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V1. Abkiirzungsverzeichnis

ADAM A Disintegrin and Metalloprotease
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CLCF Cardiotrophin-like Cytokine Factor 1
CNTF Ciliary neurotrophic factor

CRS Cytokine release syndrome

CT-1 Cardiotrophin 1

DMEM  Dulbeccos's
Medium

Modified FEagel

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

E. coli Escherichia coli

EBI3 Epstein-Barr Virus Induced Gene 3
ECM Extra cellular matrix

EC50 Mittlere effektive Dosis

(p)ERK  (Phosphorylated)  extracellular

activated kinase

Fc Fe-tag

FCS Fetales Kélberserum

FnllI Fibronectin Type III

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
gp130 Glykoprotein 130

h Human

HCC Hepatocellular carcinoma

HGF Hepatocyte growth factor

HIL-6 Hyper-IL-6

HIL-11 Hyper-1L-11

cHIL-6 Hyper-IL-6:sIL-11R Fusionsprotein
HSF Hepatocyte Stimulating Factor

IBD Inflammatory Bowel Disease

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration
IL Interleukin

IL-6R Interleukin-6 Rezeptor

i.p. Intraperitoneal

Jak Januskinase

kDa Kilodalton

LIF Leukemia Inhibitory Factor

M Murin

mAB Monoclonal Antibody/ Monoklonaler
Antikorper

MAPK Mitogen-activated protein kinase
mg Milligramm

ug Mikrogramm

min Minuten

ml Milliliter

ul Mikroliter

mol Molar

mRNA Messenger RNA
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VII. Zusammenfassung

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Zytokin mit Funktionen in diversen Prozessen des menschlichen
Organismus wie z.B. bei der Akute-Phase-Reaktion, der Differenzierung von T- und B-Zellen
sowie in der Leberregeneration. IL-6 induziert ein Signal iiber den IL-6 a-Rezeptor (IL-6R)
und einem Homodimer des B-Rezeptors Glykoprotein 130 (gp130). Der klassische Signalweg
wird iiber den membranstindigen IL-6R ausgeldst und ist aufgrund der zelltypspezifischen
Expression auf Hepatozyten und einigen Immunzellen beschrinkt. Interleukin-11 (IL-11), ein
weiteres IL-6 Familienmitglied, induziert ebenfalls iiber einen a-Rezeptor (Interleukin-11
a-Rezeptor, IL-11R) die signaltransduzierende Homodimerisierung von gpl130. Durch
alternatives splicing oder enzymatische Abspaltung (shedding) konnen die a-Rezeptoren
(soluble 1L-6R, sIL-6R bzw. soluble 1L-11R, sIL-11R) als ldsliche Variante iiber den

Trans-Signalweg alle gp130 exprimierenden Zellen ansteuern.

In dieser Arbeit wurde eine bislang unbeschriebene Kreuzreaktivitit des IL-6 an einen anderen
a-Rezeptor beschrieben. IL-6 bindet alternativ den IL-11R und 166t eine Signaltransduktion
iiber ein gp130 Dimer auslosen. Umgekehrt gibt es keine Kreuzaktivitdt von IL-11 zum IL-6R.
Antagonistische Antikorper gerichtet gegen den IL-11R inhibieren IL-6 Signale iiber den
IL-11R:gp130 Rezeptorkomplex. Die CNTF/IL-6 basierende Zytokinchimidre IC7 zeigt, neben
dem bislang bekannten IL-6R:LIFR:gpl130  Rezeptorkomplex, ebenfalls eine
Signaltransduktion {iber den IL-11R:LIFR:gp130 Rezeptorkomplex. Dieses erweiterte
Grundwissen zum IL-6, liefert neue Sichtweisen fiir zukiinftige therapeutische Interventionen

fiir das IL-6 signaling.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle des IL-11 Trans-Signalwegs mit Hilfe des
Hyper-IL-11, ein Fusionsprotein aus IL-11 und dem loslichen IL-11R (sIL-11R), in der
Leberregeneration untersucht. Bisweilen ist die Funktion des IL-11 Trans-Signalweges wenig
beschrieben. Dahingegen haben der klassische und der IL-6 Trans-Signalweg eine regenerative
Kapazitit, da bei IL-6R”" Tieren eine erhohte Mortalitit nach einer partiellen Hepatektomie
beobachtet wurde. Um den Einfluss des IL-11 Trans-Signalweg im akuten Leberschaden zu
untersuchen, wurden IL-6R”" Miuse einer partiellen Hepatektomie unterzogen. HIL-11
kompensierte eine defekte Leberregeneration, was sich durch eine erhdhte Uberlebensrate
zeigte. Dazu passend wurden, zu definierten Zeitpunkten nach der Operation, verbesserte
Serumparameter, aktivierte Signaltransduktion in Hepatozyten und eine intaktere Struktur des

Leberparenchyms beobachtet.



VIII. Abstract

Interleukin-6 (IL-6), the most prominent representative of the IL-6 cytokine-like family, has a
broad spectrum of biological effects and functions in the organism. These including the acute
phase, response, differentiation of T- and B-cells, and a beneficial role in liver regeneration.
IL-6 signals via the Interleukin-6 a-receptor (IL-6R) and a subsequent receptor complex
dimerization of the B-receptor glycoprotein 130 (gp130). The IL-6 classic signaling is mediated
by the membrane-bound form of the IL-6R, of which hepatocytes and specific immune cells
harbor restricted expression. Interleukin-11 (IL-11), another cytokine family member, also
signals via an a-receptor with the following homodimerization of two gp130. By alternative
splicing or enzymatic shedding, the a-receptors may also be produced as soluble proteins
(soluble IL-6R, sIL-6R, and soluble IL-11R, sIL-11R). Thus, every gp130-expressing cell type

is responsive to IL-6- or IL-11-mediated trans-signaling, respectively.

This work describes a so far undescribed cross-reactivity of IL-6 to the IL-11R. Evidence has
shown the possible complex formation and signal transduction of IL-6 via IL-11R:gp130
complexes. In turn, IL-11 cannot induce signaling via IL-6R:gp130 complexes. This crosstalk
was underlined by applying antagonistic antibodies directed against the IL-11R or trapping of
IL-6, which blocks IL-6:1L-11R:gp130 signaling. The CNTF/IL-6-based cytokimera IC7 was
also applied to this crosstalk and has proven functionality via the IL-11:LIFR:gp130 complex.
This evidence provides new fundamental knowledge of our understanding of IL-6 signaling and
offers a new evaluation of therapeutic interventions with monoclonal antibodies targeting IL-6

or IL-6R.

In the second section of this work, IL-11 trans-signaling was explored with its potential in liver
regeneration simulated by Hyper-IL-11, a synthetic IL-11:sIL-11R fusion protein. Until now,
IL-11 trans-signaling has barely been described in physiological processes. On the other hand,
the classic and trans-signaling of IL-6 mediate a regenerative capacity since we have observed
impaired liver regeneration with higher mortality in IL-6R deficient mice. Here, partially
hepatectomized IL-6R”" mice have been used to investigate the role of IL-11 trans-signaling.
HIL-11 compensated for deficient liver regeneration by increasing survival. In line with this, at
defined time points after the operation, improved serum parameters, activated signal
transduction of hepatocytes, and an improved tissue organization of the liver parenchyma were

found.



