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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Zytokine

Zytokine weisen eine sehr hohe biologische Aktivitat auf, sodass sie autokrin, parakrin
und/oder endokrin wirken konnen. Im Allgemeinen sind es glykosylierte Polypeptide
(15-25 kDa). Ein wichtiges Merkmal der Zytokine ist ihre Pleiotropie. Dies bedeutet, dass ein
Zytokin an verschiedenen Zielorten unterschiedliche physiologische Effekte auslésen kann
(Gordon et al. 1992). Eine Dysregulation der Zytokine kann daher zu pathologischen
Verinderungen fithren. So vermag ein Uberschuss an pro-inflammatorischen Zytokinen zu
Gewebeschaden sowie an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen beteiligt sein (Arend
2001). Ein Uberschuss an anti-inflammatorischen Zytokinen kann, wenn auch nur indirekt,

zum Tumorwachstum beitragen (Sato et al. 1993).

1.2 Interleukin-6

Interleukin (IL)-6 gilt als klassisches pro-inflammatorisches Zytokin und wird von einer
Bandbreite von Zelltypen wie T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Endothelzellen, Fibroblasten,
Monozyten, Makrophagen, Kupffer-Zellen sowie einigen Tumorzellen sezerniert (Ataie-
Kachoie et al. 2013). Aufgrund seines starken pleiotropen Charakters weist es nicht nur pro-
sondern auch anti-inflammatorische Eigenschaften auf. Es ist an der Produktion von Akute-
Phase Proteinen wie Serum Amyloid A beteiligt, unterstitzt die B-Zellreifung, die Produktion
von Immunglobulinen (Ig) und die Differenzierung von Makrophagen (Muraguchi et al. 1988,
Hassan and Drexler 1995, Ataie-Kachoie et al. 2014). Des Weiteren initiiert und fordert es
Entzlindungen, indem es ebenfalls an der Produktion von Zytokinen mitwirkt, die
beispielsweise fur die Infiltration von Neutrophilen und Granulozyten involviert sind
(Hashizume et al. 2011). Dies fihrt wiederum zu einer Sekretion von weiteren
inflammatorischen Mediatoren (Abbildung 1). Die Transkription von IL-6 wird durch eine
Vielzahl von Faktoren wie bakterielle Lipopolysaccharide, Viren, Verletzungen und Zytokine
induziert (Isshiki et al. 1990, Margulies and Sehgal 1993, Park et al. 2004). Unter
homoostatischen Bedingungen betragt die IL-6 Konzentration im menschlichen Organismus
im Plasma 1-10 pg/ml (Akira et al. 1993). Bei Infektionen, Turmorwachstum und chronischen

Entztindungen kann die IL-6 Konzentration im Blutserum bis in einen niedrigen ng/ml Bereich
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ansteigen. IL-6 Konzentration von 100-1000 ng/ml kénnen zu einer todlichen Sepsis fiihren

(Franco et al. 2019).
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Abbildung 1: Ubersicht der pathophysiologischen Wirkung von IL-6.

Schematische Darstellung von IL-6 produzierenden Zellen und welchen Einfluss IL-6 unter homdostatischen Bedingungen auf
andere Zellen wie hdamatopoetische Stammezellen (Differenzierung), T-Zellen (Differenzierung), Hepatozyten (Produktion von
Serum Amyloid A (SAA), C-reaktives Protein (CRP) und Fibrinogen), B-Zellen (Ig Produktion), Osteoklasten (Aktivierung der
Osteklasten), Epidermiszellen (Proliferation) und Megakaryozyten (Produktion von Thrombozyten) austibt. Des Weiteren sind
die pro-inflammatorischen Eigenschaften wie lokale Entziindungen, sowie die pathologischen Folgen einer Dysregulation von
IL-6 wie chronische Entziindungen aufgefiihrt. Fiir die Abbildungen wurden die Publikationen Naka, 2002 und Choy, 2020 als
Vorlage verwendet (Naka et al. 2002, Choy et al. 2020). Erstellt mit BioRender.com.

IL-6 gehort zur Interleukin-6 Familie. Diese Familie umfasst die neun Zytokine IL-6,
Interleukin-11 (IL-11), IL-27, IL-31, Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Oncostatin M (OSM),
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Cardiotrophin 1 (CT-1) und Cardiotrophin-like Cytokine Factor
1 (CLCF) (Gearing et al. 1987, Lin et al. 1989, Malik et al. 1989, Paul et al. 1990, Pennica et al.

1995). Zytokine wie IL-6 und IL-11 benétigen neben ihren alpha-(o) Rezeptor, an welchen sie
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zuerst binden um den ersten Schritt der Komplexbildung zu initiieren, mindestens einen
signaltransduzierenden beta-(B) Rezeptor, Glykoprotein 130 (gp130), welcher fir die
Weiterleitung des Signals verantwortlich ist (Nakahara and Furue 2018). Aus struktureller Sicht

ist IL-6 ein single-chain Glykoprotein mit einer charakteristischen vier-Helix-Biindel Struktur

(A-D) in einer up-up-down-down Topologie (Abbildung 2 A, B).
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Abbildung 2: Struktureller Aufbau des IL-6.
A: Schematische Darstellung des vier-a-Helix Biindels. (Vorlage (Rose-John 2020)) B: Schematische Darstellung des 4-a-Helix

Bilindels aufgefaltet. Gekennzeichnet sind die jeweiligen Bindestellen (Seite) von IL-6 an seine Rezeptoren IL-6R und gp130,
Magenta Seite |, Violett Seite Il, helles Lila Seite Ill. Diese Darstellung wurde nach Vorlage (Kallen et al. 1999) erstellt. C:

Struktur des IL-6 (PDB:1P9M) in der semi-opaken Darstellung. Erstellt mit ChimeraX.

IL-6 besitzt insgesamt drei Bindestellen. Die Bindestelle | bindet an den IL-6 Rezeptor (IL-6R)
und ist somit fir die erste Initilerung eines dimeren Komplexes aus IL-6:IL-6R verantwortlich.

Die Bindestelle Il bindet an die D2/D3 Domane des gp130 und Bindestelle Il an die D1 Doméane

des gp130 (Barton et al. 2000, Heinrich et al. 2003).
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1.3 Die IL-6 vermittelte Signaltransduktion
IL-6 Gbermittelt sein Signal durch einen, auf der Zellmembran formierten Rezeptorkomplex.
Dieser Komplex besteht aus dem ligandenbindenden IL-6R und dem signaltransduzierenden

gpl30.

Der ca. 80 kDa groRe IL-6R besteht extrazellular aus drei Domanen (D1-3). Die D1 Doméne ist
charakteristisch fir eine Ig-like Domane. Obwohl die D1 nachweislich nicht fiir die Erkennung
des Liganden und die Initiierung des Signals bendtigt wird, tragt sie zur Internalisierung des
Rezeptors und zur Proteinstabilitit bei (Yawata et al. 1993, Ozbek et al. 1998). lhr schlieBen
sich die fibronectin type Il (Fnlll) Domdnen (D2 und D3), welche die Zytokin bindenden
Domaénen (ZBD) sind, an. Der D3 Domane schlieft sich eine 52 Aminosaure (AS) lange Stalk-
Region an. In dieser befinden sich Erkennungssequenzen fiir die proteolytische Spaltung und
somit flir das shedding des membranstdandigen Rezeptors (mIL-6R) zu einem l6slichen
Rezeptor (sIL-6R) (Rose-John et al. 1993, Riethmueller et al. 2017). Die A Disintegrin and
Metalloprotease 17 (ADAM17), sowie ADAM10 spalten den mIL-6R (Millberg et al. 1994,
Baran et al. 2013). Eine weitere Methode des Organismus sIL-6R zu generieren ist das
alternative splicing der mRNA (Holub et al. 1999). Bei dieser alternativ kodierten mRNA ist das
Exon fir die Transmembrandomdne (TMD) und intrazellulire Domane (IZD)
herausgeschnitten, sodass ein alternativer C-Terminus translatiert wird (Horiuchi et al. 1994).
Die Konzentrationen von sIL-6R im menschlichen Serum befinden sich unter homd&ostatischen
Bedingungen zwischen 25-145 ng/ml. Im Zuge einer Entziindung konnen diese
Konzentrationen um das Zwei- bis Dreifache ansteigen (Mitsuyama et al. 1995, Montero-Julian
2001). Der IL-6R wird nur von wenigen Zelltypen wie Hepatozyten, Neutrophilen, Monozyten,

Granulozyten und T-Zellen sezerniert (Simpson et al. 1997).

Der ungefahr 130 kDa grofle gp130 Rezeptor besteht extrazelluldr aus insgesamt sechs
Domadnen. Die N-terminal gelegene D1 ist eine Ig-like Domain (Boulanger et al. 2003). lhr
schlieBen sich die cytokine-binding homology region (CHR) D2 und D3 an. Die Domanen D4-6
sind FNIII-like Domanen, welche fiir die Signallbertragung benotigt werden (Grotzinger et al.
1999, Muller-Newen 2003, Lorenzen et al. 2011). In der 1ZD befinden sich zwei hoch
konservierte Motive. Die prolinreiche Sequenz Box1l (IWPNVPDPS) und die hydrophobe
Sequenz Box2 (DVSVVEIEAN), welche fir die Signalweiterleitung essentiell sind (Murakami et

al. 1991, Usacheva et al. 2002). Diese Motive bilden die Grundlage fir die ligandeninduzierte
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Phosphorylierung der insgesamt vier Tyrosinkinasen: Den Januskinasen (Jak1, Jak2, Jak3) und
Tyk2 (Haan et al. 2006). Die Januskinasen selbst sind nicht kovalent an den Rezeptor
gebunden, jedoch konstitutiv mit den Motiven Box1, beziehungsweise Box2 assoziiert (Muller-
Newen 2003). In der IZD des gp130 Rezeptors befinden sich insgesamt flinf Tyrosine, Y759,
Y767, Y814, Y905 und Y915, welche fiir die Signalweiterleitung essentiell sind. Diese Tyrosine,
spielen eine wichtige Rolle fiir die Phosphorylierung von signalinduzierenden Proteinen und
somit fir die Weiterleitung des Signals (Schmitz et al. 2000). Bei der Initiierung der
Komplexbildung von IL-6 und IL-6R bildet gp130 ein Homodimer. Gp130 wird ubiquitar auf der

Zellmembran humaner Zellen exprimiert (Kishimoto and Kang 2022).

1.3.1 Formierung des signaltransduzierenden Komplex

Weder IL-6 noch IL-6R kdnnen alleine an gp130 binden (Adams et al. 2017). Mittels der
Bindestelle |, welche durch die IL-6 AS F74, F78, L178, R179 und 182 charakterisiert ist, bindet
IL-6 mit einer geringen Affinitdt (Dissoziationskonstante (Kg¢) 22 nM)) zuerst an die ZBD
(D2/D3) des IL-6R, welche durch die AS F229, Y230, E277, E278 und F279 definiert ist
(Boulanger et al. 2003, Baran et al. 2018). Mittels dieser Interaktion formt sich ein IL-6:IL-6R
Heterodimer, wodurch sich die zuvor in zwei raumlich getrennte Bereiche (Helix A und C)
zusammengesetzte Bindestelle Il des IL-6 mit dem IL-6R bildet. Bis heute konnten 14 AS,
welche an der Bildung des binding interface beteiligt sind, identifiziert werden (Martinez-
Fabregas et al. 2019). Im Zuge dessen erhoht sich die Gesamtaffinitat (Kq ca. 10 pM) des
heterodimeren Komplexes und bindet an die D2/D3 des gp130, sodass sich ein inaktiver
trimerer Komplex bildet (Adams et al. 2017). Um einen signaltransduzierenden Komplex
bilden zu kbnnen, bindet IL-6 mittels der Bindestelle Ill, welche 20 AS umfasst, an die D1 des
gp130. Bis heute konnte nicht hinreichend geklart werden, ob es sich bei der IL-6 induzierten
Komplexformation um ein Tetramer aus 1xIL-6:1xIL-6R:2xgp130 oder ein Hexamer aus
2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130 handelt. Friihe Strukturanalysen zeigten, dass es sich um ein Tetramer
handeln miisse, wahrend spatere Analysen auf einen hexameren Komplex hinwiesen (Horsten
et al. 1997, Boulanger et al. 2003). Die Daten zeigen, dass beide Formen fiir einen aktiven
Komplex moglich sind und sich konzentrationsabhangig bilden kénnten (Paonessa et al. 1995,
Veverka et al. 2012). Angenommen wird, dass geringe Konzentrationen von IL- 6 zur Bildung
tetramerer Komplexe fiihren, wahrend hohe Zytokinkonzentrationen zur Formierung
hexamerer Komplexe filihren (Schroers et al. 2005). Auf Grund experimenteller Daten

entwickelten sich zwei unterschiedliche Hypothesen.
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Die erste Hypothese geht davon aus, dass das Heterodimer aus IL-6:IL-6R mit der Bindestelle
Il des IL-6 an die D2/3 des gp130 und direkt danach mit der Bindestelle Ill des IL-6 an die D1
eines zweiten gpl30 Rezeptor bindet. Auf diese Weise hatte sich ein tetramerer
Rezeptorkomplex gebildet, welcher die zelluldre Signallibertragung aktiviert. AnschlieBend
wirde ein weiteres IL-6:IL-6R Heterodimer an den tetrameren Komplex binden. Ob das
Hexamer als molekularer Schalter dient, welcher bei hohen Konzentrationen entsteht um den
Organismus vor einem Uberschuss an IL-6 kurzfristig zu schiitzen, oder ob das zusitzliche
Heterodimer den Komplex stabilisiert und somit Einfluss auf die Intensitat und Qualitat auf
das Signal nimmt, bleibt bei dieser Hypothese ungeklart (Abbildung 3 A) (Schroers et al. 2005).
Die andere Hypothese beschreibt die Bildung eines aktiven hexameren Komplexes mittels
inaktiver, auf der Zelloberflache praformierter, trimerer Komplexe (IL-6:1L-6R:gp130). Hierbei
konnten zwei Trimere durch die Bindesstelle Il des IL-6 an die D1 des gp130 zusammen
kommen (Abbildung 3 B) (Paonessa et al. 1995, Boulanger et al. 2003). Der hexamere Komplex
konnte bis heute nicht auf der Zelloberflache nachgewiesen werden. Jegliche Daten, welche
auf ihn hinweisen, wurden mittels Co-Immunoprazipitationsexperimente (Co-IPs), size
exlusion chromatography (SEC) oder durch kristallographische Methoden nachgewiesen
(Paonessa et al. 1995, Skiniotis et al. 2005). Beide Hypothesen gehen jedoch nicht auf die
Moglichkeit ein, dass sich bereits praformierte Komplexe, Homomere (IL-6R:IL-6R,
gp130:gp130) oder Heteromere (IL-6R:gp130) auf der Zellmembran bilden kénnten und sich

bei Ligandeninduktion zu einem Tetramer oder einem Hexamer formieren.
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Aktives Hexamer
Hypothese 1 Bindestelle I: 11-6 D2/D3 IL-6R
Aktives Tetramer :11-6 D2/D3 gp130
Inaktives Trimer Bindestelle I: IL-6 D2/D3 IL-6R Bindestelle Ill: IL-6 D1 gp130
Inaktives Dimer Bindestelle I: D2/D3 IL-6R 2 D2/D3 gp130 Inaktives Dimer
Bindestelle I: D2/D3 IL-6R 1 D2/D3 gp130 Bindestelle IIl: L-6 D1 gp130 Bindestelle I: D2/D3 IL-6R

B Aktives Hexamer
HypOthese 2 Bindestelle I: D2/D3 IL-6R
D2/D3 gp130
Inaktives Trimer Bindestelle Il D1gp130 Inaktives Trimer
Inaktives Dimer Bindestelle I: IL-6 D2/D3 IL-6R Bindestelle |- |L-6 D2/D3 IL-6R Inaktives Dimer
Bindestelle |: D2/D3 IL-6R : D2/D3 gp130 D2/D3gp130  Bindestelle I D2/D3 IL-6R
D2 0
D1 D3

JAK JAK

Abbildung 3: Ubersicht iiber die zwei Entstehungshypothesen des Hexamers aus 2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130.

A: IL-6 bindet Uber die Bindestelle | an die D2/3 des IL-6R. Uber die Bindestelle Il des IL-6 bindet das IL-6:IL-6R Heterodimer
an die D2/D3 des gp130 ein Trimer. Darauf folgt die Rekrutierung des zweiten gp130. Mit der Bindestelle Il bindet das IL-6
des Trimers an die D1 des zweiten gp130 und bildet einen tetrameren, signaltransduzierenden Komplex. Durch die Bindung
eines zweiten IL-6:IL-6R Heterodimers wird der aktive tetramere Komplex zu einem inaktiven hexameren Komplex. B:
Formierung eines aktiven hexameren Komplexes durch den Zusammenschluss zweier trimerer, praformierter Komplexe aus
IL-6:IL-6R:gp130. Fir die Formierung des trimeren Komplex bindet IL-6 mit der Bindestelle | an die D2/D2 des IL-6R. Dieses
Dimer bindet durch die Bindestelle Il an die D2/D3 des gp130. Uber die Bindestelle Ill des IL-6 mit der D1 des gp130 erfolgt
die Formation zum hexameren Komplex. Erstellt mit BioRender.com.

1.3.2 Praformierte Komplexe auf der Zellmembran und die Beteiligung der TMD

Uber die Bildung von Rezeptorkomplexen existieren zwei Hypothesen. So wird bei einem
davon ausgegangen, dass eine Ligandenbindung eine Dimerisierung der Rezeptoren und in
Folge dessen eine Signalaktivierung ausgelost wird (Maruyama 2015). Im Falle des zweiten
Mechanismus erfolgt eine Rotation der TMD durch die Bindung des Liganden an dem
praformierten dimeren Rezeptorkomplex, die Rezeptoren werden aktiviert und ein Signal
weitergegeben (Maruyama 2015). Hierbei wird auf das ,Rotationsmodell der TMD“
verwiesen, welches vor allem bei Rezeptoren mit intrazelluldrer Kinaseaktivitat angewendet
wird (Maruyama 2015). Dieses Modell beschreibt, dass in Folge einer Bindung des Liganden
an die EZD der Rezeptoren einer Konformationsanderung der Domanen erfolgt und das Dimer

7
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stabilisiert wird. Hierbei wird das inaktive Kinasedimer der IZD im Zytosol neu angeordnet,
sodass die intrazelluldr gelegenen Kinasen phosphoryliert und das Signal weitergegeben wird
(Moriki et al. 2001, Clayton et al. 2005). Es gibt Hinweise, dass die TMD nicht nur an der
Aktivierung von Rezeptoren, sondern auch an der Entstehung praformierter Homo- oder
Heterodimere beteiligt ist (Maruyama 2015). So wurde nachgewiesen, dass der p75-
Neurotrophin Rezeptor (p75"™®) nur mittels seiner Cysteine innerhalb der TMD als Dimer auf
der Zelloberflache existiert (Vilar et al. 2009). Des Weiteren wurden Co-IP’s mit dem
Prolactinrezeptor PRLR durchgefiihrt, welche belegen, dass die TMD eine signifikante Rolle
wahrend der Dimerisierung spielt (Gadd and Clevenger 2006). Im Hinblick auf die Formierung
eines hexameren Komplexes wird sich im Folgenden auf die Praformierung der
Rezeptordimere IL-6R und gp130 fokussiert. Mittels fluorescence resonance energy transfer
(FRET) und bimolecular fluorescence complementation (BiFC) wurde nachgewiesen, dass sich
unstimulierte, voriibergehende gp130 Homodimere auf der Zellmembran bilden, welche
durch Bindung eines IL-6:IL-6R Heterodimers stabilisiert werden (Giese et al. 2005). Gp130
kann jedoch nicht nur mit sich selbst, sondern auch mit anderen Rezeptoren praformierte
Komplexe eingehen. So wurden praformierte, inaktive gp130:LIFR Dimere mittels FRET
nachgewiesen (Tenhumberg et al. 2006). Des Weiteren wurde die dimere Struktur von

IL-6R:IL-6R durch Kristallstrukturanalysen nachgewiesen (Varghese et al. 2002).

1.3.3 Klassischer Signalweg

Bei der klassischen Signaltransduktion werden die Rezeptoren IL-6R und gp130 als
membrangebundene Proteine auf der Zelloberflache exprimiert (Abbildung 4 A). Diese Art der
Signalweiterleitung kann jedoch nur begrenzt stattfinden, da der IL-6R von wenigen
Zellentypen exprimiert wird (Schaper and Rose-John 2015). Dem klassischen Signalweg
werden tendenziell anti-inflammatorische und regenerative Eigenschaften zugeschrieben, da
er an der Bildung von Akute-Phase-Proteinen wahrend der Immunabwehr, der indirekten
Antikorperbildung durch die Aktivierung von B-Zellen, sowie an der Regeneration der

Epithelzellen und Fieberinduktion beteiligt ist (Rose-John et al. 2006).

1.3.4 Trans-Signalweg
Bei dieser Form des Signalweges bindet IL-6 zuerst an den sIL-6R. Dieses nicht
membrangebundene Dimer bindet im Anschluss an gp130 Rezeptoren (Abbildung 4 B). Bei

Endothelzellen, embryonalen Stammzellen, glatten Muskelzellen und Zellen der
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Hamatopoese erfolgt die IL-6 Signaltransduktion ausschlieflich liber das Trans-Signalweg
(Romano et al. 1997, Klouche et al. 1999, Audet et al. 2001, Viswanathan et al. 2002). Der
Trans-Signalweg wird tendenziell als pro-inflammatorisch angesehen, da er, unter anderem,
an der Pathogenese verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen des zentralen
Nervensystems beteiligt ist (Campbell et al. 2014, Morieri et al. 2017). Des Weiteren stellte
sich heraus, dass der Trans-Signalweg enormen Einfluss auf einen Myokardinfarkt hat. Studien
im Rattenmodell erwiesen, dass eine Blockierung des Trans-Signalweges durch das sgp130Fc
Fusionsprotein die Infiltration von Neutrophilen und Makrophagen in das Myokard reduziert
und somit die InfarktgrofRe verringert (George et al. 2021). Der Trans-Signalweg besitzt jedoch
nicht nur negative Eigenschaften. So ist er an der Leberregeneration nach einer partiellen
Hepatektomie (PHX) beteiligt (Fazel Modares et al. 2019). Des Weiteren ist diese Art der
Signaltransduktion, neben dem klassischen Signalweg, an der Regulation des angeborenen
und adaptiven Immunsystems beteiligt (Rose-John 2017). Um den Trans-Signalweg genauer
untersuchen zu kénnen, wurde durch eine Fusion ein Hyper-Zytokin designt. Hyper IL-6 (HIL-6)
besteht aus IL-6 und den ersten drei Domdnen (D1-3) des IL-6R, welche liber einen flexiblen
Peptidlinker miteinander verbunden sind und somit bereits ein IL-6:IL-6R Heterodimer bilden.
Dieses Hyper-Zytokin besitzt eine 100-1000-fache potentere Initiationsfahigkeit des Trans-

Signalweges als der nattirlich vorkommende IL-6:1L-6R Komplex (Fischer et al. 1997).

1.3.5 Cluster-Signalweg

Ein weiterer Mechanismus bei der IL-6 induzierten Signaltransduktion bildet der Cluster-
Signalweg. Dabei bildet sich auf einer ,Senderzelle” zuerst ein Heterodimer aus IL-6:IL-6R,
welches die gp130 Rezeptoren auf einer benachbarten ,, Empfangerzelle” aktiviert (Abbildung
4 C) (Heink et al. 2017, Lamertz et al. 2018). Dieser Signalweg wird vor allem fir das
konditionieren von pathogenen T-Helfer 17 (Tul7) Zellen bendétigt. Zudem steht die
Cluster-Aktivierung in Verdacht, an der Entwicklung von zytotoxischen T-Zellen beteiligt zu
sein (Bottcher et al. 2014, Heink et al. 2017). Es ist jedoch zu betonen, dass dieser Signalweg

noch weitgehend unerforscht ist.
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A B C Cluster-Signalweg
+:mlL-6R:gp130

Klassischer Signalweg Trans-Signalweg
&:mlL-6R:gp130 siL-6R:gp130

JAK JAK

JAK JAK

/

Abbildung 4: Schematische Abbildung des Klassischen-, Trans- und Cluster- Signalweg als signaltransduzierenden,
hexameren Komplex dargestellt.

A: Klassischer Signalweg, die Rezeptoren IL-6R und gp130 befinden sich membrangebunden auf der Membranoberflache. B:
Schematische Abbildung des Trans-Signalwegs mit zwei IL-6:sIL-6R Heterodimeren dargestellt. C: Schematische Darstellung
des Cluster-Signalwegs mit zwei membrangebundenen IL-6:IL-6R Heterodimeren auf der Senderzelle und zwei
membrangebundenen gp130 auf der Empfangerzelle. Erstellt mit BioRender.com.

1.4 Die IL-6 induzierte intrazellulare Signaltransduktion

Der Jak/STAT Signalweg ist der prominenteste unter den IL-6 induzierten Signalwegen. Er ist
flir eine Vielzahl von zelluldaren Prozessen wie Proliferation, Differenzierung, Migration,
Zelliberleben und Apoptose (abhangig von der Intensitdit und Lange des Signals)
verantwortlich, sowie in vielen weiteren physiologischen Prozessen wie der Himatopoese, der
Entwicklung von Immunzellen und der Reifung von Stammzellen beteiligt (Ghoreschi et al.
2009). Durch die Bildung des signaltransduzierenden Komplexes, ist es den intrazellular
gelegenen Januskinasen (Jak1, Jak2 und Tyk2) der gp130 Rezeptoren moglich, sich gegenseitig
zu phosphorylieren. Dies fihrt zu einer Aktivierung der Signalkaskade (Stahl et al. 1994). Durch
diese Phosphorylierung erfolgt die Aktivierung der Signalwege signal transducers and
activators of transcription (STAT), Phosphoinosidid-3-Kinase (PI3K) sowie des mitogen-

activated protein- (MAPK) Signalwegs (Abbildung 5) (Howlett et al. 2009).
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IL-5:1L-6R:gp130

Abbildung 5: Schematische Ubersicht iiber die IL-6 vermittelten Signaltransduktionswege

Durch die Assemblierung eines hexameren Komplex sind die Januskinasen (Jak1, Jak2 und Tyk2) in der Lage sich gegenzeitig
zu phosphorylieren. In Folge dessen werden einige C-terminal gelegenen Tyrosine phosphoryliert und aktivieren die den
MAPK- Signalweg, den STAT-Signalweg und den PI3K-Signalweg. Erstellt mit BioRender.com.

1.5 Die Rolle synthetischer Rezeptorsysteme in der Wissenschaft

Der Begriff ,synthetische Biologie” wurde von Barbara Hobom wahrend ihrer Forschung an
genetisch veranderter DNA in Bakterien gepragt (Hobom-Schnegg et al. 1970, Benner and
Sismour 2005). Die synthetische Biologie dient der Erforschung molekularbiologischer
Systeme auf zellularer Basis (Cameron et al. 2014). Im Zuge der fortschreitenden Methoden
wie Klonierungen mit Hilfe einer Ploymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Optimierung und
Analysierung von biologischen Systemen, wurden synthetische Rezeptoren entwickelt. Die
Anwendungsgebiete sind vielseitig. So konnen diese Rezeptoren in der Forschung bei der
Analyse und Entwicklung von Medikamenten verschiedener Krankheiten eingesetzt werden.
Bereits 1996 ermoglichten synthetische Rezeptoren einen Teil des Signalwegs des gp130
Rezeptors zu untersuchen. Fir diese Experimente wurden zum einen Punktmutationen am
gp130 Rezeptor durchgefiihrt, zum anderen eine Rezeptorchimare designt, welche
extrazelluldr aus dem Erythropoetin Rezeptor (EpoR) bestand, wahrend die TMD und IZD zum
gp130 Rezeptor gehorte (Hemmann et al. 1996). Diese Rezeptorchimare wurde durch das
natlirlich vorkommende Zytokin Erythropoetin (Epo) aktiviert, wodurch zudem nachgewiesen

wurde, dass der gp130 Signalweg unter artifiziellen Bedingungen aktivierbar ist (Hemmann et
11
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al. 1996). Nicht nur die Erforschung des Signalweges von gp130, sondern auch die Entstehung
von Tumoren, wie dem entzlindlichen hepatozellularen Adenom konnte mit gp130 Chimaren
untersucht werden. Dieser gutartige Lebertumor entsteht bei mehr als der Halfte der
Patienten durch eine in-frame Mutation. Als Folge dessen wird der gp130 Rezeptor konstitutiv
aktiv (Rebouissou et al. 2009). Fiir die Untersuchung des konstitutiv aktiven gp130 und dessen
Signalwege wurde eine Rezeptorchimare deren EZD durch einen Leucin-Zipper ersetzt wurde
(L-gp130) designt (Stuhlmann-Laeisz et al. 2006). Mit synthetisch entwickelten
Rezeptorchimdren kann nicht nur die Signaltransduktion von Rezeptoren oder die
Auswirkungen von Mutationen untersucht werden, sondern auch im Detail analysiert werden,
welche Domane fiir welche Funktion verantwortlich ist oder welche Proteine an bestimmte
Sequenzen binden. So wurde durch Generierung verschiedener IL-11R- und IL-6R-Chimaren,
welche die Domanen des jeweils anderen Rezeptors besallen, nachgewiesen, dass IL-11R nicht
nur durch die ADAM-Proteasen ADAM10 und ADAM17 gespalten wird, sondern dass es

Hinweise auf die Beteiligung einer weiteren Protease gibt (Lokau and Garbers 2021).
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ZIEL DER ARBEIT

2. Ziel der Arbeit

Das Zytokin Interleukin (IL-) 6 besitzt sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Eigenschaften und steht im Mittelpunkt vieler immunologischer Erkrankungen. In welcher
Reihenfolge sich jedoch der Komplex aus IL-6, IL-6 Rezeptor (IL-6R) und gp130 zusammensetzt
ist physiologisch bislang ungeklart. Theoretisch kdnnen Tetramere (1xIL-6:1xIL-6R:2xgp130),
Hexamere (2xIL-6:21L-6R:2xgp130) oder beide Formen in Abhangigkeit der IL-6 Konzentration
vorkommen. Welchen Einfluss sie auf die Signaltransduktion haben, ist unbekannt.
Untersuchungen zeigten, dass die Bindestelle | des IL-6 an die D2/D3 des IL-6R bindet.
AnschlieBend bindet dieses Heterodimer durch die Bindestelle Il des IL-6:IL-6R Komplex an die
D2/D3 des gp130 Rezeptors und formt ein inaktives Trimer. Wie sich der aktive Komplex im
Anschluss zusammensetzt, konnte bislang nur hypothetisch erklart werden, jedoch bindet die
Bindestelle Il des IL-6 an die D1 eines weiteren gp130. Durch die Assemblierung dieses
Komplexes werden verschiedene Signalwege aktiviert. Inwiefern praformierte Homo-
/Heterodimere zwischen gp130 und IL-6R auf der Zellmembran an der Bildung eines Hexamers
beteiligt sind und welchen Stellenwert die Transmembrandomane (TMD) hierbei einnimmt,

ist nicht hinreichend geklart.

Um zuerst einen hexameren Komplex nachzuweisen sollen Co-Immunoprazipitationen (Co-IP)
mit rekombinanten, gereinigten Proteinen durchgefiihrt und mittels Western Blot analysiert
werden. Um ein hexameren Komplex auf der Zelloberflache zu imitieren, welcher sich durch
zwei IL-6R auszeichnet, soll eine Rezeptorchimare, bestehend aus der extrazellularen Domane
(EZD) des IL-6R und der TMD und intrazellularen Domane (I1ZD) des gp130 Rezeptors generiert
(IL-6Rezp-gp1307mp,iz0) und, in Kombination mit verschiedenen gp130 Mutanten, stabil auf der
Zelloberflache von Ba/F3 Zellen exprimiert und aktiviert werden. Fir die Untersuchung der
Bindungsabfolge sollen gp130 Mutanten generiert werden, welche jeweils nur eine
Bindestelle fur IL-6 aufweisen, um diese zusammen mit der Rezeptorchimare detailliert zu
untersuchen. Des Weiteren soll mittels Co-IP die Rolle der TMD bei der Assemblierung

praformierter Homo-/Heterodimere auf der Zelloberflache untersucht werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, mittels des IL-6Rezp-gp130tmp,izo und gp130 Mutanten in Hinblick auf
ihre Konformation eine detailliertere Charakterisierung im biologischen Kontext, sowie die
damit korrelierende Signaltransduktion durchzufiihren. Zum anderen soll die Rolle der TMD
mittels spezifischer IL-6R und gp130 Mutanten, im Zusammenhang mit der Bildung
praformierter Komplexe auf der Zellmembran untersucht werden.
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3. Material

3.1 Antibiotika

MATERIAL

In Tabelle 1 sind alle Antibiotika aufgefiihrt, welche im Zuge dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 1 Ubersicht der verwendeten Antibiotika

Antibiotika

Ampicilin

Hygromycin B
Kanamycin
Penicillin
Puromycin

Streptomycin

3.2 Antikorper

Stammkonzentration

100 mg/ml

100 mg/ml
100 mg/ml
10.000 U ml
1 mg/ml

10 mg/ml

Arbeitskonzentration Hersteller

Agarplatten: 200 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe

Flussigmedium: 100 pg/ml

1 mg/ml Carl Roth, Karlsruhe
100 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe
60 mg/L Genaxxon, Ulm
1,4 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe
100 mg/mll Genaxxon, Ulm

Die fir die Arbeit verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Tabelle 2. Liste der in dieser Arbeit verwendeten Antikérper

Antikorper
STAT1
pSTAT1
STAT3
pSTAT3
STATS
pSTAT5
AKT
pAKT
ERK 1/2
pERK 1/2
SOCS3
o-IL-6R
a-gpl30
JAK1
pJAK1

Wirt
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen

Kaninchen

Verdiinnung
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:1.000
1:50 (B-P4)
1:1.000
1:1.000

Hersteller Artikelnummer
Cell Signaling Technology, USA 9172S
Cell Signaling Technology, USA 9167S
Cell Signaling Technology, USA 9139S
Cell Signaling Technology, USA 9145S
Cell Signaling Technology, USA 94205S
Cell Signaling Technology, USA 9359S
Cell Signaling Technology, USA 9272S
Cell Signaling Technology, USA 4060S
Cell Signaling Technology, USA 4696S
Cell Signaling Technology, USA 9106S
IBL, Deutschland IG-120
AG Scheller, Deutschland

Abcam, GB 188-372
Cell Signaling Technology, USA 3344sS
Cell Signaling Technology, USA 331S
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3.3 Chemikalien

MATERIAL

In Tabelle 3 sind alle Chemikalien aufgelistet, welche fiir diese Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 3 Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Acrylamid

Agar-Agar
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Biozym LE Agarose
Bromphenolblau

BSA

Dimethylsufoxid (DMSO)

Express DNA Ladder 100-5000 bp
GeneRulerTM 1 Kb DNA Ladder
Glycerin

Glycin

Isopropanol

Loading-Dye Solution (6x)
B-Mercaptoethanol
Sodiumdodecylsufat (SDS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

TriTrack DNA-Ladefarbstoff 6x
Triton X-100

Trypan Blue Dye 0,4%

Turbofect™ Transfektionsreagenz
Tween 20

Complete Proteaseinhibitor
Dulbecco’s Modified Eagel Medium (DMEM)
HDGreen™ + DNA Stain
Kaliumacetat
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PQ,)
Natriumorthovanadat (NasVO,)
Natriumcitrat

NP-40

PageRulerTM Prestained Protein Ladder
Phusion

Dream-Taq

Flag-affinity Gel Beads

3.4 Gerate

Hersteller

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Minchen

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Minchen

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Merk, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Scientific, St. Leon Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen

Bethesda Research Laboratories, USA
Thermo Scientific, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Scientific, St. Leon Rot
Sigma-Aldrich, Minchen

Roche, Severin, Schweiz

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
INTAS, Gottingen, Deutschland

Merk, Darmstadt, Deutschland

Merk, Darmstadt, Deutschland

Merk, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen

In Tabelle 4 sind alle Gerate, welche wahrend dieser Arbeit genutzt wurden, aufgelistet.
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Tabelle 4: Ubersicht aller Gerite, welche in dieser Arbeit verwendet wurden.

