzellen sowie der Apoptose vor. Zytokine haben einen 

ausgeprägten pleiotropen Charakter, was in verschiedenen Zelltypen zu unterschiedlichen 

Zellantworten führen kann. Sie können in pro- und anti-inflammatorische Zytokine unterteilt 

werden. Pro-inflammatorische Zytokine rufen eine Entzündungsreaktion hervor, während 

anti-inflammatorische diese Reaktionen vermindern und zur Wundheilung beitragen können. 

Die Wichtigkeit der Zytokine wird bei einer Dysregulation deutlich. Ein Überschuss pro-

inflammatorischer Zytokine kann zur Gewebeschädigung, Ausbildung von 

Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis oder zu chronischen 

Entzündungsreaktionen wie Morbus Chron führen.  Im Gegensatz dazu kann ein Überschuss 

anti-inflammatorischer Zytokine die Wahrscheinlichkeit an Krebs oder an viralen sowie 

bakteriellen Infektionen zu erkranken erhöhen (Tanaka et al., 2014). 

Zytokine können von verschiedenen Zellen einschließlich Immunzellen exprimiert und 

sezerniert werden. Hierbei werden meist autokrin oder parakrin die zytokinsezernierenden 

Zellen selbst beziehungsweise benachbarte Zellen adressiert. Weiterhin können die 

sezernierten Zytokine auch endokrin über die Blutbahn an entfernte Zellen und Organe 

gelangen (Gerharz et al., 2000).  

Zytokine können unter verschiedenen Gesichtspunkten klassifiziert werden. Eine Möglichkeit 

ist die Einteilung auf Basis des Rezeptortyps an dem das entsprechende Zytokin bindet: Typ I 

(Hematopoetin Familie) und Typ II (Interferon Familie) Zytokinfamilie, Tumor Nekrose Faktor 

(TNF) Rezeptorfamilie, Interleukin (IL)-1 und die damit verbundenen Toll-like Rezeptoren 

(TLR), IL-17 Rezeptoren, Rezeptor Tyrosinkinasen und die transforming groth factor-(TGF-) 

und den Chemokinen (Floss & Scheller, 2019).   
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1.2 Der JAK/STAT Signaltransduktionsweg  

Interleukine sind als Proteine nicht in der Lage, die Zellmembran zu passieren, daher sind 

Rezeptoren an der Zelloberfläche notwendig, um die Signaltransduktion zu vermitteln. Die 

Rezeptoren haben keine intrinsische Kinaseaktivität und sind daher mit intrazellulären Kinasen 

assoziiert. Interleukine vermitteln die Signalweiterleitung mittels des Janus Kinase/signal 

transducer and activator of transcription (JAK/STAT)-Signalweges, aber auch über den 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg, dem phosphoinositide-3-kinase (PI3K)-

Signalweg und dem nuclear factor B (NF-B)-Signalweg (Morris et al., 2018). Der JAK/STAT-

Signalweg ist maßgeblich an der Immunantwort beteiligt, da er extrazelluläre Signale wie die 

der Zytokine über STAT zum Nukleus befördert und diese als Transkriptionsfaktoren die 

Transkription der Gene verändert. Hierbei werden dann Prozesse in Gang gesetzt, die unter 

anderem die Zellproliferation, Apoptose oder die Expression von Akute-Phase-Proteine 

regulieren. In Säugern sind bisher vier Janus Kinasen bekannt, die in den frühen 1990er 

beschrieben wurden: JAK1, JAK2, JAK3 und die Tyrosin Kinase 2 (Tyk2). JAKs sind intrazellulär 

verankert und durch ihre zwei Kinasedomänen charakterisiert: Die JAK Homology 1 (JH1) 

Kinase, welche als funktionelle Gruppe für die Phosphorylierung verantwortlich ist und JAK 

Homology 2 (JH2), welche auch als Pseudo Kinase bezeichnet wird (Harpur et al., 1992; 

Krolewski et al., 1990; Min et al., 2015; Takahashi & Shirasawa, 1994). Darüber hinaus wird 

die JAK Interaktion an den Zytokinrezeptoren durch eine N-terminale 4.1-ezrin-radaxin-

moesin (FERM) Domäne erleichtert. Die hoch konservierte Domäne ist die src-homology 2 

(SH2), welche die Bindung zur phosphorylierten Tyrosin Seitengruppe ermöglicht (Ferrao & 

Lupardus, 2017). Die Bindung eines Zytokins am entsprechenden Rezeptorkomplex, bringt die 

Rezeptoren in eine räumliche Nähe zueinander. Infolgedessen erfolgt eine 

Transphosphorylierung der assoziierten Kinasen. Die Phosphatgruppen werden dann auf die 

Tyrosinreste transferiert, was dann die Bindung der STAT Proteine mit Hilfe ihrer SH2 

Domänen ermöglicht. Die darauffolgende STAT Phosphorylierung (pSTAT) führt anschließend 

zu einer Homo- oder Heterodimerisierung der STAT Proteine. STAT Proteine können zwar über 

Importin-alpha-3 auch ohne Tyrosinphosphorylierung den Nukleus passieren aber nur die 

phosphorylierten STAT-Dimere erkennen die entsprechenden DNA-Motive und können somit 

als Transkriptionsfaktoren fungieren (Liu et al., 2005). Bislang wurden sieben verschiedene 

STAT Proteine in Säugern gefunden, die in drei unterschiedlichen Chromosomen liegen: 
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STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6 (Copeland et al., 1995). Der JAK/STAT 

Signalweg ist exemplarisch für IL-6 gezeigt (Abbildung 1). Die drei Hauptsignalwege (JAK/STAT, 

MAPK und PI3K) werden nach Aktivierung durch verschiedene negative 

Rückkopplungsmechanismen reguliert. Zu den Hauptregulatoren wird die Gruppe der 

supressor of cytokin signaling (SOCS) Proteine gezählt. Bei der IL-6 und IL-11 

Signaltransduktion fungiert beispielsweise SOCS3 als starker Gegenregulator, indem es am 

phosphoryliertem Tyr759 des humanen gp130 Rezeptors bindet. Dadurch werden sowohl die 

Aktivitäten der JAKs, als auch die Signalkaskaden inhibiert (Fischer et al., 2004; Lehmann et 

al., 2003). Durch einen Aminosäureaustausch von Tyr759 durch beispielsweise ein 

Phenylalanin kann daher ein konstitutiv aktives gp130 generiert werden (Atsumi et al., 2002). 

Des Weiteren, ist der Eingriff in den JAK/STAT Signalweg mit Hilfe von JAK Inhibitoren ein 

probates Mittel zur therapeutischen Behandlung einer Reihe von Krankheiten, die in 

Zusammenhang mit einer pathologischen Hyperaktivität des Signalweges stehen. Hierzu 

zählen unter anderem myeloproliferative Neoplasie, rheumatoide Arthritis oder entzündliche 

Darmerkrankungen (McLornan et al., 2021). 
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Abbildung 1: Mechanismus des JAK/STAT Signalweges. 

A) Noch inaktiver IL-6 Rezeptorkomplex: IL-6 bindet an den IL-6R, welches dann zu einer Homodimerisierung der 
gp130 Rezeptoren führt. Dies bringt die rezeptorassoziierten JAKs in eine räumliche Nähe zueinander. B) 
Intrazellulärer Teil des Rezeptorkomplexes: JAKs phosphorylieren sich gegenseitig bevor eine Kinase-vermittelte 
Phosphorylierung der markierten Tyrosinreste stattfindet. Noch sind die STAT Moleküle inaktiv. C) Die STAT 
Proteine werden durch ihre SH2 Domäne rekrutiert und binden an den phosphorylierten Tyrosinresten. Die 
Aktivierung der STAT Proteine führt zu deren Dimerisierung. D) Die aktivierten STAT Dimere passieren den Nukleus, 
binden an DNA-Bindemotive von wo aus sie als Transkriptionsfaktoren zur Transkription der entsprechenden Gene 
führen. Abbildung erstellt mit BioRender. 
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1.3 Die Interleukin-6 Familie 

Die Zytokine der Interleukin-6 Familie sind eine Gruppe, bestehend aus IL-6, IL-11, oncostatin-

M (OSM), leukemia inhibitory factor (LIF), ciliary neutrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-

1), cardiotrophin-like cytokine (CLC), IL-31 und IL-27, wobei IL-27 ein Heterodimer aus p28 und 

Epstein-Barr virus-induced gene (EBI3) besteht. Die Gruppierung der Zytokine in einer Familie 

basiert darauf, dass alle Rezeptorkomplexe mindestens eine signalweiterleitende gp130 

Rezeptoruntereinheit benötigen. Eine schematische Darstellung der humanen Zytokine und 

Rezeptorkomplexe ist in (Abbildung 2) zu sehen (Aparicio-Siegmund & Garbers, 2015; Rose-

John, 2018). Hierbei binden die Zytokine spezifisch an ihre korrespondierenden Rezeptoren. 

Zudem gibt es aber auch Kreuzreaktivitäten untereinander, auch Promiskuität genannt 

(Adrian-Segarra, Sreenivasan, et al., 2018; Schuster et al., 2003). Die Ektodomänen der 

meisten Rezeptoren der IL-6 Familie werden weiter untergliedert in einer N-terminalen 

immunoglobulin-like (Ig-like) Domäne, einer cytokine binding homology region (CHR) gefolgt 

von drei Fibronektin-III (FNIII) Domänen, welche an der Konformationsänderung des 

Rezeptorkomplexes beteiligt sind. Der LIFR hat noch zwei CHR Domänen der Ig-like Domäne 

vorgeschaltet, während der OSMR nur eine CHR Domänen vorgeschaltet hat (Arita et al., 2008; 

Rousseau et al., 2008). Die erste CHR Domäne beinhaltet vier konservierte Cystein-

Seitengruppen, welche Disulfidbrücken ausbilden können. Die zweite membrannahe CHR 

Domäne beinhaltet ein konserviertes Motiv mit der Aminosäuresequenz Tryptophan-Serin-X-

Tryptophan-Serin (WSXWS), wobei X für jede beliebige, proteinogene Aminosäure steht 

(Bazan, 1990; Druszczynska et al., 2022; Morris et al., 2018). 
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Abbildung 2: Zytokine der Interleukin-6 Familie und ihre Rezeptorkomplexe. 

Schematische Darstellung der IL-6 Familie und die korrespondierenden Rezeptorkomplexe. IL-6 bzw. IL-11 bindet am IL-6R 

bzw. IL-11R gefolgt von der Bindung zum gp130, wobei IL-6 auch an den IL-11R binden kann. CLC und CNTF binden an den 
CNTFR gefolgt von einer Heterodimerisierung von gp130 und LIFR, wobei CNTF auch an den IL-6R binden kann. CT-1 und LIF 
binden ohne alpha-Rezeptor direkt an gp130 und LIFR. OSM bindet an gp130 und OSMR, bindet aber auch an den LIFR binden. 
IL-27 (p28 und EBI3) bindet an gp130 und den WSX-1R. IL-31 bindet an den IL31R und den OSMR.Pfeile: starke Interaktion; 
gestrichelte Pfeile: schwache Interaktion. Bild erstellt mit BioRender. 

 

IL-6: Als die Gruppe um Dr. Kishimoto 1986 die cDNA des B-cell stimulatory factor 2 (BSF-2) 

klonierte, wurde deutlich, dass es sich bei dieser cDNA um die gleiche cDNA handelt, die auch 

für andere Proteine kodiert, welche verschiedene biologische Funktionen aufweisen (Gauldie 

et al., 1987; Hibi et al., 1990). Im Dezember 1988 einigte sich dann eine Gruppe der führenden 

19 Wissenschaftlern auf dem Gebiet auf die Terminologie Interleukin-6.  

IL-6 wird unter den Zytokinen der IL-6 Familie eine Schlüsselstellung im Zytokin-Netzwerk 

zugeschrieben. Die Hauptfunktionen liegen in der Hematopoese, der Regulation von Akute-

Phase-Proteine wie SAA1 und der Differenzierung der lymphoiden Stammzellen zu T- und B-

Zellen. Zu den Hauptproduzenten von IL-6 gehören Makrophagen und Monozyten aber auch 

T- und B-Zellen, Hepatozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und Adipozyten 

können IL-6 generieren (Jones et al., 2001). 

IL-11: Rekombinantes IL-11 ist auch unter dem Handelsnamen Oprelevkin bekannt und ist 

gegen eine Chemotherapie-bedingte Thrombozytopenie zugelassen (Kurzrock, 2000; 

Rubenstein & Elting, 1998). IL-11 wurde 1990 erstmalig aus knochenmark-stammenden 

Fibrozyten-ähnliche Stromazellen isoliert. Hat man anfangs noch angenommen, IL-11 sei 

ausschließlich anti-inflammatorisch, werden ihm heute auch inflammatorische Eigenschaften 

zugeschrieben (Wilde & Faulds, 1998). Zu den Hauptaufgaben gehören die Regulation der 

Adipogenese und Neurogenese sowie die Thrombozytenreifung (Schwertschlag et al., 1999; 
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Teramura et al., 1996; Xu et al., 2016).  Des Weiteren ist IL-11 maßgeblich an der Entstehung 

der Fibrose beteiligt, wobei der Effekt des IL-11 hierzu kontrovers diskutiert wird und noch 

nicht ganz verstanden ist. Der IL-11R wird hauptsächlich auf Fibroblasten exprimiert. Die 

Fibroblasten können eine autokrine, ERK-abhängige, fibrogene Proteinsynthese in Gang 

setzen. Es gibt Berichte, in denen postuliert wird, dass eine Überexpression oder die Injektion 

von IL-11 in Mäusen zur Fibrose in Herz, Nieren und Lunge und darüber hinaus zu 

Organversagen führt  (Corden et al., 2020; Schafer et al., 2017; Widjaja et al., 2020) . Weiterhin 

wird postuliert, dass die Inhibierung von IL-11 das Überleben von Hepatozyten bei einer nicht-

alkoholischen Fettleber (NASH) fördert (Widjaja et al., 2019). Im Gegensatz dazu wurde jedoch 

gezeigt, dass, die Injektion von IL-11 in Mäusen die Fibrose nach einem Myokardinfarkt 

verminderte und die Herzfunktionen verbessert (Obana et al., 2010; Obana et al., 2012).   

CNTF: kann neben der Bindung zum CNTFR alternativ auch mit geringerer Affinität an den 

IL-6R binden (Schuster et al., 2003). Es hat als neuronaler Wachstumsfaktor neuroprotektive 

Eigenschaften auf beispielsweise die Retina (Wen et al., 2012). CNTF fehlt ein Signalpeptid zur 

Sekretion, wodurch es intrazellulär im Zytoplasma lokalisiert ist. Da es nur nach einem 

Gewebeschaden in die extrazelluläre Matrix freigesetzt wird, wird es auch als Läsionsfaktor 

bezeichnet (Sendtner et al., 1997). Darüber hinaus, weist es auch ein Potenzial als 

Therapeutikum gegen metabolische Krankheiten auf wie Übergewicht oder Typ-II-Diabetis 

(Matthews & Febbraio, 2008). Axokine, ist der Handelsnameeines eines, rekombinanten 

humanen (rh) CNTF, das C-terminal um 15 Aminosäuren verkürzt und zwei weitere substituiert 

wurden. Es sollte gegen Übergewicht eingesetzt werden, allerdings fiel Axokine in Phase III der 

klinischen Studie durch, da etwa 70% der Probanden nach etwa drei Monaten anti-drug 

antibodies (ADA) Antikörper gegen Axokine entwickelt hatten (Ettinger et al., 2003; Lambert 

et al., 2001; Preti, 2003). Kürzlich wurde von einer PEGylierten (S166D/Q167H) Superagonist-

Variante des CNTF mit 40-facher Affinität und einer längeren Halbwertszeit gegenüber des 

Wildtyps berichtet, mit dem Ziel einer geringeren Immunogenität (Battista et al., 2022).  

OSM: Humanes OSM wurde 1998 beschrieben und kann alternativ zum hOSMR auch an den 

hLIFR binden (Malik et al., 1989) (Mosley et al., 1996). Unter den Mitgliedern der IL-6 Familie 

hat OSM das breiteste Signaltransduktionsprofil. Neben den Hauptsignalwegen mittels 

JAK/STAT, MAPK, PI3K findet auch eine Protein Kinase C delta (PKC) vermittelte 

Signaltransduktion statt (Hermanns, 2015). OSM wird von einer Reihe Immunzellen exprimiert 
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und wird durch pro-inflammatorische Mediatoren wie Lipopolysaccharide (LPS) weiter 

gesteigert (Richards, 2013). Zudem zeigt OSM kardioprotektive Eigenschaften. Die Tatsache, 

dass der OSMR auf kardialen Endothelzellen stark exprimiert wird, macht es zu einem 

pharmakologischen Ziel gegen kardiovaskuläre Schäden (Stawski & Trojanowska, 2019). Die 

im Zuge eines Myokardinfarktes im Herz infiltrierten Makrophagen sezernieren OSM. Das 

sezernierte OSM führt dabei zur Inhibierung der Fibroblastenaktivierung (Abe et al., 2019). 

Darüber hinaus, wurde kürzlich gezeigt, dass das sezernierte OSM über den OSMR der 

Kardiomyozyten mittels des Transkriptionsfaktors (yes-associated protein) YAP zur 

Proliferation der Kardiomyozyten und somit zum kardialen Heilung beiträgt (Li et al., 2020). 

LIF: bekannt wurde es 1987, da es die Proliferation einer murinen myeloischen leukemischen 

Zelllinie inhibierte und die Makrophagendifferenzierung induzierte (Gearing et al., 1987). Der 

LIFR wird auf verschiedenen Zelltypen exprimiert, einschließlich embryonaler Stammzellen 

(Majumder et al., 2012), Monozyten (Rose-John, 2012), Hepatozyten (Lutz et al., 2012), sowie 

der Plazenta (Champion et al., 2012). Weibliche LIF-defiziente Mäuse sind zwar fruchtbar, 

jedoch zeigte sich hierbei ein Defekt in der Implantation des zu entwickelnden Embryos, 

sodass sie nicht in der Lage sind, Blastozyten zu entwickeln (Stewart et al., 1992). Beim 

Menschen führt eine loss-of-function des LIFR durch beispielsweise Einzelnukleotid-

Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphism (SNP)) zum Stüve-Wiedemann-

Syndrom (Dagoneau et al., 2004; Romeo Bertola et al., 2016). Die LIF/LIFR-Achse ist ebenfalls 

in der Herzregeneration beteiligt. LIF fungiert als Überlebens- und Wachstumsfaktor von 

neonatalen ventrikulären Myozyten im Mausmodell (Sheng et al., 1996) und induziert die 

Regeneration des Myokardiums nach einem Myokardinfarkt (Zou et al., 2003). Des Weiteren 

reduzierte die prophylaktische Administration von LIF den Ischämie/Reperfusion (I/R)-

induzierten Verlust von Kardiomyozyten im Kaninchen (Nelson et al., 1995) . In beiden Fällen 

wurde gezeigt, dass LIF einen Schutz gegen reaktive Sauerstoffspezies wie der Superoxid 

Dismutase bot und Überlebenssignalwege wie PI3K/Akt aktivierte. 

CT-1: wurde 1995, also im Vergleich zu den anderen Mitgliedern der IL-6 Familie relativ spät 

entdeckt. Bekannt wurde es als Zytokin, dass eine Hypertrophie von Kardiomyozyten 

induzierte (Pennica et al., 1995). Etwas später wurde ebenfalls bekannt, dass CT-1 das 

erwachsene Rattenherz vor Schaden schützte und zwar, sowohl prophylaktisch als auch 

therapeutisch nach einer Ischämie/Reperfusion (Liao et al., 2002). Es fungiert so wie auch LIF 
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als Überlebens- und Wachstumsfaktor von neonatalen ventrikulären Myozyten im 

Mausmodell (Sheng et al., 1996).  

CLC:  Da CNTF- und CNTFR-defiziente Mäuse verschiedene Phänotypen zeigten, war das ein 

Indiz dafür, dass es einen anderen, kompensatorischen Liganden für den Rezeptorkomplex 

geben muss. Der Ligand wurde schließlich als ein stabil sekretierten Komplex aus CLC und dem 

löslichen Rezeptor cytokine-like factor-1 (CLF) identifiziert (Elson et al., 2000). 

IL-27: Alle Zytokine der IL-6 Familie vermitteln die Signalweiterleitung hauptsächlich über 

STAT3. Die einzige Ausnahme ist IL-27, welches hauptsächlich über STAT1 weitergeleitet wird, 

da WSX-1 überwiegend durch STAT1 Aktivierung charakterisiert ist (Rose-John, 2018). Kürzlich 

wurde gezeigt, dass IL-27 die Thermogenese und den Energieverbrauch in Adipozyten fördert, 

indem es die Produktion des uncoupling protein 1 (UCP1) in braunem Fettgewebe stimuliert. 

In diesem Zusammenhang schützt es vor Übergewicht und einer Insulinresistenz, was es für 

die Behandlung gegen Diabetes-Typ-II interessant macht (Wang et al., 2021). 

IL-31: ist ein inflammatorisches Zytokin, welches durch aktivierte CD4+ T-Lymphozyten 

produziert wird. Die Rezeptoren, die zur Signalweiterleitung des IL-31 erforderlich sind, 

werden konstitutiv in verschiedenen Organen exprimiert, darunter in der Haut, der Lunge, der 

Plazenta und dem Skelettmuskel (Zhang et al., 2008). IL-31 wurde mit Erkrankungen wie 

atopischer Dermatitis in Verbindung gebracht und kann Juckreiz verursachen (Dubin et al., 

2021). Der monoklonale Antikörper Nemolizumab hingegen führt zur antagonistischen 

Blockade des IL-31R und wird daher zur Behandlung gegen den Juckreiz bei atopischer 

Dermatitis eingesetzt (Nakashima et al., 2018). 

 

1.4 Klassische- und Trans-Signaltransduktion 

IL-6 wie auch IL-11 besitzen zunächst keine Affinität zum gp130. Erst nach der Bindung zum 

nicht-signalweiterleitenden alpha-Rezeptor folgt die Bindung zum gp130. Die daraus 

resultierende Homodimerisierung führt zu einer Signalweiterleitung durch die JAK/STAT und 

anderer Signalkaskaden (Hibi et al., 1990; Jostock et al., 2001; Taga et al., 1989).  

In der klassischen Signaltransduktion von IL-6 bindet es zunächst einen membranständigen 

IL-6R. Während gp130 ubiquitär auf alle Zelltypen exprimiert wird, ist die 

Oberflächenpräsentation des IL-6R hauptsächlich auf Hepatozyten, Megakaryozyten sowie 
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einigen Leukozyten- und Epithelzell-Subpopulationen limitiert, was folglich auch die Zelltypen 

auf denen klassische Signaltransduktion stimuliert werden können, stark limitiert (Jones et al., 

2001; Rose-John, 2012; Wolf et al., 2014).  