1. Einleitung

Eine groBe Bandbreite von schweren Krankheiten wie chronische Entziindungen,
Autoimmunerkrankungen, oder Krebs konnen durch das Zytokin, ein regulatorisches Protein,
Interleukin-6 hervorgerufen werden, obwohl es fiir zahlreiche physiologische Funktionen im
menschlichen Korper dient. Auch wenn nicht jede Zellpopulation in den unterschiedlichen
Gewebearten des Korpers den passenden Rezeptor fiir dieses Zytokin tragt, so sind doch nahezu
alle Zellen im menschlichen Korper responsiv zu IL-6. Daraus ergibt sich eine systemische
Wirkweise im gesamten Korper, was unser Verstindnis iiber IL-6 und mogliche Strategien, wie
Interventionen aussehen konnen, sehr komplex macht. Aus diesem Grund ist ein weitgehendes
Grundverstindnis iiber die zahlreichen Funktionen des IL-6 wichtig. Vor allem in Bezug auf
die Entwicklung mdoglicher Behandlungsstrategien, unter der Beriicksichtigung die Effekte des

IL-6 im richtigen MaBle und nicht universell zu reduzieren [1].
Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein 26 kDa groB3es Protein, welches vor seiner Namensdefinition unter
verschiedenen Namen beschrieben wurde [2]. Es gehort zur Molekiilgruppe, der Zytokine.
Zytokine sind l0sliche Proteine mit einer Grofe von ca. 15-20 kDa, welche in diversen
biologischen Prozessen als signalvermittelnde Mediatoren wirken [3]. Ein Meilenstein in der
IL-6 Forschung war die Klonierung der cDNA von IL-6 durch T. Kishimoto ef al. in 1986 [4].
Mit dem Autkommen der Sequenzierungstechnologie, stellte sich heraus, dass eine Gruppe von
mehreren bereits beschriebenen Proteinen (B-cell stimulatory factor 2 BSF-2, Hybridoma
growth factor, Interferon beta-2 IFN-beta-2), sich als ein und dasselbe Protein definieren
lieBen, welches daraufhin universal als Interleukin-6 bezeichnet wurde. Diese
vorhergegangenen unterschiedlichen Entdeckungen deuteten bereits auf ein vielfdltiges

Vorkommen und einer pleiotropen Funktionsweise des IL-6 hin [3, 5].

IL-6 wird von unterschiedlichen Zellpopulationen wie T- und B-Zellen, Makrophagen und
Monozyten aber auch von nicht lymphoiden Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten,
Hepatozyten, Keratinozyten und Mesangiumzellen produziert [6, 7]. Es besitzt eine
regulierende Rolle in zahlreichen physiologischen Prozessen, wie z.B. der Himatopoese, wo es
als Cofaktor zusammen mit dem Interleukin-3 (IL-3) an der Formierung von Blasten (unreife
Vorlduferzellen) beteiligt ist [8] oder zur Differenzierung von T- und B-Zellen beitrigt [7],
sowie im Metabolismus bei der Regulierung des Glukosestoffwechsels, der Glukoseaufnahme

und der Fettsdureoxidation in der Skelettmuskulatur [9]. Auch fiir das angeborene sowie fiir das
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erworbene Immunsystem spielt IL-6 eine tragende Rolle bei der Bekdmpfung von viralen oder
bakteriellen Infektionen [10-12]. IL-6 aktiviert die Akute-Phase-Reaktion der Leber und
reguliert die Expression mehrerer Chemokine und Adhesionsmolekiile, wodurch Zellen
rekrutiert werden was z.B. zu einer Akkumulation von Neutrophile Granulozyten am
Infektionsherd sorgt [13, 14]. Auch fiir das erworbene Immunsystem spielt IL-6 eine tragende
Rolle, wie z.B. einer der ersten Namen fiir das IL-6, ,,B cell stimulating factor vermuten lasst,
induziert IL-6 eine Aktivierung von B-Zellen. Es regt die Antikorper-Produktion an und tragt
zum Erhalt von langlebigen (Gedéchtnis-) B-Zellen bei [13].

Neben seinen physiologischen Funktionen kénnen durch die Effektorfunktionen des IL-6 aber
auch negative Konditionen wie Autoimmunerkrankungen, chronische Entziindungen,
Zytokinstiirme oder Krebs hervorgerufen werden [1]. Diese Kontroverse, zwischen positiven
und negativen pro-inflammatorischen Effekten, ausgelost durch IL-6, ldsst sich hdufig auf

unterschiedliche Arten der Signaltransduktion, zuriickfiihren.

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA) handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, in der
Bindegewebe und Gelenkknorpel durch Autoantikérper und Phagozyten erkannt und
angegriffen werden. Durch diesen Zustand kommt es zu einem chronischen und progredienten
Verlauf. IL-6 trdgt hier mit seiner Aktivierung von T- und B-Zellen, der Produktion von
Autoantikérpern und Akute-Phase-Proteinen zu einem Fortschritt der Gewebeschiadigung bei.
Klinisch behandelt wird die rheumatoiden Arthritis u.a. durch den Einsatz von monoklonalen
Antikdrpern, wie z.B. Tocilizumab oder Sarilumab, die zum Ziel haben die Signalwege des

IL-6 einzuschrédnken [15-20].

Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie den chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (engl. inflammatory bowel diseases, IBD) Morbus Chron und Colitis
ulcerosa spielt IL-6 eine tragende Rolle. Erhohte IL-6 Serumkonzentrationen korrelieren
hierbei ebenfalls mit dem Schweregrad der IBD. Die IL-6 assoziierten Mechanismen sind unter
anderem die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, die Regulierung und
Rekrutierung von Immunzellen in den Darm, eine Regulation der Apoptose von intestinalen
Epithelzellen und eine verdnderte Homoostase des Darmmikrobioms. Neben gingigen
Therapien durch Inhibierung von Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa) oder Interleukin 12/23
(IL-12/23), werden stetig weitere Behandlungsmdglichkeiten evaluiert. Auch hier fiihrt eine
Inhibierung des 1L-6 Signalweges zu einer Reduzierung des Schweregrades [21-27] jedoch

wurden diese Therapien wegen ihrer Nebenwirkungen bislang nicht zugelassen.



Neben den physiologischen IL-6 sezernierenden Zellen, konnen auch einige Krebszellen selbst
IL-6 freisetzen. In den meisten Féllen deutet eine erhohte IL-6 Serumkonzentration auf eine
schlechte Prognose hin und wird mit dem Schweregrad der Krankheit assoziiert. In vielen
Tumoren wirkt die IL-6 Sekretion als autokriner Uberlebensmechanismus der Tumorzellen,
was durch die Selbststimulation des STAT3 Signalweges bedingt ist. Dadurch bewirkt IL-6 im
Tumorgewebe Zellproliferation, Uberleben und Differenzierung bis hin zur Zellmigration und
Verankerung, was begiinstigend fiir Metastasierungen wirkt. Auch eine Immunsystem
modulierende Rolle kann dem IL-6, aus Tumorzellen stammend, zugeordnet werden, wodurch
der Tumor einer Bekdmpfung durch das Immunsystem entkommen kann (tumour escape) [6,

14, 28, 29].