Gerite

Analysewaage Precisia 100M-300C
Autoklav Laboklav 25
Automatischer Zellzahler TC10
BD FACS Canto Il
COy-Inkubator HERAcell 150
Gefrierschrank Forma 900
Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager
Gelelektrophoresekammer
AKTA Start

Kiihlschrank

Kihlzentrifuge 5417 R
Kihlzentrifuge 5810 R
Magnetrithrer mit Heizung
Messpipetten

Mikropipetten Research
Mikrowelle Optiquick
Minizentrifuge

NanoDrop ND-1.000

PCR Thermozykler PeqStar
pH-Meter

Pipetus™-Akku

Sterilbank

Sterilbankpumpe
Tischzenrifuge 5424
Trans-Blot TurboTM

UV-Tisch

RT-PCR Cycler QuantStudio 3

Kulturschuttler Multiron HT

3.5Kits

Hersteller

Precisia, Hartenstein

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/Satuelle
Bio-Rad, Miinchen

Becton Dickson GmbH, Heidelberg
Thermo Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Scientific, St. Leon-Rot
LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln
Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Chicago

Libherr GmbH, Rostock

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instr. GmbH, Schwabach
Hirschmann, Eberstadt

Eppendorf, Hamburg

Moulinex (Krups), Offenbach

Axon, Kaiserslautern

Thermo Scientific, St. Leon-Rot
Peqlab, Erlangen

Sartorius, Ratingen

Hirschmann, Eberstadt

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

HLC BioTech, Bovenden

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Minschen

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld
Thermo Fischer Scientific, Waltham

INFORS GmbH, Einsbach

In Tabelle 5 sind alle Kits aufgelistet, welche wahrend dieser Arbeit verwendet wurden.
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Tabelle 5: Wahrend der Arbeit verwendete Kits

Kit Hersteller

BCA Protein Assay Thermo Scientific, Waltham, USA
CellTiter-Blue Cell Viability Assay Promega GmbH, Mannheim

NucleoBond Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel, Diren

SucleoSpin Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Diiren

NucleoSpin RNA Macherey-Nagel, Diiren

DreamTaq Polymerase Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
iTagTM Universal SYBR green One-Step Kit BioRad, Hercules, USA

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase Thermo Fischer Scientific, Waltham USA
NEBaseChanger Kit New England BiolLabsinc.

3.6 Kulturmedien

Alle fur diese Arbeit verwendeten Medien sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Die untere Tabelle zeigt eine Auflistung aller verwendeten Medien wahrend dieser Arbeit.

Kulturmedium Zusammensetzung

DMEM™ Dulbeccos Modified Eagle Medium, Glukose (4,5 g/L), stabiles Glutamin

DMEM*/* Dulbeccos Modified Eagle Medium, Glukose (4,5 g/L), stabiles 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

3.7 Oligonukleotide

In der unten aufgefiihrten Tabelle 7 sind die Sequenzen der Oligonukleotide aufgelistet,
welche wahrend dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 7: Sequenzen der Oligonukleotide welche in dieser Arbeit fiir die Sequenzierung und Klonierung der Plasmid DNA
(pDNA) und Genfragmente verwendet wurden.

Name Bezeichnung Sequenz (5‘>3)

CS11 SOE IL-6R- AGTACCACTGCCCGCCATCGTGGTGCCTGTGTGCCTGGCC
gpl301 FW

CS12 SOE IL-6R- ACGGGCCCTCTAGAGATATCGGATCCTCCAAGCG
gp130 1 REV
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CS13 SOE IL-6R- ACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACG
gpl303 FW

CS14 SOE-|IL-6R- CACCACGATGGCGGGCAGTGGTACTGAAGAAGAATCTTGCACTGGGAG
gpl30 4 REV

CS40 FW fir gp130 CGTTTAAACGATATCTTAAGCTTGCCACCATGC
10 AS

CS41 REV gp130 10 AAGAAAGCTTGATGTGCTTCTTGATCAGGTCCCGC
AS

CS46 pcDNA3.1rev CAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGC

cs47 pcDNA3.1 fw CGAAATTAATAGCACTCACTATAGGGAGACCCAAGCT

Cs48 pMOWS fw GTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCC

CS49 pMOWS rev GCCATACGGGAAGCAATAGCATGATACAAAGGC

CS53 P1zu V1 fw AAGCACATCTGGGTCAACGTGCCCG

CS54 P1 zu V1 rev TTCGTGTAGACCCAGTTGCACGGGC

CS55 P2 zu V2 fw ACATCTGGGTCAACGTGTCGACCCCTCCA

CS56 P2 zu V2 rev GGCTCTTGGAGGGGTCGACCACGTTGACC

CS57 P3 zu V3 fw CGTGGTCGACGTCTCCAAGAGCC

CS58 P3 zu V3 rev TTGACCCAGATGTGCTTC

CS 98 Rev  Y190K, TAGTCCACGGTACAGCTG
F191E

CS99 FW Y190K, CAGCACCGTGAAGGAGGTGAACATCGAAGTGTG
F191E

CS101 FW AD1 ATCAGCGGCCTGCCCeea

CS102 Rev AD1 CAGCAGCTCGCCGGTGCTCTCG

SOCS3 RTrev GGGAAACTTGCTGTGGGTGA

SOCS3 RTfw GGAGATTTCGCTTCGGGACT

Hprtl RT fw TCAGTCAACGGGGGACATAAA

Hprtl RT rev GGGGCTGTACTGCTTAACGAG

CS30 fw Box1,2 GTTGGCTTCGATTTCCACCAC

CS31 rev Box1,2 AAGCTTGCCACCATGGCG

DF16 pcDNA3.1 fw  AAATTAATACGACTCACTATAGG

DF17 pcDNA3.1rev AGGCACAGTCGAGGCTG

DF54 pMOWS fw AGCCCTTTGTACACCCTAAGC

DF55 pMOWS rev AGCAATAGCATGATACAAAGG

18



3.8 Plasmide

MATERIAL

In Tabelle 8 sind alle Plasmide, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, aufgelistet.

Tabelle 8: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten oder klonierten Plasmide.

Name
pcDNA3.1

pMOWS-puro-GFP
pMOWS-hygro-GFP

peGFP

pcDNA3.1 IL-6R wt HA
pMOWS IL-6R wt HA
pcDNA3.1 IL-6 FLAG
pcDNA3.1 IL-6 Myc
pcDNA3.1 IL-6R Ts

pcDNA3.1 IL-6R Fc

pcDNA3.1 gp130_GPI
pMOWS gp130_GPI

pMOWS gp130_10AS
pPMOWS IL-6Recp-gp130tmp,ico
pMOWS IL-6Recp-gp130tmp,ico_P3V3
pMOWS gp130Y190K, F191E
pMOWS gp130Y190K, F191E
pMOWS gpl130AD1

3.9 Puffer und Losungen

Referenz Resistenz

Invitrogen, Darmstadt, Ampicillin, Neomycin
Deutschland

Ketteler et al. 2002 Puromycin

Suthaus et al. 2010 Hygromycin

AG Scheller Kanamycin, Neomycin
In dieser Arbeit generiert Ampicilin, Neomycin
In dieser Arbeit generiert Puromycin

In dieser Arbeit generiert Ampicilin, Neomycin
In dieser Arbeit generiert Ampicilin, Neomycin
In dieser Arbeit generiert Ampicilin, Neomycin
In dieser Arbeit generiert Ampicilin, Neomycin
AG Scheller Ampicilin, Neomycin
AG Scheller Hygromycin

In dieser Arbeit generiert Hygromycin

In dieser Arbeit generiert Puromycin

In dieser Arbeit generiert Pruomycin

In dieser Arbeit generiert Puromycin

In dieser Arbeit generiert Hygromycin

In dieser Arbeit generiert Hygromycin

Samtliche Puffer und Losungen, die wahrend dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle

9 aufgelistet.

Tabelle 9: Wahrend der Arbeit verwendete Puffer und Losungen.

Losungen/Puffer

10x Standard Restriktionspuffer
10x T4 DNA Ligasepuffer
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Blockierldsung Intercept TBS
Ethanol (70%, 99%) (v/v)
FACS-Puffer

Gibco fotales bovines Serum (FCS)
JAK-Lysis Puffer

Zusammensetzung/Hersteller
Thermo Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Scientific, St. Leon-Rot
10% (w/v) APS

Li-Cor Biosciences GmbH
Sigma-Aldrich, Miinchen

1% BSA in 1x PBS

Thermo Scientific, St. Leon-Rot
10 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NaCl
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Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS, 10x)

SDS-Sammelgelpuffer

SDS-Trenngelpuffer
SDS-PAGE Laufpuffer

SDS-PAGE Probenpuffer (6x)

Losung 1 (S1) fur DNA-Minipraparation

Losung 2 (S2) fir DNA-Minipraparation

Losung 3 (S3) fur DNA-Minipraparation

TAE-Puffer

TBS-T

Transferpuffer

Tris buffered saline (10xTBS)

Trypsin/EDTA Losung
Citratpuffer pH 3,2

Citratpuffer pH 5,5

MATERIAL

0,5 mM EDTA

0,5% (v/v) NP40

1 mM NaCOs

10 mM MgCl,

1 complete Protease Inhibitor Tablette auf 50 ml

1,5 mM KH,PO,

2,7 mM KCl

8,1 mM Na;HPO4

137 mM NaCl pH, 7,4

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

0,4% SDS

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

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

0,1 M Glycin

0,1% SDS

375 mM Tris-HCl, pH 6,8

9% (w/v) SDS

50% (v/v) Glycerol

9% B-Mercaptoethanol
0,03% (w/v) Bromphenolblau
50 mM Glukose

25 mM Tris-HCl, pH 8,0

10 mM EDTA, pH 8,0

1:1.000 RNAse

200 mM NaOH

1% SDS

3 M Kaliumacetat

11,5% (v/v) Essigsaure

400 mM Tris-HCI, pH 8,8

10 mM EDTA

200 mM Essigsaure

5 M Nacl

200 mM Tris-HCl, pH 7,5
0,1% (v/v) Tween20

250 mM Tris-HCl, pH 8,0

2 M Glycerin

0,01% (w/v) SDS

5% (v/v) Methanol

5 M NacCl

200 mM Tris-HCl, pH 7,5
1:10 Trypsin/EDTA (10x) in PBS
7,1 mM Natriumcitratdihydrat
42,9 mM Zitronensaure

35,2 mM Natriumcitratdihydrat
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Puffer W

Puffer BXT

Puffer XT-R
Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbeldsung

Proteinase-Inhibitor Losung

Co-IP fur Zellen Lysis Puffer |

Co-IP fur Zellen Lysis Puffer Il

3.10 Verbrauchsmaterialen

MATERIAL

14,8 mM Zitronensaure

100 mM Tris-HCl, pH 8,0

150 mM NaCl

1 mM EDTA

100 mM Tris-HCI, pH 8,0

150 mM NaCl

1 mM EDTA

50 mM Biotin

3 M MgCl,

35% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure

0,3% (w/v) Coomassie G250

35% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsaure

50 mM Tris-HCl, pH 7,5

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% (v/v) Triton X-100

1 cOmplete™, EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail
50 mM Tris-HCl pH 7.5

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% Triton

1 cOmplete™, EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail
50 mM Tris-HCl pH 7.5

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1 cOmplete™, EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail

Alle Materialien, welche fiir diese Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10 Wahrend der Arbeit verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterialien
Reaktionsgefale (15 mL, 50 mL)
Kryoréhrchen

ReaktionsgefaR (1,5 mL, 2 mL)
Nitrilhandschuhe

PCR Kappen Gr. 125

PCR Tubes 0,2 mL
Pipettenspizen
Nitrocellulosemembran
Whatman-Papier

Roti PVDF (PorengroRe 0,45 um)
Zellkulturschale 10 cm?

Hersteller

Greiner Bio-one, Deutschland
VWR, Randor, USA

Sarstedt, Deutschland

Ansell, Deutschland

StarLab, Deutschland
StarLab, Deutschland
StarLab, Deutschland

Cytiva, USA

VWR, Randor

Roth, Deutschland

Greiner bio-one, Deutschland
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Zellkulturschale 6-Well

T75 Flaschen
T175 Flaschen

Strep-TactinXT 4 Flow
HiTrap MabSelect PrismA
Einmal- Zahlkammer

3.11 Zelllinien und Bakterienstamme

TPP, Schweiz

MATERIAL

Sarstedt AG & Co.KG, Deutschland
Sarstedt AG & Co.KG, Deutschland
IBA Lifsciences GmBH, Deutschland

Cytiva, USA

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Fiir die Amplifikation von pDNA, sowie zur Klonierung wurde der Bakterienstamm Escherichia

coli (E.coli) XL1-Blue (endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl lac gInv44 F‘ [: TN10 proAB+

laclgA(lacZ)M15] hsdR17(rk-mK+)) verwendet (Agilent Technologies, Waldbronn). Samtliche

Zelllinien, welche fiir diese Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 11 beschrieben.

Tabelle 11 Auflistung der Zelllinien, welche in dieser Arbeit verwendet wurden.

Zelllinie
Ba/F3

Ba/F3:gp130

Phonix-Eco

HEK293T

Expi293F™

Herkunft
Murine pra B-Zelllinie

Murine pra B-Zelllinie mit stabil
exprimierenden gp130 Rezeptor

Humane embryonale
Nierenzellen
Humane embyronale
Nierenzellen
Humane embryonale
Nierenzelle

Zellart
Suspensionszellen

Suspensionszellen

adharente Zellen

adharente Zellen

Suspensionszellen

Hersteller

Immunex, USA
((Palacios et al. 1984)
AG Scheller,
Dusseldorf

DKFZ, Ursula
Klingmdller,

Heidelberg (Pear et al.
1993)

ATCC (Nummer: CRL-
1573)

Thermo Scientific USA
(Jain et al. 2017)

3.12 Zytokine und Proteine

Samtliche Zytokine und Proteine, welche wahrend dieser Arbeit verwendet wurden, sind in

Tabelle 12 aufgelistet.

Tabelle 12: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Zytokine und Proteine

Humane Zytokine

HIL-6 Twin-strep-tag (Ts)
IL-6

IL-6 Myc Ts

IL-6 FLAG Ts

sIL-6R Myc Ts

sIL-6R Myc Fc Uberstand

Herkunft

Wahrend dieser Arbeit hergestellt
AG Scheller

Wahrend dieser Arbeit hergestellt
Wahrend dieser Arbeit hergestellt
Wahrend dieser Arbeit hergestellt
Wahrend dieser Arbeit hergestellt
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sgp130-Fc
monomeres sgpl130
VHH6-(EAAAK)1,-Fc
VHH6-(EAAAK)s-Fc
VHH6-(EAAAK),-Fc

MATERIAL

AG Scheller

R&D Systems, cat.nr. AVI11067
Wahrend dieser Arbeit hergestellt
Wahrend dieser Arbeit hergestellt
Wahrend dieser Arbeit hergestellt

23



METHODEN

4. Methoden

4.1. Molekularbiologische Methoden

4.1.1 DNA-Gelelektrophorese

Um die DNA-Fragmentldange ermitteln zu kdnnen, wurden die Nukleinsduren mittels einer
Gelelektrophorese in einem Molekularsieb aus 1% (v/w) Agarosegel durch ein elektrisches
Feld voneinander getrennt. Hierbei wandert die negativ geladene DNA zur Anode. Kleinere
DNA-Fragmente wandern dabei schneller als grolRere Fragmente. Durch das HD Green kénnen
diese Fragmentldngen sichtbar gemacht werden, da es in die DNA interkaliert, wodurch es
mittels UV-Licht fluoresziert. Hierfir wurde die Agaroselésung mit 0,0002% HD Green
versetzt. Das Bandenmuster wurde durch das Geldokumentationssystem der Firma INTAS

(Gottingen, Deutschland) dokumentiert.

4.1.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um die gewinschten, in der Gelelektrophorese voneinander getrennten, DNA-Fragmente
isolieren zu kénnen, wurden diese zuerst auf einem Transilluminator bei einer Wellenldange
von 470 nm angeregt und sichtbar gemacht. Das gewlinschte Fragment wurde mittels eines
Skalpells aus dem Agarosegel herausgeschnitten und in ein 2 ml ReaktionsgefalR Gberfiihrt.
AnschlieBend wurde die Nukleinsdure gemaR den Herstellerangaben mittels NucleoSpin Gel

und PCR Clean-up Kit extrahiert.

4.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren und Proteinen

Die Konzentration von gereinigten Proteinen sowie Nukleinsauren wurde mittels NanoDrop
2000 spektroskopisch bestimmt. Dabei wird die Konzentration von DNA und RNA bei einer
Wellenldange von 260 nm gemessen, sodass die Reinheit durch das Absorbtionsverhéltnis
A260/A280 bestimmt werden kann. Der daraus resultierende Quotient sollte dabei tiber 1,8
liegen. Die Konzentrationsmessung erfolgt Giber eine Absorptionsmessung von 280 nm, da bei
dieser Wellenlange die aromatischen Aminosauren wie Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin
absorbieren. Die Konzentration wurde mittels des Lamert-Beerschen Gesetzes berechnet

(Formel 1).

K irati mg A280
onzentration —z = cM = 1em—1)

x 1(cm)x Molekulargewicht (Da)

Formel 1: Lamert-Beersches Gesetz
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4.1.4 Restriktion von DNA

Um ein bestimmtes DNA-Fragment fiir die weitere Klonierung verwenden zu kénnen, wurde
eine Restriktion durchgefiihrt. Dafiir wurde das Plasmid mit Hilfe von Restriktionsenzymen
(Thermo Fisher Scientific,c, USA) gespalten. Bei dieser Spaltung erkennen die
Restriktionsenzyme spezifisch die DNA-Sequenz an der sie die Phosphodiesterbindung
hydrolysieren. Dabei entstehen je nach Restriktionsenzym entweder DNA-Doppelstrange mit
Uberhang (sticky ends) oder ohne (blunt ends). Die Restriktion erfolgt mit 10 pg Plasmid und
10 U des bendétigten Enzyms sowie mit dem vom Hersteller empfohlenen Puffer. Das
Gesamtvolumen betrug hierbei 50 pl. Der Restriktionsansatz wurde anschlieRend fiir 2 h oder
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle einer bereits durchgefiihrten Klonierung, wurde
eine DNA-Menge von 3 ug verwendet. Fir die noch zu verwendenden DNA-Fragmente wurde
ein Ansatz von 30 ug gewahlt. Im Anschluss wurde der Restriktionsansatz von 50 pl mit 10 pl
TriTrack DNA-Ladepuffer versetzt, um eine analytische oder praparative Gelelektrophorese

durchzufiihren.

4.1.5 Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung von Religationen des linearisierten Vektors nach der Restriktionsspaltung,
wurde das 5-Ende dephosphoryliert. Dazu wurde der hydrolysierte Restriktionsansatz mittels
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit gereinigt, um die Restriktionsenzyme mit dem
entsprechenden Puffer zu entfernen. Im Anschluss wurde die gereinigte DNA mit 1 U FastAP
(Thermo Fisher Scientific, Waltham) fir 1 h bei 37°C inkubiert und im Anschluss nochmals
gereinigt. Die Dephosphorylierung wurde jedoch nur bei blunt end geschnittenen Vektoren

durchgefihrt.

4.1.6 Phosphorylierung von DNA

Im Falle eines durch PCR amplifizierten DNA-Fragmentes, musste dieses fiir die anschlielende
Ligation in den Vektor phosphoryliert werden. Dies geschieht, da die Amplifikate aus der PCR
keine 5 Phosphatgruppen besitzen, welche fir eine Ligation bendétigt werden. Hierzu wurde
eine T4-Polynukleotidkinase (PNK) verwendet, welche den Transfer einer Phosphatgruppe
eines Adenosintriphosphates auf eine 5'-Hydroxygruppe der Nukleinsdure katalysiert. Die

Reaktion wurde mit folgender Zusammensetzung angesetzt:
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4 ul PCR Produkt

5 ul Ligasepuffer

1 pl PNK

Auf 50 pl 4¢H20 auffiillen

Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die PNK fir

5 min bei 75°C inaktiviert.

4.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Um das gewiinschte Insert mit dem Vektor zu ligieren, wurden diese durch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen dem 3‘-Hydroxyende und dem 5‘’-Phosphatende
miteinander ligiert. Wichtig hierbei war, dass das verwendete Insert, sowie der Vektor, zuvor
mit dem gleichen Enzym geschnitten wurden. Fir die Ligation wurden 100 ng Vektor DNA
sowie ein molarer Uberschuss im Verhiltnis von 1:7 vom Insert eingesetzt. Zum
Ligationsansatz wurden neben Insert und Vektor zusatzlich 2 ul T4-Ligasepuffer, 2 ul PEG4000
und 2 ul T4-Ligase (Thermo Fisher Scientific, Waltham) hinzugegeben. Das Gesamtvolumen

von 20 pl wurde im Anschluss fiir 2 h bei RT oder tber Nacht bei 4°C inkubiert.

4.1.8 Transformation von chemisch kompetenten E.coli Bakterien mit Plasmid DNA

Zur Vervielfaltigung von pDNA wurden chemisch kompetente E.coli XL1-blue Bakterien
verwendet, welche in 30 pl Aliquots bei -80°C gelagert wurden. Fir die Transformation
wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden entweder 0,5 ul (bei einer
Retransformation) der Plasmid-DNA oder 10 pl (bei einer Transformation) des
Ligationsansatzes hinzugegeben. Dieser Transformationsansatz wurde fiir 5 min auf Eis
inkubiert bevor der Hitzeschock bei 42°C fir 1 min folgte. Im Anschluss wurde die
Bakteriensuspension flir 5 min auf Eis inkubiert und anschlieBend mit 500 ul antibiotikafreiem
LB-Medium versetzt. Zur Regeneration wurden die Zellen 60 min bei 37°C und 1.000 rpm
inkubiert. Im Anschluss wurde die gesamte Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten

ausplattiert und bei 37°C Giber Nacht in den Inkubator gelegt.

4.1.9 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Um die Plasmid-DNA aus den transformierten E.coli zu extrahieren und zu analysieren, wurde
jeweils eine Bakterienkolonie gepickt und in ein 2 ml Reaktionsgefaly, welches mit 1,8 ml LB-
Medium geflllt war, Uberflihrt. Dieses Reaktionsgefall wurde im Anschluss tGber Nacht bei

37°C und 1.000 rpm inkubiert, damit sich die Bakterien vermehren. Durch das Prinzip der
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alkalischen Lyse wurde die pDNA dann aus den Bakterien extrahiert. Hierfir wurde die
Bakterienkultur zentrifugiert (15.000 g, 1 min, RT) und das Zellpellet mit 100 ul kaltem S1-
Puffer resuspendiert. Danach wurden 200 pl S2-Puffer hinzugefiigt und 5 min auf Eis inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 ul kaltem S3-Puffer, welcher die Lyse durch das im
S3-Puffer enthaltenem Kaliumacetat neutralisierte. Nach der anschlieBenden Zentrifugation
(17.000 g, 10 min, 4°C), wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR (iberfiihrt und
500 pl kaltes Isopropanol hinzugegeben. Danach wurde nochmals zentrifugiert (17.000 g,
15 min, 4°C). Die nun prazipitierte pDNA wurde mit 500 pl 70%igem Ethanol (v/v) gewaschen
und wieder zentrifugiert (17.000 g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und das
DNA-Pellet, welches aus der prazipitierten pDNA bestand, getrocknet um sicher zu sein, dass

kein Ethanol mehr vorhanden ist. Im Anschluss wurde die pDNA mit 50 ul 4¢4H20 gelost.

4.1.10 Midi-Prdparation von Plasmid-DNA

Um groRere Mengen (500-1000 pg) pDNA zu isolieren, wurden Midi-Praparationen
durchgefiihrt. Dafiir wurden 100 ml LBamp-/LBkan Medium mit einer Bakterienkolonie
angeimpft und Uber 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 gemal? den Herstellerangaben isoliert. Die isolierte pDNA
wurde mit 200 pl ¢¢H20 geldst und die Konzentration mittels Nanodrop wie in Abschnitt 4.1.3

beschrieben, bestimmt.

4.1.11 mRNA-Isolation

Die mRNA-Isolation erfolgte mittels NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel, Diren). Hierzu
wurde die mRNA aus Ba/F3 Zellen verwendet und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Isolation erfolgte gemal den Herstellerangaben. Die Elution wurde mit 40 pl 4qH20
durchgefiihrt. Die mRNA-Konzentration wurde, wie zuvor beschrieben (4.1.3) bestimmt. Bis
zur Verwendung der mRNA fiir eine Real-Time PCR (RT-PCR) oder einer Transkriptomanalyse,

wurde diese bei -80°C gelagert.

4.1.12 Transkriptomanalyse
Die Transkriptomanalyse mittels RNA-Sequenzierung ist eine Genexpressionsanalyse, die es

ermoglicht, das Transkriptom von Zellen zu untersuchen.

Um das Transkriptomprofil einer Zelllinie zu bestimmen, wurden die Zellen fir 40 min mit

100 ng/ml IL-6 bei 37°C stimuliert. AnschlieBend wurde die mRNA der jeweiligen Proben
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mittels NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) nach Protokoll isoliert. Die
RNA-Konzentration wurde mit einem NanoDrop 2000c-Spektrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) gemessen und auf 100 ng/ul fir alle Proben eingestellt. Im
Anschluss wurden die Proben fiir die weitere Analyse an das Genomics & Transcriptomics
Labor (BMFZ) der HHU (ibergeben. Die vom BMFZ generierten Daten wurden anschlieBend
Ubermittelt und mittels statistischer Methoden ausgewertet. Dabei wurde die False Discovery
Rate (FDR) angewendet, welche eine Korrekturmethode ist, um die Anzahl der falsch positiven
Ergebnisse zu korrigieren. Desweiteren wurde ein P-Wert von £ 0,05 als signifikant betrachtet.
Um die Unterschiede zwischen der WT und der generierten Zelllinie besser hervorzuheben,
wurde der Schwellenwert Fold Change (FC) von auf einen Betrag von 2 gesetzt (|2]). Dies
bedeutet, dass fir die statistische Auswertung die Transkriptdaten der Gene verwendet
wurden, bei denen eine Hoch- / Herunterregulation um mindestens das Doppelte,
abweichend vom WT, detektiert werden konnten. Mit den daraus resultierenden Daten wurde

ein Venn-Diagramm (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/venn) erstellt.

4.1.13 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation bestimmter Regionen innerhalb einer Plasmid-DNA erfolgte tber eine PCR.
Fiir die Reaktion wurde eine thermostabile DNA-Polymerase, die Matrize (template), ein
Polymerasepuffer, spezifische Oligonukleotide (Primer) und freie Desoxynukleotide (dNTP) in

einem PCR-Ansatz vermengt.

Fir die Amplifikation von DNA-Fragmenten zwecks anschlieRender Klonierung, wurde die
Phusion High-Fidelity Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham) verwendet. Diese
Polymerase besitzt eine 3‘>5° Exonuklease-Aktivitdt (proof reading), welche eine 50x

niedrigere Fehlerrate besitzt als eine Polymerase ohne proof reading Aktivitat.

In der unten aufgeflihrten Tabelle 13 ist ein Reaktionsansatz zur Amplifikation von DNA-

Fragmenten aufgefiihrt.

Tabelle 13: Reaktionsansatz einer PCR mit der Phusion DNA-Polymerase.
Komponente Volumen Endkonzentration
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Template DNA 1l >50 ng

5x Phusion HF-/ GC Puffer 10 ul 1x

dNTP’s 1l 200 uM
Forward Primer 2,5 ul 0,5 uMm

Reverse Primer 2,5 ul 0,5 uM

DMSO (optional) 1l 2%

Phusion DNA Polymerase 0,5 ul 1 U/50 pl Ansatz
4¢H20 Auffillen auf 50 pl -

Das zur PCR gehorige PCR-Programm ist in Tabelle 14 beschrieben.

Tabelle 14: Beispiel eines PCR-Programms zur Amplifikation bestimmter DNA-Regionen mit der Phusion DNA-Polymerase

Arbeitsschritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 98°C 30 sec.

Denaturierung 98°C 10 sec.

Annealing ~60°C 20 sec. 30 Zyklen
Elongation 72°C 20 sec./kBp

Finale Elongation 72°C 5 min

Kihlung 4°C oo

Die erfolgreiche Amplifikation wurde mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Im
Anschluss wurde das PCR-Produkt mittels NucleoSpin Gel und PCR Clean-up gereinigt (4.1.11),
phosphoryliert (4.1.6) und in die entsprechenden Vektoren ligiert (4.1.7).

4.1.13.1 Colony Polymerase-Kettenreaktion (cPCR)

Zur Verifikation der korrekten Klonierung wurde eine cPCR durchgefiihrt. Hierbei wurde die
PCR ohne vorherige Isolation der pDNA durchgefiihrt. Dabei fungierte die DNA im Cytosol der
Bakteriensuspension als Vorlage. Die zu analysierende Bakterienkolonie wurde dazu in 20 ul
4dH20 transferiert und anschlieBend fir die PCR verwendet. Der Rest der Bakteriensuspension
wurde aufgehoben, um bei einem positiven Ergebnis eine Midi-Prdparation (4.1.10)
durchzufiihren. Fir die Analyse wurde eine Dream Taq PCR Master Mix 2x verwendet. Zudem
wurden ebenfalls forward und reverse Primer verwendet. Hierbei ist zu beachten, dass ein
Primer spezifisch im Vektor der andere im Insert hybridisiert, da sonst falsch positive
Ergebnisse entstehen kdnnten, zum Beispiel, wenn zwei Primer im Vektor binden wiirden und
das Insert falsch herum ligiert wurde. Der Reaktionsansatz ist in der unten aufgefiihrten

Tabelle 15 beschrieben.
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Tabelle 15: Reaktionsansatz fiir eine colony PCR.

Komponente Volumen
Template 20 ul

Dream Taq Puffer 5ul

MgCl; (25 mM) 4 ul

Forward Primer 0,25 ul

Reverse Primer 0,25 ul

dNTP’s 1ul

Dream Taq 0,2 ul

H.0 Auffillen auf 50 pl

Die unten aufgefiihrte Tabelle 16 zeigt beispielhaft ein PCR-Programm, welches wahrend

dieser Arbeit verwendet wurde.

Tabelle 16: PCR-Programm fiir eine colony PCR.

Arbeitsschritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 1 min
Annealing ~60°C 1 min
Elongation 72°C 1 min/KBp
Finale Elongation 72°C 5 min
Kihlung 4°C oo

4.1.13.2 Splicing by Overlapping Extension Polymerase-Kettenreaktion (SOE-PCR)
Die SOE-PCR (Splicing by Overlapping Extension Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode, die

dazu dient, zwei separate DNA-Fragmente miteinander zu verbinden.

Der Prozess umfasst mehrere Schritte. Zuerst werden spezifische Primer fir jedes der zu
verbindenden DNA-Fragmente erstellt. Die 3'-Enden der Forward-Primer des ersten
Fragments und der Reverse-Primer des zweiten Fragments weisen eine Homologie auf, die fiir
die spatere Verbindung der Fragmente entscheidend ist. Im nachsten Schritt erfolgt die
separate PCR-Amplifikation der beiden DNA-Fragmente unter Verwendung der
entsprechenden Primer. Nach der Amplifikation werden die PCR-Produkte mit dem
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit gereinigt, um Uberschissige Primer und Nukleotide zu
entfernen. Die eigentliche Uberlappungsverlidngerung erfolgt in einer dritten PCR, in der die
gereinigten PCR-Produkte mittels zweier spezifischer Primer (erster Primer bindet am Anfang

des ersten Fragments und der zweite Primer bindet am Ende des zweiten Fragments) gemischt
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werden. Das Endprodukt wird abschliefend mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit

gereinigt.

4.1.13.3 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wird zunachst die aus den Proben
isolierte mRNA mittels spezieller Primer in cDNA umgeschrieben. Die Quantifizierung dieser
cDNA l3sst Riickschliisse auf die Aktivierung und Transkription der zu lberprifenden Gene
ziehen. Das Prinzip dieser Methode beruht dabei darauf, dass PCR-Produkte in Abhdngigeit
zur jeweilig eingesetzten Matrizenmenge stehen. Diese nehmen pro Zyklus exponentiell zu.
Dies bedeutet, dass je mehr RNA von einem Transkript gebildet wird, desto friiher wird dieses
Transkript in einem PCR-Zyklus detektiert. Die Detektion der PCR-Produktzunahme ist durch
den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green moglich, welcher im iTaQTM Universal SYBR green One-
Step Kit (BioRad, USA) enthalten ist. Wahrend der Amplifikation interkaliert SYBR Green in die
neu synthetisierte DNA. Die Fluoreszenz wurde wahrend jedes Zyklus in Echtzeit mittels des
AB175000 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific, USA) gemessen. Sie steht in

direkter Relation zum synthetisierten PCR-Produkt.
Im Folgenden ist ein Reaktionsansatz einer Real-Time PCR dargestellt:

2 ul mRNA (Template, 100 ng/ul)

5 ul Puffer iTag SYBR

0,125 pl Primer Forward

0,125 pl Primer Reverse

0,125 pl Enzym Script reverse Transkriptase
Auf 10 pl 4¢H20 auffiillen

Die unten (Tabelle 17) aufgefiihrte Tabelle stellt ein beispielhaftet RT- Programm da, welches

im Zuge dieser Arbeit verwendet wurde
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Tabelle 17: Programm zur Synthese von mRNA zu cDNA

Arbeitsschritt Temperatur Zeit
reverse Transkription 50°C 10 min
Aktivierung Polymerase und 95°C 10 min

DNA Denaturierung
Denaturierung 95°C 15 min

Annealing 60°C 1 min

Die detektierten Fluoreszenzdaten wurden durch die Software 75000 von Applied Biosystems
(Foster City, USA) als Ci-Wert bestimmt und fir die weitere Berechnung der relativen

Transkriptmengen verwendet.

Hierflr wurden die errechneten Ci-Werte des zu untersuchenden Zielgens in Bezug auf das
Referenzgen berechnet, welches in allen Zellkonditionen exprimiert wird. Der somit erhaltene
A C-Wert ermoglicht auf diese Weise Vergleiche zwischen der WT Zelllinie und der zu
untersuchenden Zelllinie. Die Berechnung wurde mittels der folgenden Formel durchgefiihrt

(Formel 2)

(( EffiZienZZielgen X 0;01) + 1) CtZielgen
((Effizienzgegerenzgen X 0,01) + 1)CtReferenzgen

Verhaltnis =

Formel 2: Formel fiir den ACi-Wert.

Um jedoch die Unterschiede zwischen den jeweiligen Zeitpunkten zu ermitteln, wurde der AAct-Wert
errechnet. Hierbei wird jeder Act-Wert einer behandelten Probe minus den Act-Wert der

unbehandelten Probe gerechnet um somit die Differenz zu errechen (Formel 3).

AACt = ACt (behandelte Probe ) — ACt (unbehandelte Probe)

Formel 3: Formel fiir den AAC-Wert.

4.1.14 DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma Microsnth Seqlab (Gottingen, Deutschland)
durchgefiihrt. Die Proben wurden dafiir mit den dafiir vorgesehenen Oligonukleotiden

verschickt.
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4.2 Proteinbiochemische Methoden
4.2.1 Lyse von Ba/F3 Zellen

Fur die Lyse der Ba/F3 Zellen wurden diese zuerst zentrifugiert (450 g, 5 min, RT) und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Danach
konnte es entweder direkt lysiert, oder zuerst bei -20°C gelagert werden. Je nach GroRe des
Zellpellets, wurden diese in einem Volumen von 60-200 ul JAK-Lysepuffer resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 50 min bei 4°C unter Rotation lysiert. Danach erfolgte eine
weitere Zentrifugation (17.000 g, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal iberflhrt und die Proteinkonzentration mittels bicinchoninic acid (BCA)-Assay

bestimmt (siehe 4.2.2).

4.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels bicinchoninic acid (BCA)

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde nach den Herstellerangaben mit dem BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ermittelt. Hierbei reagiert das
Natriumsalz der Bicinchoninsaure unter alkalischen Bedingungen mit dem, durch die Biuret-
Reaktion erzeugtem Kupfer(l)-lon. Einige Aminosauren wie Cystein, Tryptophan und Tyrosin
sind in der Lage Kupfer(ll)-lonen(“?*) zu Kuper-lonen (““*) zu reduzieren. Der
Bicinchoninsaure-Kupfer-Komplex bildet eine violette Farbe. Die Absorption wurde im
Fluorometer bei 562 nm gemessen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate
wurde eine Standardgerade durch eine bovin serum albumin (BSA)-Verdiinnungsreihe erstellt

und gemessen. Um Pipettierfehler zu minimieren wurden jeweils 25 plim Duplikat verwendet.

4.2.3 Sodium dodecyl sulphate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die Analyse von Proteinen wird eine Trennung nach ihrem Molekulargewicht durch eine
sodium dodecyl sulphate (SDS)-PAGE durchgefiihrt. In die Geltaschen wurden jeweils 20 pl mit
50 ug Gesamtprotein (fir Zelllysate) oder mit 20 ul Zelliberstand geladen. Die Denaturierung
und Reduktion der Disulfidbricken erfolgte durch das im Lammlipuffer enthaltene
B-Mercaptoethanol bei 95°C fir 10 min. Die Proteine bewegen sich im polymerisierte
Polyacrylamidgel in Richtung der Anode. Dabei bewegen sich kleinere Proteine im
Molekularsieb schneller voran als die groRReren. Fiir die Elektrophorese wurde eine konstante
Spannung von 80 Volt angelegt. Diese Spannung wurde solange gehalten, bis die Proteine aus

dem Sammelgel das Trenngel erreichen. Ab dann wurde die Spannung auf 130 Volt erhoht.
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Hierbei wurden je nach Molekulargewicht des zu analysierenden Proteins 10- oder 15%ige

SDS-Polyacrylamidgele in einer Dicke von 1,5 mm verwendet.