Die Trans-Signaltransduktion wird hauptsächlich durch Sheddasen ermöglicht. Sheddasen sind 

membranständige Proteasen, die extrazellulär die Ektodomänen der Transmembranproteine 

hydrolysieren. A Disintegrin and Metalloprotease (ADAM) 17 war die erste Sheddase, die 

molekularbiologisch charakterisiert wurde. Dabei stellte sich heraus, dass sie aus einer N-

terminalen Signalsequenz, gefolgt von einer Pro-Domäne, der katalytischen Domäne 

(Metalloprotease), einer Disintegrin Domäne, einer Cystein-reichen Domäne, einer einzelnen 

Transmembrandomäne und einer intrazellulären Domäne bestehen (Moss et al., 1997). Des 

Weiteren, ist ADAM17 auch in diversen pathophysiologische Prozessen beteiligt. Darunter bei 

der Entwicklung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen (CED) wie Colitis ulcerosa sowie 

bei der Entstehung von Tumoren, kardiovaskulären Krankheiten, Diabetes, RA oder Alzheimer 

(Blaydon et al., 2011; Dusterhoft et al., 2019; Gooz, 2010). Nicht zuletzt spielt die Sheddase-

Aktivität des ADAM17 und auch andere ADAMs eine große Rolle in der Signaltransduktion 

mancher Zytokine der IL-6 Famile (Rose-John, 2018; Schumacher & Rose-John, 2019). Die 

Stalk-Region des IL-6R besitzt eine Erkennungssequenz (Pro355 und Val356) für die 

proteolytische Spaltung der Ektodomäne zwischen den beiden Aminosäuren durch ADAM17, 

wobei die Stalk-Region auch durch ADAM10 hydrolysiert werden kann. Dadurch wird der IL-6R 

in löslicher Form (eng. soluble IL-6R (sIL-6R)) freigesetzt. Eine ortsgerichtete Mutagenese an 

Val356 ist hierbei für die gänzliche Aufhebung der Spaltung durch ADAM17 ausreichend 

(Riethmueller et al., 2017; Rose-John & Heinrich, 1994). Darüber hinaus, kann der sIL-6R auch 

durch alternatives Spleißen der mRNA generiert werden, was sich in einer typischen C-

terminalen Sequenz von zehn Aminosäuren manifestiert (Horiuchi et al., 1994). Allerdings sind 

nur 1-20% des gesamten sIL-6R auf alternatives Spleißen zurückzuführen (Riethmueller et al., 

2017). Bei der Trans-Signaltransduktion kann nun zirkulierendes IL-6 zuerst an den löslichen 

IL-6R und dann als Komplex an gp130 binden, sodass die Signalkaskade in Gang gesetzt werden 

kann.  

Darüber hinaus, gibt es eine dritte Art der IL-6 Signaltransduktion. Bei der Trans-Präsentation 

wird der membranständige IL-6R einer Zelle, einer anderen Zelle zur Verfügung gestellt. An 

diesen Rezeptor kann nun freies IL-6 binden und als IL6/mIL6R-Komplex an den gp130 
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Rezeptoren der benachbarten Zelle die Signalkaskaden induzieren. Die Trans-Präsentation 

kann unter anderem von dendritischen Zellen eingeleitet werden (Heink et al., 2017). 

In Abbildung 3 sind die verschiedenen Signaltransduktionswege am Beispiel des IL6/IL-6R-

Komplex dargestellt. 

 

Abbildung 3: Varianten der IL-6 Signaltransduktion.  

Tetramere Darstellung der Rezeptorkomplexe. A) Bei der klassischen Signaltransduktion bindet IL-6 an den 
membranständigen IL-6R. Der Komplex aus IL-6/IL-6R bindet dann an gp130, gefolgt von einer Homodimerisierung und den 
Signalkaskaden. B) Beim Trans-Signalweg bindet freies IL-6 den löslichen IL-6R, das seinen Ursprung entweder aus 
alternativem Spleißen oder aus der proteolytischen Spaltung des membranständigen IL-6R an der Stalk-Region mittels 
ADAM10 oder ADAM17 hat. Der Komplex aus IL-6/sIL-6R kann nun mit gp130 exprimierenden Zellen interagieren. C) Bei der 
Trans-Präsentation wird ein membrangebundener IL-6R (IL-6R) von einer anderen Zelle zur Verfügung gestellt, an dem freies 
IL-6 binden kann. Der Komplex aus IL-6/IL-6R kann folglich an gp130 Rezeptoren einer benachbarten Zelle binden und die 
Signalkaskade initiieren. Bild erstellt mit BioRender. 

 

Während dem klassischen Signalweg eher protektive, regenerative und anti-inflammatorische 

Prozesse zugeschrieben werden, werden dem Trans-Signalweg eher 

Immunsystemaktivierende und somit pro-inflammatorische Prozesse zugeschrieben (Reeh et 

al., 2019). In diesem Zusammenhang wurde auch beschrieben, dass der Trans-Signalweg 

deutlich stärker ist als der klassische Signalweg (Reeh et al., 2019). Eigenschaften, die in 

Verbindung mit dem klassischen Signalweg stehen, sind intestinale Epithelzellproliferation, 

anti-apoptotische Effekte auf Epithelzellen, IL-6 vermittelte Regeneration der Leber und der 

Pankreas, hepatische Akut-Phase-Reaktion und Steigerung der bakteriellen Abwehr. In 

Kontrast dazu stehen pro-inflammatorische Prozesse des Trans-Signalweges wie die 
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Rekrutierung mononuklearer Zellen, Stimulation der weichen Muskelzellen, Inhibition der T-

Zell-Apoptose sowie die Inhibition der Treg Differenzierung (zusammengefasst in (Rose-John, 

2018)). Da ADAM17 hierbei eine entscheidende regulatorische Funktion zukommt, ist der 

therapeutische Eingriff in die ADAM17-Aktivität naheliegend. 

Das erste Werkzeug, dass generiert wurde, um den Trans-Signalweg zu erzwingen war Hyper-

IL-6 (HIL-6), eine Fusion aus IL-6 und sIL-6R durch einen flexiblen Peptidlinker (Abbildung 4). 

Das künstlich entwickelte Zytokin zeigte eine 100-1000-fach stärkere Aktivität als der nicht-

kovalent verknüpfte Komplex aus IL-6/sIL-6 (Fischer et al., 1997). Durch dieses Werkzeug 

konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine effiziente Leberregeneration über den Trans-

Signalweg verläuft (Adrian-Segarra, Sreenivasan, et al., 2018; Galun et al., 2000; Peters et al., 

2000).  

Da der Trans-Signalweg nun aber viele pro-inflammatorische Eigenschaften hat und vielen 

Erkrankungen zugrunde liegt, war die Inhibierung dieses Signalweges eine logische 

Konsequenz.  

Das zweite Werkzeug, welches generiert wurde, bestand aus der Ektodomäne des gp130, 

dimerisiert durch die Fusion an den Fc-Teil des humanen Immunoglobulin G (IgG)1 

Antikörpers, resultierend in dem Protein sgp130Fc (Abbildung 4). Da IL-6 alleine keine Affinität 

zum IL-6R hat, zeigte sgp130Fc keinerlei Effekt auf den klassischen Signalweg, blockte aber 

effektiv den Trans-Signalweg (Jostock et al., 2001). Mit der Zeit zeigten sich zunehmend mehr 

präklinisch potentielle, therapeutische Anwendungen durch sgp130Fc zur Inhibierung des 

Trans-Signalweges (zusammengefasst in (Rose-John, 2018)).  

Aktuell hat sgp130Fc unter dem Markennamen Olamkicept Phase II der klinischen Studie 

gegen CED abgeschlossen (Schreiber et al., 2021). Auch im perfundiertem Herz in Folge eines 

Myokardinfarkts zeigt eine aktuelle Studie eine Überlegenheit der Inhibition des Trans-

Signalweges, gegenüber einer totalen Inhibition (George et al., 2021).  
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Abbildung 4: Hyper-IL-6 und sgp130Fc 

A) Hyper-IL-6: Kovalent verbundene Fusion aus dem löslichen IL-6R und IL-6 durch einen flexiblen Peptidlinker an der C-
terminalen D3 Domäne. B) sgp130Fc: Fusion aus der extrazelluläre Domäne (EZD) des gp130 (D1-D6) an den konstanten 
schweren Ketten (CH2-CH3) eines IgG1 Antikörpers (Fc-Teil), dimerisiert über Disulfidbrücken in der Hinge-Region. Bild erstellt 
mit BioRender. 

 

Weiterhin, kann nicht nur IL-6 den Trans-Signalweg initiieren, sondern auch IL-11. Hierbei wird 

der lösliche IL-11R jedoch nicht von ADAM10 und ADAM17, sondern nur von ADAM10 

generiert. Analog zu IL-6, kann IL-11 an den sIL-11R binden, da es zunächst keine messbare 

Affinität zum gp130 aufweist. Der daraus resultierende Komplex IL-11/sIL-11R kann dann alle 

gp130-exprimierenden Zellen über den Trans-Signalweg stimulieren. Im Gegensatz zum IL-6 

Trans-Signalweg, welcher recht gut untersucht ist, ist die biologische Rolle des IL-11 Trans-

Signalweges noch nicht verstanden (Metcalfe et al., 2020). Dennoch kann auch hier sgp130Fc 

den Trans-Signalweg durch IL-11 vollständig inhibieren (Lokau et al., 2016). Infolgedessen, 

wurde analog zu Hyper-IL-6, durch die Fusion des sIL-11R an IL-11 mittels Peptidlinkers ein 

Hyper-IL-11 generiert, das alle gp130-exprimierenden Zellen stimulieren kann (Pflanz et al., 

1999). Analog zu den beiden vorherigen Fusionsproteine, wurde auch ein Hyper-CNTF 

generiert aus CNTF und sCNTFR, das alle gp130-exprimierenden Zellen aktiviert (Marz et al., 

2002).  
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Eine Sonderstellung bei den Signalwegen nimmt das virale IL-6 (vIL-6) ein, das seinen Ursprung 

in dem humanen Herpes Virus 8 (HHV8) hat. Trotz einer Sequenzidentität von nur 25%, gibt 

es eine hohe strukturelle Homologie zum humanen IL-6 (Chow et al., 2001). Im Gegensatz zum 

humanen IL-6 ist vIL-6 jedoch in der Lage, auch in Abwesenheit eines IL-6R an gp130 zu binden 

und die Signalkaskaden zu aktivieren, wodurch es den Trans-Signalweg imitiert. Folglich, ist 

auch hier sgp130Fc in der Lage die biologische Aktivität des vIL-6 zu inhibieren (Molden et al., 

1997; Mullberg et al., 2000; Parravicini et al., 1997). 

Es wird postuliert, dass das Zusammenspiel aus IL-6, sIL-6R und sgp130 im Organismus eine 

Art Puffersystem darstellt. Der IL-6 Serumspiegel eines gesunden Menschen liegt zwischen 

1-5 pg/ml. Dieser Spiegel kann bei einer Inflammation um einige tausendfach und bei einer 

letalen Sepsis sogar um das millionenfache ansteigen. Der Serumspiegel des IL-6R liegt bei 40-

75 ng/ml und der des natürlichen sgp130 liegt bei 250-400 ng/ml (Padberg et al., 1999; Rose-

John, 2015). Durch Zellen sekretiertes IL-6 bindet an den sIL-6R im Blut mit einer Affinität von 

1 nM, der Komplex IL-6/sIL-6R hingegen mit einer Affinität von nur 10 pM, was zu einer 

Neutralisation der IL-6 Aktivität führen sollte. Daher könnte dieser puffernde Mechanismus 

vor einer Überreaktion schützen 

 

1.5 Struktur der Zytokine der Interleukin-6 Familie 

Zytokine der IL-6 Familie, mit Ausnahme von IL-27 haben eine vier-Helix-Bündel Topologie 

mit einer hoch-hoch-runter-runter Ausrichtung der -Helices. Die allgemeine Anordnung 

besteht aus jeweils zwei Paaren von antiparallelen Helices, wobei die Helices A-D ein Paar und 

B-C das andere Paar bilden (Metcalfe et al., 2020). Die Helices A-B werden sind über die A-B-

Schleife verbunden. Die Helices B-C sind über die B-C-Schleife und die Helices C-D sind über 

die C-D-Schleife verbunden. Die Regionen innerhalb der Schleifen, die sich in der Nähe der 

Bindestelle III befinden, werden IIIA, IIIB und IIIC genannt (Abbildung 5A, B). 
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Abbildung 5: Schematischer Strukturaufbau der Zytokine der IL-6 Familie. 

A) Schematische Zeichnung des 4-Helix-Bündels: N-terminale A-Helix, gefolgt von der A-B Schleife zum B-Helix, der B-C 

Schleife, der C-Helix, der C-D Schleife und der D-Helix am Carboxyl-Ende. Die Bindestelle I (grün), Bindestelle II (gelb) und 

Bindestelle III (blau) sind farblich hervorgehoben. Bild erstellt mit BioRender. B) Struktur des 4-Helix-Bündels exemplarisch 

für IL-11 (PDB: 6O4O). Gezeigt ist die N-terminale A-Helix bis zur C-terminalen D-Helix. C) Rezeptorbindeseiten des IL-11 
(PDB: 6O4O), welche durch Mutagenese Studien an humanem und murinem IL-11 identifiziert wurden (Hishitani et al., 2013; 
Metcalfe et al., 2020; Putoczki et al., 2014).   

 

Zytokine der IL-6 Familie, die keinen -Rezeptor benötigen haben zwei Bindestellen und die, 

die zuvor an einen -Rezeptor binden, haben entsprechend drei Bindestellen. Hierbei geht die 

Bindestelle-I die Bindung zum -Rezeptor ein, die Bindestelle-II zum gp130 und die 

Bindestelle-III entsprechend des Zytokins an gp130, LIFR, OSMR. IL-27 bildet die Ausnahme, 

da die Bindestelle-I die Bindestelle zwischen der p28-Untereinheit und der Ebi3-Untereinheit 

beschreibt, Bindestelle-II die Bindung des gesamten IL-27 Komplexes am WSX-1 und 

Bindestelle-III an gp130 (Caveney et al., 2022; Jin et al., 2022; Petes et al., 2018). Die 

Bindeseiten-I bis –III sind exemplarisch für IL-11 in Abbildung 5C hervorgehoben, die durch 

Mutagenese-Studien am humanen sowie murinem IL-11 gefunden wurden (Barton et al., 

1999; Metcalfe et al., 2020; Putoczki et al., 2014; Tacken et al., 1999).  
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Grundsätzlich gibt es Zytokine der IL-6 Familie, die einen deutlichen Knick in der A-Helix 

haben und solche, die keinen besitzen. Im Gegensatz zu IL-6 und IL-11, die keinen Knick haben, 

weisen LIF und OSM einen ausgeprägten Knick in der A-Helix. Bei OSM wird dieser Knick 

durch eine Unterbrechung der -helikalen Struktur in der A-Helix zwischen Gln112 und Pro116 

verursacht. Bei CNTF ist der Knick etwas C-terminaler (Abbildung 6). (Deller et al., 2000). 

 

Abbildung 6: Strukturvergleich der -Helices. 

Exemplarischer Strukturvergleich der -Helices (türkis) von OSM (PDB: 1EVS), LIF (PDB: 1EMR), CNTF (PDB: 1CNT), IL-6 (PDB: 

1ALU) und IL-11 (PDB: 6O4O). Knick in der A-Helices von OSM, LIF und CNTF (schwarz umkreist). Zusätzliche -helikale 
Struktur in der B-C-Schleife des OSM (rot umkreist). 

 

OSM besitzt noch eine weitere -helikale Struktur in der B-C-Schleife und IL-6 in der C-D-

Schleife (Abbildung 6). An der Bindestelle IIIC befindet sich eine hochkonservierte aromatische 

Aminosäure bei allen Zytokinen der IL-6-Familie. Trotz einer niedrigen Sequenzhomologie der 

Zytokine aus der IL-6 Familie (6% zwischen IL-6 und CNTF) liegt eine hohe Strukturhomologie 

vor (Kallen et al., 1999).  

 

1.6 Cytokimera IC7 

Zu den Designerzytokinen gehören Zytokinanaloga wie Synthekine (Moraga et al., 2017), 

Neoleukine (Silva et al., 2019), Fusokine (Ng & Galipeau, 2015), chimäre Zytokine (Cytokimera) 

(Kallen et al., 1999) aber auch voll synthetische Zytokinsysteme wie synthetische Zytokin 

Rezeptoren (SyCyRs) (Engelowski et al., 2018). Synthekine sind Fusionsproteine aus zwei 

verschiedenen Zytokinen, die jeweils einen Rezeptor binden und dadurch Heterodimere 
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erzwingen. Fusokine sind Fusionsproteine zwischen dem granulocyte-macrophage colony-

stimulatin factor (GM-CSF) und einem Zytokin, welche eine Heterotetramerisierung der 

entsprechenden Rezeptoren induzieren. Neoleukine sind computergestützte synthetische de-

novo Proteine, die neue Rezeptorkonstellationen aktivieren. SyCyRs sind synthetische 

Rezeptoren deren extrazelluläre Domänen durch Nanobodies ausgetauscht wurden. Bei 

einem Nanobody handelt es sich um die variable Domäne eines Antikörpers, welches 

ausschließlich aus schweren Ketten besteht (Hamers-Casterman et al., 1993). Diese binden 

polymere Fusionsmoleküle wie beispielsweise ein dimeres grün fluoreszierendes Protein, 

woraufhin die synthetischen Rezeptoren in räumliche Nähe zueinander gebracht werden und 

eine Signaltransduktion erfolgt.  

Cytokimeras sind Zytokine, die aus verschiedene Regionen mehrerer Zytokine zu einem 

Zytokin zusammengesetzt sind. Basierend auf der hohen Strukturhomologie und der Tatsache, 

dass die Bindestellen der Zytokine der IL-6 Familie räumlich nahe beieinander liegen, konnten 

Kallen et al. 1999 IL-6 als Grundgerüst verwenden und gegen die Bindestelle-III von CNTF 

austauschen. Dabei wurde eine neue, aktive künstliche IL-6 Variante generiert, die an der 

Bindestelle-III an den LIFR statt an die D1 des gp130 bindet. Diese Chimäre aus IL-6 und CNTF 

(IC7 genannt) benötigt gp130, IL-6R und den LIFR, um eine Signaltransduktion auszulösen und 

ist dadurch interessant, da sie einen nicht natürlichen Rezeptorkomplex rekrutiert (Abbildung 

7) (Kallen et al., 1999). Zwei Dekaden später wurde anhand von Mausmodellen gezeigt, dass 

dieses Molekül als Fc-Fusion zur Behandlung gegen Diabetes-Typ-II eingesetzt werden könnte 

(Findeisen et al., 2019). Es vereint die gewünschten Eigenschaften beider Zytokine, zeigte aber 

ein günstigeres Nebenwirkungsprofil. In der Maus führt IC7 zu einer Erhöhung der 

Knochenstabilität durch eine verbesserte Knochendichte. Weiterhin führt es zu einer 

Verminderung des Blutzuckers durch die Ausschüttung von Insulin, zu einer 

Muskelhypertrophie trotz einer appetitzügelnden, fett- und gewichtsreduzierenden Wirkung 

sowie zu einem erhöhten Energiegrundumsatz ohne die inflammatorische Eigenschaft des IL-

6. Darüber hinaus erhöht es die Fettsäureoxidation, was sich protektiv gegen die Ausbildung 

einer nicht-alkoholischen Fettleber auswirkt; (eng.: non-alkoholic steatosis hepatitis (NASH)). 

IC7 ist nicht nur spezifischer, als die einzelnen Zytokine für sich, da es für eine Stimulation 

mehrere verschiedene Rezeptoren auf der Zelloberfläche benötigt, es wurde auch gezeigt, 

dass eine einzelne Injektion für den nicht humanen Primaten Macaca fascicularis 
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(Cynomolgus-Affe) als sicher gilt. Hierbei das Blut der Affen auf Indikatoren untersucht, die 

auf eine Entzündung oder eine Immunreaktion hindeuten könnten. Darunter wurden typische 

Laborparameter wie C-reaktives Protein, Creatin Kinase (CK), Alanine Aminotransferase (ALT), 

Aspartat Aminotransferase (AST), IL-6-Spiegel oder der Lymphozytenspiegel analysiert. Die 

Arbeiten demonstrierten somit das therapeutische Potenzial dieser Cytokimera aber auch die 

Dringlichkeit weiterer Erforschung auf dem Gebiet der synthetischen Zytokine (Donath, 2019; 

Findeisen et al., 2019; Perugini et al., 2022). 

 

Abbildung 7: Chimäre IC7 aus IL-6 und CNTF. 

Schematische Darstellung zeigt die ausgetauschten Regionen zwischen R40-N60, L101-R113 und L161-R168 von IL-6 mit den 
Regionen E36-M56, L91-L100 und G147-L162. Die ausgetauschten Regionen sind an der Bindestelle-III an der gp130 Bindung 
(IL-6) und an der LIFR Bindung (CNTF) involviert. Die neue Chimäre IC7 ist in der Lage, gp130 IL-6R und LIFR zu binden. 

 

 

 

1.7 Myokardinfarkt 

Kardiovaskuläre Krankheiten sind aktuell die häufigsten Todesursachen in der westlichen 

Welt (Ahmad & Anderson, 2021; Brugada-Terradellas et al., 2021; Kumar et al., 2021). Im Jahr 

2010 gab es durch kardiovaskuläre Krankheiten mehr als 1,1 Millionen Hospitalisierungen in 

den Vereinigten Staaten mit geschätzten Kosten von über 450 Milliarden US$ (Weintraub et 

al., 2011). 2015 starben weltweit etwa 17,9 Millionen Menschen an kardiovaskulären 

Erkrankungen. (Roth et al., 2017). Im Jahr 2020 verstarben in den Vereinigten Staaten mehr 

als doppelt so viele Menschen durch Herzerkrankungen als durch COVID-19 (690.882 gegen 

345.323) (Ahmad & Anderson, 2021). Folgende Faktoren erhöhen das Risiko einer 

kardiovaskulären Erkrankung: Genetische Prädisposition, Übergewicht, Bluthochdruck, 

Rauchen, altersbedingte Schwäche, Arteriosklerose, chronische Nierenkrankheiten oder 
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Diabetes-Typ-II (Fuchs & Whelton, 2020; Henning, 2018; Kondo et al., 2019; Latic & Erben, 

2020; Romagnani et al., 2017; van der Harst & Verweij, 2018).  

Ein akuter Myokardinfarkt (AMI) entsteht häufig bei bestehender Arteriosklerose in den 

Koronargefäßen durch Verengung oder Verschluss des Lumens eines Koronargefäßes. Dies 

führt zu einer ischämischen Myokardnekrose, da die Kardiomyozyten nicht mit ausreichend 

Sauerstoff versorgt werden (Hypoxie) (Thygesen et al., 2007). Dies setzt eine Kaskade an 

Ereignissen in Gang, die letztendlich zum Umbau des geschädigten Myokards zu einer 

fibrotischen Infarktnarbe führt. Die fibrotische Narbe hat keine kontraktile Funktion, führt zu 

Wandbewegungsstörungen und schränkt die Herzfunktion daher stark ein (Talman & 

Ruskoaho, 2016). Trotz Kompensationsmechanismen wie die Erhöhung der Herzfrequenz oder 

einer Hypertrophie des Herzens der nicht betroffenen Areale kann der Funktionsverlust nicht 

ausgeglichen werden, sodass eine rasche Diagnostik und Therapie anzustreben ist 

(Rumberger, 1994; Witzenburg & Holmes, 2019).  

Um einem irreversiblen Schaden entgegenzuwirken, ist eine möglichst frühe Reperfusion des 

ischämischen Herzens wichtig. Dies kann medikamentös durch blutgefäßerweiternde 

Medikamente (Vasodilatanzien) wie Nitroglycerin oder Antikoagulanzien wie 

Acetylsalicylsäure oder Heparin geschehen (Ferreira & Mochly-Rosen, 2012; Gershlick & 

More, 1998). Daneben gibt es den chirurgischen Eingriff, bei dem durch perkutane 

Koronarintervention die Koronargefäße mittels Ballondilatation gedehnt und durch eine 

Stent-Einlage dauerhaft offengehalten wird (Levine et al., 2016). Der Myokardinfarkt kann 

unter anderem mittels Magnetresonanztomografie (MRT), Echokardiografie, 

laborchemischen Parametern, einer Koronarangiografie oder einer Elektrokardiografie (EKG), 

diagnostiziert werden (Califf & Ohman, 1992). Ein AMI kann sich durch Veränderungen in den 

EKG-Wellen bemerkbar machen. Dabei können Veränderungen der Q-Zacke im QRS-Komplex, 

der ST-Strecke oder der T-Welle beobachtet werden. Grundsätzlich wird ein AMI unterteilt in 

einem ST-Hebungsinfarkt eng.: ST elevation myocardial infarction (STEMI) und Nicht-ST-

Hebungsinfarkt eng.: Non-ST elevation myocardial infarction (NSTEMI). Hierbei ist die ST-

Hebung ein typischer Indikator eines Myokardinfarkts und frühes Kennzeichen einer 

Myokardischämie, während NSTEMI primär durch laborchemischen Parametern 

nachgewiesen wird (Harrington et al., 2019).  Der Goldstandard ist hierbei die Bestimmung 

der Troponine T und I. Sie werden aus toten Kardiomyozyten freigesetzt und haben die 
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höchste Spezifität. Weitere Biomarker sind Myoglobin, Creatin Kinase und Laktat-

Dehydrogenase (LDH) (Thygesen et al., 2007). Die Echokardiografie ist eine nichtinvasive 

Ultraschalluntersuchung. Die MRT ist ebenfalls ein bildgebendes Verfahren, das im Vergleich 

zur Echokardiografie eine höhere räumliche Auflösung erlaubt.  Die Reperfusion des 

ischämischen Herzens induziert weiteren Schaden am Myokardgewebe, was zur weiteren 

Nekrose führt (Braunwald & Kloner, 1985). Hierfür gibt es verschiedene Gründe. Einer davon 

ist auf oxidativen Stress zurückzuführen. Beim Übergang von der Hypoxie zur Normoxie 

werden freie Sauerstoffradikale gebildet, die äußerst zellschädigend sind (Zweier, 1988). Das 

Absterben des Myokardgewebes löst eine Inflammation aus bei der das Herz in verschiedenen 

Phasen von verschiedenen Immunzellen infiltriert wird. Zuerst wird das Herz von Neutrophilen 

Granulozyten infiltriert, wobei die Anzahl nach 24 Stunden ihr Maximum erreicht. Die 

neutrophilen Granulozyten induzieren hierbei einen großen Schaden durch die Freisetzung 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), Matrix-degradierender Enzyme oder von neutrophil 

extracellular traps (NET) (Heinen et al., 2019). Zwischen Tag drei und fünf ist die Anzahl 

entzündlicher Ly-6Chigh Monozyten am höchsten, die dann zu reperativen und anti-

inflammatorische M2 Makrophagen differenzieren (Swirski, 2015; Yan et al., 2012).  