In den letzten Jahren als vielversprechendes und brisantem Thema in der Tumorimmunologie
gelten die CAR-T Zellen (chimerig antigen receptor T-cells). Diese Form der Krebstherapie
wurde bereits zugelassen z.B. gegen einige lymphatische Tumore [30-32]. Als Herausforderung
bei den Therapien mit CAR-T Zellen gilt allerding eine Uberreaktion der CAR-T Zellen und
einem damit assoziiertem Zytokinsturm (engl. cytokine release syndrom, CRS). Auch im Fall
von Covid-19, der Krankheit ausgeldst durch den SARS-Corona Virus 2, ist es bei schweren
Krankheitsverliufen zu einem CRS und damit einer Uberreaktion des Immunsystem
gekommen. Auch hier wurde Tocilizumab, als Inhibitor als den IL-6 Signalweg, als eine

mogliche Therapie eingesetzt [33-37].

Die Konzentration von IL-6 im Serum ist unter physiologischen Bedingungen relativ niedrig in
einem Bereich von 1-5 pg/ml. Allerdings kann die Konzentration in diversen Krankheitsbildern
schnell ansteigen und um den Faktor 1000 erhoht sein. Unter extremen Bedingungen kann die
IL-6 Konzentration gar Mengen im pg/ml Bereich erreichen, wie z.B. im Falle eines septischen
Schocks, ausgelost beispielsweise durch eine Infektion mit Meningokokken [38]. Auch die
lokalen Konzentrationen am Entziindungsherd, sprich im Mikromileu einer Infektion oder
chronischen Inflammation, konnen dhnliche, oder zumindest iiber den, im Serum-messbaren,

physiologischen Konzentrationsbereich liegen [19].

Interleukin-11

Das néchstverwandte Zytokin, Interleukin 11 (IL-11), hat ebenfalls Effektorfunktionen auf
diversen Zellarten im menschlichen Organismus. Neben der anfianglich beschriebenen blut- und

lymphozytenbildenden Funktion (hdmatopoetische und lymphopoetische Funktion) induziert
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es unter anderem auch die Akute-Phase-Reaktion in Hepatozyten [39], kontrolliert die
Knochenhomoostase [40] sowie die Formation der Schidelknochen [41]. Des Weiteren wird
IL-11 mit der weiblichen Fertilitit assoziiert, da in IL-11 Rezeptor knock-out Miausen eine
Unfruchtbarkeit mit einem Defekt in der Dezidualisierung beim Implantieren der Blastozyste
beschrieben wurde [42]. Dariiber hinaus wird IL-11 ebenfalls in Zusammenhang mit Fibrose
gebracht [43]. Klinische Anwendung fand IL-11 zunichst bei Krebspatienten, die nach einer
Chemotherapie eine Thrombozytopenie entwickelten. Durch Gabe von rekombinantem IL-11
werden Megakaryozyten aktiviert und folglich verstarkt Thrombozyten produziert [39]. Etwas
kontrovers ist laut aktuellen Stand der Wissenschaft die Zuordnung von IL-11 zu
pro-fibrotischen Prozessen oder anti-fibrotischen und dafiir pro-regenerativen Prozessen [44,
45]. IL-11 spielt ebenfalls in diversen Krankheitsbildern wie z.B. Krebs, Rheumatoide Arthritis
oder Colitis eine Rolle [46-48].

Interleukin-6 und Interleukin-11 im Vergleich

IL-6 und IL-11 sind beides Vertreter der Familie der IL-6 dhnlichen Interleukine (/L-6 family).
Warum einige Interleukine zu dieser Familie zusammengefasst werden, soll anhand der
folgenden Abschnitte erldutert werden, wobei hierbei der Fokus auf IL-6 und IL-11 gelegt wird.
Verallgemeinert ldsst sich sagen, dass seit 1991 deutlich mehr Studien zu IL-6 gegentiber IL-11
publiziert wurden. Wéhrend unter dem Schlagwort ,,IL-6“ in der online Datenbank der
,National Library of Medicine* (NIH) oder auch ,,PubMed® ca. 193.900 Eintrége erscheinen,
ergibt die Suche nach ,,IL-11* hingegen lediglich 2800 Ergebnisse, sprich ungefdhr um den
Faktor 70 geringer (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/, Stand Juni 2024). Zunéchst einmal

lassen sich diverse differenzierte Zellarten sowohl von IL-6 als auch von IL-11 aktivieren,

schematisch dargestellt in Abbildung 1
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Abbildung 1 Darstellung welche Zelltypen hauptsiichlich von IL-6 und IL-11 aktiviert werden.

Die Pfeile deuten auf eine beschriebene Effektorfunktion des jeweiligen Zytokins auf die Zellarten. Abbildung basierend auf:
T. W. Mak, 2006; Y. Tie, 2023; E. H. Choy, 2020; R.D. Metcalfe, 2020; R.D. Metcalfe, 2023. Abbildung erstellt mit
biorender.com.

IL-6 wird zunichst bestehend aus 212 Aminosduren produziert und ist nach Abspaltung des
29 Aminosduren langen Signalpeptids noch 183 Aminosduren gro, und hat damit ein
theoretisches Molekulargewicht von 20,8 kDa, hinzu kommt allerdings noch die

posttranslationale Modifizierung der Glykosilierung (https://www.uniprot.org/ entry: p05231

und Expasy ProtParam https://web.expasy.org/translate/). Im IL-6 befinden sich zwei
Disulfidbriicken an den Stellen 72 «<» 78 und 101 <> 111. Die Struktur von IL-6 wird durch

vier a-Helices (A-D) in einer up-up-down-down Topologie gebildet. Die Helices sind vom N-
terminus zum C-Terminus hin von A-D bezeichnet und bestehen aus je 20-25 AS. Die

Abschnitte zwischen den Helices werden als Schleifen (engl. /oop) bezeichnet [49, 50].

Ahnlich zum IL-6 wird IL-11 zunéichst mit 199 Aminosiuren gebildet und nach Abspaltung des
21 Aminosduren langen Signalpeptids ist es noch 178 Aminosduren grof3, was zu einem

theoretischen Molekulargewicht von 19,1 kDa fiihrt. (https://www.uniprot.org/ entry: P20809



https://www.uniprot.org/
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https://www.uniprot.org/

und Expasy ProtParam https://web.expasy.org/translate/). Anders als beim IL-6, besitzt IL-11

weder Cystein-Seitenketten noch ist es N-glykosyliert [51, 52].