4.2.4 Western Blot

Die fluoreszenzbasierte Methode:

Fiir eine Detektion spezifischer Proteine wurden die zuvor in der SDS-PAGE voneinander
getrennten Proteine, auf eine Nitrocellulose (NC)-Membran transferiert. Fiir diesen Transfer
wurde das Trans-Blot-semi-dry Transfer-System von BioRad (Minchen, Deutschland)
verwendet. Die NC-Membran wurde zusammen mit Whatman-Papier fir 1 min im
Transferpuffer dquilibriert. Im Anschluss wurden zuerst drei feuchte Whatman-Papiere in die
Transferbox gelegt, dann die NC-Membran und im Anschluss das SDS-Polyacrylamidgel mit
den Proteinen. Auf das Gel werden zuletzt nochmals drei feuchte Whatman-Papiere gelegt.
Im Anschluss erfolgte der Proteintransfer vom Gel auf die NC-Membran fiir 30 min unter einer
konstanten Spannung von 25 V und einer konstanten Stromstarke von 1 A. Die Membran
wurde mindestens 1 h in einer mit TBS (1:3) verdinnten Intercept Blockierl6sung (L/-COR
Biosciences GmbH) bei RT inkubiert. Die NC-Membran wurde nach dem Blocken mit dem
primaren Antikorper Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran
dreimal fir 5 min mit TBS-T gewaschen bevor der sekundare Antikorper hinzugegeben wurde.
Sowohl der primare als auch der sekundadre Antikérper wurden in der 1:3 verdilinnten
Blockierlosung angesetzt und zusatzlich Tween 20 (0,1%, (v/v)) hinzugegeben. Zum Schluss
wurde der sekundare Antikorper fir 1 h zusammen mit der Membran in TBS-T inkubiert.
AnschlieBend wurde fiir 5 min mit TBS-T und 1x 5 min mit TBS gewaschen, bevor die
Zielproteine detektiert wurden. Die Detektion erfolgte am Geldokumentationssystem

Odyssey XF Imager (LI-Cor Biosciences GmbH, USA).

Die auf Chemilumineszenz basierte Methode:

Fiir eine spezifische Detektion der Proteine, wurden die zuvor in der SDS-PAGE voneinander
getrennten Proteine auf einer Roti® PVDF-Membran, PorengréRe 0,45 um transferiert. Flr
diesen Transfer wurde das Trans-Blot-semi-dry Transfer-System von BioRad (Minchen,
Deutschland) verwendet. Die PVDF-Membran wurde initial fir 2 min in Methanol 299,9% (v/v)
aquilibiert. Das Whatman- Papier wurde ebenfalls fiir 1 min in Transferpuffer dpuilibriert. Im

Anschluss wurden drei feuchte Whatman-Papiere in die Transferbox gelegt, dann die PVDF-
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Membran und im Anschluss das SDS-Polyacrylamidgel mit den Proteinen. Auf das Gel wurden
zuletzt nochmals drei feuchte Whatman-Papiere gelegt. Im Anschluss erfolgte der
Proteintransfer vom Gel auf die PVDF-Membran flir 60 min unter einer konstanten Spannung
von 20 V und einer konstanten Stromstarke von 1,5 A. Im Anschluss wurde die Membran
mindestens fur 1 h in einer 5 %igem (w/v) Milchlésung bei RT inkubiert. Die PVDF-Membran
wurde nach dem Blocken mit dem priméaren Antikorper in einer 5%igem (w/v) BSA-Losung
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal fir 5 min mit
TBS-T gewaschen bevor der sekunddre Antikérper in einer 5%igem (w/v) Milchlésung
hinzugegeben wurde. Dieser wurde fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 5 min mit
TBS-T und 1x 5 min mit TBS gewaschen bevor die Proteine detektiert wurden. Die Detektion
erfolgte am Geldokumentationssystem Intas ChemoStar PC ECL & Fluorescence Imager (Intas

Science Imaging).

4.2.5 Coomassie Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Zur generellen Sichtbarmachung von Proteinen in einem SDS-Polyacrylamidgel wurden diese
mit Coomassie gefarbt. Das hierbei verwendete Coomassie bindet an die basischen
Aminosaduren innerhalb der Proteine und macht diese somit sichtbar. Fiir diesen Vorgang
wurde das Polyacrylamidgel in die Coomassie-Farbelosung gelegt, 30 sec. in der Mikrowelle
bei 600 W erwarmt und fiir 15 min bei RT schiittelnd inkubiert. Um das nicht gebundene
Coomassie wieder zu entfernen, wurde zuerst die Farbeldsung entfernt und anschlieRend die
Coomassie-Entfarbeldosung zugegeben. Die Entfarbeldosung wurde alle paar Stunden

ausgewechselt und neue hinzugegeben, bis der gewlinschte Kontrast erkenntlich war.

4.2.6 Protein A-Affinitatschromatografie

Um Fc-getaggte, rekombinante Proteine aus den Expi293 Zellkulturiiberstanden zu reinigen,
wurde die Protein A-Affinitatschromatografie verwendet. Protein-A stammt aus der Zellwand
des Staphylococcus aureus und bindet spezifisch und pH-responsiv an IgG-Fc. Hierfiir wurde
die HiTrap MabSelect PrismA (Cytiva, USA) verwendet. Nach Aquilibrierung der Siule und des
Systems (Akta Start, GE Healthcare, Chicago, USA) mit PBS wurden 30-150 ml
Zellkulturiberstand mit einer Flussrate von 1 ml/min geladen. Im Anschluss wurde die Saule
mit 20 Saulenvolumen PBS gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen. Die
zweistufige Elution erfolgte durch die Senkung des pH-Wertes. Zuerst auf pH 5,5 und dann auf

pH 3,2 durch die entsprechenden Citratpuffer. Dadurch dissoziierte die Fc:Protein-A-
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Interaktion, sodass Fc-getaggte Proteine als Eluat im Fraktionssammler gesammelt werden
konnten. Die Proteinkonzentration der Elutionsfraktionen wurde mittels NanoDrop bestimmt.
Im Anschluss fand eine Konzentration des Proteingehalts mittels einer Amicon Ultra Membran
(Merk, Darmstadt, Deutschland) auf ein Volumen von ca. 2 ml statt. Die darauffolgende
Umpufferung wurde mittels einer NAP-25 Sadule (GE Healthcare, Chicago, USA) durchgefiihrt.
Hierflr wurde die NAP-Sdule mit insgesamt 30 ml PBS gespiilt. AnschlieRend wurde das
konzentrierte Protein auf die Saule geladen. Zum Schluss wurde nochmals die
Proteinkonzentration bestimmt und weitere Analysen (SDS-PAGE, Coomassie-Farbung,
Western Blot) durchgefiihrt. Die verwendete Saule wurde mit 30 Sdulenvolumen 0,5 M NaOH

regeneriert und die gereinigten Proteine wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.

4.2.7 StrepTactinXT Affinitatschromatografie

Diese Form der Affinitatschromatografie hat ihren Ursprung in der Interaktion zwischen
Streptavidin und Biotin. Aus dieser Interaktion entwickelte sich die StrepTactin
Affinitatschromatografie. Hierbei wurde das Biotin durch eine Peptidsequenz von acht
Aminosduren (WSHPQFEK, Strep-tag) und das Streptavidin durch eine Strep-Tactin
Sdaulenmatrix ersetzt. Um eine héhere Effizienz zu erzielen, wurde die Affinitat des Tags durch
die in Serie geschaltete Peptidsequenz SA-WSHPQFEK- (GGGS):-GGSA-WSHPQFEK

gesteigert.

Die TwinStrep getaggten Proteine, welche sich im Expi293 Kulturmedium befanden, wurden
daher Uber die StrepTactinXT Affinitdtschromatografie gereinigt. Nach Aquilibrierung der
Siule und des Systems (Akta Start, GE Healthcare, Chicago, USA) mit Puffer W wurden 30-
150 ml Zellkulturtberstand mit einer Flussrate von 1 ml/min geladen um die gewinschten
Proteine mit einem TwinStrep-tag an der Saulenmatrix zu binden. AnschlieBend wurde die
Sdule mit 30 Saulenvolumen Puffer W gewaschen, um die ungebundenen Proteine zu
entfernen. Die Elution fand mit dem 50 mM Biotin-haltigem Puffer BXT statt. Infolgedessen,
dissoziierte die TwinStrep:StrepTactinXT-Interaktion und wurde als Eluat im Fraktionssammler
gesammelt. Die Proteinkonzentration wurde mittels NanoDrop ermittelt. Im Anschluss fand
eine Konzentrierung des Proteingehaltes mittels der Amicon Ultra Membran (Merk,
Darmstadt, Deutschland) auf ein Volumen von ca. 2 ml statt. Umgepuffert wurde das Protein
danach Uber eine NAP-25 Sadule (GE Healthcare, Chicago, USA). Zum Schluss wurde die

Endkonzentration bestimmt und weitere Analysen zur Reinheit des Proteins durchgefiihrt
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(SDS-PAGE, Coomassie-Farbung, Western Blot). Die nicht mehr benétigte Saule wurde mit 30
Saulenvolumen 0,5 M NaOH regeneriert. Die gereinigten Proteine wurde aliquotiert und

bei -80°C gelagert.

4.2.8 Co-Immunoprazipitation

Um zu Uberprifen, ob zwei Proteine miteinander interagieren, wurde eine Co-
Immunoprazipitation (Co-IP) durchgefiihrt. Hierzu wurde ein 1,5 ml Reaktionsgefall mit den
gewlinschten Proteinen befillt und 470 pl TBS-T (0,1% Tween 20) hinzugegeben. Die Gel-
Affinity Beads wurden 3x mit TBS gewaschen (2.700 g, 2 min, 4°C). AnschlieRend wurden je
30 pl der Beads pro Kondition hinzugegeben. Das ReaktionsgefaR wurde dann mindestens 1 h
oder Uber Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. Anschliefend wurde das Reaktionsgefal
zentrifugiert (2.700 g, 2 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Die Beads, welche nun das
gewinschte Protein gebunden haben, wurden noch 2x mit TBS-T gewaschen. AnschlieBend
wurde 50 pl Lammlipuffer hinzugegeben und die Lésung bei 95°C fir 10 min gekocht. Sollte
der Analyt an den Beads gebunden haben, konnte dies anschlieBend im Western Blot

nachgewiesen werden.

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Suspensionszellen mit den entsprechenden Rezeptoren wurden in einer 10 cm
Zellkulturschale in 10 ml DMEM** mit 20 pl HIL-6 Uberstand oder mit 20 pl IL-3 Uberstand
kultiviert. Alle sieben Tage wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:10.000 passagiert.
Adhdrente HEK293 oder Phonix-Eco Zellen wurden alle 3-4 Tage in 10 cm Zellkulturschalen in
10 ml DMEM*/* passagiert. Hierfiir wurde das Zellkulturmedium der adhidrenten Zellen
abgenommen und diese mit 10 ml PBS abgesplilt und zentrifugiert (450 g, 5 min, RT). Danach
wurde das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert und 50 ul der Zellsuspension auf eine neue
Zellkulturschale tGberfiihrt und 10 ml DMEM*/* hinzugegeben. Kultiviert wurden alle Zellen bei

37°Cund 5% CO; in einer gesattigten Wasserdampfatmosphare.

4.3.2 Transiente Transfektion von HEK293T Zellen

Bei einer transienten Transfektion wurden HEK293T Zellen mit einer Konzentration von 2x10°
Zellen pro 10 cm Zellkulturschale in 10 ml DMEM** ausgesit. Am nachsten Tag wurde 5 pg
pDNA mit 10 pl Turbofect (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in 1 m| DMEM- gemischt

und 15 min bei RT inkubiert. Hierbei bildete sich ein Komplex aus der pDNA und dem
37



METHODEN

Transfektionsreagenz, welcher in der Lage ist, die Zellmembran zu passieren. Dieses Gemisch
wurde dann auf die HEK293T Zellen getropft. Diese wurden im Anschluss fir 48 h bei 37°C
inkubiert. Fiir die Kontrolle der Transfektion wurde eine Zellkulturschale mit der pDNA des
peGFP transfiziert. Dieses Plasmid codiert enhanced GFP welches in HEK293T Zellen nach 48
h unter einem Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregung von Assonm Nachgewiesen werden

kann.

4.3.3 Retrovirale Transduktion

Um Zellen zu generieren, welche bestimmte Proteine stabil auf ihrer Oberflache exprimieren,
wurde eine retrovirale Transduktion durchgefiihrt. Hierbei wurde die cDNA der Proteine stabil
in das Genom der jeweiligen Zielzellen eingebracht. Daftir wurden 5x10° Ba/F3 Zellen in 2 ml
DMEM** pro 6-Well Zellkulturschale ausgesat. Am nichsten Tag wurde zuerst 2 pg pDNA mit
4 pl Turbofect und 200 pul DMEM™" in ein ReaktionsgefiR gegeben, gemischt und 15 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden die zuvor ausgesaten Phonixzellen mit der pDNA-L6sung
betriufelt. Nach 6 h wurde das Medium durch DMEM*/* 30% FCS ersetzt und die Zellen (iber
Nacht im Inkubator kultiviert. Am folgenden Tag wurde 1 ml des Zellkulturiiberstandes der
transfizierten Phonixzellen abgenommen und zentrifugiert (450 g, 5 min, RT). Die zu
transduzierenden Zellen wurden zuerst mit PBS gewaschen und anschlielend auf eine Zellzahl
von 2x10° Zellen eingestellt. In einem neuen 1,5 ml ReaktionsgefaR wurden dann 50 ul der
eingestellten Zellsuspension, 250 ul Phénix Uberstand, sowie 30 pg Polybren (Sigma-Aldrich,
Sternheim, Deutschland) gemischt und 2,5 h bei 300 g, RT herunter zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde im Anschluss mit 5 ml DMEM*/* resuspendiert und das entsprechende Zytokin (HIL-6
oder IL-3 10 ng/ml) hinzugegeben. Je nachdem, welche Resistenz das eingefiigte Plasmid
hatte, wurde entweder an Tag 1 100 pl Hygromycin B (1mg/ml) oder an Tag 2 Puromycin 7,5 pl
(1,5 pg/ml) zur Selektion hinzugegeben. Nach erfolgreicher Selektion wurde die Expression

der Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie und Western Blot (iberprift.

4.3.4 Durchflusszytometrie

Zur Kontrolle, ob die Proteine auf der Zelloberfliche exprimiert werden, wurde eine
Durchflusszytometrie durchgefihrt. Dieses Verfahren beruht auf einer
Antigen-Antikdrper-Interaktion, welche mit fluoreszenzmarkierten Farbstoffen durchgefiihrt
wird. Hierbei bindet der primare Antikérper an das nachzuweisende Oberflachenprotein. Der

sekundare Antikorper, welcher mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, bindet dann an
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den primadren Antikorper. Die Bindung der Antikorper und die daraus resultierende

Fluoreszenz ist hierbei proportional zur Oberflachenexpression des entsprechenden Proteins.

Fir die Durchfiihrung wurden 5x10° Zellen zentrifugiert (450 g 5 min RT). Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 1 ml FACS-Puffer gewaschen und wie zuvor
zentrifugiert. Danach wurden 50 ul FACS-Puffer mit dem entsprechenden Primarantikorper
(1:50 oder 1:100) hinzugegeben. Die Zellen wurden 1 h bei RT inkubiert und anschlielend
wieder mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet wieder mit 50 pl
FACS-Puffer und dem entsprechendem fluoreszierenden Sekundéarantikorper resuspendiert
und fur 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert. AnschlieRend folgte ein letzter Waschschritt, um den
Uberschissigen, nicht gebundenen Sekundarantikorper zu entfernen. Danach wurden die
Zellen mit 500 ul FACS-Puffer resuspendiert und am FACS Canto Il analysiert. Die Auswertung

fand mit Hilfe der Software FlowJo_V10 statt.

4.3.5 Proliferationexperiment

Hierbei handelt es sich um die Methode der irreversiblen Umsetzung des im CellTiter-Blue
enthaltenden Resazurins zum fluoreszierenden Resorufin. Die Umsetzung kann nur durch
Dehydrogenaseenzyme in metabolisch aktiven Zellen stattfinden. Wahrend dieser Umsetzung
nimmt die Fluoreszenzintensitdat proportional zur Zellproliferation zu, welcher bei einer

Wellenlange von 560 nm gemessen werden kann.

Fiir diesen Assay wurden die zu analysierenden Zellen zuerst 3x 5 min bei Raumtemperatur
mit PBS gewaschen und anschlieBend auf eine Zelldichte von 5x10* Zellen/ml DMEM*/*
verdlinnt. AnschlieBend wurden diese mit dem entsprechenden Zytokin in der gewlinschten
Konzentration versetzt und als Triplikate mit einem jeweiligen Volumen von 100 pl pro Kavitat
einer 96-Well Zellkulturplatte pipettiert und fur 72 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurde in jede Kavitat 20 pl CellTiter-Blue Lésung pipettiert und direkt
danach die erste Messung durchgefiihrt (Zeitpunkt 0). Die Umsetzung des Resorufin wurde
bei einer Wellenlange von 560 nm am Fluorometer Infinite M200 Pro (Tecan, Mannedorf)
gemessen. Es wurde alle 20 min fir maximal 120 min gemessen und anschliefend der

Zeitpunkt 0 von der letzten Messung subtrahiert.

4.3.6 Stimulationsexperiment
Die Signaltransduktion der zu analysierenden Zellen und die damit verbundene

Phosphorylierung von z.B. STAT3 und ERK1/2 wurde mittels des Stimulationsassays ermittelt.
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Hierzu wurde pro Kondition jeweils eine 10 cm Zellkulturschale mit jeweils 10 m| DMEM*/* mit
ungefdhr 2x 10% Zellen/ml verwendet. Die Zelle mit dem zu untersuchenden
Oberflachenprotein wurden 3x mit PBS gewaschen und in DMEM”- resuspendiert. In diesem
serumfreien Medium wurden die Zellen 3-4 h inkubiert, um die Signaltransduktion, die durch
das FBS hervorgerufen werden konnte, zu minimieren. Im Anschluss wurden die zu
untersuchenden Zellen pro Kondition in jeweils ein 1,5 ml ReaktionsgefdaR verteilt,
zentrifugiert (450 g, 5 min, RT) und das Zellpellet in 1 ml DMEM”- mit den entsprechenden
Zytokinen resuspendiert. Die Stimulation wurde 18 min bei RT durchgefiihrt. Danach wurden
die Zellen zentrifugiert (450 g, 5 min, RT), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
flissigen Stickstoff geworfen, um den Signaltransduktionsvorgang abzubrechen und zu

konservieren. AnschlieBend erfolgte die Zelllyse.

4.3.7 Expression rekombinanter Proteine in Expi293 Zellen

Die Proteinexpression der Expi293 Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Gibco Expi293
Expression System (Katalognummer: A29133). Zwei Tage vor der Transfektion wurden die
Zellen auf eine Zelldichte von 1,5x108 Zellen/ml Expi293 Medium verdiinnt. Die Zellen wurden
gemald den Herstellerangaben transfiziert und fiir 5 Tage bei 37°C, 120 rpm, 8% CO; inkubiert.
Fiir die Ernte wurden die Zellen bei 450 g, 5 min 4°C zentrifugiert, der Uberstand in ein neues
50 ml Reaktionsgefal} Giberfiihrt und nochmals bei 3220 g, 20 min bei 4°C zentrifugiert. Danach
wurde der Zellkulturiiberstand durch einen Spritzenfilter mit einer PorengréfRe von 450 nm

filtriert und bis zur Affinitatschromatografie bei -80°C gelagert.

4.3.8 Co-Immunoprazipitation mit Zellen

Co-transfizierte HEK293T Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit IP-Lysepuffer | fiir 1 h
auf Eis lysiert. AnschlieRend wurden die Lysate 20 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. In die Zelllysate wurden pro Kondition 30 pl
o-Flag agarose beads hinzugegeben und Uber nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Proben 3x mit dem IP-Lysepuffer Il gewaschen. Beim dritten
Waschschritt wurde mittels Hamilton Pipette der gesamte Uberstand verworfen, sodass nur
noch die a-Flag agarose beads Ubrig blieben. Im Anschluss wurden 50 pl 2,5x Lammli Puffer
hinzugegeben und bei 95°C fir 10 min inkubiert. Die Analyse der Interaktion zwischen den

unterschiedlichen Rezeptoren erfolgte mittels Western Blot.
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5. Ergebnisse

5.1 Nachweis des hexameren Komplexes aus IL-6, IL-6R und gp130

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit sollte mittels gereinigter, rekombinanter und l6slicher
Proteine die Bildung eines hexameren Komplexes aus 2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130 mittels Co-IP
nachgewiesen werden (siehe 4.2.8). Hierfir wurden die Proteine IL-6fag-ts, IL-6myc-1s und
sIL-6Rmyc-1s exprimiert und auf ihre biologische Aktivitat getestet. Als Kontrolle, dass sowohl
IL-6Flag-s als auch IL-6mycts an den IL-6R binden kdénnen, wurde das Protein sIL-6Rwyc-rc

exprimiert, welches zwei Bindestellen fir IL-6 aufweist.

Im Gegensatz zu einem tetrameren Komplex, der aus 1xIL-6:1xIL-6R:2xgp130 besteht,
befinden sich in einem hexameren Komplex 2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130. Mit Hilfe der beiden
unterschiedlich markierten IL-6 (Flag und Myc) soll die Assemblierung eines Hexamers
Uberprift werden. Die Idee dahinter ist, dass a-Flag agarose beads an den Flag-Tag des
IL-6F1ag-1s binden, welches sich in einem Komplex aus 2xIL-6R:2xgp130 sowie einem IL-6myc-Ts
befindet. Die Proteine in diesem Komplex kénnen durch die Co-IP mittels Western Blot

nachgewiesen werden (Abbildung 6).
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Omye-Ts | L-Opag15:SIL-6R:sgp130
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des hexameren Komplex mit den Proteinen 2XIL-6jag/myc-1s:2XIL-6Rmyc-1s:2X5gp130.
Schematische Darstellung des hexameren Komplexes, bestehend aus 2xIL-6fiag/myc-1s:2XIL-6Rmyc-1s:2X5gp130, welcher durch
a-Flag agarose bedas an den Flag-Tag des IL-6 prazipitiert und mittels Chemilumineszenz im Western Blot nachgewiesen
werden soll. Durch einen spezifischen a-Myc Antikdrper soll das zweite IL-6myc.ts Nnachgewiesen werden. Erstellt mit
BioRender.com.

Aufgrund des Ts-Tags wurden die Proteine IL-6riag-1s (Abbildung 7 A), IL-6myc-1s (Abbildung 7 B)
und sIL-6Rmyc-1s (Abbildung 7 C) mittels Strep TactinXT Affinitatschromatographie aus einem
Expi293 Zellkulturiberstand von 50 ml gereinigt. IL-6Rmyc.rc Wurde mittels Protein-A
Affinitatschromatographie gereinigt. Die Gesamtproteinmenge betrug bei IL-6fag-1s 0,6 mg.
Die Gesamtproteinmenge von IL-6myc1s belief sich auf 0,7 mg. Bei sIL-6Rwyc1s betrug die
Gesamtproteinmenge 1,8 mg. Bei dem Protein sIL-6Rwycrc betrug die Gesamtproteinmenge
2,1 mg. Im Western Blot zeigten sich beim sIL-6Rwmyc.rc Nebenprodukte auf einer Héhe von
35 kDa. Hierbei handelt es sich vermutlich um ein am C-Terminus abgespaltenes Fc-Fragment
ohne das sIL-6Rwmyc Fragment (Abbildung 7 D). Die gereinigten und in PBS umgepufferten
Proteine wurden im Anschluss durch flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert.
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Abbildung 7: Proteinreinigung von IL-6¢ag-s, IL-6myc.1s, SIL-6Rmyc.1s und SIL-6Rmyc.fc.

A Proteinreinigung des IL-6riag-1s. B Proteinreinigung des IL-6myc1s. C Proteinreinigung des sIL-6Ruyc.1s. D Proteinreinigung des
sIL-6Rmyc-rc. Jeweils oben: Coomassie Gel. Unten: Western Blot mit spezifischen Antikorpern (a-Myc, a-Flag, a-IL-6R), in A und
B Dokumentation mittels Fluoreszenz, in C und D mittels Chemilumineszenz aufgenommen. Proteinreinigung mittels
Affinitdtschromatografie. Input = gefilterter Uberstand vor der Reinigung, E = Elutionsfraktion, Final = Finale Probe. Es wurden
jeweils 20 pl in jede Spur aufgetragen. Die Pfeile markieren die entsprechenden Proteine.

Zur Untersuchung der Aktivitat der gereinigten Proteine IL-6fiag-Ts, IL-6myc-s Und SIL-6Rmyc-Ts,
wurden konzentrationsabhangige Proliferationsexperimente durchgefiihrt. Dadurch wurde
die halbmaximale effektorische Konzentration (ECso) ermittelt. Fiir die Proteine IL-6Fjag-1s und
IL-6mycts wurde die Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R verwendet. Zur Uberpriifung der biologischen
Aktivitdt des sIL-6Rmyc1s, wurden Ba/F3:gp130 Zellen mit 100 ng/ml IL-6 verwendet. Die
Ergebnisse dieser Experimente zeigten flir IL-6fjag-1s €ine ECso von 0,1 ng/ml und bei IL-6myc-Ts
eine ECso von 0,4 ng/ml (Abbildung 8 A). Der ECso Wert des sIL-6Rwmyc-1s belief sich auf 2,6 ng/ml

(Abbildung 8 B). Der Proliferationsverlauf in Abbildung 8 A zeigt eine Glockenform, was darauf
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hindeutet, dass die Proliferation der Zellen bei sehr hohen Konzentrationen an IL-6 abnimmt.
Dies wurde in der AG Scheller bereits 6fter beobachtet, wobei der genaue Grund fir dieses
Zellverhalten bislang unbekannt ist. Die Ergebnisse bestatigten die biologische Aktivitat der

gereinigten Proteine.
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Abbildung 8: Die gereinigten Proteine IL-6 Flag Ts, IL-6 Myc Ts und sIL-6R Myc Ts sind aktiv.

Proliferation von Ba/F3 Zellen mit den gereinigten Proteinen IL-6fiagrs, IL-6mycts und sIL-6Rmycts. A Proliferation von
Ba/F3:gp130:IL-6R mit dem gereinigten Protein IL-6fjag.1s Und IL-6pmyc-1s (0,00005-100 ng/ml). B Proliferation von Ba/F3:gp130
Zellen mit dem gereinigten Protein sIL-6Rmyc.ts (0,00005-100 ng/ml), die IL-6 Konzentration betrug dabei konstant 100 ng/ml.
MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Die Kurven wurden mittels nichtlinearer
Regression durch das Programm GraphPad Prism 8 erstellt. Diese Experimente stellen jeweils ein reprdsentatives Experiment
von insgesamt drei (n=3) unabhangigen Experimenten dar.
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Um die biologische Aktivitat des gereinigten sIL-6Rmyc-rc Proteins nachzuweisen, wurden
Ba/F3:gp130 Zellen verwendet. Jedoch zeigten die Proliferationsexperimente, dass das
gereinigte sIL-6Rwyc.rczusammen mit IL-6 kaum aktiv war (Abbildung 9 B). Dies kann entweder
an den Nebenprodukten liegen, oder ist auf einen Funktionsverlust wahrend der
Proteinreinigung zurtickzufihren. Als Kontrolle wurde daher der, sich im Zellkulturiiberstand
(Us) enthaltene, sIL-6Rwyc-rc auf seine Funktion hin untersucht. Dazu wurden Ba/F3:gp130
Zellen mit 100 ng/ml IL-6 verwendet. (Abbildung 9 A). Der resultierende ECso Wert des
Zellkulturiberstands betrug 12,1% (v/v). Dies weist zwar auf eine eingeschréankte Aktivitat hin,

jedoch wurde der Uberstand des sIL-6Rwycrcals Positivkontrolle fiir die folgenden Experimente

verwendet.
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Abbildung 9: Der sIL-6Ruyc.rc zeigt eine geringe Aktivitat.

A: Proliferation der Ba/F3:gp130 Zellen mit dem Zellkulturiiberstand (Us) sIL-6Rmycrc (0,00025-50% (v/v)). Die IL-6
Konzentration betrug konstant 100 ng/ml. B: Proliferation der Ba/F3:gp130 Zellen mit dem gereinigten Protein sIL-6Rwyc-rc
(0,005-15.000 ng/ml). MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Die Kurven wurden
mittels nichtlinearer Regression erstellt in GraphPad Prism 8 erstellt. Diese Experimente stellen jeweils ein reprdsentatives,
unabhédngiges Experiment von insgesamt drei (n=3) Experimenten dar.

Nachdem die biologische Aktivitit des sIL-6Rwyc-rcim Uberstand nachgewiesen wurde, wurden
Co-IP Experimente zum Nachweis der Bildung eines hexameren Komplexes mittels a-Flag
agarose beads durchgefiihrt (Abbildung 10 B). Zur Uberpriifung, dass beide IL-6 an den IL-6R
binden konnen, wurde das Kontrollexperiment mit IL-6rjag-1s (1 pg), IL-bmycts (1,5 pg) und
sIL-6Rmyc-rc US durchgefiihrt. In der IP-Fraktion konnte neben IL-6fiag.ts an dem die beads
gebunden haben und dem sIL-6Rmyc-rc €ine schwache Bande des IL-6mycts, rot umrandet,
nachgewiesen werden (Abbildung 10 A, Spalte zwei). Um auszuschlieRen, dass diese Detektion

durch unspezifische Bindungen der o-Flag agarose beads zustande kam, wurden I[P
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Experimente zusatzlich in Abwesenheit einzelner Komponenten durchgefiihrt (Abbildung 10

A). Hierbei konnte keine Interaktion nachgewiesen werden.

In Abbildung 10 C, Spalte eins und zwei, wurden die Proteine IL-6fiag-1s (1 ug), IL-6myc-s (1,5 UE),
monomeres sgp130 (1 pg), sowie sIL-6Rmyc-1s (1 pg) verwendet. Hierbei wurde ein hexamerer
Komplex aus 2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130 nachgewiesen. In der IP-Fraktion konnte neben dem
sgp130, dem sIL-6Rmyc-ts und IL-6riag1s €benfalls IL-6myc1s (rotes Kastchen) schwach
nachgewiesen werden. Durch diese Ergebnisse wurde nachgewiesen, dass sich zwei IL-6 in
einem Komplex befinden, welches wiederrum ein Indiz fiir einen hexameren Komplex ist. Um
auszuschlieRen, dass diese Detektion nicht durch unspezifische Bindungen der a-Flag agarose
beads zustande kam, wurden Co-IP Experimente zusatzlich in Abwesenheit einzelner
Komponenten durchgefiihrt. Bei keiner Kontrollkondition konnte das IL-6myc.1s prazipitiert

werden (Abbildung 10 C).
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Abbildung 10:Nachweis des hexameren Komplex mit den Proteinen 2xIL-6riag/myc-1s:2XIL-6Rmyc.15:2X5gp130

A: Mittels Immunoprézipitation (Co-IP) und Western Blot wurde nachgewiesen, dass beide IL-6riag/myc-1s Varianten gleichzeitig
an ein slL-6Rwycrc binden konnen (rotes Kastchen, Pfeil). B: Schematische Abbildung eines Hexamers aus
2:1L-6Flag/myc: 2xsIL-6R:2xsgp130. Die a-Flag agarose beads binden an den Flag-Tag des IL-6fjag-s. IL-6myc.1s Wird im Western Blot
durch einen a-Myc Antikorper detektiert. C: Mittels Co-Immunoprazipitation (Co-IP) und Western Blot wurde der hexamere
Komplex, bestehend aus 2XIL-6fjag/myc-Ts:2XIL-6Rmyc-1s:2X5gp130, nachgewiesen (rotes Kdstchen, Pfeil). Durch weitere
Proteinkombinationen, bei dem jeweils ein Protein (IL-6fiag/myc-Ts, IL-6RmycTs 0der sgp130) fehlt, konnte nachgewiesen werden,
dass es sich um spezifische Bindungen handelt. In jeder Spur wurden 20 pl der Fraktionen aufgetragen. Fiir die IP wurden
jeweils fiir die entsprechenden Fraktionen von sgp130, sIL-6Rmyc.ts und IL-6fiag.1s 1 pig Protein verwendet. Von IL-6yyc.ts wurden
1,5 ug Protein flr die entsprechenden Konditionen verwendet. Fiir die Fraktionen der Positivkontrollen in A wurden jeweils
470 ul sIL-6Rwycre Zellkulturiiberstand (Us) verwendet, in welchen die Proteine hinzugegeben wurden. Chemilumineszenz-
basierter Western Blot. Fir die Detektion der Proteine wurden spezifische Antikérper gegen sgp130, Flag, Myc und IL-6R
verwendet. Die Western Blots stellen jeweils ein unabhéngiges, reprasentatives Experiment (n=3) von insgesamt dreien dar.

Die Ergebnisse der Co-IP weisen auf die Bildung eines hexameren Komplex aus

2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130 hin.

Nachdem der hexamere Komplex (2xIL-6:2xsIL-6R:2xsgp130) mittels Protein Co-IP
nachgewiesen wurde, sollte dieser Komplex auf der Zelloberflaiche mit membranstandigen
Rezeptoren nachgestellt werden. Da dieser aus zwei IL-6R besteht und die intrazellulare
Domane keine signaltransduzierende Funktion besitzt, wurde die TMD und die 1ZD des IL-6R
mit denen des signaltransduzierenden gpl130 ausgetauscht. Die so entstandene
Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp130tmp,izp sollte zuerst auf ihre Expressionsfahigkeit auf der
Zelloberflache von Ba/F3 Zellen mittels Durchflusszytometrie und ihre biologische Aktivitat

durch Stimulationsexperimente tGberprift werden.
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5.2 Design der Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp1307mp,izp
Als Vorlage fiir den IL-6 Rezeptorabschnitt des IL-6Rezp-gp130tmp,zo diente die
Aminosauresequenz von UniProt (P08887, IL-6RA_HUMAN). Die pDNA des IL-6R befand sich
im pcDNA3.1(+) Vektor. Da es sich bei dieser Klonierungsmethode um eine overlap extension
polymerase chain reaction (SOE-PCR) handelt, wurden spezifische Oligonukleotide verwendet,
um das erste Fragment, welches die extrazelluldaren Domanen (Signalpeptid D1-D3 und die
Stalk-Region, M1-V369) des IL-6R amplifiziert. Zusatzlich wurden die Restriktionsstellen, Nhel
und Pmel und eine Uberlappungssequenz der letzten vier Aminosiuren der TMD des gp130
inseriert. Um zu verifizieren, dass dieses Fragment mit 1448 bp amplifiziert wurde, wurde das
PCR-Produkt im Anschluss auf ein Agarosegel aufgetragen (Abbildung 11 A). Als Vorlage fir
den gpl30 Rezeptorabschnitt des IL-6Rezp-gp130twvp,izp diente die Codon-optimierte
Aminosauresequenz von UniProt (P40189, IL-6RB_HUMAN). Die Sequenz des gp130 befand
sich im pcDNA3.1(+) Vektor und lag in der AG Scheller vor. Fir die Amplifikation des zweiten
Fragmentes, welches die TMD und 1ZD des gpl130 einschlieft (A620-Q918), wurden
Oligonukleotide designt, welche, zur Uberlappung die letzten vier Aminosduren (VPLP) der
extrazelluldren Region des IL-6R, sowie die Restriktionsschnittstellen Xbal und Pmel
inserieren. Um zu verifizieren, dass dieses Fragment mit 1025 bp amplifiziert wurde, wurde
das PCR-Produkt im Anschluss auf ein Agarosegel aufgetragen (Abbildung 11 B). Nach
Amplifikation beider einzelner PCR Fragmente, wurden diese in einer dritten PCR zu einem
Fragment fusioniert (siehe Klonierungsiibersicht und AS-Sequenz 11.1.1). Um zu verifizieren,
dass dieses Fragment mit 2434 bp amplifiziert wurde, wurde das PCR-Produkt im Anschluss

auf ein Agarosegel aufgetragen (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Ubersicht iiber die Klonierungsfragmente, welche zum IL-6Rezp-gp130rmp,izo Fragment mittels PCR
fusioniert wurde.