Zytokine der Interleukin-6 Familie spielen eine große Rolle bei kardiovaskuläre Krankheiten 

wie beim AMI. So wurde gezeigt, dass die Inhibierung des IL-6 Signalweges durch eine einzige 

Administration von Tocilizumab die überreagierte Inflammation bei NSTEMI Patienten mildert 

(Kleveland et al., 2016) . In der Maus wurde gezeigt, dass eine selektive Inhibierung des Trans-

Signalweg durch Olamkicept noch effektiver ist als ein Panantagonismus (George et al., 2021). 

Des Weiteren stimuliert IL-6 in der Maus die Polarisation zu M2 Makrophagen, was sich positiv 

auf die Entwicklung des AMI auswirkt (Chen et al., 2018; Fu et al., 2017; Heinen et al., 2019; 

Sanmarco et al., 2017). 
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2 Ziel der Arbeit 

Ischämische Herzerkrankungen sind aktuell die häufigste Todesursache weltweit. Die 

Entwicklung neuer Therapeutika sowie ein besseres Verständnis der Heilungsprozesse nach 

einem Myokardinfarkt (MI) sind daher dringend erforderlich. Cytokine Chimera (Cytokimera) 

bieten hier neue Möglichkeiten, da sie mehr Rezeptoren zur Signaltransduktion benötigen und 

dadurch selektiver und wahrscheinlich weniger pleiotrop sind als die natürlichen Zytokine.  

Ziel dieser Arbeit ist es daher, auf Basis der Arbeiten von Kallen et. al, 1999, weitere 

synthetische Cytokimera in-silico zu generieren. Diese sollen dann exprimiert, mittels 

Affinitätschromatographie gereinigt und anschließend charakterisiert werden. Hierzu soll 

mittels Prolliferations- als auch Stimulationsassay die biologische Aktivität sowie die Spezifität 

der Cytokimera untersucht werden. Weiterhin soll die Signaltransduktion im Hinblick auf eine 

mögliche JAK/STAT sowie MAPK/ERK Phosphorylierung in Abhängigkeit der 

Cytokimerakonzentration analysiert werden. Zusätzlich soll die Signaltransduktion, die durch 

die Cytokimera hervorgerufen wird, in Kombination mit den löslichen alpha-Rezeptoren 

evaluiert werden, um Aufschluss über den klassischen- sowie den Trans-

Signaltransduktionsweg zu geben. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von IC7 auf einen MI im Mausmodell zu 

analysiert. Hierbei sollen die Herzfunktionen mittels Echokardiogram untersucht werden. Des 

Weiteren, sollen histologische Färbungen der infarzierten Herzen Aufschluss über 

Infarktgröße und Narbenbildung geben.  

Zusammenfassend sollen nicht nur neue synthetische Cytokimera entwickelt und 

charakterisiert werden, sondern der Einfluss von IC7 auf einen MI untersucht werden, um 

einem besseren Verständnis von Heilungsprozessen zu erlangen. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Antibiotika 

In Tabelle 1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika aufgeführt. 

Tabelle 1: Übersicht der verwendeten Antibiotika. 

Antibiotika Stammkonzentration Arbeitskonzentration Hersteller 

Ampicilin 100 mg/ml 
Agarplatten: 200 µg/ml 

Flüssigmedium: 100 µg/ml 
Carl Roth, Karlsruhe 

Hygromycin B 100 mg/ml 1 mg/ml Carl Roth, Karlsruhe 

Kanamycin 100 mg/ml 100 µg/ml Carl Roth, Karlsruhe 

Penicilin 10.000 U/ml 60 mg/L Genaxxon, Ulm 

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

Streptomycin 10 mg/ml 100 mg/l Genaxxon, Ulm 

 

 

3.1.2 Antikörper 

Die für diese Arbeit verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind in Tabelle 2 aufgeführt. 

Tabelle 2: Liste der verwendeten Antikörper. 

Antikörper Wirt Verdünnung Hersteller Artikelnummer 

-ERK1/2 Kaninchen 1:1.000 
Cell Signaling 

Technology, USA 
9102 

-Goat NL493 Esel 1:200 R&D Systems, USA NL003 

-Goat IgG 
IRDye 800CW 

Esel 1:10.000 
LI-COR Biosciences 

GmbH 
926-32214 

-hFc Ziege 1:1.000 
Thermo Scientific, 

St. Leon-Rot 
31423 

-hLIFR Ziege 1:20 R&D Sytems, USA BAF249 

-hOSMR Ziege 1:50 R&D Sytems, USA BAF4389 

-Mouse IgG 
IRDye 680RD 

Esel 1:10.000 
LI-COR Biosciences 

GmbH 
926-68072 

-Mouse IgG 
IRDye 800CW 

Ziuege 1:10.000 
LI-COR Biosciences 

GmbH 
926-32210 

-myc Kaninchen 1:1.000 
Cell Signaling 

Technology, USA 
2278 

-Phospho-ERK1/2 Kaninchen 1:1.000 
Cell Signaling 

Technology, USA 
4370 

-Phospho-STAT3 Kaninchen 1:1.000 
Cell Signaling 

Technology, USA 
9145 

-Rabbit IgG 
IRDye 800CW 

Ziege 1:10.000 
LI-COR Biosciences 

GmbH 
926-32213 

-STAT3 Kaninchen 1:1.000 
Cell Signaling 

Technology, USA 
4904 

-STAT3 Maus 1:1.000 
Cell Signaling 

Technology, USA 
9139 
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3.1.3 Chemikalien 

In der folgenden Tabelle 3 sind alle während dieser Arbeit verwendeten Chemikalien 

aufgeführt. 

Tabelle 3: Liste der Verwendeten Chemikalien. 

Chemikalie Hersteller 

Acrylamind Carl Roth, Karlsruhe 

Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich, München 

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 

BSA Roth, Karlsruhe 

Dimethylsufoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 

Express DNA Ladder 100-5000 bp Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Glycerin Roth, Karlsruhe 

Glycin Merck, Darmstadt 

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt 

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

ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, München 

Tris Bethesda Research Laboratories, USA 

TriTrack DNA-Ladefarbstoff 6x Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, München 

Trypan Blue Dye 0,4% Bio-Rad, München 

TurbofectTM Transfektionsreagenz Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Tween® 20 Sigma-Aldrich, München 

Complete Proteaseinhibitor Roche, Severin, Schweiz 

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

HD-Green INTAS, Göttingen, Deutschland 

Kaliumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland  
LB-Medium Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland  
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumorthovanadat (Na3VO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumcitrat Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

NP-40 Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

PageRulerTM Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Phusion   
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Isofluran 
Piramal Critical Care GmbH, Halbergmoos, 

Deutschland 

Weigerts-Hämatoxylin-Lösung A Carl Roth, Karlsruhe 

Weigerts-Hämatoxylin-Lösung B Carl Roth, Karlsruhe 

 

3.1.4 Geräte 

Alle Geräte, die während dieser Arbeit benutzt wurden, sind in Tabelle 4 gelistet. 

Tabelle 4: Übersicht der verwendeten Geräte. 

Geräte Hersteller 

Analysewaage Precisia 100M-300C Precisia, Hartenstein 

Autoklav Laboklav 25 SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/Satuelle 

Automatischer Zellzähler TC10 Bio-Rad, München 

BD FACSCanto II Becton Dickson GmbH, Heidelberg 

CO2-Inkubator HERAcell® 150 Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Digitalmikroskop BZ-9000 Keyence, Ösaka 

Fluorometer Infinite® M200 PRO Tecan, Männedorf 

Gefrierschrank Forma® 900 Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln 

Gelelektrophoresekammer Bio-Rad, München 

ÄKTA Start GE Healthcare, Chicago  

Heizbad Julabo sw21 Julabo GmbH, Seelbach 

Kühlschrank Liebherr GmbH, Rostock 

Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 

Kühlzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg 

Magnetrührer mit Heizung Heidolph Instr. GmbH, Schwabach 

Messpipetten Hirschmann, Eberstadt 

Mikropipetten Research® Eppendorf, Hamburg 

Mikrowelle Optiquick Moulinex (Krups), Offenbach 

Minizentrifuge Axon, Kaiserslautern 

NanoDrop ND-1000 Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

PCR Thermozykler peqStar Peqlab, Erlangen 

pH-Meter Sartorius, Ratingen 

Pipetus®-Akku  Hirschmann, Eberstadt 

SDS-Geldokumentation Galaxy S10 Samsung, Seoul 

Sterilbank Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Sterilbankpumpe HLC BioTech, Bovenden 

Tischzentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg 

Trans-Blot® TurboTM Bio-Rad, München  

UV-Tisch Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld 

Vortexer Neolab, Heidelberg 

RT-PCR Cycler QuantStudio 3 Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Dual LED Blue/White Light Transilluminator Thermo Fisher Scientific, Waltham 

Kulturschüttler Multitron HT INFORS GmbH, Einsbach 
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3.1.5 Kits 

In Tabelle 5 sind alle Kits aufgeführt, die während dieser Arbeit verwendet wurden. 

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Kits. 

Kit Hersteller 

BCA Protein Assay Thermo Scientific, Waltham, USA 

CellTiter-Blue Cell Viability Assay Promega GmbH, Mannheim 

NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel, Düren 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

iTaqTM Universal SYBR green One-Strep Kit BioRad, Hercules, USA 
Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

 

3.1.6 Kulturmedien 

In Tabelle 6 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Medien zur Kultivierung von 

Bakterien und eukaryotischen Zellen aufgelistet. 

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Kultivierungsmedien. 

Kulturmedium Zusammensetzung 

DMEM-/- Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Glukose (4,5 g/L) mit stabilem Glutamin 

DMEM+/+ Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Glukose (4,5 g/L) mit stabilem Glutamin 

FBS (10%), 1% (Penicillin/Streptomycin)  

LB-Agar 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, Trypton, 1,5% Agar-Agar  

LB-Medium 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, Trypton  

Expi293 Medium Thermo Scientific, Waltham, USA 

 

 

3.1.7 Oligonukleotide 

Zur Klonierung oder Sequenzierung von Plasmid-DNA (pDNA) und Genfragmenten wurden 

Oligonukleotide extern von der Firma Eurofins MWG Operon GmbH (Ebersberg, Deutschland) 

synthetisiert und sind in Tabelle 7 aufgelistet.  

Tabelle 7: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide zur Sequenzierung und Klonierung der pDNA und Genfragmente. 

Name Bezeichnung Sequenz (5‘3‘)  

PR7 p409 fw seq primer GAGCGAGTCCGCATCGACCG  

PR8 p409 rev seq primer CACTATAGGGTGCGCCTAGCT  

PR16 PmeI OSMR-fw CAGGTTTAAACACCATGGCTCTATTTGCAGTCTTT  
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PR17 PmeI OSMR-rev CAGGTTTAAACCACTATAGGGTGCGCCTAGCT  

PR34 StrepTag fw TGGAGCCATCCGCAGTTTGAAAAA  

PR35 PmeI LIFR-fw CAGGTTTAAACACCATGATGGATATTTACGTATGTTTG  

PR36 PmeI LIFR-rev CAGGTTTAAACACCTTAATCGTTTGGTTTGTTC  

PR37 OSMR PmeI rev -UTR CAGGTTTAAACTTAGCAGTAGTGTTCACCTGG  

PR92 pMOWS fw TTTATCCAGCCCTCACTCCTT  

DF85 5' pMOWS AGCCCTTTGTACACCCTAAGC  

DF85 3' pMOWS AGCAATAGCATGATACAAAGG  

DF16 pcDNA3.1 fwd AAATTAATACGACTCACTATAGG  

DF17 pcDNA3.1 rev AGGCACAGTCGAGGCTG  

 

 

3.1.8 Plasmide 

Nachfolgend sind die während dieser Arbeit verwendeten Plasmide in Tabelle 8 aufgelistet. 

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten und klonierten Plasmide. 

Name Referenz Resistenz  

pcDNA3.1 
Invitrogen, Darmstadt, 

Deutschland 
 Ampicilin 

pMOWS-puro-GFP Ketteler et al., 2002 (Ketteler et 
al., 2002)  Puromycin 

pMOWS-hygro-GFP Suthaus et al., 2010 (Suthaus et 
al., 2010)  Hygromycin 

pEGFP AG Scheller  Kanamycin 

pcDNA3.1-myc-IC7-TEV-Fc 
Findeisen et al., 2019 (Findeisen 

et al., 2019) 
 Ampicilin 

pcDNA3.1-myc-IL-6/LIF-III-TEV-Fc In dieser Arbeit generiert  Ampicilin 

pcDNA3.1-myc-IL-6/OSM-III-TEV-Fc In dieser Arbeit generiert  Ampicilin 

pcDNA3.1-myc-IL-11/LIF-III-TwinStrep In dieser Arbeit generiert  Ampicilin 

pMOWS-hygro-hLIFR In dieser Arbeit generiert  Hygromycin 

pMOWS-hygro-hOSMR In dieser Arbeit generiert  Hygromycin 

    

 

 

3.1.9 Puffer und Lösungen 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Puffer sind aus Tabelle 9 zu entnehmen. 

Tabelle 9: Im Zuge dieser Verwendete Puffer und Lösungen. 

Lösungen/Puffer Zusammensetzung/Hersteller 

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

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

Ammoniumperoxidsulfat (APS) 10% (w/v) APS 
Blockierlösung Intercept TBS LI-COR Biosciences GmbH 

Ethanol (70%, 96% 99,9%) (v/v) Sigma-Aldrich, München 

FACS-Puffer 1% BSA in PBS 
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Gibco® fötales bovines Serum (FCS) Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

JAK-Lysis Puffer 

10 mM Tris-HCl pH 7,5 

150 mM NaCl 

0,5 mM EDTA 

0,5% (v/v) NP40 

1 mM NaCO3 

10 mM MgCl2 

1 Complete Protease Inhibitor Tablette auf 50 ml 

Phosphat buffered saline (PBS) 

1,5 mM KH2PO4 

2,7 mM KCl 

8,1 mM Na2HPO4 

137 mM NaCl pH 7,4 

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

0,4% SDS 

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

SDS-PAGE Laufpuffer 

0,4 M Tris-HCl, pH 8,25 

0,1 M Glycin 

0,1% SDS 

SDS-PAGE Probenpuffer (6x) 

375 mM Tris-HCl pH 6,8 

9% (w/v) SDS 

50% (v/v) Glycerol 

9% -Mercaptoethanol 

0,03% (w/v) Bromphenol Blau 

Lösung 1 (S1) für DNA-Minipräperation 

50 mM Glukose 

25 mM Tris-HCl, pH 8,0 

10 mM EDTA pH 8,0 

1:1.000 RNAse 

Lösung 2 (S2) für DNA-Minipräperation 
200 mM NaOH 

1% SDS 

Lösung 3 (S3) für DNA-Minipräperation 
3 M Kaliumacetat 

11,5% (v/v) Essigsäure 

TAE-Puffer 

400 mM Tris-HCl pH 8,8 

10 mM EDTA 

200 mM Essigsäure 

TBS-T 

5 M NaCl 

200 mM Tris-HCl, pH 7,5 

0,1% (v/v) Tween20 

Transferpuffer 

250 mM Tris-HCl, pH 8,0 

2 M Glycerin 

0,01% SDS 

5% Methanol 

Tris buffered saline (TBS) 
5 M NaCl 

200 mM Tris-HCl, pH 7,5 

Trypsin/EDTA-Lösung 1:10 Trypsin/EDTA (10x) in PBS 

 
Citratpuffer pH 3,2 

 

7,1 mM Natriumcitrat Dihydrat 

42,9 mM Zitronensäure 

Citratpuffer pH 5,5 35,2 mM Natriumcitrat Dihydrat 
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14,8 mM Zitronensäure 

Puffer W 

100 mM Tris-HCl pH 8,0 

150 mM NaCl 

1 mM EDTA 

Puffer BXT 

100 mM Tris-HCl pH 8,0 

150 mM NaCl 

1 mM EDTA 

50 mM Biotin 

Puffer XT-R 3 M MgCl2 

Coomassie-Färbelösung 

35% (v/v) Ethanol 

10% (v/v) Eisessig 

0,3% Coomassie G250 

Coomassie-Entfärbelösung 
35% (v/v) Ethanol 

10% (v/v) Eisessig 

Gomoris-Lösung 

0,6% Chromotrop 2R 

0,3% Anilinblau (Methylenblau) 

0,8% Phosphorwolframsäure 

1% (v/v) Essigsäure 

Weigerts-Eisen-Hämatoxylin-Lösung 
50% Weigerts-Hämatoxylin-Lösung A 

50% Weigerts-Hämatoxylin-Lösung B 

 

3.1.10 Verbrauchsmaterialien 

Eine Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien in Tabelle 10 aufgelistet. 

Tabelle 10: Liste der benutzten Verbrauchsmaterialien. 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Falcon Reaktionsgefäße (15 mL und 50 mL) Greiner bio-one, Solingen 

Kyoröhrchen VWR, Randor, USA 

Microtubes (1,5 mL und 2 mL) Sarstedt, Nümbrecht 

Nitrilhandschuhe Ansell, München 

PCR Kappen Gr. 125 StarLab, Ahrensburg 

PCR Tubes 0,2 mL StarLab, Ahrensburg 

Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg 

Nitrocellulosemembran Cytiva, USA 

Whatman-Papier VWR, Randor 

Zellkulturschale 10 cm2 Greiner bio-one, Solingen  

Zellkulturschale 6-Well TPP, Trasadingen, Schweiz  

T75 Flaschen Sarstedt AG & Co.KG, Deutschland 

T150 Flaschen Sarstedt AG & Co.KG, Deutschland 

Strep-TactinXT 4Flow IBA Lifesciences GmbH, Deutschland 

HiTrap MabSelect PrismA Cytiva, USA 

Einmal-Zählkammer Peqlab, Erlangen, Deutschland 

Spritzenfilter PVDF, Porengröße 450 nm Carl Roth, Karlsruhe 

Kanüle 20 G  B. Braun, Melsungen, Deutschland 
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3.1.11 Zelllinien und Bakterienstämme 

Zur Klonierung und Amplifikation von pDNA wurde der Bakterienstamm Escherichia coli (E. 

coli) XL1-Blue (endA1 gyrA96(naIR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F‘ [: TN10 proAB+ 

laclqΔ(lacZ)M15] hsdR17(rk-mK+)) verwendet (Agilent Technologies, Waldbronn, 

Deutschland). Weiterhin wurden folgende eukaryotische Zelllinien verwendet (Tabelle 11). 

Tabelle 11: Liste der verwendeten eukaryotischen Zelllinien. 

Zelllinie Herkunft Zellart Hersteller 

Ba/F3/gp130 Murine prä B-Zelllinie Suspensionszellen Immunex, Seattle, USA (Palacios et 

al., 1984) 

Phönix-Eco Humane embryonale Nierenzelle Adhärente Zellen DKFZ, Ursula Klingmüller, 

Heidelberg, Deutschland (Pear et 

al., 1993) 

Expi293F Humane embryonale Nierenzelle Suspensionszellen Thermo Scientific, Waltham, 

USA(Jain et al., 2017) 

 

3.1.12 Zytokine 

Die im Zuge dieser Arbeit verwendeten Zytokine sind in Tabelle 12 aufgelistet. 

Tabelle 12: Verwendete, natürliche, humane Zytokine. 

Humane Zytokine Stammkonzentration (µg/ml) Herkunft 

Hyper-IL-11-Ts 100 AG Scheller 

IL-11 100 AG Scheller 

LIF 10 R&D Systems; 7734-LF 

OSM 10 R&D Systems; 295-OM 

 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1.1 DNA-Gelelektrophorese 

Zur Ermittlung der DNA-Fragmentlänge wurden Nukleinsäuren mittels Gelelektrophorese in 

einem Molekularsieb aus 1% (w/v) Agarosegel durch ein elektrisches Feld voneinander 

getrennt. Dabei zieht die Anode die negativ geladene DNA an. Infolgedessen wandern kleinere 

DNA-Fragmente schneller zur Anode als große DNA-Fragmente. Durch HD Green wird die nach 

Fragmentlängen getrennte DNA sichtbar gemacht. Das HD Green interkaliert hierbei in die 
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DNA, wodurch es nach Anregung mit UV-Licht fluoresziert und diese somit sichtbar macht. 

Hierfür wurde die Agaroselösung mit 0,0002% HD Green versetzt. Das größenspezifische DNA-

Bandenmuster wurde mit Hilfe eines Geldokumentationssytems der Firma INTAS (Göttingen, 

Deutschland) dokumentiert. 

 

3.2.1.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

DNA-Fragmente, die zuvor mittels DNA-Gelelektrophorese voneinander getrennt wurden, 

wurden bei 470 nm auf einem Transilluminator angeregt und durch eine Filterscheibe 

visualisiert. Das entsprechende Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 

herausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt bevor die Nukleinsäure gemäß 

Herstellerangaben mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit extrahiert wurde. 

 

3.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäure und Proteinen 

Die Konzentration von Nukleinsäuren und gereinigten Proteinen wurde mittels NanoDrop 

2000 spektroskopisch bestimmt.  Die Konzentration von DNA- oder RNA-Proben wurde bei 

260 nm gemessen und die Reinheit über das Absorbtionsverhältnis A260/A280 bestimmt. Der 

Quotient sollte hier stets über 1,8 liegen. Die Proteinkonzentration erfolgte über einer 

Absorbtionsmessung bei 280 nm. Bei dieser Wellenlänge absorbieren die aromatischen 

Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin. Die Konzentration wurde nach dem 

Lambert-beerschem Gesetz berechnet (Formel 1). 

𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛
𝑚𝑔

𝑚𝑙
=

𝐴280

𝜀(𝑀−1𝑐𝑚−1)
× 1(𝑐𝑚) × 𝑀𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙𝑎𝑟𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡 (𝐷𝑎) 

Formel 1: Lambert-beersches Gesetz. 

 

3.2.1.4 Restriktionsspaltung von DNA 

Die Restriktionsspaltung wurde zum Herausschneiden eines Inserts aus der Plasmid-DNA 

(pDNA) zwecks anschließender Klonierung durchgeführt. Darüber hinaus wurde die DNA auch 

mittels Restriktionsenzyme (Thermo Fisher Scientific, Waltham) hydrolysiert, um die korrekte 

Ligation der neu generierten Plasmide zu verifizieren. Hierbei wird die DNA-Sequenz von den 

Restriktionsenzymen spezifisch erkannt und an der Phosphodiesterbindung hydrolysiert. 
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Dabei können, je nach verwendetem Restriktionsenzym, DNA-Doppelstränge mit Überhang 

(sticky ends) oder ohne Überhang (blunt ends) entstehen. Die Restriktion von je 10 µg Plasmid-

DNA erfolgte mit 10 U des gewünschten Restriktionsenzyms und mit dem vom Hersteller 

empfohlenen Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 µl für 2 h oder über Nacht bei 37°C. 