IL-11 gehort aufgrund seiner dhnlichen Struktur und der Art und Weise wie der Signalweg auf
den Empfangerzellen ausgelost wird, sprich durch den Zytokinrezeptorkomplex, zur
Interleukin-6 Familie. Abbildung 2 zeigt einen Sequenz- und Strukturvergleich
(engl. alignment) von IL-6 und IL-11 sowie die typische 4-Helix Biindelstruktur mit der
up-up-down-down Topologie der IL-6-artigen Zytokine. Fiir den Sequenzvergleich (Abbildung
2 A) wurde die Sequenzen aus den zuvor erwédhnten UniProt Eintrigen jeweils ohne
Signalpeptid verwendet, da diese im Laufe der Proteinexpression und Sezernierung abgespalten
werden. Die Homologie beider Sequenzen betragt ~20% [53]. Abbildung 2 B und C zeigen
schematisch die Sekundir- bzw. Tertidrstruktur von IL-6 mit den Bindestellen site I, site I und
site III. Diese Bindestellen und die Assemblierung der Zytokinrezeptorkomplexe werden im

folgenden Abschnitt 1.1.4 erldutert.
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Abbildung 2 Sequenz und Strukturvergleich von IL-6 und IL-11.

(A) Aminosduresequenz-Alignment zwischen dem humanem IL-6 und dem humanem IL-11, die jeweiligen Signalpeptide
wurden exkludiert (~20% Sequenzhomologie [53]). Alignment mittels Clustal o (1.2.4)
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo, basierend auf [54]. (B) Schematische Darstellung der Sekunddrstruktur von
IL-6 zur Visualisierung der up-up-down-down Topologie (Pfeile) der vier Helices (A-D) und der Bindestellen (site I in rot, site
11 in orange und site Il in gelb) (basierend auf M. J. Boulanger, 2003). (C) Schematische Darstellung der Tertidrstruktur von
IL-6 zur Visualisierung des 4-Helixbiindels (nach Vorlage S. Rose-John 2020). (D) Kristallstruktur von humanem IL-6 (PDB:
1P9M) dargestellt in Chimera 1.15 (E) Kristallstruktur von humanem IL-11 (PDB: 8DTP) dargestellt in Chimera 1.15.



https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo

Signaltransduktion von IL-6 und IL-11 mittels alpha-Rezeptoren und dem

Signaltransduzierer gp130

Aufgrund der Ahnlichkeit und der Gemeinsamkeiten zwischen IL-6 und IL-11 werden sie zu
einer Zytokinfamilie als Gruppe zugeordnet. Als weitere Familienmitglieder dieser Gruppe
gehoren zudem: ciliary neurotrophic factor (CNTF) [55], cardiotrophin-like cytokine factor 1
(CLCF) [56], cardiotrophin 1 (CT-1) [57], leukaemia inhibitory factor (LIF) [58],
oncostatin M (OSM) [59], Interleukin-27 (IL-27) [57], Interleukin-31 [60], Interleukin-35
(IL-35) [61] und Interleukin-39 (IL-39) [62]. Diese Zytokine der IL-6-Familie haben gemein,
dass sie iiber das transmembran Protein gp130 ihr Signal an die Empfangerzelle vermitteln. Fiir
die Signalaktivierung durch IL-6 und IL-11 bedarf es hierbei ein gp130 Rezeptorhomodimer
und fiir alle anderen Familienmitglieder ein gp130 heterodimer. Wéhrend IL-6 und IL-11 einen
zusétzlichen nicht-signaltransduzierenden Rezeptor in Kombination mit dem gpl130
Homodimer benétigen, verwenden die anderen Zytokine neben gpl30 einen weiteren

signaltransduzierenden Transmembranrezeptor (z.B. LIFR, OSMR) [2, 49, 63, 64].
1.1.1 Rezeptoren

Im Fokus dieser Arbeit stehen neben IL-6 und IL-11 der IL-6 Rezeptor (IL-6R) und der IL-11
Rezeptor (IL-11R). Der humane IL-6R wurde ebenfalls als erstes in der Arbeitsgruppe von
T. Kishimoto kloniert (1988). Die cDNA kodiert fiir ein 468 Aminosduren grof3es Protein. Die
theoretische GroBe des IL-6R ist 50 kDa, doch das reife Protein ist durch seine Glykosylierung
ca. 80 kDa grof3. Der Rezeptor wird unterteilt in ein Signalpeptid aus 19 Aminosauren, einer
extrazelluldren-, einer transmembranen- und einer kurzen zytoplasmatischen Region, welche
aus 339 bzw. 28 und 82 Aminosduren bestehen [65, 66]. Die extrazelluldre Region besteht aus
3 Doménen zu je ~100 AS (D1-D3). Die Doméne D1 befindet sich am N-terminus und lésst
sich zur Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) zuordnen und D2 und D3 sind Fibronektin Typ
I (Fnlll) Doménen und zdhlen als Zytokinbindedoménen [67-69]. Die anderen beiden
Regionen des Rezeptors, die transmembran- und die zytoplasmatische Region, werden nicht fiir
die Bindung von IL-6 oder fiir die Signaltransduktion benétigt, sondern dienen eher zur
Verankerung in der Zellmembran [69]. Der IL-6R kommt allerding nicht nur
membrangebunden/membranstindig vor, sondern auch als 16slicher Rezeptor, frei verfiigbar im
extrazelluldren Raum (I6slicher IL-6R, engl. soluble IL-6R, sIL-6R) und wird von Hepatozyten
und einigen Immunzellpopulationen sezerniert (Monozyten, Neutrophile und T-Zellen) [70].

Dies ermoglicht es, dass das [L-6 signaling nicht nur auf Empfiangerzellen mit
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membranstindigem Rezeptor limitiert ist, sondern auch fast alle anderen Zellen aus
unterschiedlichen Gewebearten im Organismus stimulieren kann, worauf in dieser Arbeit spater
noch einmal eingegangen wird (Kapitel 1.1.3). Es gibt zwei Arten wie es zur Bildung des
sIL-6R kommt. Durch alternatives splicing der mRNA wird die Membrandoméne nicht
translatiert, sodass der Rezeptor nur aus dem extrazellularen Teil besteht und nicht mehr in der
Membran inseriert werden kann [71-73]. Dariiber hinaus kann der IL-6R in seiner 16slichen
Form auch {iber enzymatische Abspaltung der stalk-Region, die sich zwischen den Doménen
D1-D3 und der Transmembranenregion befindet, entstehen [74]. Dieser zweite Prozess
wodurch der sIL-6R gebildet wird, nennt sich shedding. Die proteolytische Spaltung an der
stalk region kann durch zwei Enzyme, A Disintegrin and Metalloprotease (ADAM) 17 und
ADAMI10 geschehen. ADAM17 spaltet an den Aminosduren Q357-D358, wihrend ADAM10
an S353-F367 den membranstindigen Teil abschneidet [75-78]. Die Konzentration von sIL-6R
im menschlichen Serum betriigt unter homdostatischen Konditionen 40-75 ng/ml. Ahnlich wie
beim IL-6 kann die Konzentration des sIL-6R unter inflammatorischen Bedingungen auch

erhoht sein, allerdings nur um einen 2-10fachen Faktor [1].