A: Nachweis des amplifizierten IL-6Rezp Fragments (1448 bp). B: Nachweis des amplifizierten gp130rmp,zo Fragments
(1025 bp). C: Nachweis des fusionierten und amplifizierten IL-6Rezp-gp130tmp,izo Fragments (2434 bp). M = Marker.
Aufgetragen wurden jeweils 5 pl PCR Produkt mit 1 pl 6xTriTrack DNA-Ladefarbstoff im Agarosegel.

Das PCR-Produkt wurde mittels NucleoSpin Gel und PCR Clean-up Kit gereinigt und mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Nhel gespalten (siehe 4.1.4). Nach der Restriktion wurde das
IL-6Rezp-gp130tmp,izo Fragment (iber Nacht in einen offenen und dephosphorylierten
pcDNA3.1(+)3xHA Vektor ligiert (siehe 4.1.7) und am nachsten Tag in E.coli XL1-blue Zellen
transformiert (siehe 4.1.8). Um die Transformation des generierten IL-6Rezp-gp1307mp,izp
pcDNA3.1(+) Plasmids in E.coli XL1-blue Zellen zu Uberprifen, wurde eine colony-PCR
durchgefihrt (siehe 4.1.13.1, Abbildung 12). AnschlieRend wurde die pDNA ausgewahlter
Bakterienkolonien mittels Mini-Praparation (siehe 4.1.9) isoliert und zur Sequenzierung

eingeschickt.
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2324 25 26 27 28

Abbildung 12: Die Ligation des IL-6Rezp-gp130tmp,izo in einen pcDNA3.1(+)3xHA Vektor war erfolgreich.

Colony-PCR zur Uberpriifung der Ligation und Transformation des Plasmids IL-6Rezp-gp1307wp,izp in E.coli XL1-blue Zellen. Um
zu Uberprifen ob das Insert (IL-6Rezpo-gp130mmp,izn) korrekt in den pcDNA3.1(+)3xHA Vektor ligiert wurde, wurden spezifische
Oligonukleotide (DF16 und DF17) verwendet. Einer annealt wahrend der PCR an eine Sequenz im Vektor, wahrend der andere
an eine Sequenz im Insert annealt. Die Fragmentlange betragt 2437 bp. In jede Tasche des Agarosegels wurden 20 pl PCR-
Amplifikat in einer Verdiinnung von 6:1 mit 6x TriTrack DNA-Ladefarbstoff aufgetragen. Die rot umrandeten Zahlen markieren
die Bakterienkolonien mit welchen eine Mini-Prdparation durchgefiihrt wurde. M = Marker. Im Anschluss wurde die pDNA
zur Sequenzierung eingeschickt.

Die Sequenz des IL-6Rezo-gp1307mp,izo in pcDNA3.1(+)3xHA wurde durch eine Sequenzierung
bestatigt. Anschliefend wurde zur Vermehrung der pDNA eine Retransformation mit
anschlieBender Midi-Praparation durchgefiihrt (siehe 4.1.8 und 4.1.10). Zur Uberpriifung der
Expression der Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp1307mp,izp, wurden HEK293T Zellen mit der pDNA
des IL-6Rezp-gp1307mp,izp transfiziert (siehe 4.3.2). Unter Verwendung von spezifischen

Antikorpern (o-1L-6R und a-HA) wurde der IL-6Rezp-gp1301mp,izo nachgewiesen (Abbildung 13).

IL-6Rezp-gp 1301y izp

Abbildung 13: Der IL-6Rezp-gp130rmp,izo kann in HEK293T exprimiert werden.

Fluoreszenzbasierter Western Blot. Das theoretische Molekulargeweicht des IL-6Rezp-gp1307tmp,izo betragt 77,5 kDa. Durch die
Glykosylierung betragt sein observiertes Molekulargewicht im Western Blot ca. 120 kDa. In jeder Spur wurden 50 ug
Gesamtprotein aufgetragen. Es wurden spezifisch gegen den IL-6R und HA-Tag gehende Antikdrper verwendet. M = Marker.
Dieser Western Blot wurde fiir die Uberpriifung der Expression einmal (n=1) durchgefiihrt.

Nachdem die Expressionsfahigkeit des IL-6Rezp-gp130tmp,izp Uberprift wurde, wurde die pDNA
mit dem Restriktionsenzym Pmel gespalten und in den, fur die retrovirale Transduktion
bendtigten, bereits offenen und dephosphorylierten pMOWS Vektor mit Puromycinresistenz

(PMOWS-(puro)) liber Nacht ligiert (siehe 4.1.7). Anschlieend wurde der Ligationsansatz in
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chemisch kompetente E.coli XL1-blue Zellen transformiert. Als Insertionskontrolle wurde am
nachsten Tag eine colony-PCR durchgefiihrt (Abbildung 14). Anschliefend wurde die pDNA der
putativen Bakterienkolonien mittels Mini-Praparation (siehe 4.1.9) isoliert und zur

Sequenzierung eingeschickt und bestatigt.

bp wit] 2 3[4 s[6]7 8 9 10

Abbildung 14: Die Insertion des IL-6Rezp-gp130rwmp,iz0 in den pMOWS-(puro) Vektor war erfolgreich.

Colony-PCR zur Uberpriifung der Ligation und Transformation des Plasmids IL-6Rezp-gp1307wp,izp in E.coli XL1-blue Zellen. Um
zu Uberprifen, ob das Insert (IL-6Rezo-gp130tmp,1z0) korrekt in den pMOWS-puro Vektor ligiert wurde, wurden spezifische
Oligonukleotide (DF45 und DF55) verwendet. Einer annealt wahrend der PCR an eine Sequenz im Vektor, wahrend der andere
an eine Sequenz im Insert annealt. Die Fragmentlange betragt 1778 bp. In jede Tasche des Agarosegels wurden 20 pl PCR-
Amplifikat in einer Verdlinnung von 6:1 mit 6x TriTrack DNA-Ladefarbstoff aufgetragen. Die rot umrandeten Zahlen markieren
die Bakterienkolonien, welche fiir die Sequenzierung eingeschickt wurden. M = Marker.

5.2 Expression und Oberflachenprasentation der Rezeptoren IL-6Rezp-gp1307mp,izo und
gp130_10AS

Nachdem die Sequenz des klonierten IL-6Rezp-gp130tmp,izo PMOWS-puro Plasmids Uberprift
wurde, wurden drei unterschiedliche Ba/F3 Zelllinien mit diesem Plasmid transduziert, um den
IL-6Rezp-gp130tmp,izo stabil auf der Zelloberflache zu exprimieren und auf seine biologische

Aktivitat zu untersuchen (Abbildung 15).
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— IL-6R EZD (L20-V3649)

| gp130 TMD (A620-F641)

| gp1301ZD (N642-Q918)

Abbildung 15: Schematische Darstellung des IL-6Rezp-gp130tmp,1z0-

Der IL-6Rezp-gp130mmp,iz0 besitzt die extrazelluldre Domédne (EZD) des IL-6R (L20-V369), sowie die Transmembrandomaéne
(TMD, A620-F641) und die intrazellulare Doméane (1ZD, N642-Q918) des gp130 Rezeptors. Intrazelluladr befindet sich jeweils
eine der assoziierten Januskinasen, wobei Jakl dominant ist (Jakl, Jak2 und Tyk2). C-terminal befinden sich die fir die
Signaltransduktion wichtigen Tyrosine Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915. Erstellt mit BioRender.com

Die Zelllinie Ba/F3 ist eine nicht adharente, aus Pra-B-Zellen bestehende Mauszelllinie
(Pra-B-Zellen sind Vorlauferzellen von B-Lymphozyten). Ba/F3-Zellen exprimieren weder den
IL-6R noch den gp130 Rezeptor. Die daraus stammende Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,1zp
kann aufgrund ihrer einzigen Bindestelle zu IL-6 wahrend einer Stimulation nur ein
Heterodimer aus IL-6:IL-6Rezp-gp130tmp,izo bilden und dient zur Kontrolle einer moglichen
Kreuzaktivitat des IL-6Rezp-gp130tmp,izo Wahrend der Stimulation (Abbildung 16 A). Die zweite
Zelllinie, Ba/F3:gp130 exprimierte bereits den WT gp130. Die daraus resultierende Zelllinie
Ba/F3:gp130-IL-6Rezp-gp130tmp,zo diente als Kontrolle, um zu zeigen, dass die EZD des
IL-6Rezp-gp1301mp,izo Weiterhin in der Lage ist, einen signaltransduzierenden Komplex mit dem
WT gp130 Rezeptor einzugehen. Bei dieser Rezeptorkombination kdnnen theoretisch zwei
signaltransduzierende Komplexe gebildet werden. Zum einen ein Hexamer aus
2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp1307tmp,iz0:2XgP130 (Abbildung 16 B) und zum anderen ein Tetramer aus
1xIL-6:1xIL-6Rezp-gp1307tmp,1z0:2XgPp130 (Abbildung 16 C). In welcher Konstellation dieser
Komplex vorliegt, kann jedoch nicht Gberprift werden. Bei der dritten Zelllinie handelt es sich
um Ba/F3:gp130_GPI Zellen. Beim gp130_GPI Rezeptor wurde die 1ZD deletiert und die TMD
durch den Glycosylphosphatidylinositol (GPl)-Anker des ciliary neurotrophic factor receptor

(CNTFR) substituiert. Die Zelllinie Ba/F3:gp130 _GPI lag in der AG Scheller bereits vor. Dieser
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mutierte Rezeptor ist Unfdhig zur Signaltransduktion, kann aber durch seine EZD einen
Komplex mit dem IL-6:IL-6R Heterodimer eingehen. Die Ba/F3:gp130_GPI Zelllinie wurde im
Vorfeld in der AG Scheller generiert. Nach Transduktion dieser Zelllinie mit dem
IL-6Rezp-gp1307mp,izo entstand daraus die Zelllinie Ba/F3:gp130_GPI:IL-6Rezo-gp1307mp,izo. Die
Untersuchung dieser Zelllinie steht in diesem Experiment im Mittelpunkt. Theoretisch sollte
wahrend einer Stimulation IL-6 an die Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp130tmp,izo binden.
AnschlieBend  sollten sich  zwei Heterodimere zu einem Hexamer aus
2xXIL-6:2xIL-6Rezp-gp1307tmp,izp:2XgP130_GPl formieren (Abbildung 16D). Jedoch kann sich auch
hier ein signaltransduzierendes Tetramer aus 2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp1307mb,izp:1xgp130_GPI
bilden (Abbildung 16 E). Um eine Kontrolle fr die Zelllinie
Ba/F3:gp130_GPI:IL-6Rezp-gp130tmp,zo zu erhalten, wurde eine gp130 Variante designt,
welche N-terminal die letzten 10 Aminosduren besitzt. Dies bedeutet, dass diese Variante,
ebenso wie die gp130_GPI Rezeptorchimare weder intrazellular gelegene Tyrosine, noch die
Box-Motive besitzt und somit transduktionsunfahig ist. Anstatt jedoch den GPI-Anker eines
fremden Rezeptors besitzt der gp130_10AS seine eigene TMD (siehe Klonierungsiibersicht
und AS-Sequenz 11.1.2). Wahrend einer Stimulation mit IL-6 sollten sich auf der Zelloberflache
der Zelllinie Ba/F3:gp130_10AS:IL-6Rezp-gp1307mp,izD Heterodimere aus
IL-6:1L-6Rezp-gp130tmp,izp bilden. AnschlieBend sollten diese Heterodimere sich zu einem
Hexamer aus 2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp130tmp,iz0:2Xgp130_10AS(Abbildung 16 F) oder zu einem
Tetramer aus 2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp130tmp,izp:1xgp130_10AS formieren (Abbildung 16 G).
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A B D F
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der tetrameren und hexameren Komplexformation zwischen IL-6Rgzp-
8p1307mp,izo und den gp130 Mutanten gp130 WT, gp130_GPI und gp130_10AS.

A: Heterodimer aus 1xIL-6:11L-6Rezp-gp130tmp,izo. B: Hexamer aus 2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp1307mp,iz0:2Xgp130. C: Tetramer aus
IxIL-6:1XIL-6Rezp-gp1301mp,1z0:2Xgp130. D: Hexamer aus 2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp130tmp,iz0:2xgp130_GPI. E: Tetramer aus
1xIL-6:1XIL-6Rezp-gp1301mp,1z0:2Xgp130_GPI. F: Hexamer aus 2xIL-6:2XIL-6Rezp-gp1301mp,iz0:2xgp130_10AS. G: Tetramer aus
1XIL-6:1XIL-6Rezp-g8p1301mp,1z0:2XgP130_GPI. Durch die Bindestelle | bindet IL-6 zuerst an die D2/D3 des IL-6R. Das
Heterodimer bindet im Anschluss durch die Bindestelle Il des IL-6 an die D2/D3 des gp130. Fur die Assemblierung eines
signaltransduzierenden Komplex bindet IL-6 durch die Bindestelle Il an die D1 des gp130. Erstellt mit BioRender.com.

Fiir die Durchflusszytometrie (siehe 4.3.4) wurde ein gegen den IL-6R gerichteter Antikorper
verwendet. Dadurch konnte die Oberflachenexpression des IL-6Rezp-gp1307mp,izo auf der
Zelllinie Ba/F3:I1L-6Rezp-gp130tmp,zp bestatigt werden. Die rote Kurve des Histogramms
reprasentiert dabei die urspringliche Zelllinie Ba/F3, welche den IL-6Rezp-gp130twmp,izo hicht
exprimiert und dient als Kontrolle. Durch die Rechtsverschiebung der blauen Kurve im
Histogramm auf der Abszisse, welche die Fluoreszenzintensitat beschreibt und diese
proportional zu Expression des Proteins an dass der fluoreszierende Antikérper gebunden hat
zunimmt, wird die Expression des IL-6Rezo-gp1307mp,izo nachgewiesen (Abbildung 17 A). Durch
die Rechtsverschiebung der blauen Kurve im Histogramm, konnte die Expression des
IL-6Rezp-gp130tmb,izo von der Zelllinie Ba/F3:gp130:1L-6Rezp-gp130mmp,izp bestatigt werden. Die
rote Kurve des Histogramms reprasentiert die Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130 (Abbildung 17 B).
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Bei der Zelllinie Ba/F3:gp130_GPI:IL-6Rezp-gp1307wmp,izo konnte durch die Rechtsverschiebung
der blauen Kurve des Histogramms eine Expression des IL-6Rezp-gp1307mp,izp nachgewiesen
werden. Als Kontrolle, welche durch die rote Kurve im Histogramm dargestellt ist, wurde die
urspringliche Zelllinie Ba/F3:gp130_GPI verwendet (Abbildung 17 C). Des Weiteren konnte
durch die Durchflusszytometrie die Expression der Rezeptormutante gp130_10AS auf der
Zelloberflache der Zelllinie Ba/F3:gp130_10AS durch einen a-gp130 Antikérper nachgewiesen
werden. Die rote Kurve im Histogramm reprasentiert die Kontrollzelllinie. Hierfiir wurden
Ba/F3 Zellen verwendet (Abbildung 17 D). Fir den Nachweis der Oberflachenexpression der
Rezeptoren gp130_10AS und IL-6Rezp-gp130tmp,izo bei der Zelllinie Ba/F3:gp130_10AS-
IL-6Rezp-gp130tmp,izo Wurden Antikorper gegen den IL-6R und gegen gp130 verwendet. Die
Rechtsverschiebung der blauen Kurve bei der Zelllinie bestatigt die Expression beider
Rezeptoren auf der Zelloberflache. Als Kontrollzellen (rote Kurve im Histogramm) wurden

Ba/F3 Zellen verwendet (Abbildung 17 D).
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Fluoreszenzintensitét

v

Abbildung 17: Ba/F3 Zellen exprimieren sowohl den IL-6Rezp-gp130mvip iz als auch den gp130_10AS Rezeptor auf der

Zelloberflache.

Nachweis der Oberflachenexpression des IL-6Rezp-gp130tmp,izo und des gpl30_10AS mittels Durchflusszytometrie. A:
Nachweis des IL-6Rezp-gp130tmp,1zp- B: Nachweis des IL-6Rezp-gp1301wmp,izo. C: Nachweis des IL-6Rezp-gp1301mp,izp- D: Nachweis
des gp130_10AS. E: Nachweis der Rezeptoren IL-6Rezp-gp130mmp,izo und gp130_10AS. Die Detektion erfolgte mit spezifischen
Antikorpern gegen IL-6R (4-11) und gp130 (B-R3). Die Ordinate gibt die normalisierte Zellzahl in % an. Auf der Abszisse ist die
Fluoreszenzintensitdt angegeben. Die Auswertung erfolgte durch das Programm FlowJo. Das Experiment wurde einmal (n=1)

durchgefiihrt.
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5.3 Charakterisierung der IL-6Rezp-gp1307wmp, 120

5.3.1 IL-6Rezp-gp1307mp,iz0 Rezeptorchimare zeigt nur in Kombination mit dem WT gp130 eine
biologische Aktivitat

Um die biologische Aktivitdt des IL-6Rezp-gp130tmp,izp zu untersuchen, welcher mit den
Rezeptoren gp130, gpl130 GPI und gpl130 10AS exprimiert wurde, wurden
Stimulationsexperimente durchgefiihrt. Um ein moglichst breites Spektrum an
IL-6-Konzentrationen abzudecken, wurden Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 10.000
ng/ml IL-6 verwendet. Da IL-6 vor allem den Jak/STAT, sowie den MEK/ERK Signalweg aktiviert,
wurde die Phosphorylierung der Proteine STAT3 und ERK mittels Western Blot untersucht. Bei
der Zelllinie Ba/F3:1L-6Rezp-gp1307tmp,1zo konnte bei keiner der verwendeten IL-6 Konzentration
(10 ng/ml, 100 ng/ml, 1.000 ng/ml, 10.000 ng/ml) eine Phosphorylierung von STAT3 oder ERK
detektiert werden (Abbildung 18 A). Durch die Stimulation der Zelllinie
Ba/F3:gp130_GPI:IL-6Rezp-gp1307mp,zo konnte ebenfalls bei Konzentrationen von 10 ng/ml,
100 ng/ml, 1.000 ng/ml bis 10.000 ng/ml IL-6 keine Phosphorylierung von STAT3 und ERK
detektiert werden (Abbildung 18 B). Durch die |IL-6 Stimulation der Zelllinie
Ba/F3:gp130:IL-6Rezp-gp130tmp,1zn, Welche sowohl den WT gp130 Rezeptor als auch die
Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp1307tmp,izp exprimiert, konnte eine Phosphorylierung sowohl bei
STAT3 als auch bei ERK in den IL-6 Konzentrationen 10 ng/ml, 100 ng/ml und 1.000 ng/ml
detektiert werden (Abbildung 18 C). Bei der Zelllinie Ba/F3:gp130_10AS konnte nach
Stimulation mit IL-6 in den Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1.000 ng/ml keine
Phosphorylierung der Proteine STAT3 oder ERK festgestellt werden (Abbildung 18 D). Ebenso
konnte durch die Zelllinie Ba/F3:gp130 10AS:IL-6Rezp-gp130twmp,z0, Welche mit IL-6
Konzentrationen von 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1.000 ng/ml stimuliert wurde, keine
Phosphorylierung von STAT3 und ERK nachgewiesen werden (Abbildung 18 E). Bei der als
Positivkontrolle  verwendete Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R  konnte eine deutliche
Phosphorylierung der zu analysierenden Proteine STAT3 und ERK bereits ab 10 ng/ml IL-6 im
Western Blot detektiert werden (Abbildung 18 F). Die als Negativkontrolle verwendete
Zelllinie Ba/F3 wurde mit IL-6 Konzentrationen von 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1.000 ng/ml
stimuliert. Hierbei konnte jedoch keine Phosphorylierung von STAT3 oder ERK festgestellt
werden (Abbildung 18 G).
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Abbildung 18: Der IL-6Rezp-gp130rmp,1zo Rezeptor kann ohne WT gp130 kein Signal transduzieren.

Fluoreszenzbasierter Western Blot. Stimulation der Zelllinie A: Ba/F3:IL-6Rezo-gp130tmp,izo. B: Ba/F3:gp130_GPI:IL-6Rezn-
gp130TMD_|ZD. C: Ba/F3:gp13O:|L-6REZD-gp130TMD,|ZD. D: Ba/FS:gplSO_lOAS E: Ba/F3:gp130_1OAS:|L-6REZD-gp130TMD F:
Ba/F3:gp130:IL-6R (Positivkontrolle) G: Ba/F3 (Negativkontrolle). Neben den Western Blots jeder Zelllinie sind schematisch
die dazugehorigen Rezeptoren abgebildet. Es wurden spezifisch gegen die Proteine STAT3, phospho-STAT3, ERK und
phospho-ERK gehende Antikérper verwendet. Die Konditionen wurden mit den IL-6 Konzentrationen (10 ng/ml, 100 ng/ml,
1.000 ng/ml, bei A und B mit 10.000 ng/ml) fiir 20 min stimuliert. Die Kontrollen wurden ohne Zytokin (-) behandelt. Uber
den Western Blots sind die jeweilige Rezeptoren der Zelllinien angegeben. In jeder Spur wurden 50 pug Gesamtprotein
aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprasentatives, unabhangiges Experiment von insgesamt dreien dar (n=3).
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Der Fokus dieser Versuchsreihe ruhte auf der Induktion einer Phosphorylierung der Proteine
STAT3 und ERK in den Zelllinien Ba/F3:gp130_GPl:IL-6Rezp-gp130tmp,izo  und
Ba/F3:gp130_10AS:IL-6Rezp-gp130tmp, iz, uUm einen hexameren Komplex auf der
Zelloberflache nachzuweisen. Eine Phosphorylierung dieser Proteine konnte im Western Blot
bei den genannten Zelllinien nicht nachgewiesen werden. Da eine, durch die IL-6 Stimulation
induzierte, Phosphorylierung der STAT3 und ERK Proteine bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130:IL-6Rezp-gp1307mp,izo nachgewiesen wurde, ist davon auszugehen das die EZD des
IL-6Rezp-gp130tmp,izo einen signaltransduzierenden Komplex mit IL-6 und gp130 eingehen
konnte. Unklar ist jedoch ob das Signal von den intrazelluldren Domanen des WT gp130, oder
denen der IL-6Rezp-gp130tmp,izo induziert und weiter geleitet wurde. Um daher die Aktivitat
der 1ZD des IL-6Rezp-gp130tmp,izp zu Uberprifen, wurden dimere VHH6-Fc Fusionsproteine
generiert. Der als VHH6 bekannte Nanobody bindet spezifisch an das Epitop, welches die
Verbindung zwischen IL-6 und IL-6R bildet, jedoch nicht mit IL-6 oder IL-6R alleine interagiert.
Daruber hinaus zeigten weitere Analysen, dass VHH6 den IL-6:IL-6R Komplex stabilisiert ohne
die Interaktion mit gp130 zu beeintrachtigen. Weitere Analysen demonstrierten, dass VHH6
in der Lage ist, die Trans-Signaltransduktion zu verstarken (Adams et al. 2017). Nanobodies
sind Einzeldomanenantikorper, welche keine leichten Ketten besitzen. Innerhalb der
schweren Kette fehlt die CH1 Domadne. Die antigen-bindende Domane wird durch eine
Polypeptidkette (12-17 kDa) gebildet, welche als VHH Domane bezeichnet wird (Muyldermans
2021). Mit Hilfe des Fc-Fragments konnten dimere VHH6-Fc Varianten generiert werden,
welche nicht nur an ein IL-6:IL-6R Heterodimer, sondern an zwei Heterodimere binden
konnen. Weiterhin wurden verschieden lange, rigide Linker (EAAAK), in die VHH6-Fc-
Fusionsproteine zwischen dem Fc-Teil und den VHH6 Nanobodies inseriert, da unklar war,
welche Abstande die 1ZDs der IL-6Rezp-gp1307tmp,izp Rezeptoren zur Auslosung eines Signals
bendtigen (Abbildung 19 A). Rigide Linker sind in der Lage, eine helikale Struktur zu formen,
welche die Orientierung des VHH6 beeinflusst (Li et al. 2016). Aufgrund dessen wurden drei
VHH6-(EAAAK)s-Fc Varianten generiert, welche repetitive Linkersequenzen von 2x, 8x und 12x
(EAAAK) besitzen. In Kombination mit diesen VHH6-(EAAAK)s-Fc Fusionsproteinen und IL-6
sollten die IL-6Rezp-gp130tmp,izo der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezo-gp1307mp,izp in einen tetrameren
Komplex aus 2xIL-6:2xIL-6Rezo-gp130tmp,izo forciert werden, um eine Signaltransduktion

auszulésen (Abbildung 19 B).
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Abbildung 19: Schematische Abbildung der VHH6-(EAAAK),-Fc Fusionsproteine und des forcierten Tetramers aus
leL-6:2:IL-GREZD-gp13OTMD,|ZD.

A: Abgebildet ist das Fusionsprotein VHH6-(EAAAK),-Fc, bestehend aus dem VHH6-Nanobody, verbunden Uber ein
Linkerpeptid mit dem Fc-Teil. Das Linkerpeptid besteht aus den repetitiven Sequenzen (EAAAK),, (EAAAK)s, (EAAAK);,. B:
Dargestellt ist der Komplex aus IL-6:1L-6Rezp-gp130mmp,izo Stabilisiert und fociert durch die VHH6-(EAAAK),-Fc Variante. Erstellt
mit BioRender.com.

poesseesedl

Durch den Fc-Teil, wurden alle VHH6-Fusionsproteine durch eine Protein-A Chromatographie
gereinigt. Die VHH6-Fusionsvarianten wurden aus jeweils 50 ml Zellkulturiiberstand gereinigt.
Die Gesamtproteinmenge betrug bei VHH6-(EAAAK)12-Fc 2,2 mg, bei VHH6-(EAAAK)s-Fc
1,4 mg und bei VHH6-(EAAAK),-Fc 1,0 mg. Bei allen drei Varianten konnten im Western Blot
Nebenprodukte auf einer Hohe von ungefahr 35 kDa detektiert werden. Bei diesem Protein
handelte es sich vermutlich um ein am C-Terminus abgespaltenes Fc-Fragment ohne das VHH6
Fragment, was wiederrum auf eine Instabilitdit und Degradation der Proteine hindeutet
(Abbildung 20 A, B, C). Die gereinigten und in PBS umgepufferten Proteine wurden im

Anschluss in fllssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Abbildung 20: Proteinreinigung der VHH6-(EAAAK)n-Fc Varianten

Proteinreinigung mittels Affinitdtschromatografie. A: Proteinreinigung des VHH6-(EAAAK)1,-Fc B: Proteinreinigung des VHH6-
(EAAAK)g-Fc C: Proteinreinigung des VHH6-(EAAAK),-Fc. Es wurden jeweils 20 ul in jede Spur aufgetragen. Input = gefilterter
Uberstand vor der Reinigung, E = Elutionsfraktion, Final = Finale Probe. Die Pfeile markieren die Héhe auf der sich die
entsprechenden Proteine befinden. Jeweils oben: Coomassiegel. Unten: Western Blot mit Antikdpern gegen den Fc-Teil,
aufgenommen durch Chemilumineszenz.
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Um die biologische Aktivitdit der exprimierten und gereinigten VHH6-Fusionsproteine
quantifizieren zu koénnen, wurde die Proliferation von Ba/F3:gp130 Zellen in definierten
Konzentrationsreihen anhand der ECso Werte des dazu titrierten IL-6 mittels einer
nichtlinearen Regression bestimmt. In der Annahme, dass die Fusionsproteine den Komplex
aus IL-6:sIL-6R:gp130 stabilisieren und somit den Trans-Signalweg foérdern, wurde das
Zellenmedium mit 100 ng/ml sIL-6R und 10 pg/ml pro VHH6-(EAAAK).-Fc Fusionsprotein
versetzt. AnschlieRend wurden aufsteigende Konzentrationen von IL-6 (bis zu 100 ng/ml)
hinein titriert und drei Tage lang inkubiert (Abbildung 21 A). Als Kontrolle wurden Zellen nur
mit sIL-6R und IL-6 behandelt. Als Vorlage fiir diesen Versuchsaufbau diente die Publikation

von P. Baran aus der AG Scheller (Baran et al. 2018).
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Abbildung 21: Die gereinigten VHH6-(EAAAK),-Fc Fusionsproteine sind biologisch aktiv.

A: Proliferation der Ba/F3:gp130 Zellen mit den drei VHH6-(EAAAK),-Fc Varianten. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Die Kurven wurden mittels nichtlinearer Regression in GraphPad Prism 8 erstellt.
Es befinden sich konstant 100 ng/ml sIL-6R und 10 pg/ml der VHH6-(EAAAK)-Fc Varianten (EAAAK); (rosa), (EAAAK);; (violett)
und (EAAAK)g (lila) im Medium. IL-6 wurde mit einer aufsteigenden Konzentration (0,195-100 ng/ml) im Medium
hinzugegeben. B: Statistische Auswertung durch two-way Anova und des multiple comparisons test. Die Sterne (*) Stellen die
jeweilige Signifikanz zwischen dein Konditionen mit VHH6-(EAAAK),-Fc Fusionsprotein und ohne, bei einer IL-6 Konzentration

von 3,125 ng/ml (roter Balken) dar. Dieses Experiment stellt ein reprdsentatives, unabhédngiges von insgesamt dreien dar
(n=3).

IL-6 zeigte in Kombination mit dem Fusionsprotein VHH6-(EAAAK)s-Fc eine ECsp von
3,47 ng/ml (Tabelle 18). In Kombination mit dem VHH6-(EAAAK)2-Fc wurde betrug die ECso des
IL-6 3,61 ng/ml (Tabelle 18). In der Kondition von IL-6, sIL-6R und dem Fusionsprotein
VHH6-(EAAAK)12-Fc wurde eine ECsp des IL-6 von 4,56 ng/ml nachgewiesen (Tabelle 18). In der
Kontrolle, bei der nur der sIL-6R und IL-6 hinzugegeben wurden, betrug die ECso des IL-6 26,95
ng/ml (Tabelle 18). Zudem zeigten die jeweiligen Konditionen mit VHH6-(EAAAK),-Fc
Fusionsprotein im Vergleich ohne die Fusionsproteine signifikante Unterschiede bei einer IL-6
Konzentration von 3,123 ng/ml (Abbildung 21 B). Durch die Auswertung des
Proliferationsexperiments wurde nachgewiesen, dass die VHH6 Varianten biologisch aktiv sind

(Abbildung 21).

Tabelle 18: Ubersicht iiber die ECso-Werte des IL-6 ohne und in Kombination mit den VHH6-(EAAAK),-Fc Fusionsproteinen

Konditionen ECso von IL-6 (ng/ml)
sIL-6R + VHH6-(EAAAK),-Fc + IL-6 3,61
sIL-6R + VHH6-(EAAAK)s-Fc + IL-6 3,47
sIL-6R + VHH6-(EAAAK)12-Fc + IL-6 4,56
sIL-6R + IL-6 26,95
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Um eine Aussage U(iber eine mogliche Aktivierung der 1ZD der IL-6Rezp-gp130tmp,izp
Rezeptorchimaren treffen zu kénnen und unter der Annahme, dass eine Forcierung des
2XIL-6:2xIL-6Rezp-gp1307mp,izp Tetramers unter Verwendung der VHH6-Fc-Fusionsproteine
moglich ist, wurden Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307tmp,izo Zellen stimuliert. Hierbei wurden konstante
Konzentrationen von 4 nM (100 ng/ml) IL-6 und definierte Konzentrationen von 10 nM, 50 nM
und 200 nM der VHH6-(EAAAK)n-Fc Fusionsproteine verwendet. Die daraus entstandenen
Proben wurden im Western Blot auf eine Phosphorylierung der Proteine STAT3 und ERK
untersucht. Allerdings konnte auch unter Verwendung der unterschiedlichen VHH6
Fusionsproteine, welche den Komplex IL-6:IL6Rezp-gp130tmp,izp Sstabilisieren sollten, weder
eine STAT3 noch eine ERK Aktivierung nachgewiesen werden. Lediglich die Kontrolle
(Ba/F3:gp130) zeigte durch die IL-6 Stimulation eine STAT3 und ERK Aktivierung. (Abbildung
22).

IL-6Rezp-gp1 30TMD,|ZD gp130:IL-6R

IL-6 + (EAAAK), IL-6 +(EAAAK); IL-6 +(EAAAK),2 IL-6

pSTAT3
STAT3
pERK

ERK

Abbildung 22: Mit Hilfe der VHH6-(EAAAK),-Fc Fusionsproteine konnte keine Signaltransduktion durch den IL-6Rgzp-
8p1307mp,iz0 Rezeptor induziert werden.

Fluoreszenzbasierter Western Blot. Es wurden spezifisch gegen STAT3, phospho (p)STAT3, ERK und phospho (p)ERK gehende
Antikérper verwendet. Die VHH6-(EAAAK),-Fc-Fusionsproteine wurden mit ihrer repetitiven Linkerlange bezeichnet
((EAAAK),, (EAAAK)s, (EAAAK)12). Die einzelnen Konditionen wurden mit 4 nM IL-6 und unterschiedlichen Molaritaten von
200 nM, 50 nM und 10 nM VHH6-(EAAAK).-Fc-Fusionsproteinen fiir 20 min stimuliert. Als Positivkontrolle wurde die Zelllinie
Ba/F3:gp130:IL-6R verwendet, welche mit 4 nM IL-6 stimuliert (+) wurde. Das (-) stellt eine unstimulierte Kondition dar. In
jeder Spur wurden 50 pug Gesamtprotein aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprasentatives, unabhangiges
Experiment von insgesamt dreien dar (n=3).

Aufgrund der fehlenden Phosphorylierung der Proteine STAT3 und ERK, ist nicht ersichtlich,
ob die Forcierung und die damit einhergehende Dimerisierung der IL-6:1L-6Rezp-gp130tmp,1zD
Heterodimere nicht funktioniert hat, oder ob die 1ZD des IL-6Rezp-gp130tmp,izp Rezeptors ist so

nicht aktivierbar.
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5.3.2 Die 1ZD des IL-6Rezp-gp1307mp,izp ist aktiv, das Transkriptionsmuster unterscheidet sich
jedochdeutlich von der Zelllinie Ba/F3:gp130:1L-6R

Im weiteren Verlauf wurde sich weiter auf die IZD des IL-6Rezp-gp130mmp,izo fokussiert. Unter
anderem wurde angenommen, dass die 1ZD des IL-6Rezp-gp130tmp,zo innerhalb des
tetrameren Komplex aus 2xIL-6:2xIL-6Rezp-gp130tmp,izo moglicherweise durch die Stalk-Region
des IL-6R zu weit auseinander, in einer falschen Orientierung vorliegen oder das eine
Signaltransduktion von der EZD des IL-6R Uber die Stalk-Region bis hin zur IZD des gp130 nicht

moglich war. Um dies zu tiberprifen, wurde die Jak/STAT-Aktivierung voneinander getrennt.