Zwecks Kontrolle der korrekten Klonierung wurden hierbei 4 µg pDNA verwendet, während 

für die Klonierung mindestens 30 µg verwendet wurden. Anschließend wurden je 50 µl 

Reaktionsansatz 10 µl TriTrack DNA-Ladefarbstoff zugegeben und eine analytische oder 

präparative Gelelektrophorese durchgeführt. 

 

3.2.1.5 Dephosphorylierung von DNA 

Um eine Religation des linearisierten Vektors ohne Insert nach einer Restriktionsspaltung zu 

verhindern, wurde das 5‘-Ende dephosphoryliert. Dazu wurde der hydrolysierte 

Restriktionsansatz mittels NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Kit gereinigt, um die 

Restriktionsenzyme und den entsprechenden Puffer zu entfernen. Anschließend wurde die 

gereinigte DNA mit 1 U FastAP (Thermo Fisher Scientific, Waltham) für 1 h oder über Nacht 

bei 37°C inkubiert und anschließend nochmals gereinigt. Die Dephosphorylierung wurde nur 

bei blunt end hydrolysierten Vektoren durchgeführt. 

 

3.2.1.6 Phosphorylierung von DNA 

Falls das Insert nicht aus einem Restriktionsansatz stamm sondern mittels PCR amplifiziert 

wurde, wurde dieses für die anschließende Ligation phosphoryliert. Amplifikate aus einer PCR 

besitzen keine für eine Ligation benötigte 5‘-Phosphatgruppe. Hierzu wurde eine T4-

Polynukleotidkinase (PNK) verwendet, welche den Transfer einer Phosphatgruppe eines 

Adenosintriphosphats auf eine 5‘-Hydroxygruppe der Nukleinsäure katalysiert. Die Reaktion 

wurde nach folgender Zusammensetzung angesetzt: 

PCR-Produkt (gesamtes Volumen) 
5 µl Ligase-Puffer 
1 µl PNK 
Ad 50 µl ddH2O 

Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert, die PNK 5 min bei 75°C inaktiviert und 

anschließend ligiert. 
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3.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten 

Insert und Vektor wurden durch die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen dem 3‘-

Hydroxyende eines Fragments und dem 5‘-Phosphatende eines anderen Fragments 

miteinander ligiert. Das eingesetzte Insert und die Vektor-DNA wurden dafür zuvor mit den 

gleichen Restriktionsenzymen geschnitten. Für die Ligation wurden 100 ng Vektor und Insert 

in einem molaren Überschuss im Verhältnis 1:5 oder 1:7 eingesetzt. Zum Ligationsansatz 

wurden neben Insert und Vektor noch 2 µl T4-Ligase-Puffer, 2 µl PEG4000 und 2 µl T4-Ligase 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham) in einem Gesamtvolumen von 20 µl zugegeben und für 

2 h bei RT oder über Nacht bei 4°C inkubiert. 

 

3.2.1.8 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetenten E. coli 
Bakterien 

Zur Transformation wurden chemisch kompetente E. coli XL-1 Blue Bakterien verwendet, 

welche in 30 µl Aliquots bei -80°C gelagert wurden. Für die Transformation wurden die Zellen 

5 min auf Eis aufgetaut und 0,5 µl pDNA oder 10 µl Ligationsansatz hinzugegeben. Der 

Transformationsansatz wurde für 5 weitere min auf Eis inkubiert bevor der Hitzeschock bei 

42°C für 50 sec folgte. Die Bakteriensuspension wurde für 5 min auf Eis inkubiert bevor 500 µl 

antibiotikafreies LB-Medium zugegeben wurde. Anschließend wurden die Zellen 30-60 min bei 

37°C und 1.000 rpm regeneriert. Die gesamte Bakteriensuspension wurde dann auf LB-

Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmedium ausplattiert und über Nacht bei 37°C 

inkubiert. 

 

3.2.1.9 Mini-Präparation von Plasmid-DNA 

Zwecks Analyse der pDNA mit der die E. coli transformiert wurden, wurde die pDNA Isoliert. 

Hierzu wurde jeweils eine E. coli Kolonie in 1,8 ml LBamp- oder LBkan-Medium über Nacht bei 

37°C und 1.000 rpm inkubiert. Die pDNA wurde dann mittels Mini-Präparation nach dem 

Prinzip der alkalischen Lyse isoliert. Hierfür wurde die Bakterienkultur zentrifugiert (15.000 g, 

1 min, RT) und das Zellpellet in 100 µl kaltem S1-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden 

200 µl S2-Puffer zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Zugabe von 200 µl kaltem 
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S3-Puffer, welches die Lyse durch das im S3-Puffer enthaltene Kaliumacetat neutralisierte. 

Nach anschließender Zentrifugation (17.000 g, 10 min, 4°C), wurde der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt, 500 µl kaltes Isopropanol zugegeben und wieder zentrifugiert 

(17.000 g, 15 min, 4°C). Die präzipitierte pDNA wurde mit 500 µl Ethanol 70% (v/v) gewaschen 

und wieder zentrifugiert (17.000 g, 5 min, 4°C) und das DNA-Präzipitat nach leichtem 

antrocknen in 50 µl ddH2O wieder gelöst.  

 

3.2.1.10 Midi-Präparation von Plasmid-DNA 

Eine Midi-Präparation wurde durchgeführt, um größere Mengen pDNA zu isolieren. Hierfür 

wurden 100 ml LBamp- oder LBkan-Medium mit einer Bakterienkolonie angeimpft und über 

Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde die Bakteriensuspension 

zentrifugiert (4.000 g, 30 min, 4°C) und die pDNA aus dem Zellpellet mit dem NucleoBond Xtra 

Midi Kit gemäß den Herstellerangaben isoliert. Die isolierte pDNA wurde in 200 µl ddH2O gelöst 

und die Konzentration wie in Abschnitt 3.2.1.3 beschrieben gemessen. 

 

3.2.1.11  RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem NucleoSpin® RNA Kit (Macherey-Nagel, Düren). Hierzu 

wurden Ba/F3-Zellen verwendet, die zuvor stimuliert und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren wurden. Die Isolation erfolgte gemäß den Herstellerangaben. Die Elution fand 

in 40 µl ddH2O statt und die RNA-Konzentration wurde wie in Abschnitt 3.2.1.3 beschrieben 

gemessen. Die RNA wurde dann bis zur Verwendung für eine quantitative Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) oder einer Transkriptomanalyse bei -80°C gelagert. 

 

3.2.1.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Amplifikation bestimmter Regionen einer Plasmid-DNA erfolgte über eine PCR. Für die 

Reaktion wurde eine thermostabile DNA-Polymerase, die Ausgangs-Plasmid-DNA (template), 

Polymerase-Puffer, spezifische Oligonukleotide (Primer) und freie Desoxynukleotide (dNTP) in 

einem PCR-Ansatz zusammengegeben. 

PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten: 
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Zur Amplifikation bestimmter DNA-Fragmente, zwecks anschließender Klonierung wurde die 

Phusion High-Fidelity Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham) verwendet, da diese 

eine 3‘5‘ Exonuklease-Aktivität (proof reading) besitzt und falsch eingebaute Nukleotide aus 

der amplifizierten DNA entfernt. 

In Tabelle 13 ist ein Reaktionsansatz zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aufgelistet: 

Tabelle 13: Reaktionsansatz einer PCR mit der Phusion DNA-Polymerase. 

Komponente Volumen Endkonzentration 

Template DNA 1 µl <250 ng 

5x Phusion HF- oder GC-Puffer 10 µl 1x 

dNTPs 1 µl 200 µM 

Forward Primer 2,5 µl 0,5 µM 

Reverse Primer 2,5 µl 0,5 µM 

DMSO (optional) 1 µl 2% 

Phusion DNA Polymerase 0,5 µl 1 U/50 µl Ansatz 

ddH2O Ad 50 µl - 

 

Die Reaktion wurde mit folgendem PCR-Programm durchgeführt und kann aus Tabelle 14 

entnommen werden. 

Tabelle 14: PCR-Programm zur Amplifikation bestimmter DNA-Regionen mit der Phusion DNA-Polymerase. 

Schritt Temperatur Zeit  

Initiale Denaturierung 98°C 30 sec  

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

98°C 

~60°C 

72°C 

10 sec 

20 sec 

20 sec/kBp 

 

30 Zyklen 

Finale Elongation 72°C 5 min  

Kühlung 4°C ∞  

Die erfolgreiche Amplifikation wurde mittels Agarosegel (3.2.1.1) analysiert. Bei erfolgreicher 

Amplifikation wurden die PCR-Produkte mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up gereinigt, 

phosphoryliert (3.2.1.6) und in die entsprechenden Vektoren ligiert (3.2.1.7). 

Colony PCR (cPCR): 

Zur Verifikation der korrekten Klonierung wurde eine cPCR durchgeführt. Hierbei wurde die 

PCR ohne vorherige Isolation der pDNA durchgeführt. Dabei fungierte die pDNA in der 

Bakteriensuspension als template. Die zu analysierende Bakterienkolonie wurde dazu in 20 µl 

ddH2O suspendiert und anschließend für die PCR verwendet. Für die Analyse wurde die 
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DreamTaq Green PCR Master Mix 2x verwendet, da hierzu kein proof reading notwendig war. 

Weiterhin wurden forward und reverse Primer verwendet, bei dem ein Primer spezifisch am 

Vektor und der andere am Insert hybridisierten. Der Reaktionsansatz und das PCR-Programm 

für die cPCR sind aus Tabelle 15 beziehungsweise Tabelle 16 zu entnehmen. 

Tabelle 15: Reaktionsansatz für eine cPCR. 

Komponente Volumen Endkonzentration 

DreamTaq Green PCR Master Mix 2x 10 µl - 

Forward Primer 1 µl 0,2 µM 

Reverse Primer 1 µl 0,2 µM 

pDNA in E. coli-Suspension 5 µl - 

ddH2O Ad 20 µl - 

 

Tabelle 16: PCR-Programm für eine cPCR. 

Schritt Temperatur Zeit  

Initiale Denaturierung 95°C 5 min  

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

95°C 

~55°C 

72°C 

30 sec 

30 sec 

1 min/kBp 

 

30 Zyklen 

Finale Elongation 72°C 5 min  

Kühlung 4°C ∞  

Zur Analyse der korrekten Klonierung, wurde das PCR-Produkt direkt mittels Agarosegel 

analysiert (3.2.1.1). 

 

3.2.1.13  Sequenzierung von Plasmid-DNA 

Zur Kontrolle der Sequenzen, wurde die pDNA extern durch die Firma Microsynth Seqlab 

(Göttingen, Deutschland) sequenziert. Hierzu wurden die Proben einschließlich der 

gewünschten Oligonukleotide eingeschickt. 

 

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.2.1 Lyse der Ba/F3-Zellen 

Zur Lyse der Ba/F3-Zellen wurden diese zentrifugiert (450 g, 5 min, RT) und der Überstand 

verworfen. Das Zellpellet wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und entweder direkt 

lysiert oder bis zur Lyse bei -20°C gelagert. Je nach Größe der Zellpellets wurden diese in einem 
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Volumen von 60-200 µl JAK-Lysepuffer resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen für 

30 min bei 4°C unter Rotation lysiert bevor sie nochmals zentrifugiert wurden (17.000 g, 

10 min, 4°C). Der Überstand, wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die 

Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt. 

 

3.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsäure (BCA) 

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde nach Herstellerangaben mittels BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ermittelt. Zunächst wird im alkalischen 

Milieu in Anwesenheit von Proteinen Cu2+ zu Cu+ reduziert. Infolgedessen, reagiert die 

Bicinchoninsäure mit Cu+ und bildet einen violett gefärbten Komplex. Dieser BCA/Cu-Komplex 

bildet sich innerhalb des linearen Bereichs proportional zur Proteinkonzentration. Die 

Absorption wurde im Fluorometer bei 562 nm gemessen. Zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration der Zelllysate, wurde eine Standardgerade mit BSA in definierten 

Konzentrationen erstellt und ebenfalls gemessen. Für diesen Assay wurden die Lysate 1:10 in 

H2O verdünnt und je 25 μL im Duplikat gemessen. 

 

3.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zwecks Analyse fand die Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht durch eine 

sodium dodecyl sulphate (SDS)-PAGE statt. Die Denaturierung und Reduktion der 

Disulfidbrücken erfolgte im Proteinauftragspuffer bei 95°C für 10 min. Die Proteine sind durch 

das SDS negativ geladen und bewegen sich im polymerisiertem Polyacrylamid-Gel in Richtung 

Anode. Dabei bewegen sich kleinere Proteine im Molekularsieb schneller voran als große. Die 

Elektrophorese erfolgte durch das Anlegen einer konstanten Spannung von 100 Volt bis die 

Proteine das Trenngel erreichten. Dann wurde die Spannung auf 130 Volt erhöht. Hierbei 

wurden je nach Molekulargewicht des zu analysierenden Proteins 10 oder 15%ige SDS-

Polyacrylamidgele in einer Stärke von 1,5 mm verwendet. Beladen wurden die Gele entweder 

mit 50 µg Gesamtprotein bei Zelllysaten oder mit einem konstanten Volumen von 33 µl bei 

Zellkulturüberständen. 
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3.2.2.4 Western Blot 

Für eine spezifische Detektion der Proteine wurden die zuvor in der SDS-PAGE voneinander 

getrennten Proteine auf eine Nitrocellulose(NC)-Membran transferiert. Dazu wurde das 

Trans-Blot-Turbo semi-dry Transfer-System von BioRad (München- Deutschland) verwendet. 

Dies erfolgte durch das Anlegen einer Spannung, in der die negativ geladenen Proteine auf die 

Membran übertragen wurden. Die NC-Membran wurde zusammen mit Whatmann-Papier und 

dem SDS-Polyacrylamidgel für 1 min in Transferpuffer äquilibriert. Das SDS-Polyacrylamidgel 

wurde auf die NC-Membran gelegt und von beiden Seiten mit jeweils zwei weiteren 

Whatmann-Papieren bedeckt. Anschließend folgte der Proteintransfer auf die NC-Membran 

für 30 min bei einer konstanten Spannung von 25 V und konstanten Stromstärke von 1 A. Die 

Membran wurde mindestens 1 h in einer mit TBS (1:3) verdünnten Intercept Blockierlösung 

(LI-COR Biosciences GmbH) bei RT inkubiert. Die NC-Membran wurde mit dem primären 

Antikörper entweder für 2 h bei RT oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde 

3 x für 3 min mit TBS-T gewaschen bevor die NC-Membran mit dem sekundären Antikörper 

für 1 h bei RT inkubiert wurde. Sowohl der primäre als auch der sekundäre Antikörper wurden 

in der 1:3 verdünnten Blockierlösung angesetzt und zusätzlich Tween20 (0,1%) zugefügt. Zum 

Schluss wurde der sekundäre Antikörper durch 2 x für 3 min mit TBS-T und 1 x 3 min mit TBS 

gewaschen bevor die Proteine detektiert wurden. Die Detektion erfolgte am 

Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager (LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln, USA). 

 

3.2.2.5 Coomassie Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen 

Zur Beurteilung der Reinheit der gereinigten Cytokimera, wurden diese mittels SDS-PAGE 

elektrophoretisch nach der Größe getrennt und anschließend mittels einer Coomassie-

Färbelösung visualisiert. Das hierbei verwendete Coomassie G250 bindet an basische 

Aminosäuren der Proteine und macht diese sichtbar. Dazu wurde das Polyacrylamidgel in die 

Coomassie-Färbelösung gelegt, 30 sec in der Mikrowelle bei 600 W erwärmt und dann für 15 

min bei RT schüttelnd inkubiert. Um nicht am Protein gebundenes Coomassie wieder zu 

entfernen, wurde die Färbelösung entfernt, Coomassie-Entfärbelösung zugegeben, in der 

Mikrowelle für 30 sec erwärmt und für etwa 30-60 min schüttelnd bei RT inkubiert. Dieser 
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Vorgang wurde so lange wiederholt, bis der gewünschte Kontrast erkenntlich war. Die SDS-

Geldokumentationssystem fand mit einer Kamera (Galaxy S10, Samsung, Seoul) statt. 

3.2.2.6 Protein-A Affinitätschromatografie 

Fc-getaggte, rekombinante Proteine in Expi293-Zellkulturüberstände, wurden mittels Protein-

A Affinitätschromatografie gereinigt. Protein-A, das ursprünglich aus der Zellwand des 

Staphylococcus aureus stammt bindet hierbei spezifisch und pH-responsiv an IgG-Fc. Hierfür 

wurde die HiTrap MabSelect PrismA (Cytiva, USA) verwendet. Nach Äquilibrierung der Säule 

und des Systems (Äkta Start, GE Healthcare, Chicago, USA) mit PBS wurden 30-150 ml 

Zellkulturüberstand mit einer Flussrate von 1 ml/min geladen, um die gewünschten Proteine 

mit einem Fc-tag an die Säulenmatrix zu binden. Anschließend wurde die Säule mit 20 

Säulenvolumen PBS gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen. Die zweistufige 

Elution erfolgte dann durch die Senkung des pH-Wertes auf zunächst 5,5 und dann auf 3,2 

durch die entsprechenden Citratpuffer. Infolgedessen, dissoziierte die Fc:Protein-A-

Interaktion und das Fc-getaggte Protein wurde als Eluat im Fraktionssammler gesammelt.  Die 

Proteinkonzentrationen der Elutionsfraktionen wurde wie in Abschnitt 3.2.1.3 bestimmt und 

alle Elutionsfraktionen vereint, die Protein enthielten. Im Anschluss fand eine Konzentration 

des Proteingehaltes mittels einer Amicon Ultra Membran (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

auf ein Volumen von ca. 1,5 ml statt. Nachfolgend wurde das Protein mittels einer NAP-25 

Säule (GE Healthcare, Chicago, USA) umgepuffert. Schließlich wurde nochmals die 

Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2.2) und weitere Analyse mittels SDS-PAGE (3.2.2.3), 

Coomassie-Färbung (3.2.2.5) und Western Blot (3.2.2.4) durchgeführt. Die Säule wurde mit 30 

Säulenvolumen 0,5 M NaOH regeneriert und die gereinigten Proteine wurden aliquotiert und 

bei -80°C gelagert. 

 

3.2.2.7 StrepTactinXT® Affinitätschromatografie 

Die StrepTactin Affinitätschromatografie basierte ursprünglich auf der Interaktion zwischen 

Streptavidin und Biotin, welche zu den Interaktionen mit den höchsten, natürlichen 

Affinitäten gehört. In der nächsten Generation dieser Chromatografie wurde das Biotin durch 

eine kurze Peptidsequenz WSHPQFEK (Strep-tag®) und das Streptavidin durch eine Strep-

Tactin® Säulenmatrix ersetzt. In der neusten Generation wurde die Affinität des tags durch die 
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in Serie geschaltete Peptidsequenzen SA-WSHPQFEK-(GGGS)2-GGSA-WSHPQFEK (TwinStrep-

tag®) weiter erhöht und die reversible Elution des Proteins von der StrepTactin®XT-

Säulenmatrix mit Biotin ermöglicht.  

TwinStrep-getaggte, rekombinante Proteine in Expi293-Zellkulturüberstände, wurden daher 

über die StrepTactinXT Affinitätschromatografie gereinigt. Nach Äquilibrierung der Säule und 

des Systems (Äkta Start, GE Healthcare, Chicago, USA) mit Puffer W wurden 30-150 ml 

Zellkulturüberstand mit einer Flussrate von 1 ml/min geladen, um die gewünschten Proteine 

mit einem TwinStrep-tag an die Säulenmatrix zu binden. Anschließend wurde die Säule mit 30 

Säulenvolumen Puffer W gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen. Die Elution 

fand mit einem 50 mM Biotin-haltigem Puffer BXT statt. Infolgedessen, dissoziierte die 

TwinStrep:StrepTactinXT-Interaktion und wurde als Eluat im Fraktionssammler gesammelt. 

Die Proteinkonzentrationen der Elutionsfraktionen wurde wie in Abschnitt 3.2.1.3 bestimmt 

und alle Elutionsfraktionen vereint, die Protein enthielten. Im Anschluss fand eine 

Konzentration des Proteingehaltes mittels einer Amicon Ultra Membran (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) auf ein Volumen von ca. 1,5 ml statt. Nachfolgend wurde das Protein mittels 

einer NAP-25 Säule (GE Healthcare, Chicago, USA) umgepuffert. Schließlich wurde nochmals 

die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2.2) und weitere Analyse mittels SDS-PAGE (3.2.2.3), 

Coomassie-Färbung (3.2.2.5) und Western Blot (3.2.2.4) durchgeführt. Die Säule wurde mit 30 

Säulenvolumen 0,5 M NaOH regeneriert und die gereinigten Proteine wurden aliquotiert und 

bei -80°C gelagert. 

 

3.2.3 Zellbiologische Methoden 

3.2.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 

Ba/F3 Suspensionszellen wurden in 10 cm Petrischalen in 10 ml DMEM+/+ mit HIL-6 (10 ng/ml) 

kultiviert. Alle sieben Tage wurden die Zellen in einem Verhältnis von 1:10.000 passagiert. 

Adhärente HEK293 oder Phönix-Eco Zellen wurden alle 3-4 Tage in 10 cm Zellkulturschalen in 

10 ml DMEM+/+ passagiert. Zum Passagieren wurde der Überstand abgenommen und die 

Zellen in 1 ml PBS resuspendiert, wovon 60 µl für die Passage in die nächste Zellkulturschale 

überführt wurde. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in einer gesättigten 

Wasserdampfatmosphäre kultiviert. Die Expi293-Zellen wurde in Kolben mit 30 ml Expi293-
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Medium kultiviert und alle 3-4 Tage passagiert. Hierzu wurde die Zelldichte mittels eines 

automatischen Zellzählers bestimmt und in einer Konzentration von 300.000 Zellen/ml 

ausgesät. Die Expi293-Zellen wurden bei 37°C und 8% CO2 in einer gesättigten 

Wasserdampfatmosphäre auf einem Orbitalschüttler (120 rpm) kultiviert. 

3.2.3.2 Transfektion von HEK293-Zellen 

Um die Expression der neu generierten Cytokimera quantitativ abschätzen zu können, wurden 

zunächst HEK293 Zellen an Tag -1 mit einer Konzentration von 2x106 Zellen pro 10 cm 

Zellkulturschale ausgesät. An Tag 0 wurden 7,5 µg pDNA mit 15 µl Turbofect (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) in 1 mL DMEM-/- gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Hierbei 

bildete sich ein Komplex aus der DNA und dem Transfektionsreagent, welcher die 

Zellmembran passiert. Der Komplex wurde tropfenweise auf die HEK293-Zellen gegeben und 

für 48 h bei 37°C inkubiert bevor die Zellen dann zur weiteren Analyse lysiert (3.2.2.1) wurden. 

Bei der Transfektion der HEK293-Zellen wurde als Kontrolle der erfolgten Transfektion eine 

Kulturschale mit pEGFP transfiziert. Da dieses Plasmid für EGFP codiert, emittierte das in den 

Zellen exprimierte GFP nach 48 h unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregung von 

480 nm.  

 

3.2.3.3 Retrovirale Transduktion von Ba/F3 gp130-Zellen 

Da für die Analyse der Cytokimera unter anderem Ba/F3-Zellen benötigt wurden, die den 

OSMR oder den LIFR exprimierten, wurden die cDNAs zur Expression der Rezeptoren durch 

eine retrovirale Transduktion stabil in das Genom der Ba/F3-Zellen integriert.  