Im Grunde ist der IL-11R &hnlich aufgebaut wie der IL-6R. Er besitzt ebenfalls drei
extrazellulire Dominen und eine stal/k Region fiir den extrazelluldren Teil, und die beiden
Regionen, welche weniger fiir die Signaltransduktion, sondern eher zur Verankerung in der
Zellmembran zusténdig sind, die transmembrane und die zytoplasmatische Region. Auch hier
dient die 55 AS lange stalk Region als Schnittstelle zur proteolytischen Spaltung durch
ADAMIO0, aber anders als beim IL-6R wird der IL-11R nicht durch ADAMI17 gespalten.
Dadurch entsteht ein 16slicher IL-11R (soluble IL-11R, sIL-11R). Andernfalls dient die stalk
Region auch als ndtiger Abstandhalter fiir eine mogliche Aktivierung der Signalkaskade {iber
den membranstdndigen IL-11R [79, 80]. Der IL-11 Rezeptor wird von Kardiomyozyten [81],
Fibroblasten [45], Epithelzellen [82] und Monozyten [83] exprimiert.

Verglichen mit dem sIL-6R, kommt der sIL-11R im Serum von gesunden Probanden in

geringerer Konzentration zwischen 20 pg/ml und 4 ng/ml vor [80].

1.1.2 gpl130

Wie zuvor erwihnt iibertragen die IL-6 artigen Zytokine ihr Signal an die Empfangerzellen iiber
den Signalvermittelnden B-Rezeptor Glykoprotein 130 kDa (gp130) [64]. Auch bei diesem

Protein legte T. Kishimoto et al. 1990 den Grundstein mit seiner Entdeckung als
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signaltransduzierenden Rezeptor von IL-6. Er zdhlt zu den Typ-1 Zytokinrezeptoren und
besteht aus 918 Aminosduren mit sechs extrazelluldren Doménen, der IgSF (D1) und den fiinf
Fnlll Doménen D2-D6, wobei D1, D2 und D3 als Bindestellen fiir Liganden dienen [47, 84,
85]. Der zytoplasmatische Teil von gp130 besteht aus 277 Aminosduren und enthélt nicht-
kovalent gebundene aber konstitutiv assoziierte Janus Kinasen (JAKs), diese sind fiir eine
Weiterleitung des Signals in der Zelle verantwortlich [86]. Diese JAKs binden an zwei JAK
Bindestellen Box1, eine Pro-Xaa-Pro Sequenz mit vorangehenden hydrophoben Aminosiuren,
und an das Box2 Motiv bestehend aus hydrophoben Aminosduren und endend mit positiv
geladenen Aminosduren [87]. Weiterhin sind fiinf Tyrosine (Y759, Y767, Y814, Y905 und
Y915) im intrazelluliren Teil von Bedeutung, da sie fiir die weitere Signaltransduktion der
STATS (signal tranducers and activators of transkription) verantwortlich sind [88]. Entgegen
dem IL-6R und IL-11R wird gp130 ubiquitir exprimiert [34]. Auch der Rezeptor gp130 kann
iiber shedding durch die Protease BACE als losliche Variante (soluble gpl30, sgpl130)
prozessiert werden [1, 89]. Fiir die Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 gilt gp130 eher
als schwaches Substrat [90]. Im Serum findet sich eine sgpl130 Konzentration von
200-400 ng/ml, welche als natiirlicher Puffer fiir die IL-6 und IL-11 trans-Signalwege dient
[91].

1.1.3 Die Rezeptorkomplexe von IL-6 und IL-11

Fiir IL-6 sind drei Bindestellen, bezeichnet als site [, I] und /1], beschrieben, mit denen das IL-6
die Komplexbildung mit dem IL-6R und gp130 eingeht. Die site I ist das Bindeepitop zum
IL-6R und ist lokalisiert in den a-Helices A und D. Dabei dient die Doméne D3 vom IL-6R als
Interaktionsfldche. Die Interaktion die der site Il zugeschrieben wird ldsst sich sodann in 2
Unterteile gliedern, welche vom priméren IL-6:IL-6R Gebilde ausgehen. Einmal in die site /la,
bei der die IL-6 Oberfliche zwischen den a-Helices A und C an die Doménen D2 und D3 von
gp130 bindet, und der site IIh die nun vom IL-6R ausgehend an die Doméne D3 des gp130
bindet. Auch fiir die site /I] lassen sich zwei Interaktionen differenzieren. Hierbei bildet die
site Illa eine Flache zwischen der Spitze des Helixbiindels (A/B loop und dem N-terminus der
D Helix im IL-6) und der D1 Doméine von einem zweiten gp130 aus und die site IIIb eine
Flache ebenfalls von der D1 Doméne vom gp130 an die D2 Doméne vom IL-6R. Boulanger et
al. beschrieben, dass der gesamte Rezeptorkomplex mit einer Stéchiometrie von einem 2:2:2

Modell, also einem Hexamer, gebildet wird [50, 92]. Jedoch ist bis heute nicht ausgeschlossen,
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ob nicht auch ein Tetramer aus einem IL-6, einem IL-6R und zwei gp130 den Funktionalen

Zytokinrezeptorkomplex fiir IL-6 darstellt.

Ahnlich zum IL-6 bildet auch IL-11 iiber drei Bindestellen (site 1, Il und III) einen Komplex
mit zwei IL-11R und zwei gp130 Rezeptoren. Auch bei der Formierung des IL-11 Komplexes
bildet sich zunéchst ein 1:1 Komplex aus IL-11 und dem IL-11R iiber die site I des IL-11. Mit
der site II und der site III wird dann der hexamere Signalkomplex gebildet. Auch hier geht
site I wieder eine Bindung mit einem gp130 an D2 und D3 ein (genauer, site Ila vom IL-11
und site IIb vom IL-11R aus), wihrend site 7/ mit der D1 von einem zweiten gp130 interagiert

(genauer, site IIla vom IL-11 und site IIIb vom IL-11R aus) [47, 63, 93].

Abbildung 3 zeigt den Rezeptorkomplex fiir IL-6 und IL-11. Zur vereinfachten Darstellung

wurde hier der Zytokinrezeptorkomplex als Tetramer visualisiert.

CEETFFFTF T een i i & MMM M

Hdod B 00 0 RS REESENE S Bitnb i o cebai il B b e et et B A I e L

Abbildung 3 Rezeptorbindestellen fiir IL-6 und IL-11.

Rezeptorkomplex fiir IL-6 (links) und IL-11 (rechts). Gp130 Molekiile sind in grau dargestellt. IL-6 (hellrot) und IL-6R
(dunkelrot) sind mit den binding sites in rémischen Ziffern dargestelit. IL-11 (hellblau) und IL-11R (dunkelblau) sind mit den
binding sites in romischen Ziffern dargestellt. In Anlehnung an Boulanger et al. 2003 und Metcalfe et al. 2023. Schemata
erstellt mit biorender.com.