Unter natirlichen Bedingungen phosphorylieren sich die Januskinasen (Jak1, Jak2 und Tyk2)
bei Kontakt gegenseitig. Daraufhin aktivieren diese die C-terminal gelegenen Tyrosine des
gp130, welche in Folge dessen als Bindestellen fiir die Gruppe der STAT Proteine fungieren
(Stahl et al. 1995, Gerhartz et al. 1996, Lim and Cao 2006). STAT1 bindet an die Tyrosine Y905
und Y915 (Gerhartz et al. 1996). STAT3 bindet an die Tyrosine Y767, Y814, Y905 und Y915
(Lokau et al. 2019). STAT5 bindet direkt an die Januskinase 2 (Jak2) und wird dort
phosphoryliert (Heinrich et al. 2003). Die phosphorylierten STATs dissoziieren vom aktivierten
gp130 Rezeptor, dimerisieren zu Homo-und/oder Heterodimeren, welche durch die
Kernmembran zum Nukleus translozieren, um dort an spezifischen Bindestellen an die
Promotoren der Zielgene zu binden und somit als Transkriptionsfaktoren die Transkription von
Zielgenen einzuleiten (Delgoffe and Vignali 2013). Als Folge dieser Transkription werden auch
Proteine der Familie supressors of cytokine signaling (SOCS) exprimiert. Die negativen
Rickkopplungsproteine SOCS stellen die Hauptinhibitoren der IL-6 Signaltransduktion dar
(Williams et al. 2014). Neben den STAT-Proteinen wird ein weiteres Protein rekrutiert sobald
der Rezeptor aktiviert wird, src-homology 2-containing phosphotyrosine phosphatase (SHP2).
SHP2 wird konstitutiv und ubiquitinar exprimiert und bindet ebenfalls an das phosphorylierte
Y759 (Lehmann et al. 2003). Als Protein-Tyrosin-Phosphatase dephosphoryliert es p759 und
tragt somit zur Inhibierung des Signalweges bei (Qu 2000, Dittrich et al. 2012). Wahrend der
Jak/STAT Signalweg von SHP2 inhibiert wird, werden gleichzeitig die Signalwege PI3K sowie
der MAPK Signalweg aktiviert. Durch die Aktivierung des PI3K Signalweges wird AKT
phosphoryliert (Abeyrathna and Su 2015). Als Folge der MAPK Aktivierung wird das Protein
extracellular signalregulated kinase (ERK) phosphoryliert (Shi et al. 2000).
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Fir dieses Experiment wurden die Proline innerhalb der Box1 (IWPNVPDPS) des
IL-6Rezp-gp1307mp,1zp zU Valinen mutiert (siehe Klonierungsiibersicht und AS-Sequenz 11.1.3).
Aufgrund dieser Mutation kdnnen die Januskinasen nicht mehr an die Sequenz der Box1l
binden. In Folge dessen kdnnen diese sich nicht gegenseitig phosphorylieren. Dies flihrt dazu,
dass die C-terminal gelegenen Tyrosine nicht ebenfalls nicht mehr phosphoryliert werden
kénnen. (Murakami et al. 1991). Aufgrund dieser Mutationen kann gewahrleistet werden,
dass der Rezeptor IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 unfahig zur Transduktion ist. Gleichzeigt wurde
eine gp130 Mutante generiert, welche die intakten Bindestellen der Januskinasen, jedoch
keine Tyrosine, welche phosphoryliert werden konnten, besitzt (gp130 Box1,2 (siehe
Klonierungsschema und AS-Sequenz 11.1.4)). Die Idee dahinter war, dass sich bei einer
Stimulation mit IL-6 ein Komplex aus 2xIL-6:2xgp130_Box1,2:2x IL-6Rezp-gp1307mb,iz0_P3V3
(Abbildung 23 A) oder 2xIL-6:2xgp130_Box1,2:1xIL-6Rezp-gp130tmb,izo_P3V3 bildet (Abbildung
23 B). Die Januskinasen der beiden gp130_Box1,2 Rezeptoren konnten sich gegenseitig
aktivieren und die C-terminal gelegenen Tyrosine Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915 des
IL-6Rezp-gp1307mp,1z0_P3V3 phosphorylieren (Abbildung 23).
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L-6:2xXIL-6R7p-8Pp1305p zp. P3V3:2xgp130_1,2 2x11-6:1XIL-6Rezp-89 1300y, 20 P3V3:2xgp130_1,2

Zielgen

Abbildung 23: Schematische Abbildung der mdoglichen Rezeptorkonstellation aus IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 und
gp130_Box1,2 und einer moglichen Signaltransduktion.

A: Hexamer aus 2xIL-6R:2x IL-6Rezp-gp1307mmp,izo_P3V3:2xgp130_Box1,2 mit schematisch dargestellter Signaltransduktion. Die
Januskinasen des gp130_Box1,2 phosphorylieren sich gegenseitig und sind in der Lage, die C-terminal gelegenen Tyrosine des
IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3 zu aktivieren. Dies ermdglicht es den STAT Proteinen 1 und 3 an die phophorylierten Tyrosine zu
binden wahrend STAT5 an die Januskinasen bindet. STAT Homo-/ Heterodimere translozieren in den Zellkern und agieren
dort als Transkriptionsfaktoren woraufhin z.B. SOCS3 exprimiert wird. SHP2 bindet an das phosphorylierte Y759 und Aktiviert
die Signalwege MAPK und PI3K. In Folge dessen wird ERK und AKT phosphoryliert. B: Rezeptorkomplex aus 2xIL-6:1xIL-6Rezp-
gp130mmp,izo_P3V3:2xgp130_Box1,2, welche zur Signaltransduktion fahig sind. Erstellt mit BioRender.com.

Nachdem die Sequenz der klonierten Rezeptoren IL-6Rezp-gp1307mp,izo P3V3 pMOWS-(puro)
und gp130_Box1,2 pMOWS-(hygro) mittels Sequenzierung verifiziert wurde, wurden Ba/F3
Zellen mit jeweils einem Plasmid (Ba/F3:gp130_Box1,2 oder Ba/F3-
IL-6Rezp-gp1307mp,izp_P3V3), sowie mit beiden Plasmiden zusammen
(Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3) transduziert. Die Expression der Rezeptoren
gp130_Box1,2 und/ oder IL-6Rezp-gp1307mp,zo P3V3 wurde mittels Durchflusszytometrie

nachgewiesen.

Fir die Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3 wurde ein gegen den IL-6R,
sowie gegen gpl30 gerichteter Antikorper verwendet. Durch die Rechtsverschiebung der

blauen Kurven im Histogramm, wurde eine Expression des IL-6Rezp-gp130twmp, 1izo_ P3V3 und des
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gp130_Box1,2 auf der Oberfliche dieser Zelllinie nachgewiesen. Die rote Kurve des
Histogramms reprasentiert dabei die urspringliche Zelllinie Ba/F3, welche keinen der beiden
Rezeptoren exprimiert (Abbildung 24 A). Bei der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307wmp,izo_P3V3
konnte durch die Rechtsverschiebung der blauen Kurve des Histogramms eine Expression des
IL-6Rezp-gp130tmp,izp bestatigt werden. Die rote Kurve des Histogramms reprasentiert die
Kontrollzelllinie Ba/F3 (Abbildung 24 B). Der gp130 _Box1,2 Rezeptor wurde mittels eines
gegen den gpl130 Rezeptor gerichteten Antikorpers auf der Oberfliche der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2 nachgewiesen. Als Kontrolle, welche durch die rote Kurve im
Histogramm dargestellt ist, wurde die urspringliche Zelllinie Ba/F3 verwendet (Abbildung 24

C).
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Abbildung 24: Ba/F3 Zellen exprimieren IL-6Rezp-gp130rmp,izo_P3V3 und gp130_Box1,2 auf der Oberflache.

Uberpriifung der Oberflichenexpression der Rezeptoren IL-6Rezp-gp130tvp,zo_P3V3 und gp130_Box1,2 mittels
Durchflusszytometrie. A: Nachweis der Oberflachenexpression des IL-6Rezp-gp130rmp_P3V3 (a-IL-6R) und des gp130_Box1,2
(0i-gp130) Rezeptors auf der Zelloberflache der Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3 Zelllinie (blaue Kurve). Als
Kontrolle dienten Ba/F3 Zellen (rote Kurve). B: Nachweis der Oberflachenexpression des IL-6Rezp-gp130mvo_P3V3 mit einen
gegen den IL-6R gerichteten Antikorper auf der Ba/F3:IL-6Rezp-gp130mmp,izo_P3V3 Zelllinie (blaue Kurve). Als Kontrolle dienten
Ba/F3 Zellen (rote Kurve). C: Nachweis der Oberflachenexpression des gp130 Box1,2 Rezeptors mittels, gegen gp130
gerichteten Antikorper auf der Ba/F3:gp130_Box1,2 Zelllinie (blaue Kurve). Als Kontrolle dienten Ba/F3 Zellen (rote Kurve).
Die Ordinate gibt die normalisierte Anzahl der Ereignisse in % an. Die Abszisse ist die Fluoreszenzintensitat angegeben. Die
Auswertung erfolgte durch das Programm FlowJo. Das Experiment wurde einmal (n=1) durchgefiihrt.
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Durch Stimulationsexperimente wurden die Zelllinien
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,iz0_P3V3, Ba/F3:gp130_Box1,2 und
Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,zo_P3V3 auf ihre biologische Aktivitdit untersucht. Als
Vergleichszelllinie wurden Ba/F3:gp130:IL-6R Zellen verwendet. Bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 wurde eine Phosphorylierung von STAT1 bei
100 ng/ml und 1.000 ng/ml IL-6 nachgewiesen, wahrend bei der Vergleichszelllinie
Ba/F3:gp130:IL-6R STAT1 nicht phosphoryliert wurde (Abbildung 25 A, D). Bei den Zelllinien
Ba/F3:IL6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3 und Ba/F3:gp130 _Box1,2, welche jeweils nur einen der
beiden Rezeptor exprimieren, konnte ebenfalls keine Phosphorylierung von STAT1
nachgewiesen werden (Abbildung 25 B, C). Eine STAT3 Phosphorylierung der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL6Rezp-gp1307mp,zo_P3V3 war bereits durch eine IL-6 Konzentration von
10 ng/ml nachweisbar, wahrend bei der Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R eine Phosphorylierung
von STAT3 ab einer Konzentration von 1 ng/ml IL-6 nachgewiesen wurde (Abbildung 25 A, D).
Bei den beiden Zelllinien, welche jeweils nur einen der beiden Rezeptoren auf der Oberflache
exprimieren, wurde kein phosphoryliertes STAT3 Signal nachgewiesen (Abbildung 25 B, C).
Eine Phosphorylierung von STATS wurde bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL6Rezp-gp1307mp,zo_P3V3, nicht aber bei Ba/F3:gp130:IL-6R Zellen
detektiert (Abbildung 25 A, D). Auch bei den Zelllinien Ba/F3:gp130_Box1,2 oder
Ba/F3:IL6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3, wurde eine Phosphorylierung von STAT5 nicht
nachgewiesen (Abbildung 25 B, Q). Dagegen wurde bei der
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3 Zelllinie, welche beide Rezeptoren auf ihrer
Zelloberflache exprimiert weder eine Phosphorylierung von AKT, noch von ERK nachgewiesen.
Im Gegensatz dazu, war eine Aktivierung von AKT und ERK in der Ba/F3:gp130:IL-6R Zelllinie
bereits ab 1 ng/ml IL-6 nachweisbar (Abbildung 25 A, D). Bei den Kontrollzelllinien
Ba/F3:IL6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 und Ba/F3:gp130_Box1,2 wurde ebenfalls keine Aktivierung
von AKT und ERK nachgewiesen (Abbildung 25 B, C).

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Zelllinien Ba/F3:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3
und Ba/F3:gp130_Box1,2, welche jeweils nur einen Rezeptor auf der Zelloberflache
exprimieren, keine Aktivierung von STAT1, STAT3, STATS5, AKT und ERK zeigten. Bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL6Rezp-gp1307mp,zo_P3V3 wurde ein abweichendes Aktivierungsmuster
gegeniiber der Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R nachgewiesen. So wurde eine

Phosphorylierung von STAT1, SAT3 und STATS5, jedoch nicht von ERK oder AKT nachgewiesen.
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Bei der Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R wurde dagegen eine Aktivierung von STAT3, AKT und ERK
nachgewiesen (Abbildung 25). Durch dieses Experiment wurde die biologische Aktivitat der

IZD der IL6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 Rezeptorchimare nachgewiesen.
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Abbildung 25: Die 1ZD der Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 ist in Kombination mit gp130_Box1,2 durch IL-6
aktiv.

A: Stimulation der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3. B:  Stimulation der  Zelllinie
Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3. C: Stimulation der Ba/F3:gp130_Box1,2. D: Stimulation der Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R.
Stimuliert wurde mit IL-6 in den Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml und 1.000 ng/ml. Eine unstimulierte Kondition
ist mit (-) gekennzeichnet. Die Stimulation aller Zelllinien erfolgte durch IL-6 fiir 20 min. Fluoreszenzbasierter Western Blot
gegen STAT1, phospho-STAT1, STAT3, phospho-STAT3, STATS5, phospho-STATS5, AKT, phospho-AKT, ERK und phospho-ERK. In

jeder Spur wurden 50 pg Gesamtprotein aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprdsentatives, unabhdngiges
Experiment von insgesamt dreien dar (n=3).
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Um die Signaltransduktion der Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 Zelllinie
genauer zu charakterisieren, wurde ein Zeitverlauf der Signaltransduktion unter dauerhafter
Zytokingabe, im weiteren Verlauf als ,Kinetik” beschrieben, durchgefiihrt. Als
Vergleichszelllinie wurden Ba/F3:gp130:IL-6R Zellen verwendet. Hierbei wurden die beiden
Zelllinien Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3 und Ba/F3:gpl130-:L-6R mit
100 ng/ml IL-6 stimuliert und zu den Zeitpunkten 0 h,0,5h, 1 h,2 h, 4 h, 6 h und 8 h geerntet.
Im Fokus standen die phosphorylierten Proteine STAT3, ERK, JAK1 und der negative
Rickkopplungsinhibitor SOCS3, welche im Western Bot untersucht wurden. Die
Vervielfaltigung der SOCS3 mRNA wurde zusatzlich durch eine Real-Time- (RT) PCR (siehe
4.1.13) analysiert (Abbildung 26). Durch die Proteinanalyse mittels Western Blot konnte eine
schwache Phosphorylierung von JAK1 zwischen den Zeitpunkten 0,5 h und 2 h in der
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 Zelllinie nachgewiesen werden (Abbildung
26 A). Die Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R zeigt dagegen zwischen den Zeitpunkten 0,5 h
und 4 h eine Phosphorylierung von Jakl. Auch bei der unstimulierten Kontrolle der
Vergleichszelllinie ist eine Jakl Phosphorylierung nachzuweisen. Dies kdnnte auf die
Unterschiede zwischen den Zelllinien zurlickzufiihren sein. Eine STAT3 Aktivierung wurde bei
der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3 zwischen 0,5 h und 4 h
nachgewiesen, wobei die Phosphorylierung an Intensitdt abnimmt und ab 6 h kaum noch
nachzuweisen ist. Die Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R zeigt dagegen auch nach 8 h eine,
wenn auch abnehmende STAT3 Phosphorylierung. Bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 wurde eine sehr schwache Phosphorylierung
von ERK zwischen den Zeitpunkten 0,5 h und 1 h nachgewiesen, wahrend bei den Ba/F3-
gp130-IL-6R Kontrollzellen im Western Blot zwischen 0,5 h und 8 h eine starke
Phosphorylierung nachweisbar war. Wahrend das Protein SOCS3 im Western Blot bei der
Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3 zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen
wurde, so wurde durch die RT-PCR eine signifikant geringe Vervielfaltigung der SOCS3 mRNA
zwischen 1 h und 8 h, im Vergleich zur Vergleichszelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R nachgewiesen
(Abbildung 26 B).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die IL-6 Stimulation in der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 im Vergleich zur Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R
allgemein zu einer abgeschwachten Phosphorylierung von Jakl, STAT3, ERK und zu einer

verminderten Transkription der SOCS3 mRNA fihrt.
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Abbildung 26: Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130mwmp,1zo_P3V3 zeigt im zeitlichen Verlauf einer IL-6 induzierten Stimulation
ein abgeschwichtes Expressions- und Transkriptionsmuster im Vergleich zur Ba/F3:gp130:IL-6R Zelllinie.

A: Nach der Stimulation der Zelllinien Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezo-gp1307mp,izo_P3V3 und Ba/F3:gp130:IL-6R wurde ein
Western Blot gegen Jakl, phospho (p)-Jakl, STAT3, phospho (p)-STAT3, ERK, phospho (p)-ERK und SOCS3 durchgefihrt. In
jeder Spur wurden 50 pg Gesamtprotein aufgetragen. B. Spezifische Oligonukleotide wurden gegen die SOCS3 mRNA, sowie
gegen die hprtl mRNA, welche als Kontrolle diente, in einer Real Time-(RT) PCR verwendet. Fiir die Quantifizierung der
relativen x-fachen Transkription von SOCS3 der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezpo-gp130tmp,izo_P3V3, wurde der
Zeitpunkt 0 h der Kontrolle Ba/F3:gp130:IL-6R auf 1-fach gesetzt. Stimulation der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-
gp130mmp,izo_P3V3, sowie der Kontrolle Ba/F3:gp130:IL-6R mit 100 ng/ml IL-6 zu den Zeitpunkten 0 h, 0,5h,1h,2h,4h,6h
und 8 h. Die Fehlerbalken spiegeln den Standardfehler wieder. Statistische Auswertung durch two-way ANOVA und des
Sidak’s multiple comparison test. Die oben aufgefiihrten Ergebnisse stellen ein reprasentatives, unabhangiges durchgefiihrtes
Experiment von insgesamt drei dar (n=3).
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Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsmuster sowie der abgeschwachten Transkription
von SOCS3, wurde eine Transkriptomanalyse durchgefiihrt. Hierfir wurde die Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3 sowie die Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R
fur 40 min mit 100 ng/ml IL-6 stimuliert. AnschlieBend wurde deren mRNA isoliert und durch

das Biologisch-Medizinisches Forschungszentrum (BMFZ) analysiert.

Das Venn-Diagramm zeigt 107 Gene (p<0,05 einschlieBlich einer False Discovery Rate (FDR)
Korrektur), welche von der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307tmp,izo_P3V3 im
Vergleich zur Ba/F3:gp130:IL-6R Zelllinie mindestens 2-fach hoch — oder herunterreguliert
wurden. Im Gegensatz dazu wurden bei der Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R 534 Gene
durch die Stimulation mit IL-6 hoch- oder herunterreguliert, welche die Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 nicht transkribiert oder sich unterhalb des
gesetzten Schwellenwertes (Fold Change, FC) und dem von Betrag|2| befinden. Durch das
Venn-Diagramm wurden 35 Gene ermittelt, welche von beiden Zelllinien um mindestens das
doppelte hoch- oder herunterreguliert sind (Abbildung 27 A). Es wird deutlich, dass die
Genexpression mancher Gene teilweise in gegensatzliche Richtungen verlaufen. Zu diesen
Genen gehort beispielsweise FosB proto-oncogenic (Fosb). Fosb ist bei der Kontrollzelllinie
Ba/F3:gp130:IL-6R durch die Stimulation von IL-6 um das 20-fache hoch-, und bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130twmp,zo_P3V3 um das 8-fache herunterreguliert.
Umgekehrt wurde die Transkription einiger mRNA wie Cysteine and glycine-rich protein 3
(Csrp3) von der Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R um das 3,5-herunter- und bei der zu
charakterisierenden Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307tmp,izo_P3V3 um mehr als
das 4-fache hochreguliert. SOCS1 wird durch die Stimulation der Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R
um das 16-fache hochreguliert, wadhrend die Transkription der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 nur um das 7-fache erhoht ist (Abbildung 26
A).

Unter Verwendung einer Genontologie (GO) Analyse wurde sich gezielt auf Gene fokussiert,
welche in den Signalwegen oder im Zusammenhang mit spezifischen Schlagworten wie
LImmunabwehr”, ,Apoptose”, ,MAPK", ,Tyrosinkinase”, ERK-Signalweg”, , STAT-Signalweg”
und ,JAK-Signalweg” involviert und, im Vergleich zur Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R, um
mindestens das 1,5-fache erhoht- oder erniedrigt sind. Hierbei konnte nachgewiesen werden,

dass die Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307tmp,izo_P3V3 ein Defizit in der
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Transkription von Genen, im Zusammenhang mit diesen Schlagworten aufweist, welches im
Lolli-Diagramm dargestellt ist (Abbildung 27 B). In blau ist jeweils die Anzahl der Gene
markiert, welche im Vergleich zur Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130 herunterreguliert sind. Rot
zeigt die Anzahl der Gene, welche bei der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-
gp130tmp,izo_P3V3 im Vergleich zur Kontrolle starker transkribiert werden. Dem Diagramm
kann entnommen werden, dass die Transkription von mehr als 25 Genen die mindestens um
das 1,5-fache hoher reguliert sind im Vergleich zur Kontrolle im Zusammenhang mit den
Schlagworten ,,Immunantwort und Apoptose” stehen. Die mRNA von fast 250 Genen, welche
im Zusammenhang mit den untersuchten Signalwegen ERK, STAT, JAK, MAPK oder den
Tyrosinkinasen stehen und durch die IL-6 Stimulation heraufreguliert sein missten, sind fast

vollstandig um mindestens das 1,5-fache herunterreguliert (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,zo_P3V3 Zellen zeigen wihrend der Stimulation mit IL-6 ein
eingeschrinktes Transkriptionsmuster im Vergleich zur Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R.

A: Venn-Diagramm zeigt die mRNA der Gene, welche nur von der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3,
nur von der Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R und von beiden wahrend der Stimulation um mindestens das doppelte hoch- oder
herunterreguliert wird. Filter: p < 0,05 inklusive der False Discovery Rate (FDR). Der Fold Change wurde mit 2 definiert
(|[FC|22) B: Das Lolli-Diagramm stellt die Anzhal der mRNA von Genen da, welche bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130mmp,izo_P3V3 im Vergleich zur Kontrolle Ba/F3:gp130:IL-6R, um mindestens das 1,5-fache
herauf oder herunterreguliert wurden. Filter: p < 0,05 inklusive der False Discovery Rate (FDR). Der Fold Change wurde mit
1,5 definiert (|FC|> 1,5). Rot stellt die Anzahl an transkribierter mRNA da, welche um mindestens das 1,5-fache erhoht
wurden. Blau stellt die Anzahl an transkribierter mRNA da, welche um mindestens das 1,5-fache reduziert wurde. Stimuliert
wurden die Zelllinien Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,1zo_P3V3 sowie die Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R mit 100
ng/ml IL-6 fir 40 min. Zur Auswertung dieses Experiments wurden jeweils vier Stimulationen durchgefiihrt (n=4).
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Durch das Experiment der Transphosphorylierung (in diesem Fall die Phosphorylierung der C-
terminal gelegenen Tyrosine des IL-6Rezp-gp130tmp,zo durch die Januskinasen des
gp130_Box1,2) mittels der Ba/F3:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3:gp130_Box1,2 Zelllinie wurde
nachgewiesen, dass die IZD der Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp130tmp,zo aktiv und zur
Signaltransduktion mit einem gp130 Rezeptor fahig ist. Durch die Transkriptomanalysen
wurde nachgewiesen, dass die mit IL-6 stimulierten Zelllinien Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-
gp130rvp,izo_P3V3 sowie die Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R  unterschiedliche
Transkriptionsmuster aufweisen. Es wurde nachgewiesen, dass einige Gene in der zu
untersuchenden Zelllinie um mindestens das doppelte herunter reguliert sind, wahrend die
selben Gene in der Kontrolle Ba/F3:gp130:IL-6R wahrend einer Stimulation mit IL-6 um mehr
als das zehnfache heraufreguliert sind. Zudem ist der Grof3teil an transkribierter mRNA vieler
Gene, welche im Zusammenhang mit den untersuchten Schlagworten, vor allem bei , ERK-,
STAT-, JAK-Signalweg”, steht, bei der zu analysierenden Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,iz0_P3V3 um mindestens das 1,5-fache

herunterreguliert.

5.4 Die Signaltransduktion eines synthetischen, trimeren IL-6-Rezeptorkomplexes deutet auf
einen hexameren Rezeptoraufbau hin.

Aufgrund des Aktivitatsnachweises der IZD des IL-6Rezp-gp130twmp,zp sollte dieser in einer
neuen Rezeptorkombination einen synthetischen, trimeren Rezeptorkomplex auf der
Zelloberflache erzeugen. In der Annahme, dass sich Unterschiede zwischen den verschiedenen
Bindungsmodi der Rezeptoren in der Signaltransduktion nachweisen lassen, wurden zwei
unterschiedliche gp130 Mutanten designt, welche jeweils nur eine der beiden Bindestellen fiir
IL-6 besitzen. Fir die erste gp130 Mutante wurden die Aminosduren Y190 zu Kund F191 zu E
mutiert (siehe Klonierungsibersucht und AS-Sequenz 11.1.5). Diese Aminosauren befinden
sich in der CBD der D2 des gp130 und sind fiir die Liganden-Rezeptorinteraktion von immenser
Bedeutung. Analysen zeigten, dass im Falle einer Mutation von Y190 und F191, die Interaktion
zwischen dem gp130vy190kF191e Und der Bindestelle Il des IL-6 kaum mehr stattfinden kann und
somit nur noch die D1 des gp130 fiir die Bindestelle Ill des IL-6 zur Verfligung steht (Kurth et
al. 1999). Diese Bindestelle lll des IL-6 ist bei der zweiten Rezeptormutante gp130ap1 nicht

mehr in der Lage, an die D1 des gp130 zu binden, da die D1 des gp130 vollstandig deletiert
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wurde, sodass IL-6 nur noch mit der Bindestelle Il an die D2 des gp130 binden kann (siehe

Klonierungsiibersicht 11.1.6).

Ba/F3 und Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307tmp,izo Zellen wurden mit der pDNA des gp130yigok,r191e oder
mit der des gpl30ap:1 transduziert. Die Idee dahinter war, dass im Falle der Zelllinie
Ba/F3:I1L-6Rezp-gp1307mp,iz0:8P130v190k F191e IL-6 mit seiner Bindestelle Ill an die D1 des
gp130yio0kFi01e  bindet, sodass ein signaltransduziernder tetramerer Komplex aus
1xIL-6:1xIL-6Rezp-gp1307mp,izp: 1xgPp130v100k F191e, entsteht (Abbildung 28 A). Im Falle der
Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,izp:gp130ap1 Wiirde das Heterodimer aus IL-6:IL-6Rezo-
gp130tmp,izo wahrend der Stimulation mit der Bindestelle Il des IL-6 an die D2/D3 des gp130ap1
binden (Abbildung 28 B). Die transduzierten Ba/F3 Zellen, welche nur den gp130vi90k F191e 0der
nur den gp130ap1 Rezeptor auf der Zelloberflache exprimierten dienten als Kontrolle, sodass
nachgewiesen werden konnte, dass die Rezeptoren alleine funktionsunfihig waren. Des
Weiteren wurden Ba/F3 Zellen mit der pDNA des gp130vigok r191e und des gp130ap1 zusammen
transduziert. Mit dieser Zelllinie (Ba/F3:gp130v190k r191£:8p130ap1) sollte Uberprift werden, ob
die beiden Rezeptoren, wahrend einer Stimulation mit HIL-6, ihre jeweilige Defizite
ausgleichen kénnen und einen signaltransduzierenden Rezeptorkomplex bilden kdnnen.
Dieses Experiment wurde bereits durchgefiihrt. Die damals publizierten Daten bestatigten
eine signaltransduierende Komplexbildung der beiden mutierten gp130 Rezeptoren (Pflanz et
al. 2000). Des Weiteren konnte mit dieser Rezeptorkombination Gberpriift werden, ob ein
tetramerer Rezeptorkomplex aus 1xHIL-6:2xgp130yi90kFi01e/ap1  entsteht, und welche
Signalwege aktiviert werden. Der mogliche Bindungsmodi kdnnte daher wie folgt verlaufen:
Das IL-6 des HIL-6 bindet zuerst mit seiner Bindestelle Il an die D2 des gp130ap1 und
anschliefend mit seiner Bindestelle Il an die D1 des gp130vyi90k,r191e (Abbildung 28 C).
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IL-6Re2p-801301yp,120:8P 130y 190k F1926 IL-6R¢zp-8P1307p,120:8P130,p1 8P130y150x r1916:8P130,p1

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe "-'6:|I-'GREZD'gp130TMD,IZD:gp130Y190K,F191E,
|L-G:lL-GRgzo-gp13OTMD,|ZD:gp130AD1 und HIL-6: gp130v1go|(,p1915: gp1304p1.

A: Schematische Darstellung des IL-6:IL-6Rezp-gp1307mp,1z0:8P130v190k F191e Rezeptorkomplexes. Der rote, durchgestrichene
Kreis markiert die mutierte Bindestelle Y190K,F191E innderhalb der D2 des gp130. In Folge dessen kann IL-6 mit seiner
Bindestelle Il nur an die D1 des gp130 binden. B: Schematische Darstellung des IL-6:IL-6Rezp-gp130mmp,iz0:gP130ap1
Rezeptorkomplexes. Die D1 des gp130 wurde deletiert, sodass IL-6 mit der Bindestelle Il nur an die D2/D3 des gp130 binden
kann. C: Schematische Darstellung des HIL-6: gp130yi90k r1916:8P0130ap1 Rezeptorkomplex. Das IL-6 des HIL-6 bindet mit der
Bindestelle Il an die D2 des gp130ap1 und anschlieBend mit der Bindestelle 11l an die D1 des gp130yigok F191e. Abbildung erstellt
in BioRender.com.

Fiir die Durchflusszytometrie wurde ein gegen den gp130 gerichteter Antikorper verwendet.
Dadurch konnte eine Oberflachenexpression der gp130yisokrioie Mutante auf der Zelllinie
Ba/F3:gp130v100k r191e bestatigt werden. Die rote Kurve des Histogramms reprasentiert dabei
die urspriingliche Zelllinie Ba/F3, welche den Rezeptor gp130yigok, 191 hicht exprimiert. Die
Rechtsverschiebung der blauen Kurve im Histogramm auf der Abszisse bestdtigt die
Expression des gp130visok 191 (Abbildung 29 A). Durch die Rechtsverschiebung der blauen
Kurve im Histogramm, konnte die Expression des gp130api der Zelllinie Ba/F3:gp130ap1
bestatigt werden. Die rote Kurve des Histogramms reprasentiert die Kontrollzelllinie Ba/F3
(Abbildung 29 B). Fur die Zelllinie Ba/F3:1L-6Rezp-gp1307tmb,1z0:8P130v190k F191 Wurde zusatzlich
ein a-IL-6R Antikdrper verwendet. Dadurch konnte durch die Rechtsverschiebung der blauen
Kurven der Histogramme eine Expression des IL-6Rezp-gp130tmp,izp sowie des gp130vigok Fi91E
bestatigt werden. Als Kontrolle, welche durch die rote Kurve in den Histogrammen dargestellt

ist, wurde die urspriingliche Zelllinie Ba/F3 verwendet (Abbildung 29 C). Des Weiteren konnte
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durch die Durchflusszytometrie die Oberflachenexpression der Rezeptormutanten IL-6Rezp-
gp130tmp,izo und gp130ap1 auf der Zelloberflache der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp:gp130mmp,izD-
gp130ap1 nachgewiesen werden. Hierbei wurden Antikorper gegen IL-6R und gp130
verwendet. Als Kontrolle, welche durch die rote Kurve in den Histogrammen dargestellt ist,

wurde die urspringliche Zelllinie Ba/F3 verwendet (Abbildung 29 D).
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Fluoreszenzintensitat

A J

Abbildung 29: Ba/F3 und Ba/F3:1L-6Rezp-gp130mwmp,izp Zellen exprimieren sowohl den gp130yisok r191e als auch den gp130,p;

Rezeptor auf der Zelloberflache.

A: Uberpriifung der Oberflichenexpression des gp130yigokri01e auf der Zelllinie Ba/F3:gp130yi00k r101e. B: Uberpriifung der
Oberflachenexpression des gp130,p; auf der Zelllinie Ba/F3:gp130ap:. In beiden Féllen wurde ein gegen den gp130 gerichteter
Antikérper verwendet C: Uberpriifung der Oberflichenexpression des IL-6Rezp-gp1307vip,zo und des gp130vigok r191e auf der
Zelloberfliche der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,iz0:8p130v100k F101e. D: Uberpriifung der Oberflichenexpression des
IL-6Rezp-gp1307mp,izo und des gp130ap; auf der Zelloberflache der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp130mmp,iz0:8p130ap1. In beiden
Fallen wurden gegen IL-6R und gp130 gerichtete Antikorper verwendet. Als Kontrolle wurden Ba/F3 Zellen verwendet, welche
keine der zu Uberpriifenden Rezeptoren exprimierten. Die x-Achse reprasentiert die Intensitat des Fluoreszenzsignals
wahrend die y-Achse die normalisierte Zellzahl (%) wiedergibt. Die Auswertung erfolgte durch das Programm FlowJo. Das

Experiment wurde einmal (n=1) durchgefihrt.
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Da durch die Durchflusszytometrie bereits die Oberflichenexpression der Rezeptoren
gp130v190k,F191e Und gp130ap: bestatigt wurde und es keine Moglichkeit gab, diese beiden
Rezeptoren in der Durchflusszytometrie voneinander zu unterscheiden, wurde ein Western
Blot durchgefiihrt (Abbildung 30). Hierbei wurden mittels Antikérper, welche gegen gp130,
Flag und Ha gerichtet sind, sowohl die gp130 Rezeptoren, als auch ihre jeweiligen

C-terminalen Tags (Flag und HA) nachgewiesen.
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Abbildung 30: Nachweis der Rezeptoren gp130yisokrioie HA und gpl30,p: Flag, welche von der Zelllinie
Ba/F3:8p130y190k,F191e:8P130ap1 €Xprimiert werden.

Uberpriifung der Expression der Rezeptoren mittels Chemilumineszenz Western Blot. Gp130ap:1 (unglykosyliert: 95,77 kDa)
wurde auf einer Hohe von 120 kDa nachgewiesen. Der dazugehorige Flag-Tag wurde ebenfalls auf einer Hohe von ungefahr
120 kDa nachgewiesen. Gp130yigokri01e (unglykosyliert 107,21 kDa) wurde bei ungefdhr 130 kDa nachgewiesen. Der
dazugehorige HA-Tag wurde ebenfalls auf einer Hohe von ca. 130 kDa nachgewiesen. In jede Tasche wurden 20 ul
Gesamtprotein aufgetragen. Dieser Versuch wurde einmal durchgefiihrt (n=1).

Um zu untersuchen, ob die gp130 Mutanten gp130yigok,r191e Und gp130ap1 im Komplex mit IL-6
und IL-6Rezp-gp130Twmp,izp biologisch aktiv sind und ob sich die Signaltransduktion der Zelllinien
voneinander unterscheiden, wurden Stimulationsexperimente durchgefiihrt. Hierbei wurden
die Zelllinien Ba/F3:1L-6Rezp-gp1301mb,1z0:8P130v190k F191e, Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,iz0:8p1304D1
sowie die Kontrollzelllinien Ba/F3:gp130y190k F191e und Ba/F3:gp130ap1 mit den definierten IL-6
Konzentrationen von 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml und 1000 ng/ml stimuliert. Als
Positivkontrolle wurde die Zelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R verwendet und gleichsam behandelt.
Im Anschluss wurde mittels Western Blot die Signaltransduktion mit Fokus auf die Proteine
STAT1, phospho-STAT1, STAT3, phospho-STAT3, AKT, phospho-AKT, ERK und phospho-ERK
analysiert (Abbildung 31). Die Zelllinie mit der Rezeptorkombination IL-6Rezp-gp1307mb,iz0-
gp130ap1 zeigte eine Phosphorylierung von STAT1 ab einer Konzentration von 100 ng/ml
wahrend bei der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mb,izp:gP130v190k F191e keine Phosphorylierung

von STAT1 nachgewiesen wurde. Des Weiteren konnte eine Phosphorylierung von STAT3 ab
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einer Konzentration von 1 ng/ml IL-6 bei der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp130t™mb,1z0:gP 13001
nachgewiesen werden, wahrend bei der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezo-gp1307tmb,1z0:8P130v190k F191E
eine STAT3 Phosphorylierung ab einer Konzentration von 10 ng/ml nachzuweisen war
(Abbildung 31 A). Eine Signalaktivierung von ERK oder AKT konnte jedoch bei beiden Zelllinien
nicht nachgewiesen werden. Bei den Kontrollzelllinien Ba/F3:gp130yis0kFioie und
Ba/F3:gp130ap1 konnte keine Phosphorylierung der im Fokus stehenden Proteine
nachgewiesen werden (Abbildung 31 D, E). Bei der als Positivkontrolle verwendete Zelllinie
Ba/F3:gp130:IL-6R wurde eine Phosphorylierung ab 1 ng/ml IL-6 bei den Proteinen STAT3, AKT
und ERK nachgewiesen (Abbildung 31 C).
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Abbildung 31: Die Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp130twmp,1z0:8P130ap1 zeigt eine stdrkere Phosphorylierung der Signalproteine
durch IL-6 als Ba/F3:IL-6Rgzn-gp1307MD,|zp:gp130y190K, F191E.

A: Stimulation der  Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-8p1307mp,1z0:8P130v190k F191E- B: Stimulation der  Zelllinie
Ba/F3:IL-6Rezp-gp1301mp,20:8p130ap1. C: Stimulation der Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R. D: Stimulation der Zelllinie
Ba/F3:gp130ap1. E: Stimulation der Zelllinie Ba/F3:gp130yigokri91e. Fluoreszenzbasierter Western Blot mit spezifischen
Antikorpern gegen die Proteine STAT1, phospho (p)-STAT1, STAT3, phospho (p)-STAT3, AKT, phospho (p)-AKT, ERK und
phospho (p)-ERK. Stimuliert wurde mit den IL-6 Konzentrationen von 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100ng/ml, 1.000 ng/ml oder
unstimuliert (-) fir 20 min. In jeder Spur wurden 50 pug Gesamtprotein aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein
unabhangiges, reprasentatives Experiment von drei dar (n=3).
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Um eine mogliche Signaltransduktion der Zelllinie Ba/F3:gp130vi90kr1916:80130ap1 ZU
untersuchen, wurde diese mit definierten Konzentrationen von HIL-6 (1 ng/ml, 10 ng/ml,
100 ng/ml und 1.000 ng/ml) stimuliert. Als Positivkontrolle wurde die Zelllinie Ba/F3:gp130
verwendet und als Negativkontrolle dienten die Zelllinien Ba/F3:gp130v190k r191e und gp130ap1.
Diese Zelllinien wurden ebenfalls mit definierten Konzentrationen HIL-6 stimuliert. Im
anschliefendem Western Blot wurde nach den Proteinen STAT3, phosphorylierten STAT3, ERK
und phosphorylierten ERK detektiert. Bei der Zelllinie Ba/F3:gp130v190k r1916:8p130ap1 konnte
erst ab einer Konzentration von 1.000 ng/ml HIL-6 eine Phosphorylierung von STAT3
nachgewiesen werden (Abbildung 32 A). Im Vergleich dazu wurde bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130 bereits ab 10 ng/ml HIL-6 eine Phosphorylierung von STAT3 und ab 100 ng/ml
HIL-6 eine Phosphorylierung von ERK nachgewiesen (Abbildung 32 B). Bei der Zelllinie
Ba/F3:gp130vi00k 191 Wurde eine Phosphorylierung von STAT3 und eine sehr schwache
Phosphorylierung von ERK ab einer Konzentration von 1000 ng/ml HIL-6 nachgewiesen
(Abbildung 32 C). Bei der Zelllinie Ba/F3:gp130ap1 konnte bei keiner der mit HIL-6 stimulierten
Konditionen eine Phosphorylierung von STAT3 oder ERK nachgewiesen werden (Abbildung 32
D).
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Abbildung 32: Die Rezeptoren gp130yigok,r191e Und gp130ap1 konnen ihr jeweiliges Defizit durch den anderen Rezeptor nicht
ausgleichen.