Für eine retrovirale Transduktion wurden an Tag -2 zunächst Phönix-Eco Zellen mit einer 

Zellkonzentration von 5x105 Zellen in einer 6-Well Zellkulturschale ausgesät. Zur Transfektion 

der Phönix-Eco-Zellen wurden an Tag -1 jeweils 2 µg pDNA und 4 µl Turbofect in 200 µl  

DMEM -/- für 15 min inkubiert und tropfenweise den Zellen zugegeben. Nach 6 h wurde das 

Medium durch DMEM +/+ 30% FCS ausgetauscht und über Nacht im Inkubator kultiviert. An 

Tag 0 wurde der Zellkulturüberstand der Phönix-Eco-Zellen entnommen, der die Viren 

enthielten entnommen und zentrifugiert (350 g, 5 min, RT), um die restliche Phönix-Eco-Zellen 

zu entfernen. Zur Transduktion der Ba/F3-Zielzellen wurden diese zunächst zentrifugiert 

(450 g, 5 min, RT), der Überstand abgenommen und mit 10 ml PBS gewaschen. Anschließend 
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wurden 250 µl des Phönix-Eco Zellkulturüberstandes zusammen mit 1x105 Ba/F3-Zielzellen in 

50 µl und 30 µg Polybren (Sigma-Alderich, Sternheim, Deutschland) gemischt und zentrifugiert 

(2 h, 300 g, RT). Das Zellpellet wurde in 5 ml DMEM +/+ resuspendiert und HIL-6 (10 ng/ml) 

zugegeben. Die transduzierten Zellen wurden durch die Zugabe von Antibiotika über 2-3 

Wochen selektiert. Hierbei wurde entweder Hygromycin B in einer Konzentration von 1 mg/ml 

(24 h nach der Transduktion) oder Puromycin in einer Konzentration von 1,5 µg/ml (48 h nach 

der Transduktion) zugegeben. Die erfolgreiche Transduktion wurde nach der Selektion mittels 

Durchflusszytometrie (3.2.3.4) und Western Blot überprüft. 

 

3.2.3.4 Durchflusszytometrie 

Zur Kontrolle der Oberflächenexpression der Rezeptoren nach einer retroviralen Transduktion 

wurde eine Durchflusszytometrie durchgeführt. Grundlage ist die Antigen-Antikörper-

Interaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörpern durchgeführt wird. Die 

Bindung der Antikörper und die daraus resultierende Fluoreszenz ist hierbei proportional zur 

Oberflächenexpression der Rezeptoren. 

Zur Analyse wurden 5x105 Ba/F3-Zellen zentrifugiert (350 g, 5 min, RT), das Zellpellet in 1 ml 

FACS-Puffer gewaschen und in 50 µl FACS-Puffer mit entsprechenden Primärantikörper 

resuspendiert. Die Zellen wurden 1 h bei RT inkubiert, wieder mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen 

bevor das Zellpellet in 50 µl FACS-Puffer mit entsprechenden Sekundärantikörper 

resuspendiert wurde. Die Inkubation erfolgte 50 min bei RT im Dunkeln. Es folgte ein letzter 

Waschschritt, bevor die Zellen in 500 µl FACS-Puffer resuspendiert und am FACS Canto II 

analysiert wurden. Die Auswertung fand mit Hilfe der FlowJo_V10 Software statt. 

 

3.2.3.5 Proliferationsassay von Ba/F3-Zellen 

Zur Charakterisierung der Cytokimera aber auch zur Kontrolle der Rezeptoren wurde ein 

Zellviabilitätsassay von Ba/F3-Zellen mit rekombinanten Proteinen durchgeführt und die 

Proliferation analysiert. Die Methode beruht auf die irreversible Umsetzung des im CellTiter-

Blue enthaltenen Resazurin zum fluoreszierenden Resorufin. Da die Umsetzung nur durch 

Dehydrogenaseenzyme in metabolisch aktiven Zellen stattfinden kann, ist die 

Fluoreszenzintensität proportional zur Zellproliferation.  
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Hierzu wurden die Ba/F3-Zellen 3 x mit PBS gewaschen und anschließend eine Zelldichte von 

5x104 Zellen/ml DMEM+/+ verdünnt. Die Zellen wurden mit den entsprechenden Zytokinen in 

der gewünschten Konzentration versetzt und als Triplikat in einem Volumen von 100 µl in 

jeweils einer Kavität einer 96-Well Zellkulturplatte für 72 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

Schließlich wurden 20 µl CellTiter-Blue Lösung je Kavität zugegeben und unmittelbar danach 

die Fluoreszenz des Resorufin bei 560 nm am Fluorometer Infinite® M200 PRO (Tecan, 

Männedorf) gemessen (Zeitpunkt 0). Die nächste Messung fand nach 40 min statt und dann 

wurde alle 20 min für maximal 120 min gemessen. Die Messung mit den höchsten Werten 

wurde von den Werten Zeitpunkt 0 subtrahiert.  

Konzentrationsabhängige Proliferation 

Um die effektive oder inhibitorische, halbmaximale Konzentration zu ermitteln (EC50 

beziehungsweise IC50), wurde eine konzentrationsabhängige Proliferation durchgeführt. 

Hierzu wurde die Proliferation der Ba/F3-Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren in 

Abhängigkeit von der Zytokinkonzentration. Hierzu wurde eine möglichst hohe 

Zytokinkonzentration gewählt und eine serielle 1:2 Verdünnung durchgeführt. Wie bereits 

beschrieben, fand dann die Inkubation und Messung statt. Die Proliferationskurve wurde dann 

durch eine nichtlineare Regression mittels der Software GraphPad Prism 8 ermittelt und 

daraus der EC50- beziehungsweise IC50-Wert abgeleitet. 

 

3.2.3.6 Stimulationsassay von Ba/F3-Zellen 

Die Signaltransduktion der Ba/F3-Zellen und die damit verbundene Phosphorylierung von 

STAT3 oder Erk1/2 wurde mittels Stimulationsassay ermittelt. Hierzu wurden die Ba/F3-Zellen 

mit den entsprechenden Rezeptoren 3 x mit PBS gewaschen und in DMEM-/- resuspendiert. In 

diesem serumfreien Medium wurden die Zellen 3-4 h inkubiert, um die Signaltransduktion, 

die durch das Serum hervorgerufen werden könnte, zu minimieren. Anschließend wurden die 

Zellen in Reaktionsgefäße verteilt, zentrifugiert (450 g, 5 min, RT) und das Zellpellet in 1 ml 

DMEM-/- mit den entsprechenden Zytokinen resuspendiert. Die Stimulation verlief 15 min bei 

37°C. Schließlich wurden die Zellen nochmals zentrifugiert (450 g, 5 min, RT) und die 

biochemische Reaktion durch schockgefrieren der Zellpellets in flüssigem Stickstoff 

abgebrochen. Die anschließende Lyse erfolgte wie in 3.2.2.1 beschrieben. 
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3.2.3.7 Proteinexpression in Expi293-Zellen 

Die Kultivierung der Expi293-Zellen erfolgte wie in 3.2.3.1 beschrieben. Zwei Tage vor der 

Transfektion wurden die Zellen auf eine Zelldichte von 1,5x106 Zellen/ml Expi293 Medium 

verdünnt. Am Tag der Transfektion wurden die Zellen nochmals auf eine Zelldichte von 3x106 

Zellen/ml verdünnt. Die Expi293-Zellen wurden gemäß den Herstellerangaben transfiziert und 

für 5 Tage für die Expression von Proteinen mit TwinStrep-tag bei 37°C, 120 rpm, 8% CO2 

inkubiert. Für die Expression von Proteinen mit Fc-tag wurden die transfizierten Zellen 6 Tage 

inkubiert. Es folgte die Ernte des Zellkulturüberstandes durch Zentrifugation der 

Zellsuspension bei 450 g, 5 min und 4°C, gefolgt von einer weiteren Zentrifugation des 

Überstands bei 3220 g, 20 min und 4°C. Der Zellkulturüberstand wurde durch Spritzenfilter 

mit einer Porengröße von 450 nm filtriert und bis zur Affinitätschromatografie (3.2.2.6 oder 

3.2.2.7) bei -80°C gelagert. 

 

3.2.4 Tierexperimentelle Methoden 

3.2.4.1 Tiere und Tierhaltung 

Alle Experimente und Tierversuche, die während dieser Dissertation durchgeführt wurden, 

wurden gemäß den Vorschriften des Landesamtes für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz 

Nordrhein-Westfalen (LANUV), Recklinghausen, Deutschland entsprechend §8 des 

Tierschutzgegesetzes durchgeführt. Das Aktenzeichen des Projektes G460/21 lautet 81-

02.04.2021.A460.  

Die Mäuse (C57BL/6N) wurden von Janvier, Frankreich gekauft. Die Tierhaltung fand in der 

zentralen Einrichtung für Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT), 

Düsseldorf, Deutschland statt. Hier wurden die Tiere gemäß der Federation of European 

Laboratory Animal Science Association (FELASA) und der Gesellschaft für Versuchstierkunde 

(GV-SOLAS) gehalten und auch die Versuche dieser Arbeit verliefen gemäß dieser FELASA und 

GV-SOLAS. Den Tieren wurde ad libitum Nahrung und mit Ozon behandeltes, saures Wasser 

pH 2,8 zur Verfügung gestellt. Die Räume wurden klimatisiert 22°C ±2°C mit einer relativen 
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Luftfeuchtigkeit von 55% ± 10% und eine Photoperiode von 12 h wurde gehalten. Zur 

Akklimatisierung der bei Janvier bestellten Mäuse wurden diese mindestens eine Woche vor 

Versuchsbeginn im Versuchsraum der ZETT gehalten.  

3.2.4.2 Behandlung der Mäuse mit IC7-Fc 

Um den Einfluss von IC7-Fc auf Protektion und Regeneration des Myokards zu untersuchen, 

wurden je Tier 100 µl IC7-Fc in einer Konzentration von 200 µg/ml intraperitoneal (i.p.) 

injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt jeweils nur 100 µl PBS. Die Injektionen erfolgten jeweils 

präemptiv unmittelbar vor dem operativen Eingriff und postoperativ nach 24 h Reperfusion. 

 

3.2.4.3 Ischämie/Reperfusion 

Die Ischämie/Reperfusion ist eine etablierte Methode zur Induktion eines AMI am 

Mausmodell (Borst et al., 2011). Hierbei werden die Mäuse unter Narkose und Analgesie für 

50 min einer Ischämie des Herzen ausgesetzt. 

Alle Operationen wurden von einem Veterinärmediziner durchgeführt. 20-30 min vor der 

Operation wurden den Tieren das Analgetikum Buprenorphin (300 mg/Kg Körpergewicht) 

subkutan (s.c.) injiziert. Für die Induktion des Myokardinfarktes wurden die Tiere intubiert und 

narkotisiert (1,5% Isofluran) in medizinischer Umgebungsluft (80% N2, 20% O2). Die Augen 

wurden durch Anwendung einer Augen- und Nasensalbe (5% Dexpanthenol) vor dem 

Austrocknen geschützt, das Tier auf eine Wärmeplatte gelegt und ein Temperatursensor rektal 

positioniert. Ein permanentes EKG wurde mittels einer 2er Elektrode (Ableitung II nach 

Eindhoven entsprechend) abgeleitet. Das Fell wurde im Operationsgebiet rasiert (etwa 1 cm 

der lateralen Thoraxwand) und mit einer Schere eine 0,5 cm große Hautinzision durchgeführt. 

Die Thoraxmuskulatur wurde stumpf präpariert und mittels Haltefaden armiert. Die 

Zwischenrippenmuskulatur wurde unter Schonung der Arteria thoracica interna stumpf auf 

präpariert und der Zwischenrippenraum gespreizt (Thorakotomie ohne die Rippen zu 

entfernen oder zu verletzen). Anschließend wurde das Perikard stumpf eröffnet und mittels 

7/0 Prolene-Fadens den Zweig der linken Koronaraterie Ramus interventricularis anterior 

(RIVA, eng.: left anterior descending, LAD), für 50 min ligiert. Hiernach erfolgte die Reperfusion 

durch Lösen der Ligatur. Es folgte der schichtweise Wundverschluss. Die Hautnaht erfolgte mit 

Vicryl-Nähten, gefolgt von Desinfektion mittels Betaisodona. Postoperativ fand eine weitere 
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passive Analgesie durch Aufnahme des Buprenorphins über das Trinkwasser (9 µg/ml) für 

mindestens 3 Tage statt (Jirkof et al., 2019). 

 

3.2.4.4 Echokardiografie 

Zur Ermittlung der Herzfunktionen wurden eine Echokardiografie des Herzen als bildgebendes 

Verfahren durchgeführt. 

Die Mäuse wurden zunächst in einer Inhalationskammer narkotisiert (3,5% Isofluran). Bei 

ausreichender Narkose und Relaxation wurden die Mäuse auf einer 41°C vorgewärmten 

Ableitungsplatte positioniert und die Extremitäten sanft an den EKG-Kontaktstellen fixiert.  

Zusätzlich wurde die Körpertemperatur mittels einer Analsonde kontinuierlich gemessen und 

mittels einer Wärmelampe bei 37±0,5°C gehalten. Die Mäuse wurden auf der Ableitungsplatte 

intubiert und narkotisiert (1,5% Isofluran) in medizinischer Umgebungsluft (80% N2, 20% O2). 

Die Augen wurden durch Anwendung einer Augen- und Nasensalbe (5% Dexpanthenol) vor 

dem Austrocknen geschützt und die Fellhaare am Thorax mittels eines elektrischen 

Haartrimmers schonend gekürzt. Die restlichen Haare wurden mit einer hautfreundlichen 

Enthaarungscreme entfernt. Anschließend wurde auf 37°C vorgewärmtes Ultraschallgel auf 

den enthaarten Thorax aufgetragen. Es folgte die Durchführung der standardisierten 

Echokardiografie. Das Herz wurde sowohl in der parasternalen Längsachse (PSLA) als auch in 

der Kurzachse (SAX) jeweils in B- und M-Mode. Hierbei wurde die maximale Aufnahmedauer 

von 1 h nicht überschritten. Die Auswertung wurde extern durchgeführt. 

 

3.2.4.5 Gomori-Trichrom-Färbung 

Die Gomori-Trichrom-Färbung ist eine Trichrom-Färbungsmethode aus dem Jahr 1950 

(Gomori, 1950). Hierbei werden Muskelfasern und Erythrozyten rot gefärbt, Nuklei dunkelblau 

und Kollagen blau. 

Nach Ablauf der 5 Wochen Reperfusion wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getötet, 

die Herzen entnommen und für 18-24 h in einer 4%igen Formaldehydlösung (Roti-Histofix, 

Carl Roth, Karlsruhe) inkubiert. Anschließend fand die Dehydratisierung der Organe in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe statt. Dazu wurden die Organe für jeweils 1 h in folgende 

Lösungen getaucht: 20% Isopropanol, 40% Isopropanol, 60% Isopropanol, 80% Isopropanol, 
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90% Isopropanol, 100% Isopropanol und anschließend über Nacht in Xylol. Am darauf 

folgenden Tag wurden die Organe für mindestens 1 h in Paraffin bei 60°C inkubiert, bevor sie 

dann in Blöcken eingebettet und gekühlt wurden. Die Herzen wurden mittels Mikrotom in 

jeweils 6 µm dünne Scheiben geschnitten. Dabei wurden vom Apex aus alle 1000 µm 

Gewebeproben geschnitten, welche auf Objektträger gelegt und bis zur weiteren Analyse bei 

RT gelagert wurden. Zur Vorbereitung der in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden 

diese zunächst für 1 h in bei 62°C inkubiert. Es folgte die Entparaffinierung in Roticlear (Carl 

Roth, Karlsruhe) für 10 min gefolgt von der Rehydratisierung: 2 min in 100% Ethanol, 2 min in 

96% Ethanol, 2 min in 70% Ethanol und für 2 min in ddH2O.  Zur Färbung der Gewebeproben 

wurden diese nun in eine Bouin-Lösung getaucht und für 15 min bei 58°C inkubiert, bevor sie 

5 min unter fließendem Leitungswasser gespült wurden. Es folgte eine Inkubation in Weigerts-

Eisen-Hämatoxylin Lösung für 5 min und eine weitere Spülung unter fließendem 

Leitungswasser für 5 min. Anschließend wurden die Gewebeproben für 25 min in Gomori-

Lösung inkubiert bevor sie unter Leitungswasser kurz abgespült wurden. Nachfolgend fand 

eine Inkubation von 2 x ~2min in einer 0,5% (v/v) Essigsäure statt bis der gewünschte Kontrast 

erreicht wurde. Schließlich fand eine erneute Dehydratisierung statt, durch Eintauchen der 

Gewebeproben in 70% Ethanol für 30 sec, 96% Ethanol für 30 sec, 100% Ethanol für 2 min und 

schließlich in Roticlear für 10 min. Zum Schutz wurden einige Tropfen Enthellan (Merck, 

Darmstadt) sowie ein Deckglas auf die Gewebeproben gelegt und über Nacht trocknen 

gelassen. Die Objektträger wurden bis zur Mikroskopie bei RT gelagert. Hierbei wurde 

Kollagen blau, die Nuklei blau/schwarz, die Muskelfasern und Erythrozyten rot gefärbt. 
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4 Ergebnisse 

Basierend auf den Arbeiten von Kallen et al., 1999 (Kallen et al., 1999) sollten weitere 

Cytokimera generiert, exprimiert und charakterisiert werden, die unterschiedliche 

Rezeptorkonstellationen benötigen, um eine Signaltransduktion zu initiieren. Hierbei sollte 

analog zu IC7, IL-6 als Gerüst dienen aber im Gegensatz zu IC7 sollte die Bindestelle-III des 

OSM bzw. LIF ausgetauscht werden, sodass diese Chimäre in der Lage sind gp130, IL-6R und 

OSMR bzw. LIFR zu binden. Im Folgenden werden diese Chimäre als GIO-6 bzw. GIL-6 

bezeichnet. Bei einer weiteren Chimäre sollte IL-11 als Basis dienen und die Bindestelle-III von 

LIF ausgetauscht werden, sodass diese gp130, IL-11R und LIFR bindet, im Folgenden GIL-11 

genannt. Schließlich sollte das bereits bekannte IC7 exprimiert und weiter charakterisiert 

werden 

4.1 In-silico Design der Cytokimera 

Analog zu den Arbeiten von Kallen et al., 1999 und aus der Tatsache heraus, dass Zytokine der 

IL-6 Familie eine hohe Strukturhomologie aufweisen, wurde die auszutauschenden Regionen 

strukturbasiert ermittelt.  

Durch beispielsweise Röntgenstrukturanalyse oder Kryo-Elektronenmikroskopie gewonnene 

Strukturdaten der Proteine weise oft Lücken auf, insbesondere in den Loop-Regionen, da diese 

besonders beweglich sind. Für das Struktur-Alignement sind vollständige Proteinstrukturen 

ohne Unterbrechungen besser geeignet als solche mit Lücken. Daher wurden die Strukturen 

der Zytokine, deren Bindestelle-III untereinander ausgetauscht werden sollte, mittels einem 

Proteinstrukturhomologie Server vorhergesagt. Hierzu wurde der webbasierte protein 

homology analogy recognition engine (PHYRE2) (Kelley & Sternberg, 2009) verwendet. 

Anschließend wurden die vollständig vorhergesagten Strukturen mittels der Software UCSF 

Chimera 1.14 visualisiert und ein strukturbasiertes Alignment erstellt. Für das Alignment 

wurde ein Algorithmus nach Needleman-Wunsch und eine BLOSUM-62 Matrix gewählt. 

Hierbei überlagerten sich die Strukturen teilweise räumlich (). 
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Abbildung 8: Strukturbasiertes Alignment von IL-6 und LIF. 

Beispiel einer teilweise räumlichen Überlagerung der durch Phyre2 vorhergesagten Strukturen von IL-6 (blau) und LIF (lila). 
Überlagerung durch UCSF Chimera 1.14. 

 

Anschließend wurden die sich überlagernden Aminosäuren ermittelt. Hierzu wurde eine 

Ausschlussgrenze von 6 Å gewählt. Anschließend wurden die Regionen des IL-6 markiert, die 

für die Generierung des IC7 ausgetauscht wurde (Abbildung 7). Hieraus ergaben sich die 

Regionen, die den Regionen des IL-6 räumlich am nächsten waren (Abbildung 9). Im Fall von 

IL-11 als Gerüst, wurde die vorhergesagte Struktur dessen zusätzlich als dritte Struktur in die 

Software geladen. Die schließlich erhaltenen Sequenzen wurden dann extern bei BioCat 

GmbH, Heidelberg synthetisiert. 
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Abbildung 9: Sequenzabgleich der Chimäre. 

Von oben nach unten: Sequenz des hIL-6 (blau) und IC7 mit Sequenzabschnitte des CNTF (rot). Sequenz des hIL-6 und GIL-6 
mit Sequenzabschnitt des LIF (lila). Sequenz des hIL-6 (blau) und GIO-6 mit Sequenzabschnitt des OSM (gelb). Sequenz des 
hIL-11 (grün) und GIL-11 mit Sequenzabschnitt des LIF (lila). 
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4.2 Expression und Reinigung der Cytokimera 

Die cDNA der entsprechenden Sequenzen wurden extern bei BioCat GmbH synthetisiert, 

bevor sie dann in die Expresssionsvektoren kloniert wurden. Zwecks Sezernierung und 

Reinigung wurde N-terminal ein Signalpeptid und C-terminal ein Fc-tag (IC7, GIL-6 und GIO-6) 

bzw. ein TwinStrep-(Ts)-tag (GIL-11-Ts) fusioniert, da sich diese tags bei der Expression und 

Reinigung der entsprechenden Cytokimera bewährt hatten. Eine schematische Darstellung 

der Chimäre und deren korrespondierenden Rezeptoren sind aus Abbildung 10 zu entnehmen. 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der generierten Chimäre IC7, GIO-6, GIL-6 und GIL-11. 

Schematische Darstellung der Chimäre und die korrespondierende Rezeptorkonstellation. Zu sehen sind die für die Erzeugung 
der Chimäre verwendeten Gerüste IL-6 und IL-11. Die Bindestelle-III wurde jeweils mit der Bindestelle-III des CNTF, OSM oder 
LIF ausgetauscht. 
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Die Expression der Chimäre erfolgte in Expi293 Zellen, da rekombinante Proteine generell ein 

hohes Expressionsniveau aufwiesen. Die Expi293 Zellen wurden transient mit der Plasmid-

DNA transfiziert, welche für die entsprechenden synthetischen Zytokine kodiert. Die 

erhaltenen Überstände wurden für die spätere Proteinreinigung entweder direkt verwendet 

oder bei -80°C gelagert. Zuvor wurde die erfolgreiche Expression der Cytokimera mittels 

Western Blot verifiziert (Abbildung 11). 

 

Abbildung 11: Expressionsverlauf der Cytokimera in Expi293. 

In jeder Spur wurden 33 µl Zellkulturüberstand aus der Expi293 Expression nach verschiedenen Zeitpunkten aufgetragen. Die 
Cytokimera sind durch Pfeile markiert. A) Überstände aus der IC7Fc Expression. Western Blot gegen myc (links) und gegen Fc 
(rechts) nach Tag 0-5.  B) Überstände aus der GIL-6-Fc Expression nach Tag 1-5. Western Blot gegen Fc. C) Überstände aus 
der GIO-6-Fc Expression nach Tag 1-5. Western Blot gegen Fc. D) Überstände aus der GIL-11-Ts Expression nach Tag 1-5. 
Western Blot gegen myc. 
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Da es sich hierbei um synthetische Zytokine handelt und die Stabilität und Exprimierbarkeit 

der Proteine nicht immer gegeben sein muss, war eine Analyse der Expressionsverläufe nötig. 

Bei der Analyse zeigte sich meist ein Plateau an Tag 5, weshalb der Überstand an Tag 5 

geerntet wurde. Auffällig war, dass GIL-6-Fc und GIO-6-Fc, die eine erwartete Größe von 

52,2 kDa bzw. 53,3 kDa haben, noch Nebenprodukte bei ~35 kDa aufweisen, was auf eine 

Instabilität und Degradation der Proteine hindeutet. IC7-Fc und GIL-11-Ts befinden sich bei 

den erwarteten Größen von ~51,8 kDa bzw. 28,9 kDa. 