1.1.4 Signaltransduktion von IL-6 und IL-11 via classic, trans- und cluster signaling

Da die a-Rezeptoren, IL-6R und IL-11R nicht nur membrangebunden, sondern auch in loslicher
Form vorkommen, ergeben sich grundsitzlich zwei Arten iiber die IL-6 bzw. IL-11 ihr Signal

an eine Zielzelle iibertragen konnen.
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Der klassische Signalweg (engl. classic signaling) bedient sich der membrangebundenen
Rezeptoren. Hierbei dockt ein IL-6 als erstes an den membrangebundenen IL-6R an, und
fortfiihrend kommt es zur Komplexbildung wie in 1.1.3 beschrieben [90]. Gleiches gilt fiir
IL-11 mit dem IL-11R [79]. Bei diesem Signalweg konnen folglich nur Zellen stimuliert
werden, welche auch den IL-6R (bzw. IL-11R) exprimieren und auf der Oberfliche
prasentieren. Anders sieht es beim zweiten moglichen Signalweg fiir IL-6 bzw. IL-11 aus.
Dieser wird als Trans-Signalweg (engl. trans-signaling) bezeichnet und bedient sich der
16slichen a-Rezeptoren (sIL-6R, sIL-11R), wodurch alle gp130 exprimierenden Zellen angeregt
werden konnen. Neben dem klassischen- und dem Transsignalweg gibt es allerdings noch einen
dritten Signalweg. Dieser wird als Transprisentation bezeichnet (oder cluster signaling) da hier
eine Zelle mit praformierten IL-6:IL-6R Komplex eine benachbarte Zelle mit gp130 aktiviert
[2]. Das cluster signaling, von 1L-6 findet z.B. zwischen Dendritischen Zellen und T Zellen
statt wodurch eine Reaktion von Th17 Zellen initiiert wird [94]. IL-11 kann auch ein Signal
iiber den Weg der Trans-prisentation weiterleiten, allerdings wurde das IL-11 cluster signaling

bislang nur in vitro beschrieben [95].

Die unterschiedlichen Formen der Signalwege sind mit differenten Effekten assoziiert, wodurch
die gegensitzlichen Eigenschaften dem IL-6 bzw. IL-11 zugeordnet werden konnen. Wéhrend
der klassische IL-6 Signalweg mit Eigenschaften, wie der Inmunabwehr oder Regeneration in
Verbindung gebracht wird, steht der Trans-Signalweg eher in Assoziation mit Entziindungen

und Autoimmunitét oder Krebs [1, 9, 96, 97].

Die Abbildung 4 zeigt schematisch die drei moglichen Signalwege: classic-, trans- und cluster-

signaling fir IL-6 und IL-11.

14



Dendritische
Zelle

SM‘- 00070
(RS l

|L_6. .‘ SIL-6R .f/
v v

v

N

L1 .ele—1 1R
o

v

L)
L
L]
L)
L)
L]
L]
L)
L]
L]
L)
]
L]
L)
L]
L]
L)
]
'
]
IL-6R . IL-11
]
L]
'
gp130 ;
. - I .- .
L)
I : I
™ . ™
[ classic ] [ trans ] [ cluster : classic J [ trans ] [ cluster
J/ | J
- N N - :/. N N ~
Akute Phase Inhibition der T- Generierung Ty17 " | Akute Phase Funktionale Funktionale
Reaktion Zell Apoptose Zellen 1 | Reaktion Relevanz Relevanz
' bislang bislang
Gastrointestinale Leberregeneration Entwicklung 1 | Schadelknochen unbekannt unbekannt
HoméGostase! zytotoxischer T- + | Entwicklung
Reg tion Chronische Zellen :
Entziindungen + | Fibrose
Regulation '
Metabolismus Metabolismus .
'
J J /1 \ J N\ J J

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Signalkomplexe von IL-6 und IL-11.

Links: Mogliche IL-6 Zytokinrezeptorkomplexe. Rechts: Mogliche IL-11 Zytokinrezeptorkomplexe. Die Zytokine sind als
einfache Sphdren dargestellt (IL-6 in rot, IL-11 in blau). Die entsprechenden a-Rezeptoren sind in entsprechend dhnlichen
Farben dargestellt (IL-6R dunkelrot, IL 11R dunkelblau). Die o-Rezeptoren sind sowohl mit Transmembrandomdnen als auch
ohne dieser dargestellt (d.h. als membranstindige bzw. l6sliche Form). Die signaltranduzierenden Rezeptoren gpl30 sowie
der trans-signaling Inhibitor sgpl130 sind in grau abgebildet. Grafik in Anlehnung an M. Giraldez 2021. Erstellt mit
biorender.com

1.1.5 Intrazellulare Signalwege

Wie zuvor erwihnt sorgen die JAKs am gp130 bei Rezeptordimerisierung durch gegenseitige
Aktivierung, auch Transphosphorylierung genannt, fiir eine Signalweiterleitung innerhalb der
Zelle, hauptséchlich iiber die Aktivierung von signal transducer and activator of transcription
(STAT) Transkriptionsfaktoren [98-100]. Am gpl130 werden die C-Terminal liegenden
Tyrosine von den JAKSs phosphoryliert, wodurch die STATs ebenfalls am gp130 gebunden und
phosphoryliert werden (pSTAT). Die pSTATSs dimerisieren und translozieren in den Zellkern,
wo sie an STAT-spezifischen Bindestellen nahe von Promotorsequenzen fiir STAT-Zielgene
binden und eine Transkription ermdglichen [101, 102]. Neben dem JAK-STAT Signalweg
werden intrazelluldr auch andere Signalkaskaden (,,downstream pathways*) durch IL-6 artige
Zytokine aktiviert. So wird der Mitogen aktivierte Protein Kinase Signalweg (engl. mitogen

activated protein kinase, MAPK) durch Vorhandensein an SHP2 am gp130 aktiviert und es
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kommt folglich zur Aktivierung der Extrazelluldr regulierten Kinase (engl. extracellular
activated kinase, ERK). Aber auch die Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase (engl. phosphatidyl-
inositol-3-kinase, PI3K) Signalkaskade kann durch SHP2 am gp130 aktiviert werden [34, 103].

Inhibitoren der IL-6 und IL-11 Signaltransduktion

Antikoper und small molecules gegen IL-6, IL-6R, IL-11, IL-11R, gp130 und intrazelluldre
Ziele in den Signalkaskaden (z.B. JAKs) werden genutzt, um IL-6 und IL-11 Signalwege zu
inhibieren. ,,Small molecules” sind kleine Molekiille, welche Proteine an ihren
Interaktionsflichen inhibieren, und aufgrund ihrer GroBe konnen sie auch Gewebe und

Zellmembranen penetrieren, was sie auch intrazellular Wirksam macht [1, 47, 104].

Eine universelle Inhibition aller Signalwege, die von diesen Komponenten betroffen sind,
bspw. bei Anwendung von JAK- oder STAT-Inhibitoren, birgt allerdings auch die
Nebenwirkung des off-targets effects, da auch Signalkaskaden ausgeldst durch andere Zytokine
mit inhibiert werden konnen [103]. Obwohl es verschiedene monoklonale Antikorper gibt, die
je nach Bindeepitop spezifisch IL-6 oder IL-11 Signalwege inhibieren konnen, werden bei
diesen immer noch sowohl das classic- als auch das trans-signaling inhibiert [105]. Dies gilt
auch fiir die zuvor erlduterten monoklonalen Antikorper wie Tocilizumab oder Sarilumab, die
sich gegen den IL-6R richten und damit simtliche IL-6R vermittelte Signale inhibieren (sowohl

classic als auch trans-signaling).