A: Stimulation der Zelllinie Ba/F3:8p130y190kF1916:80130ap1. B: Stimulation der Zelllinie Ba/F3:gp130. C: Stimulation der
Zelllinie Ba/F3:gp130y150k r191e- D: Stimulation der Zelllinie Ba/F3:8p1304p1. Fluoreszenzbasierter Western Blot mit spezifischen
Antikérper gegen die Proteine STAT3, phospho (p)-STAT3, ERK und phospho (p)-ERK. Stimuliert wurde mit den HIL-6
Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1.000 ng/ml oder unstimuliert (-) fir 20 min. In jeder Spur wurden 50 pg
Gesamtprotein aufgetragen. Die Western Blots der Zelllinien Ba/F3:gp130y190k r1916:8P130ap1 und Ba/F3:gp130 stellen jeweils
ein unabhdngiges, reprasentatives Experiment von drei dar (n=3). Die Western Blots der Zelllinien Ba/F3:gp130y190k r191¢ Und
Ba/F3:gp130ap: stellen jeweils ein unabhangiges, reprasentatives Experiment von zwei dar (n=2).

Durch die Stimulationsexperimente wurden Unterschiede der verschiedenen Bindungsmodi
in der Signaltransduktion nachgewiesen. Die unterschiedlichen Rezeptorkombinationen
IL-6Rezp-gp1307mp,1z0:€P130v190K,F191E, IL-6Rezp-gp1307mp,iz0:8p 130401 und
gp130vy100k F1016:8p130ap1  zeigten im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollzelllinien
Ba/F3:gp130:IL-6R oder Ba/F3:gp130 unterschiedliche Signalmuster. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass die Bindung der Bindestelle Il des IL-6 an die D2/D3 des gp130
eine starkere Signaltransduktion auslost, als die Bindung der Bindestelle Il an die D1 des
gp130. Im Falle der Rezeptorkombination gp130yisokri91e-gp130ap1, welche mit HIL-6
stimuliert wurde, konnte keine eindeutige Signaltransduktion nachgewiesen werden, da auch
in der Kontrollzelllinie BaF3- gp130vy190k 191 €ine Phosphorylierung von STAT3 nachgewiesen

wurde.
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5.4 Die Transmembrandomane von gp130 und IL-6R ist nachweislich nicht von
Rezeptorhomo-/heterodimeren beteiligt

Durch die vorrausgehenden Experimente wurde nachgewiesen, dass ein trimerer Komplex aus
IL-6Rezp-gp130tmp,izo und einer gp130 Mutante, welche nur eine Bindestelle fiir IL-6 aufweist,
ein Signal weiterleiten kann. Bezugnehmend auf die Hypothese, dass sich das Hexamer
(2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130) aus zwei praformierten, dimeren Rezeptorkomplexes
1xIL-6R:1xgp130 bildet, wurde die Praformation der Rezeptoren IL-6R und gp130 nachfolgend
untersucht. Bekannt ist bereits das gp130 auch ohne Ligand ein nicht signaltransduzierendes
Heterodimer mit LIFR (gp130:LIFR) und ein Homodimer mit sich selbst (gp130:gp130)
eingehen kann (Tenhumberg et al. 2006). Ebenso wurde ein Homodimer aus IL-6R:IL-6R
nachgewiesen (Schuster et al. 2003). Diese Ergebnisse eroffnen die Fragestellung, ob auch
praformierte Komplexe aus IL-6R:gp130 auf der Zelloberflache vorliegen und inwiefern die
TMD der beiden Rezeptoren in diesen Vorgang involviert ist. Um einen tieferen
molekularbiologischen Einblick zu erhalten, sollte zusatzlich untersucht werden, welche
Domaéne (EZD, TMD, IZD) ausschlaggebend fiir die Praformierung eines Rezeptordimers ist.
Erste Studien weisen darauf hin, dass die TMD verschiedener Rezeptoren maRgeblich an der
Initiierung der praformierten Homo-/Heterodimere beteiligt ist (Maruyama 2015). Daher
wurde sich im weiteren Verlauf vor allem auf die TMD der Rezeptoren fokussiert. Hierfir
wurden, neben den natiirlich vorkommenden Rezeptorvarianten (IL-6Rw: (Abbildung 33 A) und
gp130w: (Abbildung 33 D)) der Rezeptor IL-6Rendo Und IL-6Rgpi kloniert. Der IL-6Rendo besteht
extrazelluldr und intrazelluldar aus dem IL-6R. Seine TMD wurde jedoch durch die TMD des
Kollagenrezeptors Endo180, auch bekannt als uPARAP, substituiert (Abbildung 33 B, siehe
Klonierungslibersucht und AS-Sequenz 11.1.7). Dieser Kollagenrezeptor ist nachweislich nicht
in den Signalweg von IL-6 involviert und sollte daher nicht mit IL-6R oder gp130 interagieren
(Engelholm et al. 2009). Der IL-6Repi besteht extrazelluldr aus dem IL-6R. Die TMD wurde durch
den Glycosylphosphatidylinositol-(GPl) Anker des CNTFR substituiert (Abbildung 33 C). Die 1ZD
wurde trunkiert (siehe Klonierungsiibersicht 11.1.8). An jede klonierte Rezeptorvariante
wurde eine C-terminal gelegene Markierung in Form eines Flag-, HA- oder Myc- Tags inseriert.
Die gp130 Mutanten (gp130endo und gp130¢pi) wurden, gleichsam den IL-6R Mutanten kloniert
und befanden sich bereits in der AG Scheller (Abbildung 33 D, E).
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Abbildung 33: Schematische Ubersicht der Rezeptoren IL-6Ryz, IL-6Rendo und IL-6Rgp, sowie gp130y:, g0130gngo und gp130gp;,
Schematische Ubersicht des A: IL-6Ryt. B: IL-6Rendo. C: IL-6Rgpi. D: gp130wt. E: gp130endo. F: gp130cp. Im Falle der Endo-
Mutation wurde die Transmembrandomédne (TMD) des IL-6R mit der des Endo180 Rezeptors substituiert. Bei den GPI-
Mutanten wurde die gesamte TMD, sowie die intrazelluldre Domane (1ZD) durch den Glycosylphosphatidylinositol-(GPl) Anker
des CNTFR substituiert. Alle Rezeptoren besitzen C-terminal einen Myc, Flag oder HA-Tag. Erstellt mit BioRender.com.

5.4.1 Die praformierten Rezeptorkomplexe aus IL-6R-und gp130 Rezeptormutanten kdnnen
sich nur auf der Zelloberflache, jedoch nicht im Zelllysat bilden.

Um Nachzuweisen, dass die Rezeptoren nach der Zellernte, im Zelllysat keine Komplexe
formieren kénnen, wurden als vorausgehendes Experiment HEK293T Zellen mit der pDNA von
je einer Rezeptormutante einzeln transfiziert (siehe 4.3.2). Die Zelllysate wurden im Anschluss
in verschiedenen Konstellationen miteinander vermischt. AnschlieRend wurden mit den
vermischten Zelllysaten Co-Immunoprazipitationein (Co-IPs) mittels a-Flag agarose beads

durchgefiihrt und die Proben durch einen Western Blot analysiert (Abbildung 34, siehe 4.3.8
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und 4.2.4). Hierbei binden die a-Flag agarose beads an den Flag-Tag des gp130. Im Western
Blot wurden die IL-6R sowie die gp130 Mutanten mittels spezifischer Antikorper gegen HA und
Flag nachgewiesen (Abbildung 34 A). Es wurde nachgewiesen, dass aus den Kombination aus
den Rezeptoren IL-6RwtHA mit gp130wiFlag, gpl130endoFlag oder gp130cpFlag keine
nachtraglichen Heterodimere entstehen kdnnen. Einzig im Lysat wurde der HA-tag des IL-6Rwt
auf einer Hohe von 70 kDa nachgewiesen (Abbildung 34 A). Als Kontrolle, dass sich beide
Rezeptoren im Lysat befanden, und dass die a-Flag agarose beads an den Flag-Tag der gp130
Mutanten binden, wurde ein Western Blot mit einem oa-Flag Antikdrper durchgefiihrt.
Gp130ut ist bei einer Hohe von 130 kDa nachweisbar. Der trunkierte gp130gpi Rezeptor wurde
bei ungefahr 80 kDa nachgewiesen. Somit konnte jede gp130 Variante sowohl im Lysat, als
auch in der IP Fraktion nachgewiesen werden (Abbildung 34 B). Bei einer Kombination aus
IL-6RendoHA mit gp130wtFlag, gp130endoFlag oder gp130gpiFlag konnte der IL-6R im Western
Blot, durch einen a-HA Antikorper, einzig im Lysat, nicht aber in der IP nachgewiesen werden
(Abbildung 34 D). Im Western Blot wurden alle gp130 Mutanten mit einer starkeren
Akkumulation in der IP Fraktion durch einen a-Flag Antikdrper nachgewiesen (Abbildung 34
E). Bei einer Kombination aus IL-6RgpiHA mit gp130wtFlag, gp130endoFlag oder gp130gpiFlag,
wurde der IL-6R durch seine HA Markierung nur im Lysat nachgewiesen. Im dazugehorigen
Western Blot konnten die gp130 Varianten gp130w:Flag, gp130endoFlag und gp130gpiFlag im
Lysat und in der IP nachgewiesen werden (Abbildung 34 G).
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Abbildung 34: Die Rezeptoren konnen nur auf der Zelloberflache, nicht aber im Lysat dimerisieren.

Western Blots basierend auf Chemilumineszenz. HEK293T Zellen wurden mit jeweils einer Rezeptormutante IL-6R oder gp130
transfiziert und anschliefend lysiert. Die Lysate wurden gemischt und Co-Immunoprazipitationen (Co-IPs) durchgefiihrt. A:
Schematische Abbildung der Bindung von a-Flag agarose beads an einen Flag-markierten gp130w: Rezeptor. Untersuchung
der IL-6 Rezeptormutanten in den Kombinationen gp130y:, gp130endo Und gpl30gp. Flr die IL-6R Rezeptormutanten wurde
ein a-HA Antikorper verwendet. B: Nachweis des IL-6Ryt. D: Nachweis des IL-6Rgngdo. F: Nachweis des IL-6Rgp. In den Western
Blots C, E, G wurde mittels Flag gerichteten Antikorper die Expression der gp130 Varianten gp130ut, endo UNd cpi Nachgewiesen.
In jeder Spur wurden 20 pl aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprdsentatives, unabhangiges Experiment von
insgesamt dreien dar (n=3).

Zusammengefasst kann durch dieses Experiment bestatigt werden, dass sich Hetero-
/Homodimere nur auf der Zellmembran, nicht aber nach dem Mischen des Zelllysates bilden
konnen. Zudem kdnnen unspezifische Bindungen zwischen den a-Flag agarose beads und den

HA-markierten IL-6R Mutanten ausgeschlossen werden.
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5.4.2 Die praformierten Komplexe aus IL-6R-und gp130 Varianten bilden sich
stimulationsunabhéangig auf der Membran.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass sich die praformierten Heterodimere nur auf der
Zellmembran, nicht aber nach der Ernte im Zelllysat bilden, wurden HEK293T Zellen ko-
transfiziert. Hierbei wurden die Zellen mit der gleichen Menge an pDNA von jeweils zwei
verschiedenen IL-6R- und gp130 Rezeptorvarianten, in unterschiedlichen Kombinationen,
transfiziert. Da sich die praformierten Heterodimere ohne Zugabe von Zytokin assemblieren
sollen (Tenhumberg et al. 2006), wurde dies ebenfalls Uberprift. Von jeder
Rezeptorkombination wurden zwei 10 cm Zellkulturschalen HEK293T Zellen mit 10 ml
DEMEM** transfiziert. Kurz vor der Ernte, wurde eine Zellkulturschale je
Rezeptorkombination mit 10 ng/ml IL-6 fir 20 min stimuliert. AnschlieBend wurden sowohl
die stimulierten, als auch die unstimulierten Zellen geerntet um Co-IPs mit a-Flag agarose
beads durchgefiihrt. Nach dem Waschen bleiben nur die Beads mit den gebundenen
Rezeptoren Ubrig. Hat sich auf der Zelloberflaiche ein praformiertes Heterodimer aus
IL-6R:gp130 gebildet, so wird der an gp130 gebundenen IL-6R ebenfalls prazipitiert und kann
im Western Blot nachgewiesen werden. Als Transfektionskontrolle und um zu tberprifen,
dass keiner der Antikdrper unspezifisch bindet, wurden HEK293T mit der pDNA des peGFP
transfiziert (siehe 4.3.2). Mit den daraus stammenden Lysaten wurden Co-IPs mit o-Flag
agarose beads durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Proben wurden im Anschluss im
Western Blot aufgetragen. Im Western Blot wurden sowohl die IL-6R Mutanten mittels HA-
gerichteten Antikorpern als auch die gp130 Rezeptormutanten mittels eines gegen Flag-
gerichteten Antikorper nachgewiesen. Bei den Rezeptorkombinationen aus IL-6RwtHA mit
gp130w:Flag, gp130endoFlag oder gpl30gpiFlag konnte der IL-6R immer, im Lysat und der IP
Fraktion, stimulationsunabhangig und unabhangig von der TMD des IL-6R, der TMD des
Endo180 oder des GPI-Ankers des CNTFR, nachgewiesen werden (Abbildung 35 A). Im Western
Blot wurden alle gp130 Rezeptormutanten durch einen a-Flag Antikdrper mit einer starkeren
Akkumulation in der IP Fraktion nachgewiesen (Abbildung 35 B). In den Western Blots der
Rezeptorkombinationen aus IL-6RendoHA mit gp130wiFlag, gp130endoFlag oder gp130cpiFlag
konnte der IL-6R im Lysat und in der IP Fraktion in allen Kombinationen
stimulationsunabhangig und unabhangig von der TMD nachgewiesen werden (Abbildung 35
C). Im dazugehorigen Western Blot wurden die gp130 Rezeptormutanten in allen Fraktionen

nachgewiesen (Abbildung 35 D). Durch den Western Blot wurde nachgewiesen, dass der IL-6R
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stimulations-und TMD-unabhangig in den IP Fraktionen bei den Rezeptorkombinationen
IL-6RepiHA mit gp130w:Flag, gp130endoFlag oder gp130gpiFlag akkumuliert (Abbildung 35 E). Im
gegen Flag gerichteten Western Blot konnten alle gp130 Varianten mit einer starkeren
Akkumulation in der IP Fraktion nachgewiesen werden (Abbildung 35 F). In keiner der peGFP
Fraktionen konnten unspezifische Bindungen seitens der Antikdrper nachgewiesen werden,

sodass keine Bande in den peGFP Fraktionen nachzuweisen waren.
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Abbildung 35: Die Heterodimere aus IL-6R und gp130 Rezeptormutanten bilden sich ohne IL-6 Stimulation auf der
Zelloberflache.

Western Blot basierend auf Chemilumineszenz. Die ko-transfizierten HEK293T Zellen wurden stimuliert (10 ng/ml IL-6 fur
20 min) und unstimuliert geerntet. Im Anschluss wurden Co-Immunoprézipitationen (anti-Flag Co-IPs) durchgefiihrt und
mittels Western Blot ausgewertet. Nachweis der IL-6R Mutanten A: IL-6Ryt, C: IL-6Rendo, E: IL-6Rgpi. durch einen a-HA
Antikorper. Nachweis der gp130 Rezeptormutanten B: gp130wt, D: gp130endo, E: gp130gp durch einen a-Flag Antikorper.
Aufgetragen wurden die Proben der Co-IP stimuliert (+) und unstimuliert (-). In jeder Spur wurden 20 ul aufgetragen. Die
Western Blots stellen jeweils ein reprasentatives, unabhdngiges Experiment von insgesamt dreien dar (n=3).

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich Heterodimere aus IL-6R- und den gp130 Varianten
wt, Endo und GPI, unabhangig von einer Stimulation durch IL-6 formieren. Des Weiteren
wurde nachgewiesen, dass die TMD der beiden Rezeptoren IL-6R und gp130 keinen

nachweisbaren Einfluss auf die Bildung der praformierten Heterodimere hat. Dies zeigt sich in
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der IP Fraktion IL-6RgpiHA+gp130cpiFlag. Beide Rezeptormutanten besitzen keine TMD, jedoch

wurde der IL-6RgpiHA dennoch in der IP-Fraktion nachgewiesen.

5.4.3 Unabhangig von der TMD kann der IL-6R praformierte Homodimere auf der
Zellmembran bilden.

In den vorherigen Experimenten stand vor allem die Rolle der TMD in Bezug auf die Bildung
der praformierten Dimere zwischen IL-6R und gp130 im Fokus. Da diese keinen nachweisbaren
Einfluss auf die Komplexbildung zu haben schien, jedoch Homodimere zwischen gp130:gp130
nachgewiesen wurden, kénnte die EZD der gp130 Rezeptormutanten mafigeblich beteiligt
sein (Tenhumberg et al. 2006). Im weiteren Verlauf soll untersucht werden, ob die TMD der
IL-6R Mutanten einen Einfluss auf die Bildung der praformierten Homodimere hat. Zu diesem
Zweck wurden HEK293T Zellen in unterschiedlichen Konstellationen mit den IL-6R Varianten
ko-transfiziert. Hierbei wurde fiir jede IL-6R Variante die gleiche Konzentration an pDNA
verwendet. Mit den daraus stammenden Lysaten wurden Co-IPs mit a-Flag agarose beads
durchgefihrt. Die daraus resultierenden Proben wurden im Anschluss im Western Blot
aufgetragen (Abbildung 36). Um beide IL-6R Varianten im Western Blot nachzuweisen, wurde
sowohl ein a-HA als auch ein a-Flag Antikdrper verwendet. Der HA markierte IL-6R konnte in
den Kombination aus IL-6RwtHA:IL-6RwiFlag, IL-6RendoHA:IL-6RwiFlag, IL-6RepiHA:IL-6Rw:Flag,
IL-6RendoHA:IL-6RendoFlag, IL-6RendoHA:IL-6RgpiFlag und IL-6RepiHA:IL-6RGpiFlag in den jeweiligen
IP Fraktion nachgewiesen werden (Abbildung 36 A). Im Kontrollgel wurden die IL-6RFlag

Varianten akkumuliert in der IP Fraktion nachgewiesen (Abbildung 36 B).
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Abbildung 36: Die Transmembrandomadne ist nachweislich nicht in die Priformation der IL-6R:IL-6R Homodimere
involviert.

Western Blot basierend auf Chemilumineszenz. A: Nachweis der IL-6R Varianten IL-6Rwt, endo Und cpHA durch einen a-HA
Antikodrper B: Nachweis der IL-6R Varianten IL-6Rwt, endo Und gpiFlag furch einen a-Flag Antikdrper. In jeder Spur wurden 20 pl
aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprasentatives, unabhangiges Experiment von insgesamt dreien dar (n=3).

93



ERGEBNISSE

Aufgrund dieses Experiments, konnte eine nachweisbare Beteiligung der TMD des IL-6R bei
der Praformierung von IL-6R:IL-6R Homodimeren nicht bestatigt werden. In der IP Fraktion
der IL-6RgpiHA:IL-6RgpiFlag Kombination, in welcher weder die 1ZD, noch die TMD beider IL-6R
vorhanden waren, wurde der IL-6RgpIHA mit dem IL-6RgpiFlag prazipitiert und im Western Blot
nachgewiesen. Dies ldsst auf eine Beteiligung der EZD bei der IL-6R:IL-6R Prdformierung

schlieBen.

5.4.4 Die EZD der Rezeptoren IL-6R und gp130 bindet nicht unspezifisch

Um auszuschlieBen, dass die EZD vom IL-6R und gp130 durch die Uberexpression der
Rezeptoren auf der Zelloberflache zu dicht beieinander exprimiert wurden und dies der Grund
fiir die Prazipitation beider Rezeptoren ist, wurde der synthetische Rezeptor Myc-GFP-nb-
gp130 als Kontrolle verwendet. Myc-GFP-nb-gp130 besteht extrazellular aus einem Myc
markierten GFP Nanobody, wahrend die TMD und 1ZD des synthetischen Rezeptors vom gp130
stammt. Keiner der Rezeptorvarianten vom IL-6R oder gp130 sollte durch seine jeweilige EZD
an den Myc-GFP-nb-gp130 binden (Abbildung 37 A). Um dies zu Uberprifen, wurden HEK293T
Zellen mit den Rezeptorkombinationen IL-6Rw:Flag:Myc-GFP-nb-gp130, gp130wtFlag:Myc-
GFP-nb-gp130 und gp130cpiFlag:Myc-GFP-nb-gp130 transfiziert. Zusatzlich wurden HEK293T
Zellen mit der pDNA von jeweils nur einem Rezeptor als Kontrolle transfiziert. Somit sollte
nachgewiesen werden, dass alle Rezeptoren exprimiert und der synthetische Rezeptor Myc-
GFP-nb-gp130 nicht unspezifisch an die a-Flag agarose beads bindet. Nachfolgend wurden Co-
IPs durchgefiihrt, welche mittels Western Blot ausgewertet wurden. Fir den Nachweis des
Myc-GFP-nb-gp130, welcher auf einer Hohe von 55 kDa lduft, wurde ein gegen Myc
gerichteter Antikorper verwendet. Myc-GFP-nb-gp130 wurde in Kombination mit IL-6RwtFlag,
gp130wiFlag und gp130gpiFlag jeweils im Lysat, nicht aber in der IP Fraktion nachgewiesen
(Abbildung 37 B). In der IP Fraktion des Myc-GFP-nb-gp130 wurde keine Bande nachgewiesen.
Die IL-6R- und gp130 Varianten wurden durch ihren Flag-Tag im Western Blot nachgewiesen.
Der IL-6Rwt befindet sich bei etwa 70 kDa wahrend der gp130wt sich bei 130 kDa befindet.
Der trunkierte gp130GPI Rezeptor wurde bei 80 kDa nachgewiesen. In allen IP Fraktionen

wurde eine Akkumulation der Rezeptoren nachgewiesen (Abbildung 37 C).
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Abbildung 37: Die extrazellulire Domane der Rezeptoren IL-6R und gp130 bindet nicht unspezifisch an Myc-GFP-nb-gp130.
A: Schematische Abbildung eines Myc-GFP-nb-gp130 Rezeptors, sowie ein Heterodimer aus IL-6RwtMyc:gp130u.Flag auf der
Zelloberflache. Erstellt mit BioRender.com. Western Blot basierend auf Chemilumineszenz. B: Nachweis des Myc-GFP-nb-
gp130 durch einen a-Myc Antikorper. C: Nachweis des IL-6RwFlag, gp130w:Flag, gp130gpFlag durch einen a-Flag Antikorper.
In jeder Spur wurden 20 pl aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprdsentatives, unabhangiges Experiment von
insgesamt dreien dar (n=3).

Die durchgefiihrten Experimente zeigen eher, dass die EZD der Rezeptoren IL-6R und gp130

spezifisch fir die Formation eines Homodimers bindet.

5.4.5 Die Domédnen D1-D3 des gp130 sind fir die Formierung der Dimere relevant.

Im Folgenden soll die fiir die Komplexbildung verantwortliche Domane identifiziert werden.
Dabei ist keinesfalls ausgeschlossen, dass mehrere Domadnen der EZD an der
Komplexformation beteiligt sind. Aufgrund dessen wurden drei gp130 Mutanten kloniert. Fir
gp130p1-3 wurden die Domanen D4-6 deletiert (Abbildung 38 A, siehe Klonierungsibersicht
und AS-Sequenz 11.1.9) Im Falle des gp130p2-3 wurde die D1 sowie die D4-6 des gp130
Rezeptors deletiert (Abbildung 38 B, siehe Klonierungsiibersicht und AS-Sequenz 11.1.10). Bei
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der gp130p1 Mutante wurden sowohl die D2-3, als auch die D4-6 der gp130 Domanen deletiert
(Abbildung 38 C, siehe Klonierungsiibersicht und AS-Sequenz 11.1.11).

A B C
gp130p1.3 gp130ps.3 gp130p4

Abbildung 38: Schematische Ubersicht der gp130 Deletionsmutanten gp130p1.3, gp130p,.3 und gp130p1.
Schematische Darstellung der generierten gp130 Rezeptormutanten. A: gp130pi-3. B: gp130p2-3 C: gpl30p:. Grafik erstellt in
BioRender.com.

Nach erfolgreicher Synthese der Plasmide gp130p2-3, gp130p1 und gp130p1-3, sollte in einem
ersten Testexperiment analysiert werden, welchen Einfluss die Deletionen der D4-D6 des
gp130 auf die praformierte Komplexbildung mit den Rezeptoren gp130wt, gp130cp und IL-6Rwt
hat. Daflr wurden HEK293T Zellen in den Kombinationen gp130pi-3Myc:IL-6RwiFlag,
gp130p1-3Myc:gp130wiFlag und gp130p1-3Myc:gp130gpiFlag mit der jeweils gleichen
Konzentration an pDNA transfiziert. Zusatzlich wurde eine 10 cm Zellkulturschale HEK293T mit
10 ml DEMEM** nur mit der pDNA des gp130p1.3Myc und eine andere nur mit der pDNA des
gp130cpiFlag transfiziert. Dadurch sollte Gberprift werden, dass sich keine unspezifischen
Bindungen zwischen den a-Flag agrose beads und der gp130p1-3 Mutante entstehen. Im
Anschluss wurden mit a-Flag agarose beads Co-IPs durchgefiihrt und mittels Western Blot
analysiert. Fur den Nachweis des gp130p1.3Myc wurde im Western Blot ein a-Myc Antikorper
verwendet. Der gp130p1-3Myc konnte in allen Lysaten nachgewiesen werden, welches auf eine
gute Expression hindeutet. In der IP Fraktion von gp130pi3sMyc:IL-6RwtFlag wurde eine
schwache Bande detektiert. In den IP Fraktionen des gp130pi-3sMyc in Kombination mit
gp130w:Flag oder gp130cpiFlag wurde eine Akkumulation des gp130p1-3Myc nachgewiesen. In
der Kontrolle, in welcher die HEK293T nur mit der pDNA der gpl30pi-sMyc Mutante
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transfiziert wurden, wurde erwartungsgemal nur im Lysat, nicht aber in der IP Fraktion der
Rezeptor nachgewiesen. Der Rezeptor gpl130cpriFlag, welcher als zweite Kontrolle alleine
transfiziert wurde, wurde im Myc-gerichteten Western Blot nicht nachgewiesen (Abbildung
39 A). Zum Nachweis, dass die Rezeptoren gp130w:Flag, gp130cpFlag und IL-6Ru:Flag
exprimiert wurden und sich in den Fraktionen Lysat und IP befinden, wurde ein Western Blot
mit einem a-Flag Antikorper durchgefihrt. Aufgrund des Hintergrunds und der unspezifischen

Bindungen wurden die nachzuweisenden Rezeptoren rot umrandet (Abbildung 39 B).
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Abbildung 39: Die Domanen D4-6 des gp130 haben keinen nachweisbaren Einfluss auf die Homodimerisierung zwischen
gp130:gp130, wohl aber auf die Heterodimerisierung von IL-6R und gp130

Western Blot basierend auf Chemilumineszenz. A: Nachweis des gp130pi.3Myc mittels a-Myc Antikorper. B: Nachweis der
Rezeptoren IL-6RwFlag, gp130y:Flag und gp130cpFlag mittels o-Flag Antikorper. In jeder Spur wurden 20 pl der Co-
Immunoprazipitation aufgetragen. Die Western Blots stellen jeweils ein reprasentatives, unabhangiges Experiment von
insgesamt dreien dar (n=3).

Durch dieses Experiment konnte nachgewiesen werden, dass die D4-6 bei den
Rezeptorkonstellationen aus den gp130:gp130 Mutanten keinen nachweisbaren Einfluss auf
die Homodimerisierung hat. Sie scheinten jedoch einen Einfluss auf die Heterodimerisierung

im Zusammenhang mit dem IL-6R zu haben.

In der Annahme, dass bei einer Kombination zweier gp130 Mutanten eine von beiden im
Western Blot nicht nachgewiesen kann und somit die relevante Domane identifiziert wird,
wurden HEK293T Zellen mit der pDNA unterschiedlicher Kombinationen der gp130 Mutanten
gp130p1-3, gp130p2-3 und gp130p: transfiziert. Im Anschluss wurden mit a-Flag agarose beads
Co-IPs durchgefiihrt und mittels Western Blot analysiert. Die Myc-markierten gp130 Mutanten
wurden durch einen Western Blot mit einem a-Myc Antikérper nachgewiesen. Fir die Flag-
markierten gp130 Mutanten wurde im Western Blot ein a-Flag Antikorper verwendet.
Aufgrund der unspezifischen Bindungen wurden die jeweiligen Rezeptoren im Western Blot
rot umrandet. In der Kombination aus gp130p1-3Myc:gp130pi-3Flag konnte in beiden Western

Blots in der IP Fraktion sowohl gp130pi1-3Myc, als auch gp130pi-3Flag nachgewiesen werden
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(Abbildung 40 A, B). Bei der Kombination aus gp130p1Myc:gp130p1-3Flag wurde gp130p1Myc
nicht im Lysat, jedoch akkumuliert in der IP Fraktion nachgewiesen (Abbildung 40 A). Die
gp130p1-3Flag Mutante wurde in beiden Fraktionen (Lysat und IP) nachgewiesen (Abbildung
40 B). In der Kombination aus gp130p2-3Myc:gp130p1-3Flag wurde gp130p2-3Myc und
gp130p1-3Flag akkumuliert in der IP Fraktion nachgewiesen (Abbildung 40 A, B). In den IP
Fraktionen aus den Kombinationen gp130p1Myc:gp130piFlag, welche jeweils nur die D1
besitzen, wurde jeweils eine Akkumulation im Western Blot nachgewiesen (Abbildung 40 A,
B). In den beiden letzten Kombinationen aus gp130p1Myc:gp130p2-3Flag und
gp130p2-3Myc:gp130p2-3Flag wurden jeweils beide Rezeptoren in den I[P Fraktionen
akkumuliert nachgewiesen (Abbildung 40 A, B).
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Abbildung 40: Die gp130 Domanen D1-3 kdnnen jeweils fiir sich mit den Domé&nen D1-3 des anderen gp130 interagieren.
Chemilumineszenzbasierter Western Blot. A: Nachweis der Myc markierten gp130 Mutanten mittels a-Myc Antikorper. B:
Nachweis der Flag markierten gp130 Mutanten mittels a-Flag Antikorper. In jeder Spur wurden 20 pl aufgetragen. Die
Western Blots stellen jeweils ein reprasentatives, unabhdngiges Experiment von insgesamt dreien dar (n=3).

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass eine einzelne Domane der EZD des gp130, welche
fir einen praformierten Komplex auf der Oberflache essentiell ist, nicht identifiziert werden
konnte. Die Daten weisen darauf hin, dass jede der Domanen D1-D3 eines gp130 Rezeptors
wichtig ist flr die Interaktion mit den Domanen D1-D3 eines anderen gp130 Rezeptors, einen
praformiertes Homodimer auf der Zelloberflache zu bilden. In Bezug auf die Kombination aus
gp130p13 und IL-6R wurde eine verminderte Bindung im Rahmen dieser

Uberexpressionsexperimente nachgewiesen.
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Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurden neuartige chimare IL-6 Rezeptoren, unterschiedliche
Mutanten des gp130 Rezeptors sowie rekombinante Proteine der IL-6 Familie generiert und

exprimiert, wodurch vier maligebliche Resultate erzielt wurden.

6.1 Nachweis des hexameren Komplex (IL-6:1L-6R:gp130) durch I8sliche Proteine

Durch den Einsatz von rekombinanten, l6slichen Proteinen konnte unabhangig verifiziert
werden, dass es unter den IL-6:1L-6R:gp130 Komplexen auch solche gibt, die hexamerer Natur
(2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130) sind. Die Experimente mittels Co-IP lieRen jedoch keine Aussage
darliber zu, in welchem Ausmal dieser hexamere Komplex im Verhaltnis zur Menge der
moglicherweise gebildeten tetrameren Komplexe aus 1xIL-6:1xIL-6R:2xgp130 steht. Der
hexamere Komplex ware nativen im Western Blot bei ungefahr 470 kDa (2xgp130 (2x130 kDa
=260 kDa):2xIL-6R (2x80 kDa = 160 kDa):2xIL-6(2x25 kDa =50 kDa) nachzuweisen sein, der
tetramere Komplex (1xIL-6:1xIL-6R:2xgp130) auf einer Hohe von ungefahr 365 kDa und
trimere Komplexe (IL-6:IL-6R:gp130) auf einer Hohe von 235 kDa. Um eine erste Einschatzung
des Verhaltnisses ermitteln zu kénnen, kénnten die, durch die Co-IP gewonnenen Proben in
nicht-denaturierendem Probenpuffer aufbereitet und unter Verwendung eines vorgefertigten
Western Blot Gels fir groRe Proteine untersucht werden (Fang et al. 2010). Hypothetisch
gesehen konnen auf der Zellmembran beide Komplexformen (Tetramer und Hexamer) aus
IL-6:IL-6R und gp130 vorkommen, welche sich nicht gegenseitig ausschliefen missen
(Grotzinger et al. 1999). Der Antikorper 25F10 ist gegen den murinen l6slichen und
membrangebundenen IL-6R gerichtet und bindet an die Bindestelle Ilb es IL-6R und an E261
der D3 des gp130. Trotz der Bindung des Antikorpers an den IL-6R kann ein trimerer Komplex
aus IL-6:IL-6R:gp130 gebildet werden (Lacroix et al. 2015). Mittels Mutagenese- und
Bindungsstudien wurde nachgewiesen, dass der Antikorper 25F10 die Bildung eines
hexameren IL-6:I1L-6R:gp130 Komplex verhindert, nicht aber die Rekrutierung eines zweiten
gp130 Rezeptors um einen signaltransduzierenden Rezeptorkomplex zu initiieren. Ferne
wurde nachgewiesen, dass der Trans-Signalweg, nicht aber der klassische Signalweg inhibiert
wurden. Dies lasst darauf schliel3en, dass die Art der Signalweiterleitung einen Einfluss auf die
Assemblierung des IL-6:1L-6R:gp130 Komplex hat (Lacroix et al. 2015). Im Zuge dessen kdnnte
mit den unterschiedlichen Rezeptorkonstellationen die Signaltransduktion beeinflusst und

somit pro-inflammatorische oder anti-inflammatorische Signalwege aktiviert werden. Der
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Versuch dieses Phanomen auf den humanen IL-6 Trans-Signalweg zu Ubertragen und zu
charakterisieren gelang jedoch nicht, welches auf die Unterschiede zwischen dem humanen
und murinem IL-6-Rezeptorsystem zuriickzufiihren ist (Lacroix et al. 2015). Der hexamere
IL-6:IL-6R:gp130 Signalkomplex konnte bis heute nicht auf der Zellmembran mit
membranstdandigen Proteinen nachgewiesen werden, jedoch zeigen verschiedene
Experimente (Gelfiltration, Ultrazentrifugation und Co-IPs), bei denen mikromolare
Konzentrationen von IL-6 und |6sliche IL-6R und gp130 Varianten verwendet wurden, die
Existenz eines hexameren Komplexes (Ward et al. 1994, Paonessa et al. 1995). In diesem
Zusammenhang muss die Hypothese der konzentrationsabhdangigen Komplexbildung
hervorgehoben werden. Hierbei wird der ,selbst-inhibierende Effekt” von IL-6 beschrieben.
Dabei fiihren geringe Konzentrationen von IL-6 zu einer Formierung eines aktiven Tetramer
(1xIL-6:1xIL-6R:2xgp130), welcher sich bei hdheren Konzentrationen in einen inaktiven
hexameren Komplex umformt (Grotzinger et al. 1999). Diese Hypothese kdnnte eine mogliche
Erklarung fur die Beobachtung der Glockenkurven in den Proliferationsexperimenten zur
Uberpriifung der biologischen Aktivitit des gereinigten IL-6iag/myc-s in Abschnitt 5.1 sein. Eine
weitere Erklarung fir die Abnahme der Proliferation bei zunehmender IL-6 Konzentration
konnte jedoch auch die andauernde Signaltransduktion sein. Erst kirzlich wurden Studien zu
signalinduzierenden Antikorpern veroffentlicht (Yu et al. 2023). Dabei zeigte sich, dass
Antikorper mit geringerer Rezeptoraffinitat eine starkere Signaltransduktion induzierten als
Antikdrper mit einer starkeren Rezeptoraffinitdt. Dies bedeutet, dass die Antikérper mit
starkeren Rezeptoraffinitaten am Rezeptor gebunden bleiben, welches wiederrum zu einer
andauernden Signaltransduktion fihrt. Im Verlauf der Proliferationsexperimente konnte eben
diese Glockenform beobachtet werden. Fiir diese Experimente wurden jedoch andere
Zelllinien verwendet, sowie Rezeptoren analysiert, welche nicht zur IL-6R Familie gehoren. Als
mogliche Erklarung fur dieses Phdnomen mutmaRte der Autor U(ber eine mogliche
Internalisierung der Rezeptoren, welche im Zusammenhang mit IL-6R und gp130 nicht in Frage
kommt, da beide konstitutiv und IL-6 unabhdngig internalisiert werden (ZohInhofer et al.
1992, Gerhartz et al. 1994). Jedoch ist der Ansatzpunkt davon auszugehen, dass die
Signaltransduktion und in gewissem Male auch die damit einhergehende Proliferation bei
andauernder Initiierung durch einen Uberschuss an IL-6 auf anderem Weg inhibiert wird,
wahrscheinlich. So inhibieren nicht nur die SOCS Proteine die Januskinasen (Cooney 2002, Liau

et al. 2018), sondern auch die Familie der PIAS Proteine, welche die phosphorylierten STAT
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Proteine inhibiert, sodass diese nicht in den Zellkern translozieren kénnen (Niu et al. 2018). Es
ist davon auszugehen, dass fiir das Uberleben der Zelle weitere Sicherheitsmechanismen

existieren, welche bis heute im Detail noch nicht bekannt sind.