Die verschiedenen Fraktionen der Eluate wurden vereint, konzentriert und in PBS Puffer 

umgepuffert. Die Ausbeute betrug für GIL-6-Fc 2,38 mg/L, für GIO-6-Fc 2,84 mg/L, für IC7-Fc 

11,11 mg/L und für GIL-11-Ts 25,5 mg/L. Wobei GIL-11-Ts erhebliche Mengen an 

Verunreinigungen aufwies. Zudem zeigte sich im Durchlauf, dass nicht das gesamte GIL-11-Ts 

an der Säule gebunden hatte. Bei GIL-6-Fc und GIO-6-Fc haben sich die Nebenprodukte bei 

etwa 35 kDa angereichert, was vermutlich darauf zurückzuführen ist, dass es sich hierbei um 

Proteinfragmente mit dem C-terminalen Fc-Teil ohne die Chimäre handelt (Abbildung 12).  

Im Anschluss wurden die gereinigten und umgepufferten Cytokimera bis zur Charakterisierung 

bei -80°C gelagert. 
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Abbildung 12: Reinigung der Cytokimera. 

Proteinreinigung mittels Affinitätschromatografie. A= Auftrag, DL= Durchlauf, E= Elutionsfraktion. Es wurden jeweils 33 µl in 
jede Spur aufgetragen. Die Cytokimera sind durch Pfeile markiert. A) IC7-Fc Protein-A Reinigung. Commassie (oben) und 
Western Blot gegen Fc (unten). B) GIL-11-Ts TwinStrep Reinigung. Commassie (oben) und Western Blot gegen myc (unten). 
C) GIO-6-Fc Protein-A Reinigung. Commassie (oben) und Western Blot gegen Fc (unten). D) GIL-6-Fc Protein-A Reinigung. 
Commassie (oben) und Western Blot gegen Fc (unten). 
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4.3 Charakterisierung der Cytokimera 

4.3.1 Cytokimera sind biologisch aktiv und spezifisch 

Zur Untersuchung der Aktivität und Spezifität wurden Ba/F3-Zellen verwendet. Dies sind 

murine Prä-B-Zellen, welche Zytokin-abhängig mit IL-3 proliferieren. Die hier verwendeten 

Zellen exprimieren stabil zusätzlich mindestens noch humanes gp130. Dadurch können die 

Zellen mit Hyper-IL-11 durch den IL-11 Trans-Signalweg und anschließender JAK/STAT-

Signalkaskade proliferieren. Somit diente HIL-11 als Positivkontrolle, da alle hier verwendeten 

Zellen dadurch proliferieren. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Weiterhin 

wurden die cDNAs, codierend für die benötigten Rezeptoren mittels retroviraler Transduktion 

stabil in die entsprechenden Zellen eingebracht und die Expression der Rezeptoren durch 

Durchflusszytometrie auf Oberflächenpräsentation überprüft (Anhang Abbildung 25). Um zu 

beurteilen, ob die Cytokimera aktiv und spezifisch sind, wurden diese und Kontrollzytokine 

verwendet, um Ba/F3-Zellen mit verschiedenen Rezeptorkonstellationen zu stimulieren. 

Während die unbehandelten Ba/F3 Zellen ohne Zytokin nicht proliferieren, führt die 

Stimulation mit HIL-11-Ts bei allen Zellen zur Proliferation. IL-11 führt bei Ba/F3 gp130 IL-11R 

und bei Ba/F3 gp130 IL-11R LIFR Zellen zur Proliferation. Ba/F3 gp130 LIFR und Ba/F3 gp130 

IL-6R LIFR Zellen proliferieren durch LIF. Sowohl alle LIFR als auch alle OSMR exprimierenden 

Zellen proliferieren durch OSM (Abbildung 13A, B). GIL-11-Ts zeigte eine deutliche Aktivität 

bei gp130, IL-11R und LIFR exprimierenden Ba/F3-Zellen, während alle anderen Zellen nicht 

mit GIL-11-Ts proliferierten (Abbildung 13A). Erwartungsgemäß proliferierten Ba/F3 Zellen, 

die gp130, IL-6R und LIFR exprimieren mit GIL-6-Fc, GIO-6-Fc als auch IC7-Fc. 

Erwartungsgemäß proliferierten ebenfalls Ba/F3 gp130 IL-6R OSMR mit GIO-6-Fc, während 

GIL-6-Fc keinen Effekt aufwies. Interessanter Weise zeigte auch IC7-Fc auf diesen Zellen eine 

deutliche Aktivität (Abbildung 13B). 
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Abbildung 13: Cytokimera sind aktiv und spezifisch (qualitativer Nachweis).  

Auf die Positivkontrolle normalisierte Proliferation der verschiedenen Cytokimera und Kontroll-Zytokine auf Ba/F3 Zellen mit 
verschiedenen Rezeptoren. A) Proliferation von Ba/F3 Zellen mit den angegebenen Rezeptoren ohne Zytokin (-), mit HIL-11-
Ts (50 ng/ml), IL-11 (10 ng/ml), LIF (10 ng/ml), OSM (10 ng/ml), GIL-11-Ts (500 ng/ml). B) Proliferation von Ba/F3 Zellen mit 
den angegebenen Rezeptoren ohne Zytokin (-), mit HIL-11-Ts (50 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml), LIF (20 ng/ml), OSM 20 ng/ml), GIL-
6-Fc (20 ng/ml), GIO-6-Fc (20 ng/ml) und IC7-Fc (20ng/ml). Angegeben sind jeweils der Mittelwert und der Standardfehler. 
Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n=2 unabhängigen Expreimenten. 

 

 

Um nun die Aktivität der Cytokimera genau quantifizieren zu können, wurde die Proliferation 

der Ba/F3-Zellen mit diversen Rezeptoren in Konzentrationsreihen gemessen und die EC50-

Werte mittels einer nichtlinearen Regression bestimmt (Abbildung 14, Tabelle 17). 
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Abbildung 14: Cytokimera sind aktiv und spezifisch (quantitativer Nachweis). 

Proliferation der Ba/F3-Zellen mit diversen Rezeptoren nach Zugabe der Zytokimera und Kontroll-Zytokine in mittlerer 
Fluoreszenzintensität (MFI). Die Fehlerbalken spiegeln den Standardfehler wider. Kurven wurden mittels nichtlinearer 
Regression gefittet. A) Proliferation von Ba/F3-Zellen mit den angegebenen Rezeptoren mit ansteigenden Konzentrationen 
IC7-Fc (0,001 – 2000 ng/ml). B) Proliferation von Ba/F3-Zellen mit den angegebenen Rezeptoren mit ansteigenden 
Konzentrationen GIL-11-Ts (0,001 – 1000 ng/ml) C) Proliferation von Ba/F3-Zellen mit den angegebenen Rezeptoren mit 
ansteigenden Konzentrationen GIL-6-Fc (0,001 – 1000 ng/ml). D) Proliferation von Ba/F3-Zellen mit den angegebenen 
Rezeptoren mit ansteigenden Konzentrationen GIO-6-Fc (0,001 – 1000 ng/ml). E) Proliferation von Ba/F3 gp130 IL-11R LIFR 
mit ansteigenden Konzentrationen IL-11 (0,001 – 1000 ng/ml). F) Proliferation von Ba/F3 gp130 IL-11R LIFR mit ansteigenden 
Konzentrationen LIF (0,0001 – 100 ng/ml). G) Proliferation von Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR mit ansteigenden Konzentrationen IL-
6 (0,0001 – 30 ng/ml). H) Proliferation von Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR mit ansteigenden Konzentrationen LIF (0,0001 – 100 ng/ml). 
Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n=2 unabhängigen Expreimenten. 
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Tabelle 17: EC50 Werte der Cytokimera und Zytokine. 

Die EC50 Werte wurden durch nichtlineare Regression einer konzentrationsabhängigen Proliferationskurve ermittelt. 

Zytokin/ 
Cytokimera 

Ba/F3 
Rezeptoren 

EC50 
(ng/ml) 

EC50 
(pM) 

IC7-Fc 
gp130 IL-6R LIFR 1,12 10,8 

gp130 IL-6R OSMR 4,80 46,3 

GIL-11-Ts gp130 IL-11R LIFR 1,44 49,8 

GIL-6-Fc gp130 IL-6R LIFR 1,21 11,6 

GIO-6-Fc 
gp130 IL-6R LIFR 6,16 57,8 

gp130 IL-6R OSMR 1,60 15,0 

IL-11 gp130 IL-11R LIFR 0,72 33,6 

LIF gp130 IL-11R LIFR 0,07 3,18 

IL-6 gp130 IL-6R LIFR 0,11 4,64 

LIF gp130 IL-6R LIFR 0,08 3,64 

 

Auf Grund der unterschiedlichen Molekulargewichte der Proteine, ist eine Angabe der EC50 

in der Stoffmengenkonzentration zur Vergleichbarkeit besser geeignet. IC7-Fc zeigte mit 

10,8 pM eine niedrigere EC50 mit Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR Zellen als mit gp130 IL-6R OSMR 

exprimierenden Ba/F3-Zellen (46,3 pM). GIL-11-Ts hatte trotz Berücksichtigung der geringen 

Reinheit in der konzentrationsabhängigen Proliferation noch eine EC50 von 49,8 pM mit 

Ba/F3-Zellen, die gp130 IL-11R LIFR exprimieren. Zum Vergleich wurden die EC50 Werte von 

LIF und IL-11 (3,18 pM bzw. 33,6 pM) mit Ba/F3 gp130 IL-11R LIFR Zellen bestimmt. GIL-6-Fc 

zeigte mit 11,6 pM einen vergleichbaren EC50 Wert wie IC7-Fc. Zum Vergleich wurden die 

EC50 Werte von LIF und IL-6 (3,64 pM bzw. 4,64 pM) mit Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR 

exprimierenden Zellen bestimmt. GIO-6-Fc zeigte mit 15 pM ebenfalls einen vergleichbaren 

EC50 Wert mit Ba/F3 gp130 IL-6R OSMR Zellen wie IC7-Fc. Allerdings wurde mit Ba/F3 gp130 

IL-6R LIFR Zellen ein EC50 Wert von 57,8 pM ermittelt, vergleichbar wie IC7-Fc auf Ba/F3 gp130 

IL-6R OSMR. Zusammengefasst, kann gesagt werden, dass die EC50-Werte der Cytokimera 

vergleichbar gut sind mit dem rekombinanten IL-11, welches zuvor in früheren Arbeiten in 

dieser Arbeitsgruppe exprimiert und gereinigt wurde aber etwa um den Faktor 10 weniger als 

die kommerziell erworbenen Zytokine LIF und IL-6 (Tabelle 17). 

Die Proliferation, die durch den Cytokimera/Rezeptor-Komplex hervorgerufen wird, wird 

hauptsächlich über den JAK/STAT Signaltransduktionsweg induziert. Daher wurde 

nachfolgend die STAT3-Phosphorylierung in Ba/F3-Zellen nach Stimulation mit den 
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Cytokimera und den Zytokinen analysiert, um die Aktivität und Spezifität zu verifizieren. 

Hierbei diente HIL-11 wieder als Positivkontrolle (Abbildung 15). 

 

Abbildung 15: Cytokimera sind aktiv und spezifisch (Stimulation). 

Fluoreszenzbasierter Western Blot gegen STAT3 und Phospho-STAT3. STAT3-Aktivierung in Ba/F3-Zellen durch Zytokine und 
Cytokimera für 15 min. In jeder Spur wurden gleiche Mengen Gesamtprotein (50 µg/Spur) aufgetragen und mit spezifischen 
Antikörpern gegen STAT3 und Phospho-STAT3 analysiert. Die Western Blots stellen jeweils ein representatives Experiment 
von drei dar. A) STAT3-Aktivierung in Ba/F3-Zellen mit den angegebenen Rezeptoren ohne Zytokin (-) und nach Stimulation 
mit HIL-11-Ts (50 ng/ml), IL-11 (50 ng/ml), LIF (10 ng/ml), OSM (10 ng/ml) und GIL-11-Ts (500 ng/ml). B) STAT3-Aktivierung in 
Ba/F3-Zellen mit den angegebenen Rezeptoren ohne Zytokin (-) und nach Stimulation mit HIL-11-Ts (100 ng/ml), IL-6 (100 
ng/ml), LIF (10 ng/ml), OSM, (10 ng/ml), GIO-6-Fc (100 ng/ml), GIL-6-Fc (100 ng/ml) und IC7-Fc (100 ng/ml). Dargestellt ist ein 
repräsentatives Ergebnis aus n=2 unabhängigen Expreimenten. 
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Während bei den unbehandelten Ba/F3 Zellen keine STAT3-Phosphorylierung erkennbar war, 

führte die Stimulation mit HIL-11-Ts bei allen gp130 exprimierenden Ba/F3 Zellen zur STAT3-

Phosphorylierung. IL-11 führte bei allen IL-11R exprimierenden Ba/F3 Zellen zur STAT3-

Phosphorylierung. LIF führte bei allen LIFR exprimierenden Ba/F3 Zellen zur STAT3-

Phosphorylierung, während OSM bei allen LIFR und OSMR exprimierenden Ba/F3 Zellen zur 

STAT3-Phosphorylierung führte. IL-6 induzierte bei allen IL-6R exprimierenden Ba/F3 Zellen 

zur STAT3-Phosphorylierung (Abbildung 15A, B). GIL-11-Ts zeigte konsistent zur 

Proliferationsanalyse eine spezifische STAT3-Phosphorylierung nur auf Ba/F3 gp130 IL-11R 

LIFR exprimierenden Zellen, während es auf Zellen mit anderen Rezeptorkonstellationen keine 

Aktivität zeigte (Abbildung 15A). GIO-6-Fc sowie IC7-Fc zeigten analog zur 

Proliferationsanalyse eine STAT3-Aktivierung in Ba/F3 gp130 IL-6R OSMR aber auch in gp130 

IL-6R LIFR exprimierenden Ba/F3 Zellen. Zudem erfolgte durch GIO-6-Fc und IC7-Fc eine 

STAT3-Aktivierung in gp130 IL-6R LIFR exprimierenden Zellen. GIL-6-Fc führte ausschließlich 

bei Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR exprimierenden Ba/F3 Zellen zur STAT3-Phosphorylierung 

(Abbildung 15B). 

Um eine Konzentrationsabhängigkeit in der Signaltransduktion zu beurteilen, wurden Ba/F3-

Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren mit den Cytokimera stimuliert. Hierbei wurden 

GIL-11-Ts, GIL-6-Fc, GIO-6-Fc und die entsprechenden Kontrollen in verschiedenen 

Konzentrationen zur Stimulation verwendet und im Western Blot die STAT3- und ERK-

Phosphorylierung untersucht. 
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Abbildung 16: Konzentrationsabhängige Stimulation von Ba/F3 Zellen durch Cytokimera. 

Fluoreszenzbasierter Western Blot gegen STAT3, Phospho-STAT3, ERK und Phospho-ERK. Stimulation der Ba/F3-Zellen durch 
Cytokimera und Kontroll-Zytokine für 15 min. In jeder Spur wurden gleiche Mengen an Gesamtprotein (50 µg/Spur) 
aufgetragen und mit spezifischen Antikörpern analysiert. Die Western Blots zeigen jeweils ein representatives Experiment 
von drei. A) STAT3- und ERK-Aktivierung durch GIL-11-Ts, LIF und IL-11 ohne Zytokin (-) und von 1-1000 ng/ml bei Ba/F3 gp130 
IL-11R LIFR B) STAT3- und ERK-Aktivierung durch GIL-6-Fc, GIO-6-Fc, LIF und IL-6 unbehandelt (-) und von 0,2-200 ng/ml bei 
Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n=2 unabhängigen Expreimenten. 

 

 

Dargestellt sind die konzentrationsabhängige STAT3- und ERK-Aktivierungenen durch GIL-11-

Ts, GIL-6-Fc, GIO-6-Fc und Kontrollzytokine. Hierbei waren 10 ng/ml GIL-11-Ts ausreichend für 

eine STAT3- und ERK-Phosphorylierung. Somit war die Aktivität des GIL-11-Ts im Hinblick auf 

die Signaltransduktion vergleichbar mit IL-11 bei Ba/F3 gp130 IL-11R LIFR Zellen jedoch nicht 

so aktiv wie LIF, da LIF bereits bei einer Konzentration von 0,1 ng/ml zu einer geringen STAT3-

Phosphorylierung führte (Abbildung 16A). GIL-6-Fc zeigte bei 20 ng/ml gerade noch eine 

deutliche STAT3-Phosphorylierung und war somit aktiver als GIO-6-Fc, welches bei 200 ng/ml 

noch eine solide STAT3-Aktivierung und bei 20 ng/ml eine ERK-Aktivierung bei Ba/F3 gp130 IL-
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6R LIFR Zellen zeigte. Die Kontrollzytokine IL-6 und LIF induzierten die Signaltransduktion der 

Ba/F3 gp130 IL-6R LIFR Zellen ab einer Konzentration von 2 ng/ml (Abbildung 16B).  

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Cytokimera spezifisch, aber im Vergleich zu 

den rekombinanten Zytokinen aus denen die Chimäre bestehen etwas weniger aktiv sind. 

Weiterhin kann gesagt werden, dass die Intensität der Signaltransduktion mindestens über 

den JAK/STAT- und den MAPK/ERK-Signalweg verläuft und diese in den Ba/F3-Zellen 

konzentrationsabhängig ist. 

 

4.3.2 Cytokimera aktivieren den Trans-Signaltransduktionsweg kaum 

Während dem klassischen IL-6 Signalweg eher protektive, regenerative und anti-

inflammatorische Prozesse zugeschrieben werden, werden dem IL-6 Trans-Signalweg eher 

Immunsystemaktivierende und somit pro-inflammatorische Prozesse zugeschrieben 

(Abschnitt 1.4) (Reeh et al., 2019). Aus diesem Grund sollte das Verhalten der Cytokimera im 

Hinblick auf die verschiedenen Signaltransduktionswege charakterisiert werden. Da GIL-11-Ts 

auf einem IL-11 Gerüst basiert, in dem die Bindestelle-III ausgetauscht wurde, war es 

naheliegend, dass es weiterhin in der Lage sein sollte, über die Bindestelle-I ein Komplex mit 

sIL-11R zu bilden, um so Ba/F3 gp130 LIFR exprimierende Zellen zu stimulieren. Analog dazu 

war die Hypothese, dass auch die auf IL-6 basierenden Cytokimera IC7-Fc, GIL-6-Fc und GIO-

6-Fc, bei denen die Bindestelle-III ausgetauscht wurde, mit sIL-6R Komplexe bilden und 

anschließend an den membranständigen gp130 und LIFR binden und folglich zur Trans-

Signaltransduktion führen. 

Im Folgenden wurden die Proliferationen von Ba/F3 gp130 LIFR Zellen nach Zugabe einer 

konstanten Konzentration sIL-6R bzw. sIL-11R in Abhängigkeit der Cytokimera-Konzentration 

gemessen (Abbildung 17).  

Obwohl IL-11 zusammen mit 100 ng/ml sIL-11R ein Komplex bildet und mit einer EC50 von 

71.6 ng/ml über den Trans-Signalweg zur Proliferation führt, ist GIL-11-Ts kaum in der Lage 

dazu. In früheren Experimenten hatte sich gezeigt, dass eine Konzentration von 100 ng/ml sIL-

11R zur Induktion des Trans-Signalweges geeignet ist (Garbers et al., 2011). Die Proliferation 

beginnt erst ab einer Konzentrationen von 250 ng/ml GIL-11-Ts, sodass keine Sättigung 

erreicht werden kann und der EC50 Wert nicht ermittelbar war (Abbildung 17A, B).  
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Analog dazu zeigte IL-6 zusammen mit 200 ng/ml sIL-6R eine solide Trans-Aktivierung mit einer 

EC50 von nur 1,04 ng/ml, während die Cytokimera IC7-Fc und GIL-6-Fc mindestens 250 ng/ml 

benötigten, um eine schwache Proliferation zu induzieren (Abbildung 17C, D, E) . In früheren 

Experimenten hatte sich gezeigt, dass eine Konzentration von 200 ng/ml sIL-6R zur Induktion 

des Trans-Signalweges geeignet ist (Garbers et al., 2011). GIO-6-Fc war unter den hier 

verwendeten Konzentrationen nicht in der Lage den Trans-Signaltransduktionsweg zu 

vermitteln (Abbildung 17E). 
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Abbildung 17: Cytokimera initiieren kaum die Trans-Signalwege. 

Proliferation der Ba/F3 gp130 LIFR Zellen nach Zugabe einer konstanten Konzentration des löslichen -Rezeptors in 
Abhängigkeit der Cytokimera und Kontroll-Zytokinen in mittlerer Fluoreszenzintensität (MFI). Die Fehlerbalken spiegeln den 
Standardfehler wider. Kurven und die EC50 wurden mittels nichtlinearer Regression gefittet. A) Proliferation der Ba/F3 gp130 
LIFR Zellen mit (blau) und ohne (rot) 100 ng/ml sIL-11R mit ansteigenden Konzentrationen IL-11 (2 – 2000 ng/ml). B) 
Proliferation der Ba/F3 gp130 LIFR Zellen mit (blau) und ohne (rot) 100 ng/ml sIL-11R mit ansteigenden Konzentrationen GIL-
11-Ts (2 – 2000 ng/ml). C) Proliferation der Ba/F3 gp130 LIFR Zellen mit (blau) und ohne (rot) 200 ng/ml sIL-6R mit 
ansteigenden Konzentrationen IL-6 (0,002 – 2000 ng/ml). D) Proliferation der Ba/F3 gp130 LIFR Zellen mit (blau) und ohne 
(rot) 200 ng/ml sIL-6R mit ansteigenden Konzentrationen IC7-Fc (2 – 1000 ng/ml). E) Proliferation der Ba/F3 gp130 LIFR Zellen 
mit (blau) und ohne (rot) 200 ng/ml sIL-6R mit ansteigenden Konzentrationen GIL-6-Fc (2 – 1000 ng/ml). F) Proliferation der 
Ba/F3 gp130 LIFR Zellen mit (blau) und ohne (rot) 200 ng/ml sIL-6R mit ansteigenden Konzentrationen GIO-6-Fc (2 – 1000 
ng/ml). Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n=2 unabhängigen Expreimenten. 
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Die fehlende Eigenschaft der Cytokimera zur Aktivierung des Trans-vermittelten Signalweges 

wurde exemplarisch für GIL-11-Ts untersucht. Olamkicept (sgp130Fc) inhibiert den Komplex 

aus IL-6/sIL-6R oder IL-11/sIL-11R (Garbers et al., 2011). Daher sollte im weiteren Verlauf 

untersucht werden, ob sich die Trans-Signaltransduktion, die von GIL-11-Ts/sIL-11R ausgeht, 

inhibieren lässt. Hierzu wurden ausreichend hohe Konzentrationen gewählt, um die Trans-

Signaltransduktion zu forcieren (Abbildung 18). 

 

Abbildung 18: GIL-11-Ts Trans-Signaltransduktion lässt sich nicht durch sgp130Fc inhibieren. 

Inhibierung des GIL-11-Ts/sIL-11R Komplexes durch sgp130Fc. A) STAT3-Aktivierung in Ba/F3 gp130 LIFR Zellen ohne und mit 
HIL-11-Ts (50 ng/ml), GIL-11-Ts (1 µg/ml), GIL-11-Ts (1 µg/ml):sIL-11R (2 µg/ml), GIL-11-Ts (1 µg/ml), GIL-11-Ts (1 µg/ml):sIL-
11R (2 µg/ml):sgp130Fc (10 µg/ml) nach 15 min Stimulation. Gleiche Mengen an Protein wurden beladen (50 µg/Spur). B) 
Proliferation von Ba/F3 gp130 LIFR Zellen durch die Zugabe von konstanten Konzentrationen IL-11 (0,5 µg/ml):sIL-11R (1 
µg/ml) oder GIL-11-Ts (0,5 µg/ml):sIL11R (1 µg/ml) und zunehmende Konzentrationen sgp130-Fc (0,01-10.000 ng/ml). Die 
Fehlerbalken spiegeln den Standardfehler wider. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n=2 unabhängigen 
Expreimenten. 