In den letzten 20 Jahren (in etwa seit dem Jahr 2000) wird auch an einem IL-6 trans-signaling
spezifischen Inhibitor namens sgpl30Fc geforscht [106-108]. Wéihrend parallel an
fortfiihrenden Modifizierungen von sgp130Fc geforscht wird [27, 37, 109, 110] befindet sich
das sgpl30Fc unter dem Namen ,,Olamkicept™ aktuell in der vorbereitung der klinischen

Phase III zur Zulassung fiir die Behandlung von IBD (chronische Darmerkrankungen s.o.) [1].

Hyperzytokine: Designerzytokine der IL-6 Familie

Das Designer-Zytokin Hyper-IL-6 (HIL-6) wurde entwickelt, um das IL-6 trans-signaling
besser untersuchen zu konnen. HIL-6 ist ein Fusionsprotein aus IL-6 und dem sIL-6R, welche
iiber einen flexiblen Peptidlinker kovalent miteinander verbunden sind [111]. Mit diesem
Designerzytokin lieen sich nicht nur Zellarten stimulieren, die keinen IL-6R auf der

Oberfliache tragen (trans-signaling), sondern auch Zellen mit einer membranstdndigen IL-6R
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Expression zeigten sich um ein Vielfaches verstirkt responsiv (~100-1000x [112]) gegentiber
einer Stimulation mit IL-6 [113, 114]. Dies lésst sich auf die Verfiigbarkeit der IL-6 Rezeptoren
beim classic-signaling zuriickfithren, da mehr gp130 Rezeptoren auf einer Zelloberfliche
vorhanden sind als membranstdndige IL-6R. Aufgrund dessen konnen unter Zugabe von HIL-6
mehr gp130 Rezeptoren einer Zelle aktiviert werden als unter alleiniger IL-6 Stimulation [1,

115].

Analog zum HIL-6 wurde auch ein trans-signaling Fusionsprotein fiir IL-11 entwickelt und
entsprechend Hyper-IL-11 (HIL-11) genannt. Auch dieses Fusionsprotein, bestehend aus IL-11
und dem sIL-11R verkniipft iiber einen Peptidlinker, erwies sich als um ein Vielfaches potenter

(~50x [116]) im Vergleich zu den Einzelkomponenten [116-118].

Crosstalk, die Kreuzaktivitdt der Zytokine

Forschungen zu den Signalwegen von Zytokinen wurden und werden oft in simplifizierten
Experimentalmethoden durchgefiihrt. Zusammengenommen kdnnen im Organismus allerdings
mehrere  Stimuli, wie Zytokine und Hormone, sowie unterschiedliche Zellarten
aufeinandertreffen, viel mehr als es z.B. in der Zellkultur abgebildet wird/werden kann.
Demnach wird von einer Kreuzaktivitit (engl. crosstalk) gesprochen, wenn diese Stimuli sich
ergdnzen, additive, synergistische oder antagonistische Effekte auslosen. Nicht nur unter der
Kommunikation von verschiedenen Zellpopulationen oder bei Signalkaskaden die miteinander
verzweigt sind spricht man dabei vom crosstalk, sondern auch dann, wenn z.B. die Zytokin und
Rezeptorkombinationen variieren konnen. Durch solche crosstalks kann die Bandbreite mit der
ein Zytokin auf diverse Zellpopulationen einwirken kann, basierend auf dem Vorkommen von
Rezeptoren, auch vergroBert werden [64]. Innerhalb der IL-6-Familie ist bereits der IL-6R als
alternativer Rezeptor fiir das CNTF, anstelle des CNTF-Rezeptors (CNTFR) beschrieben
worden [119]. Als ein anderes Beispiel aus dieser Familie gilt die Kombination der 1L-27
Untereinheit p28, die statt an seinem Rezeptor EBI3 auch iiber den IL-6R und gp130
Dimerisierung eine Signaltransduktion initiieren kann [120, 121]. Ein weiteres Beispiel stellt
OSM dar, denn es kann ebenfalls iiber zwei Rezeptorkombinationen ein Signal auf Zellen
auslosen, nicht nur iiber den OSM-Rezeptor (OSMR) und gp130 sondern auch iiber die
Kombination vom LIF-Rezeptor (LIFR) und gp130 [122].
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Die Zytokinchimdre 1C7

Chimére Zytokine konnen synthetisch aus Grundgeriisten natiirlich vorkommender Zytokine
gebildet werden, indem Teile ihrer Strukturen substituiert werden wie z.B. einzelne
Rezeptorbindedoménen [123-125]. 1999 entwickelten Kallen ef al. eine Chimére aus IL-6 und
CNTF. Hierbei wurde die site Illa vom IL-6, welche normalerweise als Bindestelle fiir ein
zweites gp130 dient, gegen die site IIla von CNTF, die Bindestelle von CNTF fiir den LIFR,
substituiert [123, 126]. Das daraus resultierende Zytokin wurde als ,,IC7" bezeichnet und 16st
kein Signal mehr auf Zellen ohne den LIFR aus, sondern iiber ein LIFR:gp130 heterodimer
nachdem es zundchst an den IL-6R gebunden hat [123]. Daraus abgeleitet wurde postuliert,
dass das IC7 geringere Nebeneffekte auslosen konnte als das IL-6, da bei einer IL-6
Applikation, durch die pro-inflammatorischen Effekte, eine therapeutische Anwendung
limitiert ist. Als dimere Zytokinchimire (IC7Fc) wurde zuletzt eine verbesserte
Glukosetoleranz und Hyperglykdmie beschrieben, wodurch eine Gewichtszunahme und
Leberverfettung in Miusen reduziert wurde. Zudem konnte dem IC7 in nicht-humanen
Primaten eine ,,sichere Injektion* zuordnet werden, da die Indikatoren fiir eine Inflammation,
wenn auch nur bei einmaliger Injektion untersucht, nicht auf eine massive Entziindung

hindeuteten [127].

Auf Grund dieser Idee, wurde auch in unserer Arbeitsgruppe bereits an anderen
Zytokinchiméren gearbeitet [124, 128]. Ob IC7 moglicherweise auch iiber einen crosstalk
vermag, sprich iiber weitere Rezeptorkombinationen ein Signalweg induzieren kann, wurde im

Rahmen dieser Arbeit initial untersucht.

In Abbildung 5 wird das Prinzip der Designerzytokine HIL-6 und HIL-11 sowie die
Zytokinchimére IC7 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der Designerzytokine HIL-6, HIL-11 und IC?7.

Links: Das HIL-6 ist ein Fusionsprotein aus IL-6 (dunkelrote Spdre) und den Domdnen D2 und D3 des sIL-6R (rot). Mitte:
Das HIL-11 ist ein Fusionsprotein aus IL-11 (dunkelblaue Spdre) und den Domdnen D2 und D3 des sIL-11R (blau). Rechts:
Das IC7 ist eine Zytokinchimdre basierend auf dem IL-6 (rote Spdre), bei dem die site 11l gegen die LIFR-Bindedomdne des
CNTF (braun) substituiert wurde. Wihrend sowohl HIL-6 als auch HIL-11 tiber ein gp130 Dimer den Trans-signalweg des
Jeweiligen Zytokins reprisentieren, bindet IC7 iiber die Rezeptorkombination aus gp130:IL-6R:LIFR und induziert so eine
Signaltransduktion.