6.2 Nachweis neuartiger Phosphorylierungsmaoglichkeiten der Januskinasen, sowie eine
veranderte Signaltransduktion durch synthetische Rezeptoren.

Durch den Einsatz von synthetischer Biologie wurden IL-6Rezp-gp130tmb,izo Rezeptorchimaren
generiert, die theoretisch dazu in der Lage sein sollten, die Assemblierung eines hexameren
Rezeptorkomplexes auf der Zelloberfliche nachzuweisen. Die hierflir generierte
Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp130tmp,zo war jedoch in dem dafiir gedachten Kontext, im
Zusammenspiel mit dem Rezeptor gp130_GPl oder gp130_10AS, biologisch nicht aktiv, so dass
dieses Ziel nicht erreicht werden konnte. Durch die Stimulation der Ba/F3:gp130:IL-6Rezp-
gp1307tmp,izo Zelllinie in Abschnitt 5.3.1 wurde jedoch nachgewiesen, dass die EZD des IL-6Rezp-
gp130tmp,izo bei Stimulation mit IL-6 einen signaltransduzierenden Komplex eingehen kann.
Der Versuch die IL-6Rezp-gp130tmp,zo Rezeptoren der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,iz0
durch VHH6-Fc Fusionsproteine, welche unterschiedliche Linkerlangen besallen, in einen
signaltransduzierenden Komplex zu forcieren, war nicht erfolgreich. Ein moglicher Grund
kdnnte die Stalk-Region des IL-6Rezp-gp130tmp,izp sein, wodurch trotz Forcierung der EZD die
IZDs der Rezeptorchimadren IL-6Rezp-gp130tmp,zo und somit die Januskinasen zu weit
voneinander entfernt waren, als dass diese sich gegenseitig Phosphorylieren kdnnten. Um
eine Transphosphorylierung der Januskinasen zu erreichen, missen diese nicht nur in
raumliche Ndhe zueinander, sondern in direkten Kontakt zueinander stehen (Glassman et al.

2022, Caveney et al. 2023) (Abbildung 41).
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gpl130:gp130

Januskinasen

Abbildung 41: Schematische Darstellung eines gp130:gp130 Komplex mit der Proteinstruktur der aktivierten Januskinasen.
Abgebildet sind nur die aktiven gp130 Rezeptoren, welche sich wahrend der Signaltransduktion in einem Komplex mit
IL-6:1L-6R befinden. lhre Januskinasen, welche sich mit ihren Tyrosinkinase-Domanen (TK) beriihren (rot umrahmt: TK-TK
Interaktion) beriihren phosphorylieren sich auf diese Weise. In Folge dessen werden die C-terminal gelegenen Tyrosine
phosphoryliert und ein Signal weitergeleitet. In dieser Abbildung wurde auf die Markierung ,,p“ fir phosphoryliert, verzichtet.
Die Darstellung der Januskinasen wurde nach Vorlage der PDB: 3EYG (nur eine Jakl), mit ChimeraX gemodelt und als
Homodimer dargestellt. Diese Abbildung orientiert sich an der Veroffentlichung (Glassman et al. 2022). Grafik erstellt mit
BioRender.com.

Des Weiteren ist ungewiss, ob die Stalk-Region ein Signal weiterleiten kann, oder ob fir die
Signaltransduktion ein B-Rezeptor bendtigt wird. Untersuchungen zeigten, dass bei einem
Austausch der Stalk-Region des IL-23R durch die des IL-6R, der IL-23R aktiv war (Hummel et al.
2017). Jedoch bindet der IL-23R zur Signaltransduktion an den IL-12RB1, welcher ebenfalls
FNIII Domanen nahe der Membran besitzt. Auch der IL-6R benétigt unter natlrlichen
Bedingungen die signaltransduzierenden gp130 Rezeptoren. Studien zeigten, dass die FNIII
Domdnen nicht in die Zytokinbindung involviert, jedoch unabdingbar fir die
Signalweiterleitung sind, da sie unter anderem bei der Konformationsanderung wahrend der

Komplexbildung eine Rolle spielen (Timmermann et al. 2002). Daher ware ein weiterer Ansatz
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die Stalk-Region durch die FNIIl Doméanen (D4-D6) des gp130 Rezeptors zu substituieren und

das Stimulationsexperiment mit den VHH6-Fusionsproteinen zu wiederholen (Abbildung 42).

5:1L-6Rp1.3-8P130p4 61,10

u <4—— VHH6-(EAAAK), -Fc

Abbildung 42: Schematische Abbildung des signaltransduzierenden Komplex aus IL-6:1L-6Rp1.3-gp130pa-6tmb,1z0, forciert tiber
ein VHH6-Fusionsprotein.

Die beiden IL-6:IL-6:IL-6Rp1-3-gp130p4-6tmp,iz0 Heterodimere werden Uber das VHH6-(EAAAK).-Fc Fusionsprotein forciert.
Durch die Fibronektin Ill Domédnen konnte eine Signaltransduktion und Konformationsanderung moglich sein, sodass die
Januskinasen sich gegenseitig und in Zuge dessen die Tyrosin-Motive phosphorylieren kénnen. Erstellt mit BioRender.com.

Eine zusatzliche Moglichkeit zur Steigerung der Rezeptoraktivitat ware es die Box-Motive
durch Insertion von Alaninen zum C-Terminus hin zu verlagern. Durch Insertionsexperimente
von ein bis vier Alaninen innerhalb der 1ZD des gp130 wurden die Box-Motive nach C-terminal
verschoben. Dadurch wurde nachgewiesen, dass sich die a-helikale Orientierung der
Januskinasen veranderte und im Zuge dessen auch die Aktivitat der Januskinasen sowie das
Phosphorylierungsmuster der STAT Proteine. Es wurde nachgewiesen, dass wenn nur ein
Alanin inseriert wird, die Aktivierung von STAT1 und STAT3 stark reduziert sind.
Interessanterweise wurde bei einer Insertion von drei Alaninen eine starkere STAT Aktivierung

nachgewiesen (Greiser et al. 2002).
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Beruhend auf dem Experiment die Januskinasen und Tyrosin-Motive auf zwei Rezeptorketten
zu verteilen, wurde der Nachweis erbracht, dass die [ZD der Rezeptorchimare
IL-6Rezo-gp130Tmp,izo  biologisch aktiv ist. Aus diesem Experiment ging die Zelllinie
Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3:gp130_Box1,2 hervor. Diese lieferte in
Stimulationsexperimenten wichtige Erkenntnisse. So konnte mit Hilfe der mutierten
IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 Rezeptorchimare gezeigt werden, dass die gpl30 assoziierte
Januskinasen im Zuge der Signaltransduktion nach Ligandenbindung durch Trans-
Phosphorylierung die Tyrosin-Motive, welche sich auf einer anderen Rezeptorkette befanden,
phosphorylieren kénnen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich die Trans-Signaltransduktion
Uber die IL-6Rezp-gp130twmp,izo_P3V3 Rezeptorchimdre sowohl in Intensitat als auch Qualitat
deutlich von der Signaltransduktion unterschiedet, die von dem natirlichen IL-6
Rezeptorkomplex ausgeht. Die synthetische nicht-kanonische IL-6 Signaltransduktion kdnnte

zur Generierung von mageschneiderten Signalkaskaden genutzt werden.

Interessant ist zudem, dass bei der Zelllinie, Ba/F3:IL-6Rezp-gp1307mp,izo_P3V3:gp130_Box1,2,
im Vergleich zu der Kontrolllinie Ba/F3:gp130:IL-6R weder ein AKT oder ein ERK Signal
nachgewiesen wurde. Dies sind die Proteine, welche durch den MAP Kinase und den PI3K
Signalweg aktiviert werden. Der MAPK Signalweg wird durch die Aktivierung der Januskinasen
induziert. Durch die Phosphorylierung des Tyrosin Y759 entsteht eine Bindestelle fir Src
homology region 2 domain-containing Phosphatase 2 (SHP2) (Dillon et al. 2021). SHP2 selbst,
wird konstitutiv exprimiert und besitzt zwei N-terminal gelegene SH2 Domaénen, gefolgt von
einer Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP) Domane. C-terminal befinden sich zwei
regulatorische Tyrosine (Eck et al. 1996). Im aktiven Zustand interagiert SHP2 mit der SH2
Domaéne des phosphorylierten Tyrosins 759 (pY759) und dephosphoryliert dieses durch seine
PTP Doméne (Stahl et al. 1995). So wird SHP2 relativ schnell nach der IL-6 induzierten
Aktivierung der Januskinasen und die darauf folgenden Phosphorylierungen an gp130
rekrutiert und wirkt dort als friihe negative Rickkopplung der Signaltransduktion (Schaper et
al. 1998). Des weiteren unterdriickt SHP2 die basale Zytokin-unabhangige Phosphorylierung
von STAT3 (Lehmann et al. 2003, Dittrich et al. 2012). SHP2 fungiert jedoch nicht nur als
Negativregulator fiir den Jak/STAT Signalweg, sondern nimmt eine wichtige Stellung fur die
IL-6 induzierte Aktivierung des MAPK Signalweges ein (Schiemann et al. 1997). Durch die
Bindung an pY759 wird SHP2 selbst durch die Januskinasen phosphoryliert. Dies wiederum

fuhrt zu einer Rekrutierung des Growth Factor-Receptor-Bound Protein / Son of Sevenless
104



DISKUSSION

(Grb/SOS) Komplex (Takahashi-Tezuka et al. 1998, Bongartz et al. 2019). Dieser Komplex
aktiviert das Protein Ras, welches mit Raf dimerisiert (Blazevits et al. 2016). Das aktivierte Raf
rekrutiert anschlieBend MEK welches in Folge dessen ERK phosphoryliert (Roberts and Der

2007, Lavoie and Therrien 2015).

PI3K gehort zu den Membran-assoziierten Lipidkinasen welche aus zwei Untereinheiten
bestehen. Zum einen aus der katalytischen Untereinheit P110, zum anderen aus der
adaptiven/regulativen Untereinheit P85 (Donahue et al. 2012). In Folge der Phosphorylierung
der Tyrosine innerhalb der 1ZD des gp130, wird auch PI3K phosphoryliert (Osaki et al. 2004).
Dies geschieht durch die Aktivierung der intrazelluldren Region des gp130, da SHP2 dort
phosphoryliert wird. Aufgrund dieser Phosphorylierung, ist es der regulatorischen
Untereinheit P85 moglich an SHP2 zu binden (Hennessy et al. 2005). Diese Bindung aktiviert
die kathalytische Untereinheit P110 welche den second messenger Ptdins(4,5) P2 (PIP2) zu
Ptdins(3,4,5) P3 (PIP3) konvertiert. In Folge dessen wird die Serin/Threonin Kinase AKT
phophoryliert und aktiviert wird (Rascio et al. 2021).

:IL-6R:gp130

Abbildung 43: Schematische Darstellung der AKT und ERK Aktivierung.

Durch die IL-6 induzierte Rezeptorkomplexbildung werden die Tyrosine der IZD der gp130 Rezeptoren phosphoryliert. Der
Ubersicht halber wurde auf das Symbol ,p gelb“ fiir phosphoryliert bei allen Tyrosinen bis auf Y759 verzichtet. Durch die
Phosphorylierung des p759 kann SHP2 daran binden und wird von den Januskinasen phosphoryliert. Links: SHP2
phosphoryliert die PI3K. Diese aktiviert PIP2 welcher zu PIP3 konvertiert. Als Folge dessen wird AKT phosphoryliert. Rechts:
SHP2 rekrutiert den Grb/SOS Komplex, welcher Ras aktiviert und einen dimeren Komplex mit Raf eingeht. Dieser Komplex
aktiviert wiederum Mek. Als Folge dessen wird ERK1/2 phosphoryliert. Erstellt mit BioRender.com.
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Die beiden kurz skizzierten Signalwege durch die ERK und AKT phosphoryliert werden, zeigen
den gemeinsamen Ausgangspunkt SHP2 auf, welches von beiden zur Induktion des
Signalweges bendotigt wird. SHP2 selbst bindet an p759. Die Daten weisen darauf hin, dass
SHP2 entweder nicht an p759 binden, oder an dem entsprechenden Tyrosin nicht bzw. in sehr
geringen Mengen phosphoryliert werden kann. Eine weitere Moglichkeit konnte die Existenz
von einem pY759 sein, etwa, wenn der Komplex als Tetramer vorliegen wiirde. In der Literatur
wurde bis jetzt noch nicht beschrieben, ob fir die Phosphorylierung von AKT und ERK zwei

pY759 Bindestellen benétigt werden.

Ebenso konnte abschliefend nicht geklart werden, weshalb die Transkription der mRNA von
SOCS3 in der Zelllinie Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3 im Vergleich zur
Kontrolle Ba/F3:gp130:IL-6R so schwach ausfallt. Dies ist verwunderlich, da eine
Phosphorylierung der STAT Proteine, welche eine Transkription der mRNA von SOCS3
induzieren, nachgewiesen wurde. Ebenso wie die Transkription der mRNA von SOCS3, konnte
die sehr geringe Phosphorylierung von Jakl bei der zu untersuchenden Zelllinie im Vergleich
zum Wildtyp im Western Blot nur sehr schwach nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis, in
Bezug auf die starke STAT3 Phosphorylierung, ist ebenfalls verwunderlich. Es ist jedoch nicht
von der Hand zu weisen, dass die Januskinasen des gp130_Box1,2 phosphoryliert sein missen,

da sonst keine Aktivierung der STAT Proteine erfolgen kann.

6.3 Der Bindungsmodus des IL-6:IL-6R:gp130 Komplex unterliegt einer definierten
Reihenfolge

Anhand der IL-6Rezp-gp130tmp,izo Rezeptorchimdre in Kombination mit den Mutanten
gp130ap1 oder gp130yi90k F101e, Welche jeweils nur eine Bindestelle fiir IL-6 aufweisen, konnte
erstmals auf der Zellmembran gezeigt werden, dass die Assemblierung des Liganden-
Rezeptorkomplex einer genau definierten Abfolge unterliegt. So wurde gezeigt, dass sich der
hexamere IL-6 Rezeptorkomplex unter normalen Bedingungen in folgender Reihenfolge
bildet: Das initial gebildete IL-6:IL-6R Heterodimer bindet lber die Bindestelle Il von IL-6 an
die Domane 2/3 des ersten gpl130 Rezeptors. Dies fuhrt zu der Bildung eines trimeren
IL-6:1L-6R:gp130 Komplex. In einem zweiten Schritt werden dann zwei Trimere zu einem
hexameren Komplex zusammengesetzt. Dieses erfolgt Uber die Interaktion zwischen der
Bindestelle Il des IL-6 des ersten Timers und der Domadne D1 des gp130 im zweiten Trimer.

Die hier prasentierten Zellkulturexperimente zeigen, dass auch auf der Zellmembran die
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Bildung des Kontakts zwischen der Bindestelle Il des IL-6:IL-6R Heterodimers und der D2/D3
des gp130 Rezeptors, der Bildung des Kontakts zwischen der Bindestelle 11l von IL-6 und der
D1 des zweiten gp130 deutlich Giberlegen ist. Die hier prasentierten und bereits publizierten
Experimente unterstlitzen die Hypothese, dass sich initial zwei Trimere IL-6:IL-6R:gp130
Komplexe bilden, die sich im zweiten Schritt zu einem hexameren, signaltransduzierenden

Komplex assemblieren.

Die Trimer-/Hexamer Assemblierungshypothese konnte in einem weiteren Experiment
detaillierter untersucht werden. Hierfir miussten die Rezeptoren IL-6R, gp130ap1 und
gp130vy190k 191 zusammen auf der Zelloberflache einer neuen Zelllinie exprimiert und mit IL-6
Stimuliert werden. Des Weiteren konnte anhand der beiden Rezeptorkombinationen IL-6Rgzp-
gp1307mp,1z0:gP130ap1 und IL-6Rezp-gp1307mp,1z0:8P130v190k F191e UNabhdngig nachgewiesen
werden, welchen Einfluss eine Mutation innerhalb der EZD des gpl130 auf die
Signaltransduktion hat. So wurde bestatigt, dass die Mutation des Y191 eine massive
Reduktion des STAT1 Signal zur Folge hat. Diese Ergebnisse sind konsistent zu bereits

publizierten Ergebnissen (Kurth et al. 1999).

6.4 EZD der IL-6R und gp130 Rezeptoren ist essentiell fir die Bildung praformierter
Komplexe auf der Zelloberflache

Obwohl viele Daten darauf hinwiesen, dass die TMD an der Komplexbildung praformierter
Dimere in vielen Rezeptorsystemen beteiligt ist (Matthews et al. 2011, Sarabipour and
Hristova 2013, Maruyama 2015), konnte dies anhand der gewonnenen Daten in Bezug auf
gp130 und IL-6R nicht bestatigt werden. Durch die Verwendung eines synthetischen Rezeptors
als Kontrolle, welcher die 1ZD des gp130 besal3, konnte zudem eine Beteiligung der 1ZD an der
praformierten Dimerisierung ausgeschlossen werden. Vielmehr wurde nachgewiesen, dass
die Domadnen der EZD einen erheblichen Einfluss auf die Dimerisierung haben. So konnte
anhand von Co-IPs und gp130 Deletionsvarianten (gp130p1-3, gp13002-3 und gp130p1) gezeigt
werden, dass jede Domane fir sich in der Lage ist, ein praformiertes Dimer einzugehen. Des
Weiteren konnte unabhéangig bestatigt werden, dass die Rezeptoren IL-6R und gp130 in der
Lage sind, sich einen zytokinunabhdngigen dimeren homodimeren Komplex einzugehen
(Schuster et al. 2003, Tenhumberg et al. 2006). Durch die Co-IPs wurde zudem die Existenz
eines praformierten Heterodimers aus IL-6R:gp130 nachgewiesen, welches ein weiteres Indiz

flr die Bildung eines hexameren Komplexes aus zwei trimeren IL-6:1L-6R:gp130 ist. Interessant
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ware es, dieses Co-IP Experiment mit einer gp130ps-ps Rezeptormutante durchzufiihren. Diese
Rezeptormutante wiirde nur noch die Domadnen D4-D6 besitzen. Somit kdnnte untersucht

werden, ob diese Domanen ebenfalls fiir die Praformierung der Dimere eine Rolle spielen.
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7. Ausblick

Im Zuge dieser Doktorarbeit wurde ein hexamerer IL-6 Rezeptorkomplex durch rekombinante,
|6sliche Proteine nachgewiesen. Um diesen auf der Zelloberflaiche nachzuweisen, wurden
Rezeptorchimadren generiert, welche sich jedoch in der dafir vorgesehenen
Rezeptorkonstellation nicht aktivieren lieRen. Auf Grund dessen sollte nun eine
Rezeptorchimare IL-6Rezp-gp130tmp,iz0 Weiterentwickelt werden bei der die extrazelluldr
gelegene Stalk-Region des IL-6R durch die Domanen D4-D6 des gp130 Rezeptors substituiert
wird (IL-6Rp1-3-gp130p4-6tmp). AnschlieRend sollte diese Chimare stabil von Ba/F3 Zellen auf der
Zelloberflache exprimiert und auf ihre biologische Aktivitat Giberprift werden. Dies wiirde bei
der Zelllinie Ba/F3:IL-6Rp1-3-gp130pastmvp  unter Verwendung der VHH6-(EAAAK)q-Fc
Fusionsproteine erfolgen. Bei den Zelllinien Ba/F3:gp130_GPI:IL-6Rp1-3-gp130pa-sTmp oder
Ba/F3:gp130_10AS:IL-6Rp1-3-gp130pastmp  Sollte  eine  Stimulation mit IL-6 in den
Konzentrationen 10 ng/ml und 100 ng/ml erfolgen. Sollte durch die Ergebnisse ein aktiver,
signaltransduzierender Komplex nachgewiesen werden, ist dies gleichzeitig der Nachweis
eines hexamereren Komplex auf der Zellmembran mit membranstiandigen Proteinen.
Daraufhin sollten die IL-6 induzierten Signalwege Jak/STAT, MAPK und PI3K detailliert

untersucht und mit der Kontrollzelllinie Ba/F3:gp130:IL-6R verglichen werden.

Um die ausbleibende Phosphorylierung von ERK und AKT der Zelllinie
Ba/F3:gp130_Box1,2:IL-6Rezp-gp130tmp,iz0_P3V3 detaillierter zu charakterisieren, misste die
Phosphorylierung von SHP2 mittels Western Blot untersucht werden. Des Weiteren wére es
interessant, in wie fern sich die Signalwege vor allem der PI3K und MAPK-Signalweg von der
jetzigen Signaltransduktion unterscheiden, wenn statt einer moglichen SHP2 Bindestelle, drei
existieren wirden. Daflir miisste ein gp130wt Rezeptor bis zum Tyrosin 767 trunkiert werden,

sodass die entscheidende Bindestelle (Y759) phosphoryliert werden kann.

Des Weiteren koénnte eine neue Zelllinie mit den Rezeptoren IL-6R, gp130yigok, r191e und
gp130ap1 generiert und stimuliert werden um mittels Co-IP und Western Blot zu tGberprifen,
ob sich ein Hexamer oder ein Tetramer wahrend der Stimulation auf der Zelloberflache

gebildet hat.
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Um der Frage nachzugehen, inwiefern die Domdnen D4-D6 des gp130 in die Assemblierung
praformierter Dimere involviert sind, misste die Deletionsvariante gp130ps-ps kloniert, in

HEK293T Zellen exprimiert und Co-IP Experimente durchgefiihrt werden.

110



ZUSAMMENFASSUNG

8. Zusammenfassung

Die IL-6 induzierten Signalwege sind sowohl in physiologische als auch in pathophysiologisch
Prozesse involviert. Daher kdnnen in Folge eines Ungleichgewichts Autoimmunerkrankungen
entstehen. Die Bedeutung der Entschlisselung der schrittweisen Assemblierung des
hexameren/tetrameren IL-6-Signalkomplexes, sowie deren Einfluss auf die Signaltransduktion
ist nicht vollstandig geklart, jedoch kénnten initiale Unterschiede eine ,enorme” Tragweite

mit sich bringen.

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein hexamerer Komplex aus 2xIL-6:2xslL-6R:2xsgp130 mit
rekombinanten, |6slichen Proteinen mittels einer Co-Immunprazipitation (Co-IP)
nachgewiesen. Um einen hexameren Komplex (2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130) auf der Zelloberflache
mit membranstandigen Proteinen nachzuweisen, wurden neuartige Rezeptorchimaren,
bestehend aus der extrazelluldren Domane (EZD) des IL-6R, sowie der Transmembrandomane
(TMD) und intrazellularen Domane (1ZD) des gp130 (IL-6Rezp-gp130tmp,zp) generiert und in
Ba/F3 Zellen stabil integriert. Jedoch konnte durch die generierte Rezeptorchimare IL-6Rezp-
gp1307mp,izo der Nachweis eines membrangebundenen Hexamers auf der Zellmembran nicht
erbracht werden. Durch die Weiterentwicklung dieser Rezeptorchimdre wurden die
Januskinasen und Tyrosin-Motive voneinander getrennt und auf zwei Rezeptorketten
aufgeteilt. Durch zellbasierte Experimente wurde gezeigt, dass die assoziierten Januskinasen
durch eine Trans-Phosphorylierung die Tyrosin-Motive, welche auf einer anderen
Rezeptorkette liegen, phosphorylieren konnen. Die Signalaktivierung des synthetischen IL-6
Rezeptorkomplex unterscheidet sich sowohl in Intensitat als auch Qualitat deutlich von der
Signaltransduktion des wildtyp IL-6 Rezeptorkomplex. Daher bilden die hier entwickelten
synthetischen Rezeptoren der IL-6 Rezeptorfamilie die Grundlage einer maRgeschneiderten

Signalkaskade.

Des Weiteren konnte mittels des IL-6Rezp-gp130tmp,izo und der Kombination aus den gp130
Mutanten, welche jeweils nur eine Bindestelle fir IL-6 aufweisen, erstmals gezeigt werden,
dass die Assemblierung des Liganden-Rezeptorkomplex auf der Zelloberflache einer genau
definierten Abfolge unterliegt. Des Weiteren wurde durch die Uberexpression von
membrangebundenen Deletionsvarianten und durch Co-IP Experimente der Nachweis
erbracht, dass nicht die TMD, sondern die EZD an der Praformierung Hetero-/Homodimerer

IL-6R und gp130 Komplexe beteiligt ist.
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9. Summary

The IL-6 induced signaling pathways are involved in both physiological and pathophysiological
processes. As a result, imbalance may give birth to autoimmune disorders. It is unknown how
important it is to understand the stepwise assembly of the hexameric/tetrameric signaling
complex and how it affects signal transduction, however, initial disparities could have a

“tremendous” effect.

In the course of this study, a hexameric complex consisting of 2xIL-6:2xsIL-6R:2xsgp130 was
detected using recombinant soluble proteins via co-immunoprecipitation (Co-IP). To detect a
hexameric complex (2xIL-6:2xIL-6R:2xgp130) on the cell surface with membrane-bound
proteins, novel receptor chimeras were generated, comprising the extracellular domain (EZD)
of IL_6R, as well as the transmembrane domain (TMD) and intracellular domain (1ZD) of gp130
(IL-6Rezp-gp130tmp,izp), and stably integrated into Ba/F3 cells via retroviral transduction.
However, the IL-6Rezp-gp130twmp,izo receptor chimera failed to demonstrate the presence of a
membrane-bound hexamer on the cell membrane. Through further development of this
receptor chimera, the Janus kinases and tyrosine motifs were separated and divided between
two receptor chains. Cell-based experiments showed that the associated janus kinases could
phosphorylate the tyrosine motifs located on a different receptor chain through trans-
phosphorylation. This signal activation differed significantly in both intensity and quality from
the signal transduction of the wild-type cell line. This experiment could serve as a basis for

generating tailored signaling cascades.

Furthermore, using the IL-6Rezp-gp130tmp,izo receptor and a combination of gp130 mutants,
each possessing only one binding site for IL-6, it was demonstrated for the first time that the
assembly of the ligand-receptor complex on the cell surface follows a precisely defined
sequence. Additionally, through the overexpressing of membrane-bound deletion variants
and co-immunoprecipitation experiments, it was shown that it is not the TMD but rather the
EZD that is involved in the preformation of hetero-/homodimers of IL-6R and gp130 complexes

on the cell surface.
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11. Anhang

11.1 Klonierungen und Aminosauresequenzen
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11.1.1 IL-6Rezp-gp1307tmpizD

Klonierungsubersicht:

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

-IL-BR -gp130

Rev2

Amplifiikation des Amplifilkation des
PCR Fragments PCR Fragments
IL-Bresn 9p1301mp, 120
Pmel
Nhel
Xbal

Fusion und Amplifiikation der Paigl

\ PCR Fragmente /

IL-6Rez5-9P130m0 20
Fw3

Pmel
\ Pn.l-l:el

Rev2 Xbaj
ﬂ mey
Restriktion mit Nhel und Xbal
und Ligation in den
pcDNA3. 1(+)3xHA Vektor

pcDNA3.1 (+)-3x HA

IL-6Rez0-gP 13070 120

Restriktion mit Pmel
und Ligation in den
pMOWS-puro Vektor

pMOWS-puro

IL-6Rez0-9P 13010 120

Abbildung 44: Klonierungsiibersicht der Chimare IL-6Rezp-gp130tmp,izp.

Das IL-6Rezp Fragment wurde mittels spezifischer Oligonukleotide (Fw3 und Rev4) in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Die Restriktionsschnittstellen Pmel und Nhel wurden zudem inseriert. Als Vorlage diente die Aminosauresequenz
des IL-6R, welcher sich in einem pcDNA3.1(+) Vektor in der AG Scheller befand. Fiir die Amplifikation und Insertion der
Restriktionsschnittstellen Pmel und Xbal des gp130mwp,z0 Fragments, wurden die Oligonukleotide Fw1 und Rev2 verwendet.
Beide Fragmente wurden durch eine PCR mit den Oligonukleotiden Rev2 und Fw3 mittels einer Phusion Polymerase
fusioniert. Das IL-6Rezp-gp130mmp,1zo Fragment wurde im Anschluss mit den Restriktionsenzymen Nhel und Xbal gespalten und
in einen pcDNA3.1(+)3xHA Vektor ligiert. Die pDNA wurde mit den Restriktionsenzym Pmel gespalten und das Insert (IL-6Rgzp-
gp130rmp,izp) in einen pPMOWS Vektor mit Puromycinresistenz (pMOWS-puro) ligiert. Die AS Sequenz des Plasmids wurde
durch eine Sequenzierung bestatigt.
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Aminosauresequenz: IL-6Rezp-gp1301wmp,izp

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGV Signalpeptid
EPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAG D1-D3 IL-6R
RPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLV
RKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVASSVGS
KFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQODPHSWNSSFYR
LRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ
GEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNILFRDSAN
ATSLPVQODSSSVPLPAIVVPVCLAFLLTTLLGVLFCFNKRDLIKKHIWPN TMD gpl30
VPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQOMYSDGNFTDVSVVEIEANDKKPF IZD gpl30
PEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMSSSRPSISSSDENESSQONTS
STVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSEATQPLLDSEERPEDLQLVDHVDG
GDGILPRQQYFKQONCSQHESSPDISHFERSKQVSSVNEEDFVRLKQQISD
HISQSCGSGQMKMFQEVSAADAFGPGTEGQVERFETVGMEAATDEGMPKS
YLPQTVRQGGYMPQAAAYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGSYPYDVPDYA 3xHA-Tag

11.1.2 gp130_10AS

Klonierungsubersicht:

Als Vorlage fir die gp130_10AS Mutante diente die Codon-optimierte Aminosdauresequenz
von UniProt (P40189, IL-6RB_HUMAN). Die pDNA des gpl30 befand sich in dem
Expressionsvektor pcDNA3.1-Zeo(+) und lag in der AG Scheller vor. Fiir die Deletions-PCR

wurden spezifische Oligonukleotide auf der Internetseite https://nebasechanger.neb.com/

designt (forward: CGTTTAAACGATATCTTAAGCTTGCCACCATGC, reverse:
AAGAAAGCTTGATGTGCTTCTTGATCAGGTCCCGC). Die PCR, der anschlieRende Dpnl
Verdau sowie die Phosphorylierung des Fragments wurde mit dem Q5® Site-Directed
Mutagenesis Kit (New England Biolabs®) durchgefiihrt. Durch das reverse Oligonukleotid,
wurde eine Hindlll Restriktionsschnittstelle inseriert, welche fiir die spatere Klonierung
wichtig war. Das amplifizierte PCR-Produkt umfasste die Aminosduren M1-1651 des gp130.
Nach Amplifikation wurde das PCR-Produkt mit dem Restriktionsenzym HindlIll gespalten
(siehe 4.1.4) und in einen pcDNA3.1-Zeo(+)-3x Flag Vektor ligiert (siehe 4.1.7). Am folgenden
Tag wurden E.coli XL-1 blue Zellen mit dem Ligationsansatz transformiert (siehe 4.1.8). Mit
den, auf der Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien wurde zur Uberpriifung der
inserierten DNA in die Bakterien, eine colony PCR durchgefihrt (siehe 4.1.13.1). Die
Aminosauresequenz wurde durch eine Sequenzierung bestatigt. Fir eine retrovirale
Transduktion wurde die sequenzierte pDNA mit dem Enzym Pmel gespalten, um das Insert
(gp130_10AS) in einen pMOWS Vektor mit Hygromycinresistenz (pMOWS-(hygro)) ligiert
(Abbildung 45). Am folgenden Tag wurden E.coli XL-1 blue Zellen mit dem Ligationsansatz
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transformiert. Mit den, auf der Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien wurde zur
Uberpriifung der inserierten pDNA in die Bakterien, eine colony PCR durchgefiihrt. Die

Sequenz der pDNA des gp130_10AS pMOWS-(hygro) wurde durch eine Sequenzierung

bestatigt.
Primer fw
gp130_10AS
Pmel
Hindlll
w Amplifiikation des Restriktion )
pcDNA3.1-Zeo(+) N e .
-gp130 WT ] . pcDNA3.1-Zeo(+)-3x Flag
gp | PCR Fragments Insertion gp130_10AS
Hindlll
Primer rev Pmel

gp130_10AS 3x Flag

Restriktion Insertion
E——

pMOWS-(hygro)-

gp130_10AS

Abbildung 45: Klonierung des Expresssionsvektors gp130_10AS-pMOWS-(hygro).