 

Durch ausreichend hohe Konzentrationen von GIL-11-Ts:sIL-11R wurde sowohl im 

Stimulations- als auch im Proliferationsassay der Trans-Signaltransduktionsweg erzwungen. In 

beiden Experimenten war jedoch eine Inhibierung der Stimulation oder Proliferation mittels 
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sgp130Fc nicht möglich (Abbildung 18A, B). In Kontrast dazu inhibierte sgp130-Fc den IL-

11:sIL-11-Komplex zuverlässig mit einer IC50 von 22,5 ng/ml (Abbildung 18B). 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass die Cytokimera durch den Austausch der 

Bindestelle-III im Vergleich zu den natürlichen Zytokinen (IL-6 bzw. IL11) nur noch sehr 

begrenzt die Signaltransduktion über den Trans-Signalweg initiieren. Darüber hinaus, lässt sich 

diese Trans-Signaltransduktion von GIL-11-Ts nicht durch sgp130Fc inhibieren. Es wird 

angenommen, dass auch die Trans-Signaltransduktion der anderen Cytokimera kaum durch 

sgp130Fc inhibiert werden kann. 

4.3.3 IC7-Fc verbessert die Herzfunktionen nach einem Myokardinfarkt 

IC7-Fc besitzt therapeutische Eigenschaften, die auch mit dem kardiovaskulären System 

assoziiert sind, daher sollte eine kardioprotektive oder kardioregenerative Wirkung des IC7-Fc 

auf einen Myokardinfarkt untersucht werden. Um einen AMI zu simulieren, wurden C57BL/6N 

Mäuse durch ein etabliertes I/R-Modell infarziert und die Herzfunktionen der mit IC7-Fc 

behandelten Gruppe mit der unbehandelten Gruppe verglichen.  

Zu diesem Zweck wurden die linksventrikulären Funktionen der Versuchsmäuse eine Woche 

vor der Operation mittels Echokardiografie gemessen. Am Tag der I/R wurde IC7-Fc 

präoperativ i.p. injiziert. Einen Tag nach der I/R wurden die Tiere nochmals injiziert und eine 

Echokardiografie durchgeführt. Weitere Echokardiografien fanden eine und fünf Wochen 

nach der Operation statt (Abbildung 19). 

 

Abbildung 19: Schematische Darstellung des I/R-Versuchsprotokolls in-vivo. 

Echokardiografie der linksventrikulären Funktionen an jeweils sechs C57BL/6N Mäusen. Jeweils 20 µg IC7-Fc oder PBS i.p. 
injiziert. Die Ischämie erfolgte 50 min unter geschlossenem Thorax. 

Im Folgenden sind die Herzfunktionen vor und nach der Infarzierung für die mit IC7-Fc 

behandelte sowie unbehandelte Gruppe aufgeführt (Abbildung 20; Anhang Abbildung 26). 
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Abbildung 20: IC7-Fc verbessert die Herzfunktionen nach einem AMI. 

Ischämie/Reperfusion erfolgte durch eine 50-minütige LAD Ligatur, gefolgt von der Reperfusion. Die Fehlerbalken spiegeln 
den Standardfehler wider. Statistische Auswertung durch two-way ANOVA, und einer Sidak pos-hoc Korrektur. Es wurden n=6 
Tieren pro Gruppe im Alter von 8-12 Wochen infarziert. Ergebnisse der Echokardiografie vor eine Woche vor der I/R, 24 h, 
1 W und 5 W post I/R von A) der Ejektionsfraktion (%); B) Fractional area change (%); C) Schlagvolumen (µl); D) Fraktionalle 
Verkürzung (%); E) Enddiastolisches Volumen (µl); F) Endsystolisches Volumen (µl); G) Herzfrequenz (min-1); und 
Herzzeitvolumen (ml/min). 
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Nach der Infarzierung nahmen die Herzfunktionen generell deutlich ab. Die Ejektionsfraktion 

der behandelten Gruppe (42,3%) lag eine Woche nach der Infarzierung jedoch signifikant 

höher als die der unbehandelten Gruppe (27,5%). Zudem lag die fractional are change (FAC) 

eine Woche nach der I/R signifikant höher als die unbehandelte (35,8% im Vergleich zu 19,2%). 

Nach drei Wochen war der Unterschied ähnlich mit 38,8% im Vergleich zu 22,8% (Abbildung 

20A,B). Im Hinblick auf das Schlagvolumen und die fraktionelle Verkürzung waren leichte 

Tendenzen einer Verbesserung nach einer und fünf Wochen zu erkennen (Abbildung 20C,D). 

Die enddiastolischen sowie endsystolischen Volumina waren nach der I/R erhöht. Die 

behandelte Gruppe zeigte hier jedoch eine tendenziell geringere Vergrößerung der Volumina 

(Abbildung 20E, F). Das Herzzeitvolumen schien unverändert (Abbildung 20H) und die 

Herzfrequenz der behandelten Gruppe war im Vergleich zur unbehandelten Gruppe 

tendenziell leicht erhöht nach einer und fünf Wochen (Abbildung 20G).  

Um den Effekt des IC7-Fc auf Gewebeveränderungen und Kollagenbildung nach der I/R zu 

beurteilen wurden Paraffinschnitte fünf Wochen post-I/R entnommen und mittels Trichrom-

Färbung gefärbt. Zu sehen ist eine enorme Vergrößerung des unbehandelten linken Ventrikels 

(LV) nach I/R. Im Kontrast dazu ist der LV des behandelten Myokardgewebes in dieser Ebene 

(1500 µm vom Apex aus) gerade noch erkennbar. Fibrotisches Areal ist beim unbehandelten 

Gewebe durchgängig um den LV herum erkennbar, aber auch das behandelte Gewebe ist 

deutlich vernarbt (Abbildung 21).   

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die IC7-Fc Administration unmittelbar vor und 24 h 

nach der I/R zu einer Verbesserung der Herzleistung führte und sich etwa eine Woche nach 

I/R bemerkbar machte. Die Verbesserung der Herzleistung zeigte sich in der Ejektionsfraktion 

sowie der FAC aber auch eine Verringerung der Infarktgröße wurde beobachtet (Abbildung 

20; Abbildung 21; Anhang Abbildung 26). 
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Abbildung 21: IC7-Fc vermindert durch I/R induzierte Infarktgröße. 

Repräsentative, Trichrom-gefärbte Myokardgewebe fünf Wochen nach I/R im Längsschnitt. LR= linker Ventrikel; RV= rechter 
Ventrikel. Die Schnitte sind 7 µm dick und 1500 µm vom Apex aus entfernt. Die weiße Maßstableiste entspricht jeweils 100 
µm A) Aufnahme eines unbehandelten Myokards in 2-facher Vergrößerung. B) Aufnahme eines unbehandelten Myokards in 
10-facher Vergrößerung. C) Aufnahme eines mit IC7-Fc behandelten Myokards in 2-facher Vergrößerung. D) Aufnahme eines 
mit IC7-Fc behandelten Myokards in 10-facher Vergrößerung. Dargestellt ist jeweils ein repräsentatives Ergebnis von n=3 
infarzierten Herzen aus jede Gruppe. 
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5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Dissertation wurden neuartige, synthetische, chimäre Zytokine generiert 

und Cytokimera gennant. Die Cytokimera benötigen Rezeptorkonstellationen zur 

Signalweiterleitung, die es in der Natur nach aktuellem Kenntnisstand nicht gibt. Zytokine sind 

nicht nur maßgeblich an der Regulation des Immunsystems beteiligt, sondern auch bei 

Verletzung und Regeneration, in der Hematopoese, embryonalen Entwicklung und der 

Fertilität involviert. Dysregulationen können unter anderem zu chronischen Erkrankungen wie 

Rheumatoide Arthritis oder chronische Darmerkrankungen führen (Heinrich et al., 2003). Die 

Zytokine der IL-6 Familie besitzen, ähnliche Strukturen (Bravo & Heath, 2000; Deller et al., 

2000; Metcalfe et al., 2020; Putoczki et al., 2014; Robinson et al., 1994; Somers et al., 1997). 

Zusätzlich teilen alle Zytokine der IL-6 Familie die Verwendung von gp130, JAK und STAT, 

welches zu einer funktionellen Redundanz führt (Murakami et al., 2019). Darüber hinaus 

binden nicht alle Zytokine der IL-6 Familie spezifisch an ihren Rezeptorkomplex, manche 

binden promiskuitiv an andere Rezeptorkomplexe der IL-6 Familie (Malik et al., 1989; Mosley 

et al., 1996; Schuster et al., 2003). All diese Aspekte tragen zur Pleiotropie bei, was die 

zielgerichtete Verwendung der Zytokine als Therapeutikum erschwert. Trotz zahlreicher 

rekombinanter Zytokine wie beispielsweise IFN--1b oder IL-2, die als Therapeutikum 

zugelassen sind (zusammengefasst in (Tayal & Kalra, 2008)), sind erhebliche inflammatorische 

Nebenwirkungen wie Fieber und Grippe-ähnlichen Symptome nicht selten.  Daher ist eine 

gezielte und spezifische Adressierung der Zielzellen von enormer Bedeutung.  

 

5.1 Cytokimera sind biologisch aktiv und spezifisch 

Die im Zuge dieser Arbeit generierten Cytokimera konnten wie im Abschnitt 4.2 beschrieben, 

in Expi293-Zellen exprimiert und mittels Affinitätschromatografie gereinigt werden.  Die Fc-

Domäne als Fusionsprotein zu verwenden ist in der Biotechnologie ein probates Mittel zur 

Reinigung mittels einer Protein-A Sepharose Matrix (Hober et al., 2007). Zudem kann die 

daraus resultierende Dimerisierung Aviditätseffekte hervorrufen (Nagashima & Masuho, 

2010) und die thermale Stabilität des Fusionsprotein erhöhen (Chen et al., 2016). Im Hinblick 

auf eine therapeutische Anwendung kann die Fc-Domäne eine bedeutende Steigerung der 

Serum-Halbwertszeit bewirken. Dies ist zum einen auf die Bindung zum neonatalen Fc-
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Rezeptor (FcRn) in der Leber zurückzuführen, was vor Degradierung schützt, zum anderen 

kann die Steigerung des Molekulargewichtes eine renale Ausscheidung verhindern. Die 

Bindung der Fc-Domäne am FcRn wird auch als „Recycling“ bezeichnet. Hierbei werden IgG 

Antikörper initial über nicht spezifische Pinozytose in Endothelzellen aufgenommen, da der 

pH des Blutes keine Bindung des Fc an den FcRn erlaubt. Die durch Pinozytose 

aufgenommenen IgG Antikörper binden dann im sauren pH des Endosoms am FcRn. Nicht 

gebundene IgG Antikörper werden hierbei degradiert und am FcRn gebundene IgG Antikörper 

werden wieder in die Blutlaufbahn freigesetzt. Dieser Vorgang schützt vor Degradation der 

IgG in der Blutlaufbahn vor Proteasen und verlängert die Serumhalbwertszeit (Ghetie & Ward, 

2000; Li et al., 2017; Saxena & Wu, 2016). Eine Steigerung der Serumhalbwertszeit des 

Cytokimeras IC7 durch die Fusion einer Fc-Domäne wurde bereits im Mausmodell gezeigt 

(Findeisen et al., 2019). Daher wurden auch die hier generierten Cytokimera als Fc-

Fusionsproteine exprimiert. Allerdings war eine Expression des GIL-11 als Fc-Fusionsprotein 

nicht erfolgreich, da es sehr wahrscheinlich zu einer spontanen proteolytischen Spaltung in 

der Region zwischen GIL-11 und der Fc-Domäne kam. Auch bei GIL-6 und GIO-6 waren in 

geringerem Ausmaß bei ca. 35 kDa Nebenprodukte zu sehen, bei denen es sich vermutlich um 

Fc-Domänen handelt. Dies könnte auf eine im Vergleich zum IC7 geringere Stabilität des GIL-

6-Fc und GIO-6-Fc zurückzuführen sein, wofür auch der Vergleich der Ausbeuten spricht. Hier 

sollte in Zukunft Sequenzvarianten optimiert werden. Hier sollte in Zukungt durch 

verschiedene Sequenzvarianten optimiert werden. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Cytokimera biologisch aktiv und spezifisch sind. Die 

Tatsache, dass GIL-11-Ts trotz der niedrigen Reinheit nur geringfügig weniger aktiv war als die 

anderen Cytokimera, ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass im Zuge der StrepTactinXT 

Affinitätschromatografie keine starke Fluktuation im pH-Wert stattfand. Bei der Protein-A 

Reinigung verschiebt sich der pH-Wert von neutral (Zellkulturüberstand) zu pH 3,25 (Elution), 

bis hin zu pH 11,0 (Tris-HCl), um dann wieder neutralisiert zu werden. Diese temporäre aber 

extreme chemische Bedingung können zur Denaturierung (Talley & Alexov, 2010), 

Veränderung der Faltung (Tanford & Roxby, 1972), sowie der Proteinstabilität (Onufriev et al., 

2001; Yang & Honig, 1993) und dem damit einhergehendem Aktivitätsverlust führen. Somit 

ist die Reinigung mit einer StrepTactinXT Affinitätschromatografie die schonendere 

Reinigungsart in Bezug auf die Aktivität.  
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Weiterhin konnte unter Berücksichtigung der hier limitierten, verwendeten Rezeptoren eine 

höhere Spezifität der Cytokimera gezeigt werden, da diese für die Signaltransduktion einen 

Rezeptor mehr benötigten als die ursprünglichen Zytokine. Es konnte auch eine Promiskuität 

bei IC7-Fc (gp130 IL-6R OSMR) und GIO-6-Fc (gp130 IL-6R LIFR) gezeigt werden. Bei GIO-6-Fc 

entspricht diese Kreuzreaktivität der Erwartung, da die Bindestelle-III des substituierten 

humanen OSM auch am humanen LIFR binden kann (Adrian-Segarra, Schindler, et al., 2018). 

Bei IC7-Fc war diese Kreuzreaktivität eine neue Erkenntnis, da dies zuvor nicht in der Literatur 

beschrieben wurde. Die Tatsache, dass IC7-Fc jedoch nicht GIL-6-Fc Zellen aktiviert, die gp130 

IL-6R OSMR exprimieren, deutet darauf hin, dass die Bindestelle-III des CNTF neben dem LIFR 

auch am OSMR bindet. Um dies nachzuweisen werden in Zukunft Ba/F3-Zellen, die gp130 

CNTFR OSMR exprimieren, benötigt und auf eine Aktivierung über CNTF hin untersucht. 

 

5.2 Signaltransduktionswege der Cytokimera 

Es konnte gezeigt werden, dass die Cytokimera nicht nur biologisch aktiv sind, sondern auch, 

dass die biochemische Signaltransduktion wie erwartet über den JAK/STAT Signalweg und den 

MAPK/ERK Signalweg verläuft. Ob und in welcher Intensität noch weitere Signalwege wie 

PI3K/AKT oder NF-B-Signalweg involviert sind, muss untersucht werden. Auch in wie weit 

andere Transkriptionsfaktoren, insbesondere STAT1 und STAT5 durch die Cytokimera aktiviert 

werden, sollte untersucht und mit den natürlichen Zytokinen verglichen werden. 

Alle hier untersuchten Cytokimera sind mit Ausnahme von GIO-6-Fc kaum in der Lage den 

Trans-Signaltransduktionsweg zu initiieren. GIO-6-Fc ist darüber hinaus auch bei höheren 

Konzentrationen nicht in der Lage die Signalweiterleitung über den Trans-Weg zu vermitteln. 

Allerdings muss erwähnt werden, dass GIO-6-Fc zusammen mit sIL-6R nur auf Ba/F3 gp130 

LIFR Zellen untersucht wurde, wobei der LIFR nicht der primär bevorzugte Rezeptor des GIO-

6-Fc ist. Eine Analyse des GIO-6-Fc:sIL-6R Komplex mit gp130 OSMR exprimierenden Ba/F3-

Zellen sollte folgen. Die fehlende Fähigkeit der Cytokimera, die Signalweiterleitung potent 

über den Trans-Weg zu vermitteln ist insofern verwunderlich, da sich der Austausch der 

Regionen auf den Bereich der Bindestelle-III beschränkt und nicht in räumlicher Nähe zur 

Bindestelle-I liegt. Die Eigenschaft der Moleküle zwischen den membrangebundenen und dem 

löslichen alpha-Rezeptor zu unterscheiden, könnte also durch die Veränderung im Bereich der 
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Bindestelle-III beeinflusst werden. Dieser Zusammenhang wurde in der Literatur bislang noch 

nicht beschrieben. Ein Erklärungsansatz für die neu generierten Cytokimera, könnte sein, dass 

Regionen von Zytokinen substituiert wurden, die keinen alpha-Rezeptor benötigen (OSM, LIF), 

und somit keine Trans-Signaltransduktion vermitteln. Allerdings trifft das im Fall des IC7-Fc 

nicht zu, da hier CNTF in IL-6 substituiert wurde und beide ihren alpha-Rezeptor benötigen. Es 

scheint also wahrscheinlicher, dass die Veränderung der Raumstruktur im Bereich der 

Bindestelle-III eine Konformationsänderung verursacht, die sich über den ausgetauschten 

Bereich hinweg erstreckt. Um dies genauer zu erforschen, sollte die tatsächliche Struktur der 

Cytokimera gelöst werden, die sich von der durch Phyre2 vorhergesagten Struktur 

unterscheiden kann. Infolgedessen, wäre ein Vergleich mit vIL-6 interessant, da vIL-6 eine 

ähnliche Struktur aufweist wie die natürlichen Zytokine aber in Kontrast zu den Cytokimera 

keinen alpha-Rezeptor zur Signaltransduktion benötigt. vIL-6 kann zwar ohne den alpha-

Rezeptor an gp130 binden, allerdings mit einer 1000-fach niedrigeren Affinität im Vergleich 

zum humanen IL-6:sIL-6R-Komplex gegenüber gp130 (Suthaus et al., 2011). Auch die 

Cytokimera scheinen im Komplex mit dem löslichen alpha-Rezeptor eine Affinität zum gp130 

zu entwickeln, allerdings viel geringer als der natürliche IL-6:sIL-6R-Komplex gegenüber gp130. 

Eine schematische Zusammenfassung der Signaltransduktionswege ist in Abbildung 22 dar 

gestellt. 
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Abbildung 22: Vergleich der Signaltransduktionswege der Cytokimera, IL-6 und vIL6. 

Cytokimera vermitteln die klassische Signaltransduktion und nur schwach über den Trans-Weg. R steht für IL-6R oder IL-

11R. sR steht für den löslichen IL-6R bzw IL-11R. R steht für OSMR oder LIFR. IL-6 kann sowohl die klassische als auch die 
Trans-Signaltransduktion, kann aber kein Signal ohne den alpha-Rezeptor weiterleiten. Virales IL-6 kann alle Zellen aktivieren, 
die gp130 haben aber mit einer geringeren Affinität im Vergleich zu IL-6:sIL-6R. Bild erstellt mit BioRender. 
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Um die Signalwege und die daraus resultierenden Effekte der Cytokimera genauer zu 

charakterisieren, sollte eine Transkriptomanalyse folgen. Hierbei könnten zunächst Ba/F3 

Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren dienen.  Sowohl die Cytokimera, als auch LIF und 

OSM initiieren eine Hetero-Dimerisierung der Signal-transduzierenden Rezeptoren (LIFR und 

gp130 bzw. OSMR und gp130), während IL-6 und IL-11 jeweils eine Homo-Dimerisierung der 

gp130 Rezeptoren hervorrufen. Es ist daher zu erwarten, dass die Cytokimera hierbei eine 

ähnliche Signatur wie LIF oder OSM aufweisen, da sowohl der IL-6R als auch der IL-11R nicht 

an der Signaltransduktion der intrazellulären Domänen beteiligt ist (Kishimoto et al., 1992). 

 

5.3 Einfluss des IC7-Fc auf Myokardinfarkt 

Es konnte gezeigt werden, dass IC7-Fc die Herzfunktionen nach etwa einer Woche verbessert 

und die Infarktgröße verringert. Der genaue Wirkmechanismus muss jedoch noch aufgeklärt 

werden. Hierbei gibt es verschiedene Ansätze, die zu verfolgen sind.  

Regeneration über den Hippo-YAP-Signalweg: 

Der Hippo-YAP-Signalweg ist unter anderem zuständig für die Modulation der Organgröße und 

-Regeneration (Moya & Halder, 2019). In den vergangenen Jahren häufen sich die Hinweise, 

dass der Hippo-YAP-Signalweg im kausalem Zusammenhang mit I/R-bedingtem Schäden des 

Myokards steht (Abbildung 23) (Chen et al., 2020; Khan et al., 2019). YAP1 kann eine optic 

atrophy 1 (OPA-1) vermittelte Fusion der Mitochondrien induzieren was zu einer Homöostase 

der Mitochondrien führt und eine erhöhte Widerstandskraft gegen hypoxischen Stress zur 

Folge hat (Ma & Dong, 2019). Mitochondrien Fusion kann I/R-induzierten oxidativen Stress 

entgegenwirken, welcher besonders nach der Reperfusion stattfindet (Anzell et al., 2018). Ein 

heterozygoter Kardiomyozyten-spezifischer Knockout des YAP1 verstärkt die Apoptose der 

Kardiomyozyten, vergrößert die Infarktgröße und verschlechtert die Herzfunktionen nach 

einer I/R, während eine YAP1 Überexpression den Schaden im Mausmodell verringert (Lin et 

al., 2014).  

Es ist bekannt, dass gp130 beispielsweise über LIF den Hippo-YAP-Signalweg aktiviert (Halder 

et al., 2022). Darüber hinaus wurde ebenfalls gezeigt, dass IC7-Fc nach Injektion im 

Mausmodell die YAP1 mRNA im Musculus gastrocnemius ansteigen lässt (Findeisen et al., 

2019). Somit scheint eine Hippo-YAP-vermittelte Regeneration des I/R-bedingten Schadens 
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nach Verabreichung von IC7-Fc wahrscheinlich. Des Weiteren wurde kürzlich gezeigt, dass von 

Makrophagen sezerniertes OSM über den OSMR der Kardiomyozyten mittels des 

Transkriptionsfaktors (yes-associated protein) YAP zur Proliferation der Kardiomyozyten und 

somit zum kardialen Heilung beiträgt (Li et al., 2020). Die Tatsache, dass in dieser Arbeit 

gezeigt wurde, dass IC7-Fc das Signal auch über den OSMR weiterleiten kann, deutet ebenfalls 

auf eine Hippo-YAP-vermittelte Regeneration des I/R-bedingten Schadens hin. Daher sollten 

weiterführende Untersuchungen über einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Hippo-

YAP-Sinalweges, der Administration von IC7-Fc und einem AMI stattfinden. 

 

Abbildung 23: Hippo-YAP1/TAZ Signalweg in der molekularen Kardiologie. 

Phosphorylierter YAP1/TAZ-Komplex wird intrazellulär degradiert. Die Bindung des Komplexes an 14-3-3 führt zur 
zytoplasmatischen Retention. Neuregulin 1 (Nrg1) aktiviertes ErbB4 interagiert mit YAP und induziert den Hippo Signalweg. 
Infolgedessen, findet eine Translokalisation des dephosphorylierten Komplexes in den Nukleus statt, wo es als 
Transkriptionsfaktor schließlich zur Regeneration des Myokardiums führt (Chen et al., 2020; Haskins et al., 2014). 

 

Makrophagen Polarisation M1/M2: 

Monozyten und Makrophagen sind ein wesentlicher Bestandteil der inflammatorischen 

Antwort auf eine Verletzung aber auch der darauf folgenden Wundheilung einiger Organe, 

einschließlich des Herzens (Peet et al., 2020). Zelltod in Folge eines AMI führt zur Freisetzung 

von endogenen damage-associated molecular patterns (DAMPs), welche dann vom 

angeborenen Immunsystem erkannt werden können. Das wiederrum löst eine Kaskade aus 

die zunächst zur Freisetzung von Chemokinen sowie proinflammatorischer Zytokine und 
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folglich zur Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen 

führt (Peet et al., 2020; Prabhu & Frangogiannis, 2016). Zuerst infiltrieren Neutrophile das 

Herz, gefolgt von proinflammatorischen Monozyten und Makrophagen (M1), die dort 

akkumulieren und zu einer überzogenen Inflammation führen einhergehend mit einer 

Phagozytose der Zelltrümmer. Die Inflammation wird schließlich durch anti-inflammatorische 

Monozyten und Makrophagen (M2) aufgelöst, welche für die Remodellierung des Herzens und 

der kollagenreichen Vernarbung zuständig sind (Montecucco et al., 2017; Nahrendorf et al., 

2007) (Abbildung 24). Eine Strategie die Herzleistung nach einem AMI zu verbessern, kann also 

darin bestehen, die Population der im Herzen infiltrierten M1 Makrophage in Richtung M2 zu 

verschieben.  

Kürzlich wurde gezeigt, dass genau diese Verschiebung beziehungsweise die Polarisation der 

naïven M0 zu anti-inflammatorische M2 Makrophagen durch IGF-1 in eine massiven 

Verbesserung der Herzleistung nach einem AMI resultierte (Heinen et al., 2019). Weiterhin ist 

bekannt, dass IL-6 ebenfalls zu einer M2 Polarisation der Makrophagen führt (Chen et al., 

2018).  Darüber hinaus wird ebenfalls der LIFR auf Makrophagen exprimiert (Hamelin-

Morrissette et al., 2020). Da gp130 auf allen Zellen exprimiert wird, erfüllen Makrophagen die 

Voraussetzungen, durch IC7-Fc stimuliert und infolgedessen polarisiert zu werden. Darüber 

hinaus spricht auch die Tatsache, dass die Verbesserungen der Herzfunktionen erst nach einer 

Woche und fünf Wochen zu erkennen sind, für eine Beteiligung der M2 Makrophagen. Diese 

sind erst drei Tage post I/R im Herz zu detektieren, wobei der Maximalwert nach fünf Tagen 

erreicht ist (Montecucco et al., 2017). Daher sollten weiterführende Analysen in Hinblick auf 

eine mögliche, IC7-Fc induzierte M2 Makrophagen Polarisation stattfinden. 
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Abbildung 24: Immunzellinfiltration des Herzen nach einem Myokard Infarkt. 

Zwei Phasen der Immunantwort nach einem Myokard Infarkt (MI). Nach 30 min beginnen Neutrophile (N) das Herz zu 
infiltrieren, gefolgt von proinflammatorischen Makrophagen (M1) in der Inflammationsphase. Schließlich sind anti-
inflammatorische Makrophagen (M2) dominant präsentiert in der Heilungsphase (Montecucco et al., 2017). Die Abbildung 
wurde mit BioRender erstellt. 

 

Systematischer IL6R-Knockout und alternative Wege: 

Da IC7-Fc zwangsläufig den IL-6R zur Signalweiterleitung benötigt und globale IL-6R-/- 

überlebensfähig sind, könnten Mauslinien, die zelltypspezifisch IL-6R-/- sind, dazu beitragen, 

die genauen Zielzellen des IC7 zu ermitteln und somit zur Auflösung des Wirkmechanismus 

beitragen (McFarland-Mancini et al., 2010). So könnten beispielsweise mit Hilfe der Cre-Lox-

Technologie Mauslinien generiert werden, die Hepatozyten-spezifisch homozygot IL-6R 

defizient sind (IL-6R-/- x Alb-cre) (Postic et al., 1999). Sollte die kardioregenerative Wirkung des 

IC7 in dieser Mauslinie verloren gehen, wäre davon auszugehen, dass die Hepatozyten 

zumindest eine dominante Rolle im Wirkmechanismus spielen. Da eine Involvierung von 

Immunzellen wahrscheinlicher als eine Beteiligung der Hepatozyten scheint, wäre der erste 

Schritt die Generierung einer Mauslinie mit IL-6R-/- für myeloische Zellen (IL-6R-/- x LysM-cre) 

(Clausen et al., 1999). Da hier Monozyten, Makrophagen und Granulozyten eingeschlossen 

sind, könnte eine anschließende weitere Eingrenzung erfolgen bis die Zielzellen ermittelt sind. 



 

82 

 

Untersuchungen von Wirkmechanismen anhand von knockouts bestimmter Gene in Mäusen 

sind der Goldstandard aktueller Forschung. Der Nachteil dieser Methode ist allerdings die 

lange Dauer bis zur Generierung und vollendeter Zucht dieser Tiere. 

Ein alternativer Weg zur Ermittlung der Zielzellen wäre mit Hilfe von Magnetic beads 

bestimmte Zelltypen aus der Maus zu isolieren, diese mit IC7 zu stimulieren und die erfolgte 

Signaltransduktion über beispielsweise den JAK/STAT Signaltransduktionsweg zu analysieren. 

Des Weiteren, könnten Organe aus Tieren isoliert werden, die zuvor mit IC7 behandelt wurden 

und diese mittels der Durchflusszytometrie durch intrazelluläre Phospho-STAT3-Färbung mit 

zelltypspezifischen Markern nach erfolgter Signaltransduktion analysiert werden. Die letzten 

beiden Methoden wären im Vergleich zur Generierung der zelltypspezifischen IL-6R KO Mäuse 

schnell umsetzbar. Allerdings bilden diese Methoden nicht die gesamte Komplexität, die in-

vivo beispielsweise durch Zell-Zell-Interaktionen stattfindet, ab. Dennoch könnten sie einen 

ersten Anhaltspunkt liefern, welcher den Aufwand minimiert, der durch die Cre-Lox-

Technologie folgen könnte. 

 

Immunzellinfiltration:  

Das Herz wird nach einer I/R hauptsächlich zunächst von Neutrophilen infiltriert, gefolgt von 

M1 Makrophagen und schließlich von M2 Makrophagen (Montecucco et al., 2017; Thackeray 

& Bengel, 2018) (Abbildung 24). Da viele Immunzellen den IL-6R exprimieren, ist es 

wahrscheinlich, dass mindestens eines dieser Zelltypen durch IC7-Fc stimuliert wird und 

infolgedessen stärker reagiert. Auch die Infiltration der Immunzellen in das Herz könnte durch 

IC7-Fc beeinflusst werden. Um eine mögliche Immunzellinfiltration zu untersuchen, könnte 

das Herz nach der I/R und nach IC7-Fc Injektion mittels Durchflusszytometrie untersucht und 

mit der unbehandelten Gruppe verglichen werden (Kitano et al., 2014). Zudem bieten 

histologische Schnitte zusätzliche Information über die genaue Lokalität der möglichen 

Infiltration. In einer kürzlich durchgeführten klinischen Studie, wurde gezeigt das die Inhibition 

des IL-6 Signals durch Tocilizumab die Anzahl der Neutrophilen im Blut, die Infarktgröße und 

den Troponin-T Spiegel bei STEMI-Patienten verringerte (Huse et al., 2022).  

Wenn davon ausgegangen wird, dass die Inhibition des IL-6 Signales durch Tocilizumab zu 

einer geringeren Anzahl von Neutrophilen in der Blutzirkulation führt, könnte IC7-Fc, welches 
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den klassischen IL-6 Signalweg aktiviert, den gegenteiligen Weg initiieren. Eine Messung der 

Immunzellen allgemein aber insbesondere der Neutrophile in der Blutzirkulation aber auch als 

Infiltrat im Herzen nach IC7-Fc Behandlung sollte daher dringend erfolgen. 

 

Effekt durch OSMR: 

Wie bereits erwähnt, zeigt OSM kardioprotektive Eigenschaften. Die Tatsache, dass der OSMR 

auf kardialen Endothelzellen stark exprimiert wird, macht es zu einem Ziel gegen 

kardiovaskulärem Schäden (Stawski & Trojanowska, 2019). Die im Zuge eines 

Myokardinfarktes im Herz infiltrierten Makrophagen sezernieren OSM. Das sezernierte OSM 

führt dabei zur Inhibierung einer Fibroblasen Aktivierung (Abe et al., 2019). Darüber hinaus, 

wurde kürzlich gezeigt, dass das sezernierte OSM über den OSMR der Kardiomyozyten mittels 

des Transkriptionsfaktors (yes-associated protein) YAP zur Proliferation der Kardiomyozyten 

und somit zum kardialen Heilung beiträgt (Li et al., 2020). 

Da im Zuge dieser Arbeit gezeigt wurde, dass IC7-Fc eine Signaltransduktion über die 

Rezeptorkonstellation gp130 IL-6R OSMR vermitteln kann, ist ein Effekt über den OSMR statt 

LIFR nicht auszuschließen. Eine Möglichkeit dies zu überprüfen, könnte darin bestehen IC7-Fc 

in OSMR defiziente Mauslinien zu überprüfen. Einfacher wäre es jedoch die 

kardioregenerative Eigenschaft des IC7-Fc mit GIL-6 zu verglichen, da GIL-6 nach aktuellem 

Kenntnisstand gp130 IL-6R LIFR zur Aktivierung benötigt, nicht jedoch gp130 IL-6R OSMR. Eine 

Untersuchung der anderen hier generierten Cytokimera im Hinblick auf einen möglichen 

Einfluss auf eine I/R sollte daher folgen. 

 

Optimierung der Behandlung: 

Ein weiterer Aspekt ist die Optimierung der Effektstärke, welcher durch die Behandlung 

hervorgerufen wird. In Anbetracht der Tatsache, dass das ischämische Herz für 50 min einer 

starken Hypoxie ausgesetzt wird, ist die Reduktion des Sauerstoffbedarfs anzustreben, um 

Ischämie-induzierten und Hypoxie-bedingten Schaden zu minimieren. In klinischen Studien 

wurde gezeigt, dass die Administration von Trimetazidine (TMZ) während eines AMI die 

Herzfunktionen verbessert. TMZ ist ein metabolischer Wirkstoff, der ischämisch bedingten 
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Schaden reduziert, indem es den Sauerstoffbedarf der Zellen reduziert. Der Wirkmechanismus 

beruht darauf, dass der Metabolismus die stark sauerstoffabhängige Fettsäureoxidation in 

Richtung der weniger stark sauerstoffabhängigen Glykolyse verschoben wird (Shu et al., 2022; 

Wu et al., 2018). Die IC7-Fc Injektionen wurden in dieser Arbeit jeweils präemptiv und 

postoperativ verabreicht. IC7-Fc regt den Metabolismus an und erhöht dadurch den 

Sauerstoffverbrauch deutlich (Findeisen et al., 2019). In Anbetracht dieser Tatsache, sollte 

eine ausschließlich postoperative aber repetitive Administration des IC7-Fc nach 

Reoxygenierung des Herzens vorteilhafter sein als eine prä- und postoperative Administration 

und möglicher weise die Effektstärke der Behandlung weiter erhöhen. 

Eine weitere Möglichkeit die Effektstärke der IC7-Fc Behandlung weiter zu erhöhen, könnte 

darin bestehen, simultan IC7-Fc und sgp130Fc zu verabreichen. Wie bereits erwähnt, werden 

dem klassischen Signaltransduktionsweg eher anti-inflammatorische und dem Trans-

Signaltransduktionsweg eher proinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben. Eine 

selektive Inhibierung des Trans-Signaltransduktionswegs in der Ratte durch sgp130Fc hat sich 

kürzlich gegenüber einem Pan-Antagonismus mittels Tocilicumab bei einem AMI als überlegen 

erwiesen (George et al., 2021). In Anbetracht der Tatsache, dass IC7-Fc nun kaum in der Lage 

ist, den Trans-Signaltransduktionsweg zu vermitteln, könnte dies nicht nur ein Bestandteil des 

kardioregenerativen Wirkmechanismus sein, sondern könnte eine neue Möglichkeit bieten 

die Behandlung synergistisch zu optimieren. Die Verabreichung von sgp130-Fc könnte eine 

übersteuerte Inflammation durch die Inhibition des Trans-Signalweg reduzieren, welches 

durch den endogenen Anstieg des IL-6:sIL-6R ausgeht. Gleichzeitig könnte IC7-Fc, welches fast 

ausschließlich über den klassischen Signaltransduktionsweg agiert, die regenerative Wirkung 

des IL-6-Signalwegs spezifisch entfalten. Insofern sollte nach Aufklärung des IC7-Fc 

Wirkmechanismus eine simultane Behandlung mit sgp130-Fc in Erwägung gezogen werden. 

Das Designer-Protein sgp130-Fc inhibiert den IL-6:sIL6R-Komplex ebenso wie den IL-

11:sIL11R-Komplex. Eine Variante des sgp130Fc Q113F ist in der Lage, selektiv nur den IL-6 

Trans-Signalweg zu inhibieren (Lokau et al., 2021). Zudem gibt es auch eine weitere Variante, 

cs-130Fc genannt. Dies ist ein Fusionsprotein, bestehend aus den ersten drei extrazellulären 

Domänen des gp130, VHH6 und eines Fc-Teils (Jin et al., 2022). Während IL-6 sowohl positive 

als auch negative Eigenschaften auf einen AMI zeigt, scheint sich IL-11 ausschließlich positiv 

auszuwirken, indem es einer AMI-induzierten Fibrose entgegenwirkt (Obana et al., 2010). Vor 
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diesem Hintergrund, könnte eine spezifische Inhibierung des IL-6 Trans-Signalweges mit 

modifizierten Varianten des sgp130-Fc gegenüber der ursprünglichen Variante als Überlegen 

darstellen. Allerdings sind hier Speziesspezifitäten zwischen Maus und Mensch zu beachten. 

6 Ausblick 

Im Zuge dieser Doktorarbeit wurden neue Cytokimera generiert und charakterisiert, die 

neuartige, nicht natürliche Rezeptorkonstellationen aktivieren. Die Signaltransduktion der 

Cytokimera über den JAK/STAT aber auch über den MAP/ERK Signalweg wurde untersucht. 

Weitergehende Untersuchungen anderer Signalwege wie der PI3K/AKT- oder NF-B-

Signalweg sollten fortgeführt werden. Ebenso die Aktivierung der anderen STAT 

Transkriptionsfaktoren. Auch sollte GIL-11-Ts auch als Fc-Fusionsprotein exprimiert werden. 

Da sich während dieser Arbeit herausgestellt hat, dass die Bindestelle-III des IC7 auch an den 

OSMR bindet, ist es naheliegend, dass auch die Bindestelle-III des CNTF an den OSMR bindet. 

Daher sollte diese Hypothese durch die Verwendung von gp130 CNTFR OSMR exprimierenden 

Zellen nachfolgend analysiert werden. 

Da sich während dieser Arbeit gezeigt hat, dass die Cytokimera kaum den Trans-Signalweg 

vermitteln können, sollten weiterführende biophysikalische Studien beispielsweise mittels 

Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) folgen, um den zugrundeliegenden 

Mechanismus aufzuklären. Auch sollte in diesem Kontext die Fähigkeit des GIO-6, den Trans-

Signalweg einzuleiten, im Komplex mit sIL-6R und mit Ba/F3-Zellen folgen, die gp130 OSMR 

exprimieren. Dies wurde bisher lediglich mit Ba/F3 gp130 LIFR exprimierenden Zellen 

untersucht. 

Um die Bindestellen der Cytokimera genauer lokalisieren zu können, könnten die IIIA-, IIIB- 

und IIIC-Schleifen einzeln ausgetauscht und anschließend Mutagenese-Studien durchgeführt 

werden, um die exakten Aminosäuren zu identifizieren. Biophysikalische Bindungsstudien der 

Cytokimera zu den jeweiligen Rezeptoren sollten erfolgen. Langfristig sollte auch die 

Strukturauflösung der Cytokimera erfolgen.  

Um die Effekte der Cytokimera genauer zu charakterisieren, sollte eine Transkriptomanalyse 

folgen. Hierbei könnten zunächst Ba/F3 Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren dienen, 
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die mit den Cytokimera stimuliert wurden. Anschließend könnten die Signaturen mit denen 

der ursprünglichen Zytokine verglichen werden. 

Da sich während dieser Studie gezeigt hat, dass eine IC7-Fc Behandlung die Herzfunktionen 

nach der I/R verbessert und die Infarktgröße verkleinert, sollte der genaue Mechanismus 

aufgeklärt werden. Im Fokus dieser Aufklärung steht die Untersuchung einer möglichen 

Beteiligung des YAP-Hippo Signalwegs an der Verbesserung der Herzfunktionen. Ebenfalls ist 

eine mögliche IC7 induzierte Polarisation der Makrophagen zu anti-inflammatorischen M2 zu 

analysieren. Des Weiteren, sollten alle potentiellen Zelltypen identifiziert werden, die durch 

IC7-Fc stimuliert werden und die Auswirkung des IC7 auf die Immunzellpopulation in der 

Blutzirkulation aber auch eine Immuninfiltration des Myokards sollte erfolgen. 

Die Verbesserung der Herzfunktionen sollte weiter optimiert werden. Daher ist eine simultane 

Administration des IC7-Fc mit der selektiven Inhibition des Trans-Signalwegs durch sgp130-Fc 

anzustreben. Ebenfalls sollten weitere sgp130 Varianten in Kombination mit IC7-Fc auf eine 

mögliche Synergie untersucht und charakterisiert werden. Die Optimierung könnte darin 

bestehen, IC7-Fc ausschließlich postoperativ und repetitiv zu verabreichen.  

Die in dieser Arbeit generierten Cytokimera sollten zum einen auf eine mögliche Verbesserung 

der Herzfunktionen nach einem I/R untersucht werden. Zum anderen sollten diese 

Cytokimera, einschließlich IC7-Fc auch auf andere Krankheitsmodelle getestet und evaluiert 

werden, da sie unter anderem auf Grund ihrer Spezifität großes Potential in einer Vielzahl 

therapeutischer Anwendungen haben. Da beispielsweise Hepatozyten sowohl den IL-6R, als 

auch den LIFR exprimieren, könnten diese durch IC7-Fc bzw. GIL-6-Fc stimuliert werden. Da 

die Cytokimera den JAK/STAT Signalweg aktivieren und dadurch zur Zellproliferation führen, 

wäre ein regenerativer Effekt auf die Leber denkbar. GIL-6-Fc und auch die anderen 

Cytokimera sind vielversprechende Kandidaten zur Behandlung von Diabetes-Typ-II oder 

Übergewicht, da IC7-Fc bereits vielversprechende Effekte auf Patienten mit diesen 

Krankheitsbildern gezeigt hat (Findeisen et al., 2019).  
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7 Zusammenfassung 

Ischämische Herzerkrankungen sind aktuell die häufigste Todesursache weltweit. Die 

Entwicklung neuer Therapeutika sowie ein besseres Verständnis der Heilungsprozesse nach 

einem Myokardinfarkt (MI) sind daher dringend erforderlich. Cytokine Chimera (Cytokimera) 

bieten hier neue Möglichkeiten, da sie mehr Rezeptoren zur Signaltransduktion benötigen und 

dadurch selektiver und wahrscheinlich weniger pleiotrop sind als die natürlichen Zytokine.  

Im Zuge dieser Arbeit wurden drei neue Cytokimera (GIL-6, GIO-6 und GIL-11) entwickelt, die 

Rezeptorkonstellationen zur Signaltransduktion benötigen, welche so in der Natur nicht 

vorkommen. Hierzu wurden jeweils die Bindestelle-III von Zytokine der IL-6 Familie 

strukturbasiert untereinander ausgetauscht. Die neuen Cytokimera und die bereits bekannte 

Chimäre IC7 wurden exprimiert, gereinigt und charakterisiert. Alle Chimären mit Ausnahme 

von GIL-11-Ts wurden als Fc-Fusionsproteine exprimiert und über eine Protein-A 

Affinitätschromatographie gereinigt. GIL-11-Ts, wurde als TwinStrep-Fusion über eine 

StrepTactinXT Affinitätschromatographie gereinigt. Es konnte durch Prolliferations- als auch 

Stimulationsassay gezeigt werden, dass die Cytokimera biologisch aktiv sind (EC50 zwischen 

10-50 pM). Darüber hinaus, sind sie selektiver als die ursprünglichen Zytokine, da sie zur 

Signalweiterleitung mindestens einen weiteren Rezeptor benötigen. Ferner, konnte gezeigt 

werden, dass diese den Signalweg konzentrationsabhängig über den JAK/STAT sowie den 

MAPK/ERK weiterleiten. Die neu generierten Cytokimera und das bekannte IC7 vermitteln 

kaum den Trans-Signaltransduktionsweg, was neue Möglichkeiten eröffnet. Darüber hinaus, 

bindet die Bindestelle-III des IC7 auch den OSMR, welches ein starkes Indiz für eine Interaktion 

des CNTF mittels der Bindestelle-III zum OSMR ist. 

Schließlich wurde der Einfluss des IC7 auf einen MI analysiert. Hierbei konnte im Mausmodell 

gezeigt werden, dass eine präemptive und postoperative Injektion die Herzfunktionen nach 

einer Ischämie/Reperfusion (I/R) verbesserte. Die behandelte Gruppe zeigte bessere 

Leistungen im Bereich der Ejektionfraktion sowie der fractional area change nach einigen 

Wochen Reperfusion im Vergleich zur PBS Gruppe. Des Weiteren, wurde eine Verringerung 

der Infarktgröße durch die Behandlung mit IC7 nachgewiesen. Zusammenfassend kann gesagt 

werden, dass IC7 nicht nur als potentielles Therapeutikum nach einem MI ermittelt wurde und 

somit zum besseren Verständnis von Heilungsprozessen beigetragen hat, sondern dass auch 

andere Cytokimera generiert wurden, die großes therapeutisches Potential haben könnten. 
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8 Summary 

Ischemic heart diseases are the most common cause of death worldwide. The development 

of new therapeutics as well as a better understanding of healing procedure followed a 

myocardial infarction (MI) are urgently needed. Cytokine chimera (cytokimera) offer new 

possibilities, due to a higher specificity and lower pleiotropy compared to their origin 

cytokines. 

During this work, three new cytokimera (GIL-6, GIO-6 and GIL-11) were designed by the 

structure based exchange of binding site-III, requiring receptor constellations for signal 

transduction that do not occur in nature. The newly generated cytokimera including the 

known IC7 were expressed, purified and characterized. All chimera except GIL-11 were 

expressed as Fc-fusion and purified by Protein-A purification. Only GIL-11 was expressed with 

a TwinStrep-tag and purified by StrepTactinXT purification. It has been shown by proliferation- 

and stimulation assay, that the cytokimera are biological active (EC50 between ~10-50 pM) 

and more specific than their derived natural cytokines, since they need at least one further 

receptor for the signal transduction. Apart from that, it has been shown that the cytokimera’s 

signalling is mediated concentration depended by JAK/STAT and MAPK/ERK pathway. This 

study also shows, that the cytokimera including IC7 are poor transducer of trans-signalling, 

which opens new approaches. Moreover, it could be shown that the binding site-III of IC7 

binds also to the OSMR, indicating that site-III of CNTF binds to OSMR. 

Finally, the influence of IC7 was analysed on MI. In this context it could be shown, that a pre-

emptive and an injection post-surgery improved the heart functions after 

ischemia/reperfusion (I/R) in a mouse model. The treated group has shown better 

performance in ejection fraction as well as in fractional area change after several weeks of 

reperfusion compared to the PBS control group. Furthermore, IC7 leads to a decrease of the 

infarct size. Ultimately, it was not only found IC7 as a potential therapeutic for the treatment 

of MI, which contributed to the understanding of healing procedures, but also other novel 

cytokimera were generated with a great therapeutic potential. 
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10 Anhang 

Im Folgenden ist die Oberflächenpräsentation der Ba/F3-Zellen mit den entsprechenden 

Rezeptoren nach der retroviralen Transduktion gezeigt, die mittels Durchflusszytometrie 

(Abbildung 25). 

 

Abbildung 25: Ba/F3-Zellen exprimieren den LIFR und OSMR auf der Oberfläche. 

Oberflächenpräsentation des LIFR bzw. OSMR auf den entsprechenden Ba/F3-Zellen (blaue Kurve) und die Vorgängerzellen 
(rote Kurve). Die Detektion erfolgte durch spezifische Antikörper gegen den LIFR bzw OSMR. 
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Im Folgenden sind exemplarische Aufnahmen der Echokardiografie mit und ohne IC7-Fc 
Behandlung vor und nach I/R verlinkt. 

 
Abbildung 26: IC7-Fc verbessert die Regeneration nach einem Myokardinfarkt. 

Exemplarische Videomaterialien der Echokardiografie der C57BL/6N Mäuse im B-Mode. A) Echokardiografie eines 
unbehandelten Myokardiums vor der I/R. B) Echokardiografie eines unbehandelten Myokardiums eine Woche nach der I/R. 
C) Echokardiografie des Myokards eines mit IC7-Fc behandelten Myokardiums nach einer Woche Reperfusion. 
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