Das gp130_10AS Fragment wurde durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen Oligonukleotiden
amplifiziert. Als Ausgangsplasmid diente dabei der Expressionsvektor pcDNA3.1 Vektor-Zeo(+)-gp130. Das amplifizierte
Fragment wurde mit dem Restriktionsenzym Hindlll gespalten und in den pcDNA3.1-Zeo(+)-3x Flag Expressionsvektor ligiert.
AnschlieBen wurde das Plasmid pcDNA3.1-Zeo(+)-3x Flag-gp130_10AS an den Restriktionsschnittstellen mit dem Enzym Pmel
gespalten und in den Expressionsvektor pMOWS mit Hygromycinresistenz (oMOWS-(hygro)) ligiert. Die Aminosduresequenz
des daraus resultierende, Plasmid pMOWS-(hygro)-gp130_10AS wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz: gp130 10AS

ELLDPCGYISPESPVVQLHSNFTAVCVL
KEKCMDYFHVNANYIVWKTNHFTIPKEQYTIINRTASSVTFTDIASLNIQ
LTCNILTFGQLEQNVYGITIISGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRCEWDRGR
ETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKRDTPTSCTVDYSTVYFVNIEVWVEA
ENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELSSTILKLTWTNPSIK
SVITLKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFTVQDLKPFTEYVFRIR
CMKEDGKGYWSDWSEEASGITYEDRPSKAPSFWYKIDPSHTQGYRTVQLV
WKTLPPFEANGKILDYEVTLTRWKSHLONYTVNATKLTVNLTNDRYVATL
TVRNLVGKSDAAVLTIPACDFQATHPVMDLKAFPKDNMLWVEWTTPRESV
KKYILEWCVLSDKAPCITDWQQEDGTVHRTYLRGNLAESKCYLITVTPVY
ADGPGSPESIKAYLKQAPPSKGPTVRTKKVGKNEAVLEWDQLPVDVQNGF
IRNYTIFYRTIIGNETAVNVDSSHTEYTLSSLTSDTLYMVRMAAYTDEGG
KDGPEFTFTTPKFAQGEIEAIVVPVALAFLLTTLLGVLFAFNKRDLIKKH
IKLATMAAA
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11.1.3. IL-6Rezp-gp1307mp,z0_P3V3

Klonierungsiibersicht:

Als Vorlage filir den IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3, diente die Aminosduresequenz des IL-6Rezp-
gp130tmp,izo im pMOWS-puro Vektor. Die, insgesamt drei Proline innerhalb der Sequenz der
Box1 wurden identifiziert (P399, P402 und P404) und mittels spezifischer Oligonukleotide in
drei unabhangigen PCR Zyklen unter Verwendung der Phusion Polymerase (Thermo Fisher
Scientific), nacheinander zu Valinen mutiert (far P399: CS53:

AAGCACATCTGGGTCAACGTGCCCG und CS54: CGGGCACGTTGACCCAGATGTGCTT, P402: CS55:

ACATCTGGGTCAACTGGTCGACCCCTCCA und CS64: GGCTCTTGGAGGGGTCGACCACGTTGACC,
P404: (CS86: CGTGGTCGACGTCTCCAAGAGCC und CS87: TTGACCCAGATGTGCTTC). Das
amplifizierte PCR-Produkt wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe 4.1.8). Da es
sich um eine Substitution einer Aminosaure handelt, konnte keine colony PCR durchgefiihrt
werden, sodass drei der, auf der Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien, zur
Sequenzierung eingeschickt wurden. Mit dem Klon, dessen Aminosduresequenz durch die
Sequenzierung bestatigt wurde, wurde zuerst eine Midi-Prdparation (siehe 4.1.10) zur
Vervielfaltigung der pDNA durchgefihrt. Anschliefend wurde das nachste Prolin zu einem

Valin zu mutiert (Abbildung 46).
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Transformation des amplifizierten
PCR-Produkts in E. coli XL-1 blue Zellen
\
IL-6Rez0-9p130mp,120 §
pMOWS-(puro) IL-6Rezp-gp130mvp 120
P1v1
] E— pMOWS-(puro)
Primer fw 1 £3g9
P399V
Primer rev 2
B.
Transformation des amplifizierten
PCR-Produkts in E. coli XL-1 blue Zellen
IL-6Rezp-9P130mvp 1z \
P11 |L'6REZD'QP130TMD,|ZD
pMOWS-(puro) P2v2
4 = pMOWS-(puro)
Primer fw 3 6402
P402v
Primer rev 4
C.

Transformation des amplifizierten
PCR-Produkts in E. coli XL-1 blue Zellen

IL-6Rezp-gp1 SOTMD,IZD
_P2V2 IL-6Re7p-9p130mp,120

pMOWS-(puro) _P3v3

EEEEE— pMOWS-(puro)

Primer fw 5 f

Primer rev 6

Abbildung 46: Klonierungsstrategie des IL-6Rezp-gp130tmp,1z0_P3V3.
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Sequenzierung und Midi-Praperation
des positiv sequenzierten Plasmids

Sequenzierung und Midi-Praperation
des positiv sequenzierten Plasmids

Sequenzierung und Midi-Praperation
des positiv sequenzierten Plasmids
fur die retrovirale Transduktion

Substitution des A: Prolin (P) 399 zu Valin (V). B: (P) Prolin 402 zu Valin (V). C: (P) Prolin 404 zu Valin (V). Durch eine
ortsgerichtete Mutagenese und den Oligonukleotiden fw1 und rev2, fw3 und rev4 sowie der Primer fw5 und rev6 wurden die
jeweiligen Proline zu Valinen mutiert. Die Aminosduresequenz wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosduresequenz: IL-6Rezp-gp130tmp,izo_P3V3

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFQONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGOGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNT
LFRDSANATSLPVQODSSSVPLPAIVVPVCLAFLLTTLLGVLFCFNKRDL
IKKHIWVNVVDVSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQOMYSDGNFTDVSVVE
TIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMSSSRPSISSS
DENESSQNTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSEATQPLLDSEERP
EDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKONCSQHESSPDISHFERSKQVSSVNE
EDFVRLKQQISDHISQSCGSGOMKMFQEVSAADAFGPGTEGQVERFETV
GMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQAAAYPYDVPDYAGYPYDVPDYA
GSYPYDVPDYA

Signalpeptid
D1-D3 IL-6R

Stalk IL-6R
TMD gpl30
Box1l, P399V
P402V, P404V

3XHA-Tag

126



ANHANG

11.1.4 gp130_Box1,2 Rezeptors

Klonierungsubersicht:

Als Vorlage flir den gpl130 Mutante, gp130 Box1,2, diente die Codon-optimierte
Aminosauresequenz von UniProt (P40189, IL-6RB_HUMAN). Die pDNA des gp130 befand sich
in einen Zeo(+)-3xFlag Vektor. Mittels PCR und des Q5@ Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England Biolabs®) wurde das gp130 Fragment mit seinem Signalpeptid, welches die
Aminosauren M1-N699 umfasst durch spezifischer Oligonukleotide, welche auf der

Internetseite https://nebasechanger.neb.com/ erstellt wurden (fw_Box1,2:

CGTTTAAACGATATCTTAAGCTTGCCACCATGC, rev_Box1,2:
AAGCTTCTGCACGGTGGAGGAGGTGTTC), amplifiziert. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt mit
dem Restriktionsenzym Hindlll gespalten (siehe 4.1.4). Das trunkierte gp130 Fragment wurde
in einen bereits offenen pcDNA3.1 Zeo(+)-3xFlag Vektor ligiert (siehe 4.1.7), am nachsten Tag
in chemisch kompetente E.coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe 4.1.8) und mittels colony
PCR kontrolliert (sieh 4.1.13). Die pDNA putativer Bakterienkolonien wurde mittels Mini-
Praparation (siehe 4.1.9) isoliert. Die Sequenz der pDNA des gp130_Box1,2 im pcDNA3.1
Zeo(+)-3x Flag Vektor wurde durch eine Sequenzierung bestatigt. Im Anschluss wurde mit der
positiv sequenzierten pDNA eine Midi-Praparation (siehe 4.1.10) durchgefiihrt. Die isolierte
pDNA wurde durch das Restriktionsenzym Pmel gespalten und in einen bereits offenen und
dephosphorylierten pMOWS-hygro Vektor ligiert (Abbildung 47). Am folgenden Tag wurden
E.coli XL-1 blue Zellen mit dem Ligationsansatz transformiert. Mit den, auf der Agarplatte
gewachsenen Bakterienkolonien wurde zur Uberpriifung der inserierten pDNA in die
Bakterien, eine colony PCR durchgefiihrt (siehe 4.1.13.1). Die Sequenz der pDNA des
gp130_Box1,2 im pMOWS hygro Vektor wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.
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gp130_Box1,2

Hindlll
pcDNA3.1-Zeo(+) ‘ Amplifikation des Restriktion
-gp130 WT ] PCR Fragments Insertion
. " Primer rev
Primer fw Box1.2
gaxd.2 Hindll

gp130_Box1,2_3xFlag

Insertion
_—

Restriktion

pMOWS-(hygro)-

gp130_Box1,2_3xFlag |

Abbildung 47: Klonierungsschema des gp130_Box1,2.

ANHANG

pcDNAS3.1-Zeo(+)3x Flag

gp130_Box1,2

Mittels spezifischer Oligonukleotide (fw_Box1,2 und rev_Box1,2) wurde durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) das
Fragment gp130_Box1,2 amplifiziert. Dieses Fragment wurde im Anschluss mit den Restriktionsenzym Hindlll gespalten und
in einen bereits offenen und dephosphorylierten pcDNA3.1-Zeo(+)3xFlag Vektor ligiert. Die Aminosauresequenz wurde durch
eine Sequenzierung bestatigt. Im Anschluss wurde die Plasmid-DNA durch das Restriktionsenzym Pmel gespalten und das

Insert (gp130_Box1,2_3xFlag) in einen pMOWS Vektor
Aminosauresequenz wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz: gp130 Box1,2:

ELLDPCGYISPESPVVQLHSNFTAVCV
LKEKCMDYFHVNANYIVWKTNHFTIPKEQYTIINRTASSVTFTDIASLN
IQLTCNILTFGQLEQNVYGITIISGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRCEWD
RGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKRDTPTSCTVDYSTVYFVNIEV
WVEAENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELSSTILKLTWT
NPSIKSVIILKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFTVQDLKPFTE
YVFRIRCMKEDGKGYWSDWSEEASGITYEDRPSKAPSFWYKIDPSHTQG
YRTVOLVWKTLPPFEANGKILDYEVTLTRWKSHLONYTVNATKLTVNLT
NDRYVATLTVRNLVGKSDAAVLTIPACDFQATHPVMDLKAFPKDNMLWV
EWTTPRESVKKYILEWCVLSDKAPCITDWQQEDGTVHRTYLRGNLAESK
CYLITVTPVYADGPGSPESIKAYLKQAPPSKGPTVRTKKVGKNEAVLEW
DQLPVDVONGFIRNYTIFYRTIIGNETAVNVDSSHTEYTLSSLTSDTLY
MVRMAAYTDEGGKDGPEFTFTTPKFAQGEIEAIVVPVALAFLLTTLLGV
LFCFNKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQMYSDG
NFTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMS
SSRPSISSSDENESSQNTSSTVQKLATMAAADYKDHDGDYKDHDIDYKD
DDDK

mit Hygromycinresistenz (pMOWS-(hygro))

Box1l gpl30
Box2 gpl30
3xFlag-Tag

ligiert.

Die
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11.1.5 gp130v190k F191E

Als Vorlage fiir die Rezeptormutante gp130visokrisie, diente die Codon-optimierte
Aminosauresequenz von UniProt (P40189, IL-6RB_HUMAN). Die pDNA des gp130 befand sich
bereits in einen pcDNA3.1-Zeo(+)-3xHA Vektor und lag der AG Scheller vor. Um eine
Substitution zweier Aminosduren in einer PCR durchfihren zu konnen, wurden

Oligonukleotide auf der Internetseite https://nebasechangervl.neb.com/ erstellt. Mit Hilfe

dieser Oligonukleotide (forward: CAGCACCGTGAAGGAGGTGAACATCGAAGTGTG, reverse:
TAGTCCACGGTACAGCTG) und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs®),
wurde die pDNA nach einer mit der Physion Polymerase durchgefiihrten PCR mit Dpnl verdaut
und in chemisch kompetente E.coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe 4.1.8). Mit den, auf
den Agarplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurde eine Mini-Praparation durchgefiihrt
(siehe 4.1.9). Im Anschluss wurden drei der Plasmide zur Sequenzierung eingeschickt.
Nachdem die Aminosauresequenz des pcDNA3.1-Zeo(+)-3xHA gp130vyig0kr101e Plasmids durch
eine Sequenzierung bestatigt wurde, wurde eine Midi-Praparation (siehe 4.1.10) zur
Vermehrung der pDNA durchgefiihrt und anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Pmel
gespalten und in den bereits offen und dephophorylierten pMOWS Vektor mit
Puromycinresistenz (pMOWS-(puro)) sowie den pMOWS mit Hygromycinresistenz (pMOWS-
(hygro)) tber Nacht ligiert und anschlieBend eine Transformation in E.coli XL-1 blue Zellen
durchgeflihrt (siehe4.1.7, Abbildung 48). Am nachsten Tag wurde mit den gewachsenen
Bakterienkolonien eine colony-PCR zur Uberpriifung der Transformation durchgefiihrt (siehe
4.1.13.1). Die Aminosauresequenzen der pDNA des gp130yigok 191 im pMOWS-(puro) und
pPMOWS-(hygro) Vektor wurden durch eine Sequenzierung bestatigt.
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pcDNA3.1-Zeo(+)-3xHA" |
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gp130_Y190K,F191E

Abbildung 48: Klonierungsschema des gp130y190k,r191e-
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pMOWS-(hygro)-

gp130_Y190K,F191E /‘

Restriktion

Insertion

3xHA

pPMOWS-(puro)- |

gp130_Y190K,F191E |
3xHA

Das Fragment gp130yisokri01e WuUrde mittels spezifischer Oligonukleotide durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert und in E.coli XL-1 blue Zelllen transformiert. Die Aminosduresequenz der Plasmid-DNA (pDNA) gp130yigok,r191e
pcDNA3.1(+)3xHA wurde durch eine Sequenzierung bestatigt. AnschlieRen wurde die pDNA mit dem Enzym Pmel gespalten
und das Insert gp130yigok F191eHA in einen pMOWS Vektor mit einer Puromycin (puro) oder Hygromycin (hygro) Resistenz

inseriert. Die Aminosauresequenz wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz: gp130yigok Fio1e

ELLDPCGYISPESPVVQLHSNFTAVCV
LKEKCMDYFHVNANYIVWKTNHFTIPKEQYTIINRTASSVTFTDIASLN
IQLTCNILTFGQLEQNVYGITIISGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRCEWD

RGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKRDTPTSCTVDYSTVKEVNIEVY ¥190K, EiSHE

WVEAENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELSSILKLTWT
NPSIKSVIILKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFTVQDLKPFTE
YVFRIRCMKEDGKGYWSDWSEEASGITYEDRPSKAPSFWYKIDPSHTQG
YRTVQLVWKTLPPFEANGKILDYEVTLTRWKSHLONYTVNATKLTVNLT
NDRYVATLTVRNLVGKSDAAVLTIPACDFQATHPVMDLKAFPKDNMLWV

EWTTPRESVKKYILEWCVLSDKAPCITDWQQEDGTVHRTYLRGNLAESK
CYLITVTPVYADGPGSPESIKAYLKQAPPSKGPTVRTKKVGKNEAVLEW
DQLPVDVONGFIRNYTIFYRTIIGNETAVNVDSSHTEYTLSSLTSDTLY
MVRMAAYTDEGGKDGPEFTFTTPKFAQGEIEAIVVPVCLAFLLTTLLGV
LFCFNKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQMYSDG
NFTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMS
SSRPSISSSDENESSQNTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSEATQ
PLLDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKONCSQHESSPDISHFER
SKQVSSVNEEDFVRLKQQISDHISQSCGSGOMKMFQEVSAADAFGPGTE
GQVERFETVGMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQAAAYPYDVPDYAG
YPYDVPDYAGSYPYDVPDYA

3XHA-Tag
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11.1.6 gp130ap1

Als Vorlage fur die Rezeptormutante gpl30sp;, diente die Codon-optimierte
Aminosauresequenz von UniProt (P40189, IL-6RB_HUMAN). Die pcDNA des gp130 befand sich
in einen Zeo(+)-3xFlag Vektor und lag in der AG Scheller vor. Um die D1 (D26-1120) des gp130
mittels PCR zu deletieren, wurden Oligonukleotide auf der Internetseite

https://nebasechangervl.neb.com/ designt. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide (forward:

ATCAGCGGCCTGCCCCCCE, reverse: CAGCAGCTCGCCGGTGCTC) und des Q5® Site-Directed
Mutagenesis Kit (New England Biolabs®), wurde das PCR Produkt amplifiziert und
anschliefend mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut. Die verdaute pDNA wurde in chemisch
kompetente E.coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe 4.1.8). Mit den, auf den Agarplatten
gewachsenen Bakterienkolonien wurde eine colony-PCR zur Uberpriifung der Transformation,
durchgeflhrt (siehe 4.1.13.1). Die Aminosduresequenz der pDNA des gp130ap: im pcDNA3.1
Zeo(+)-3x Flag Vektor wurde durch eine Sequenzierung bestatigt. Nach Bestatigung wurde, zur
Vervielfaltigung der pDNA, eine Midi-Prdparation (siehe 4.1.10) durchgefiihrt und mit dem
Restriktionsenzym Pmel gespalten. Das Insert, gp130ap1, wurde in den pMOWS Vektor mit
Hygromycinresistenz (pMOWS-(hygro)) Gber Nacht ligiert und am nachsten Tag in chemisch
kompetente E.coli XL-1 blue Zellen transformiert (Abbildung 49). Als Ligations-und
Transformationskontrolle wurde eine colony-PCR durchgefiihrt. Die Sequenz der pDNA des

gp130ap:1 im pMOWS-(hygro) Vektors wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Primer rev

\Primer fw

pcDNA3.1-Zeo(+)3xFLAG pcDNA3.1-Zeo(+)-3x Flag Restriktion pMOWS-(hygro)-
-gp130 WT Amplifikation,, ap130,0, e — 9p1304p4

und Transformation

Abbildung 49: Klonierungsschema des gp1304p;.

Das Fragment gp130ap1 Wurde mittels spezifischer Oligonukleotide durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert
und in E.coli XL-1 blue Zelllen transformiert. Die Aminosduresequenz der Plasmid-DNA (pDNA) gp130ap; pcDNA3.1(+)3xFlag
wurde durch eine Sequenzierung bestatigt. Anschlieen wurde die pDNA mit dem Enzym Pmel gespalten und das Insert,
gp130apsFlag, in einen pMOWS Vektor mit Hygromycin (pMOWS-(hygro)) ligiert. Die Aminosduresequenz wurde durch eine
Sequenzierung bestatigt.
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Aminosduresequenz des gp130ap1

ELLISGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRC
EWDRGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKRDTPTSCTVDYSTVYFVN D2 gpl30
TIEVWVEAENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELSSILKL
TWTINPSIKSVIILKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFTVQDLKP
FTEYVFRIRCMKEDGKGYWSDWSEEASGITYEDRPSKAPSFWYKIDPSH
TOGYRTVQLVWKTLPPFEANGKILDYEVTLTRWKSHLONYTVNATKLTV
NLTNDRYVATLTVRNLVGKSDAAVLTIPACDFQATHPVMDLKAFPKDNM
LWVEWTTPRESVKKYILEWCVLSDKAPCITDWQQEDGTVHRTYLRGNLA
ESKCYLITVTPVYADGPGSPESIKAYLKQAPPSKGPTVRTKKVGKNEAV
LEWDQLPVDVONGFIRNYTIFYRTIIGNETAVNVDSSHTEYTLSSLTSD
TLYMVRMAAYTDEGGKDGPEFTFTTPKFAQGEIEAIVVPVCLAFLLTTL
LGVLFCFNKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQMY
SDGNFTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSS
CMSSSRPSISSSDENESSQONTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSE
ATQPLLDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKQONCSQHESSPDISH
FERSKQVSSVNEEDFVRLKQQISDHISQSCGSGQMKMFQEVSAADAFGP
GTEGQVERFETVGMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQAAADYKDHDG 3xFlag-Tag
DYKDHDIDYKDDDDK

11.1.7 IL-6Rendo

Fiir die Rezeptormutante IL-6Rendo Wurde die Aminosauresequenz EZD IL-6R-TMD_Endo180
bei BioCat in einem pcDNA3.1(+) Vektor bestellt. Diese wurde in E.coli XL-1 blue Zellen
transformiert (siehe 4.1.8). AnschlieRend wurde eine Midi-Praparation (4.1.10) und eine
Testrestriktion zur Uberpriifung der Retransformation durchgefiihrt (siehe 4.1.8). Im
Anschluss wurde das EZD_IL-6R_TMD-Endo180 Plasmid mit den Restriktionsenzymen Hindlll
und EcoRV gespalten (siehe 4.1.4). Fiir die 1ZD des IL-6R wurde der IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor,
welcher sich in der AG Scheller befand, mit den Enzymen Notl und EcoRl gepalten.
AnschlieBend wurde das EZD _IL-6R_TMD-Endo180 Fragment in den IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor
Uber Nacht ligiert (siehe 4.1.7). Am nachsten Tag wurden E.coli XL-1 blue Zellen mit dem
Ligationsprodukt transformiert (siehe 4.1.8). Als Ligations-und Transformationskontrolle
wurde eine colony-PCR durchgefiihrt (siehe 4.1.13.1). Die Sequenz der pDNA des IL-6Rgndo in
pcDNA3.1(+) wurde durch eine Sequenzierung bestatigt, sodass E.coli XL-1 blue Zellen mit der
sequenzierten pDNA transformiert werden konnten. AnschlieBend wurde eine Midi-
Praparation durchgefiihrt (siehe 4.1.10). Die Aminosduresequenz der Tags Myc, HA und Flag
wurde in einem pcDNA3.1(+) Vektor bei BioCat bestellt. Diese wurde in E.coli XL-1 blue Zellen
transformiert. AnschlieBend wurde eine Midi-Prdaparation und eine Testrestriktion zur
Uberpriifung der Retransformation durchgefiihrt. Die Myc-, HA- und Flag pcDNA3.1(+)
Vektoren wurden mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Not gespalten und

dephosphoryliert (siehe 4.1.4 und 4.1.5). Die IL-6Rendo pcDNA3.1(+) wurde ebenfalls mit Hindlll
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und Not gespalten und in die offenen und dephosphorylierten Myc-, HA- und Flag pcDNA3.1(+)
Vektoren ligiert (Abbildung 50). Als Ligations-und Transformationskontrolle wurde eine
colony-PCR durchgefiihrt. Die Sequenz der pDNA des IL-6Rendo Myc, HA oder Flag in

pcDNA3.1(+) wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

pcDNA3.1(+)
IL-6R

pcDNA3.1(+)
IL-6Ren g

pcDNA3.1(+)
IL-6RenMyc/Flag/HA

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)
Myc/ Flag/ HA

Abbildung 50: Klonierungsschema des IL-6Rgngo.

Die Aminosauresequenz fir die extrazellulare Domane (EZD) des IL-6R und die Transmembrandomane (TMD) des Endo180
Rezeptors wurde zusammen in einem pcDNA3.1(+) Vektor von BioCat bestellt und mit den Enzymen EcoRV und Notl
gespalten. Fur die intrazelluldre Domane des IL-6 wurde der, in der AG Scheller vorliegende IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor mit den
Enzymen EcoRV und Notl gespalten. Das Insert EZD-IL-6R_TMD-Endo180 wurde in den IL-6R pcDNA3.1 Vektor ligiert. Der von
BioCat bestellte pcDNA3.1(+) Vektor mit den Tags Myc, Flag oder HA wurde mit den Enzymen Hindlll und Notl gepsalten und
dephosphoryliert. Die Plasmid-DNA (pDNA) des pcDNA3.1(+)-IL-6Rgndo Wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Notl
gespalten und in den Myc-, Flag- und HA pcDNA3.1(+) Vektor ligiert. Die Aminosauresequenz der klonierten pDNA des
IL-6RendoMyc/Flag und HA wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz IL-6RgndoMycC

LAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVITWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGQGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNI
LFRDSANATSLPVQDSSSVPLPALVVVLMAVLLLLALLTAALIRFKKTW TMD Endol80
KLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRPTPVLVPLISPPVSPSSLGSDN
TSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPRAAA
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Aminosauresequenz IL-6Rendo Flag

LAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGQGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNI
LFRDSANATSLPVQDSSSVPLPALVVVLMAVLLLLALLTAALIRFKKTW TMD Endol80
KLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRPTPVLVPLISPPVSPSSLGSDN
TSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPRAAADYKDHDGDYKDHDIDYKDD 3xFlag-Tag
DDK

Aminosauresequenz IL-6Rgndo HA

LAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILOPDPPANITVTAVARNPRWLSVIWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGQGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNTI
LFRDSANATSLPVQDSSSVPLPALVVVLMAVLLLLALLTAALIRFKKTW TMD Endol80
KLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRPTPVLVPLISPPVSPSSLGSDN
TSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPRAAAYPYDVPDYAGYPYDVPDYA 3xHA-Tag
GSYPYDVPDY

11.1.8 IL-6Rgpi

Als Vorlage fir die Rezeptormutante IL-6Rgp diente die Aminosduresequenz von UniProt
(P08887, IL-6RA_HUMAN). Diese befand sich bereits in einen pcDNA3.1(+) Vektor und lag in
der AG Scheller vor. Die Sequenzen der EZD des IL-6R und die des GPI-Ankers des CNTFR
(EZD-IL-6R_GPI) wurden bei BioCat in einem Fragment in pcDNA3.1(+) Vektor bestellt. Das
Plasmid wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe 4.1.8). AnschlieRend wurde eine
Midi-Praparation (siehe 4.1.10) und eine Testrestriktion zur Uberpriifung der
Retransformation durchgefiihrt (siehe 4.1.4). Im Anschluss wurde das EZD-IL-6R_GPI
pcDNA3.1(+) Plasmid mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Notl gespalten (siehe 4.1.5).
Der IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor wurde ebenfalls mit den Enzymen EcoRV und Notl gespalten
und dephosphoryliert (siehe 4.1.5). Das EZD-IL-6R_GPI Fragment wurde als Insert in den
offenen und dephosphorylierten IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor ligiert (siehe 4.1.7). Am nachsten
Tag wurden E.coli XL-1 blue Zellen mit dem Ligationsprodukt transformiert. Als Ligations-und

Transformationskontrolle wurde eine colony-PCR durchgefihrt (siehe 4.1.13.1). Die
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Aminosauresequenz der pDNA des IL-6Rgp in pcDNA3.1(+) wurde durch eine Sequenzierung
bestatigt, sodass E.coli XL-1 blue Zellen mit der sequenzierten pDNA transformiert werden
konnten. AnschlieBend wurde eine Midi-Praparation durchgefiihrt (siehe 4.1.10). Die
Aminosauresequenz der Tags Myc, HA und Flag wurde in einem pcDNA3.1(+) Vektor von
BioCat bestellt und in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert. AnschlieBend wurde eine Midi-
Praparation und eine Testrestriktion zur Uberpriifung der Retransformation durchgefiihrt. Die
Myc-, HA- und Flag pcDNA3.1(+) Vektoren wurden mit den Restriktionsenzymen Hindlll und
Not gespalten und dephosphoryliert. Die IL-6Rgpi pPDNA wurde ebenfalls mit Hindlll und Not
gespalten und in die offenen und dephosphorylierten Myc, HA und Flag pcDNA3.1(+) Vektoren
Uber Nacht ligiert (Abbildung 51). Als Ligations-und Transformationskontrolle wurde eine
colony-PCR durchgefiihrt. Die Aminosauresequenz der pDNA des IL-6Rgpi Myc, HA oder Flag in

pcDNA3.1(+) wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

pcDNA3.1(+)

EcoRV

pcDNA3.1(+)

IL-6Rgp

pcDNA3.1(+)
pcDNA3.1(+)
EZD_IL-6R-GPI e

IL-6R gpMyc/Flag/HA

pcDNA3.1(+)

Myc/ Flag/ HA

Hindlll

Notl

Abbildung 51: Schematische Klonierungsiibersicht.

Die Aminosauresequenzen fiir die extrazellulare Doméane (EZD) des IL-6R und die des GPI-Ankers des CNTFR (GPI) Rezeptors
wurden in einem Fragment in pcDNA3.1(+) Vektor von BioCat bestellt und mit den Enzymen EcoRV und Notl gespalten. Fir
die intrazelluldre Domane des IL-6R wurde der, in der AG Scheller vorliegende IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor mit den Enzymen
EcoRV und Notl gespalten. Das Insert EZD-IL-6R_GPI wurde in den IL-6R pcDNA3.1(+) Vektor ligiert. Der von BioCat bestellte
pcDNA3.1(+) Vektor mit den Tags Myc-, Flag- und HA wurde mit den Enzymen Hindlll und Notl gepsalten und
dephosphoryliert. Die Plasmid-DNA (pDNA) des pcDNA3.1(+)-IL-6Rgp; wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Notl
gespalten und in den Myc, Flag und HA pcDNA3.1(+) Vektor ligiert. Die Aminosduresequenz der klonierten pDNA des
IL-6RspiMyc/Flag oder HA wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.
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Aminosauresequenz des IL-6RgpiFlag

LAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGQGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMQALTTNKDDDNI
LFRDSANATSLPVQDSSSVPLPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRSVVPALL GPI-Sequenz
PLLAGTLLLLETATAPAAADYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK 3xFlag-Tag

Aminosauresequenz des IL-6RgpiMycC

LAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILOPDPPANITVTAVARNPRWLSVIWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGQGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNI
LFRDSANATSLPVQDSSSVPLPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRSVVPALL GPI-Sequenz
PLLAGTLLLLETATAPAAA

Aminosauresequenz des IL-6RgpHA

PGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPG
VEPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYR
AGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAV
LLVRKFONSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVAS
SVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVITWQDPHSWN
SSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLOHHCVIHDAWSGLRHVVQLRA
QEEFGQGEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMOALTTNKDDDNI
LFRDSANATSLPVQDSSSVPLPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRSVVPALL GPI-Sequenz
PLLAGTLLLLETATAPAAAYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGSYPYDVPDYA 3xHA-Tag

11.1.9 gp130p1-3Myc

Als Vorlage fur die Rezeptormutante gpl30pi3 diente die Codon-optimierte
Aminosauresequenz von UniProt (P40189, IL-6RB_HUMAN). Die pDNA des gp130 befand sich
bereits in einen pcDNA3.1(+) Myc-, beziehungsweise Flag Vektor und lag in der AG Scheller
vor. Um die Domanen D4-6 (A324-F613) des gp130 mittels PCR zu deletieren, wurden

Oligonukleotide auf der Internetseite https://nebasechangervl.neb.com/ designt. Mit Hilfe

dieser Oligonukleotide (forward: CATCACCTACGAGGACAGACCCTCTAAG, reverse:
CGGGTCCCCTCTAGCTC) und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England

Biolabs®), wurden chemisch kompetente E.coli XL-1 blue Zellen mit dem Dpnl verdauten,
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zierkuldren PCR-Produkt transformiert (siehe 4.1.8, Abbildung 52). Mit den, auf den
Agarplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurde eine colony-PCR zur Uberpriifung der
Transformation, durchgefiihrt (siehe 4.1.8). Die Sequenz der pDNA des gp130p1.3in pcDNA3.1-

Zeo(+)-Myc und Flag Vektor wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Primer rev

Primer fw Amplifiikation, Dpnl Verdau

pcDNA3.1-Zeo(+)
Flag/Myc
-gp130

pcDNA3.1-Zeo(+)

und Transformation
Flag/Myc

-gp130p43

Abbildung 52: Schematische Ubersicht iiber das Klonierungsschema des gp130p.3.

Als Vorlage fir die gp130p1-3 Mutante diente die Aminosduresequenz des gp130, welche sich in der pcDNA3.1-Zeo(+) mit Myc-
oder einem Flag-Tag in der AG Scheller befand. Mittels spezifischer Oligonukleotide und des Q5@ Site-Directed Mutagenesis
Kit (New England Biolabs®) erfolgte die Transformation der E.coli XL-1 blue Zellen mit dem amplifizierten, zirkularen und Dpnl
verdauten PCR-Produkt. Die Aminosduresequenz der klonierten pDNA wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz gpl130pi1-3

ELLDPCGYISPESPVVQLHSNFTAVCV
LKEKCMDYFHVNANYIVWKTNHFTIPKEQYTITINRTASSVTFTDIASLN D1 gpl30
IQLTCNILTFGQLEQNVYGITIISGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRCEWD D2 gpl30
RGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKRDTPTSCTVDYSTVYFVNIEV
WVEAENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELSSILKLTWT D3 gpl30
NPSIKSVIILKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFTVQDLKPFTE
YVFRIRCMKEDGKGYWSDWSEEASGITAIVVPVCLAFLLTTLLGVLFCEF TMD gpl30
NKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQMYSDGNFTD
VSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMSSSRP
SISSSDENESSQNTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSEATQPLLD
SEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKONCSQHESSPDISHFERSKQV
SSVNEEDFVRLKQQISDHISQSCGSGOMKMFQEVSAADAFGPGTEGQVE
RFETVGMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQAAAEOKLISEEDLNGAYV Myc-Tag
E

11.1.10 gp130p2-3

Als Vorlage fiir die Rezeptormutante gp130p,-3 diente die Aminosauresequenz des gp130p1-3
Rezeptors im Vektor pcDNA3.1(+)Flag- /Myc. Um die Doménen D1 (D26-1120) des gp130
mittels PCR zu deletieren, wurden Oligonukleotide auf der Internetseite

https://nebasechangervl.neb.com/ designt. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide (forward:

GCCATCGTGGTGCCTGTG, reverse: CAGCAGCTCGCCGGTGCTC) und des Q5® Site-Directed
Mutagenesis Kit (New England Biolabs®), wurden chemisch kompetente E.coli XL-1 blue

Zellen mit dem Dpnl verdauten, zierkularen PCR-Produkt transformiert (siehe 4.1.8). Mit den,
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auf den Agarplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurde eine colony-PCR zur Uberpriifung
der Transformation, durchgefiihrt (siehe 4.1.8, Abbildung 53). Die Sequenz der pDNA des
gp130p,3 in pcDNA3.1-Zeo(+)-Myc und Flag Vektor wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Primer rev

Primerfw — Amplifiikation, Dpnl Verdau

pcDNA3.1-Zeo(+)
Flag/Myc
-gp130p+3

pcDNA3.1-Zeo(+)

und Transformation -
Flag/Myc

-gp130p2.3

Abbildung 53: Schematische Ubersicht das Klonierungsschema des gp130p;.3.

Als Vorlage fiir die gp130p,3 Mutante diente die Aminosauresequenz des gp130p;3, welche sich in der pcDNA3.1-
Zeo(+)Myc/Flag Vektor befand. Mittels spezifischer Oligonukleotide und des Q5@ Site-Directed Mutagenesis Kit (New England
Biolabs®) erfolgte die Transformation der E.coli XL-1 blue Zellen mit dem amplifizierten, zirkularen und Dpnl verdauten PCR-
Produkt. Die Aminosduresequenz der klonierten pDNA wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz gp130p>-3

ELLISGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRC
EWDRGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKRDTPTSCTVDYSTVYFVN D2 gpl30
TIEVWVEAENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELSSILKL
TWTINPSIKSVIILKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFTVQDLKP D3 gpl30
FTEYVFRIRCMKEDGKGYWSDWSEEASGITAIVVPVCLAFLLTTLLGVL TMD gpl30
FCFNKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQMYSDGN
FTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMSS
SRPSISSSDENESSQNTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSEATQP
LLDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKQONCSQHESSPDISHFERS
KQVSSVNEEDFVRLKQQISDHISQSCGSGOMKMFQEVSAADAFGPGTEG
QVERFETVGMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQAAAEQKLISEEDLN Myc-Tag
GAVE

11.1.11 gp130p1

Als Vorlage fiir die Rezeptormutante gp130p: diente die Aminosduresequenz des gp130pi-3.
Die pDNA der gp130 Mutante befand sich in einen pcDNA3.1(+) Myc/ Flag Vektor und lag in
der AG Scheller vor. Um die D2 und D3 (P125-D234) mittels PCR zu deletieren, wurden

Oligonukleotide auf der Internetseite https://nebasechangervl.neb.com/ designt. Mit Hilfe

dieser  Oligonukleotide  (forward:  CATCACAATCGAATTCGGCCTGGCCATC,  reverse:
CCGTACACGTTCTGTTCC) und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs®),
wurden chemisch kompetente E.coli XL-1 blue Zellen mit dem Dpnl verdauten, zierkuldren
PCR-Produkt transformiert (siehe 4.1.8). Mit den, auf den Agarplatten gewachsenen
Bakterienkolonien wurde eine colony-PCR zur Uberpriifung der Transformation durchgefiihrt
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(siehe 4.1.8, Abbildung 54). Die Sequenz der pDNA des gp130p,.3in pcDNA3.1-Zeo(+)-Myc/ Flag

Vektor wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Primer rev

Primer fw Amplifiikation, Dpnl Verdau

pcDNA3.1-Zeo(+)
Flag/Myc
-gp130p13

und Transformation PCDNAS3.1-Zeo(+)

Flag/Myc
-gp130p;

Abbildung 54: Schematische Ubersicht das Klonierungsschema des gp130p;.3.

Als Vorlage fir die gpl130p; Mutante diente die Aminosduresequenz des gpl30p;3, welche sich in der pcDNA3.1-
Zeo(+)Myc/Flag in der AG Scheller befand. Mittels spezifischer Oligonukleotide und des Q5@ Site-Directed Mutagenesis Kit
(New England Biolabs®) erfolgte die Transformation der E.coli XL-1 blue Zellen mit dem amplifizierten, zirkuldren und Dpnl
verdauten PCR-Produkt. Die Aminosduresequenz der klonierten pDNA wurde durch eine Sequenzierung bestatigt.

Aminosauresequenz gp130p:

ELLDPCGYISPESPVVQLHSNFTAVCV
LKEKCMDYFHVNANYIVWKTNHFTIPKEQYTIINRTASSVTFTDIASLN D1 gpl30
IQLTCNILTFGQLEQNVYGITIISGLAIVVPVCLAFLLTTLLGVLFCFN TMD gpl30
KRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNFNSKDQMYSDGNFTDV
SVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMSSSRPS
ISSSDENESSQONTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSEATQPLLDS
EERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKONCSQHESSPDISHFERSKQVS
SVNEEDFVRLKQQISDHISQSCGSGQMKMFQEVSAADAFGPGTEGQVER
FETVGMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQAAADYKDHDGDYKDHDID 3xFLAG-Tag
YKDDDDK
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