Aufbau der Leber und ihre Funktionen

Wie bereits in Abbildung 1 zu erkennen war, besitzen sowohl IL-6 als auch IL-11 eine
Funktionsweise auf Hepatozyten, Hepatischen Sternzellen, Makrophagen, B- und T-Zellen
welche alles Teil der Zellpopulationen der Leber darstellen. Neben Stoffwechselaktivitdten und
der Akuten-Phase-Reaktion sind IL-6 und IL-11 an der Leberregerneration bei
Leberschiadigungen beteiligt.

Die Leber ist mit 1,2-1,5 kg das groBte Stoffwechselorgan im menschlichen Koérper, dies
entspricht in etwa 3-5% des Gesamtkorpergewichts [129]. Sie befindet sich im oberen rechten
Quadranten der Abdominalen Korperhohle (Bauchhohle), direkt unter dem Diaphragma
(Zwerchfell) [130]. Beim Menschen ist sie in zwei Leberlappen unterteilt, dem rechten und dem
linken Leberlappen, differenziert durch das Ligamentum falciforme [130]. Die murine Leber
hingegen ldsst sich hauptsidchlich in vier Lappen unterteilen, den linken sowie rechten
Leberlappen, den kaudalen Leberlappen, und dem Medianen-, oder auch Mittellappen
genannten, Leberlappen [131]. Die Leber gilt als stark durchblutet, da sie bis zu 25% des
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Herzzeitvolumens (cardiac output) erhilt. Sie wird iiber zwei Hauptressourcen mit Blut
versorgt. Ein Drittel des Blutvolumens erhilt sie dabei iiber die Leberarterie (Arteria hepatica
propria) welche sauerstoffreiches und néhrstoffarmes Blut, ausgehend von der Lunge und dem
Herzen zur Leber transportiert. Die anderen zwei Drittel des Blutvolumens erreichen die Leber
iiber die Pfortader (Vena portae), welche nédhrstoffreiches und sauerstoffarmes Blut von den
umliegenden Organen wie dem Darm, der Milz und dem Pankreas mit sich bringt [130, 132,
133]. Die Mikrostruktur der Leber wird durch hexagonale Untereinheiten, den sogenannten
Lobuli hepatici abgebildet. Diese sind gekennzeichnet durch Glisson’sche Dreiecke (auch:
Glisson-Trias) in den Eckpunkten an denen je drei Lobuli aufeinandertreffen. Das Glisson’sche
Dreieck wird gebildet durch interlobulare Kappilare der Venen, Arterien und Gallenginge:
V. interlobulares, A. interlobulares, D. interlobulares. Diese drei Kandle leiten ihren
Volumenstrom iiber die Kapillarrdume des Lebergewebes (der Sinosoide) zur Zentralvene eines
jeden Lobulus [134]. Die Leber besteht zu 80% aus Hepatozyten, welche die grundsétzlichen
Funktionen der Leber ausiiben [133, 135, 136]. Neben den Hepatozyten gibt es also noch andere
Zellpopulationen wie die sinusoidalen Endothelzellen [137, 138], Kupferzellen (Makrophagen
der Leber) [139, 140], hepatische Sternzellen/Stammzellen [141, 142] und den Cholangiozyten
(Epithelzellen des Gallengangs) [143].

Abbildung 6 zeigt schematisch den Aufbau eines Ausschnitts aus einem Lobulus.
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Hepatische

Kupferzellen Sternzellen

Cholangiozyten

Abbildung 6 Mikroarchitektur der Leber und ihre verschiedenen Zellpopulationen.

Oben: Position der Leber im oberen rechten Quadranten der menschlichen Bauchhohle und genauere Unterteilung der
funktionellen Leberuntereinheiten der Lobuli hepatici. Unten: Querschnitt-Darstellung eines Kapliarraums, dem Sinosoid
innerhalb eines Lobulus hepatis. Links, das Glisson-Tiras bestehend aus: A. interlobulares (rot), V. interlobulares (lila) und
des D. interlobulares (griin). Rechts, Zentralvene. In Anlehnung an P. Ramachandran 2020. Abbildung erstellt mit
biorender.com.

Die Leber ist ein Organ mit diversen Stoffwechselfunktionen. Sie ist z.B. an der Verarbeitung
von Kohlenhydraten in Form der Glykogensynthese und Glukoneogenese beteiligt. Aber auch
in anderen Stoffwechselprozessen spielt sie eine tragende Rolle: Bei der Lipogenese und dem
Abbau von Fettsduren (der -Oxidation); im Metabolismus von Aminoséduren; in der Sekretion
der Gallenséure; der Synthese von Cholesterin und Harnstoff und im Stoffabbau von exogenen
Komponenten wie Toxinen und Pharmazeutika [144-148]. Wie zuvor erwihnt, {ibernimmt die
Leber auch eine Aufgabe des Immunsystems mit der Produktion und Sekretion von Akute-
Phase Proteinen (APP) [149, 150]. Die Produktion dieser wird induziert durch die IL-6
Signaltransduktion in der Leber [149, 151]. IL-6 spielt aber auch in anderen Kontexten wie der
Pathophysiologie eine Rolle. Die IL-6 Expression korreliert mit akutem Leberversagen und in
chronischen Leberschiden sowie in der Progression von Lebertumoren [152]. Nichtsdestotrotz
wird dem IL-6 aber auch eine protektive Funktion Leberschidigungen zugeschrieben, sowohl
bei chemisch induzierten und chronischen Leberschadigungen [153, 154], als auch bei dem

akuten Leberschadensmodell der PHx [155]. So konnte Blindenbacher et al. in IL-6 defizienten
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Maiusen eine erhohte Mortilitdt nach einer PHX beobachten, welche wiederum durch s.c.

Injektion von IL-6 kompensiert werden konnte.

IL-11 wird in Zusammenhang mit fibrotischen Leberprogressierung wie dem Ubergang von
nicht-alkoholischer Fettlebererkrankung (non-alcoholic fatty liver disease, NAFDL) zu
nicht-alkoholischer Steatohepatitits (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) gebracht [53, 156].
In Krebspatienten mit Leberzellkarzinom (engl. hepatocellular carcinoma, HCC) vermag eine
durch IL-11 induzierte STAT3 Signaltransduktion in ein postoperatives Wiederauftreten des
Karzinoms involviert zu sein [157]. Andererseits wurde im Model der Leberischdmie fiir IL-11
eine protektive Funktion beschrieben [158]. Auch wenn IL-11 bislang nicht im Rahmen einer
partiellen Hepatektomie untersucht wurde, so zeigte die Zytokinchimére (engl. cytochimera)
GIL-11 eine verbesserte Leberregeneration nach partieller Hepatektomie. GIL-11 ist dhnlich
zum IC7 eine Zytokinchimadre, welche aus zwei Familienmitgliedern der IL-6-artigen Zytokine
fusioniert wurde. Bei GIL-11 wurde ein neuartiges Zytokin konstruiert indem IL-11 als
Grundgeriist diente und die gp130-Bindestelle site II] aus IL-11 gegen die LIFR Bindestelle
site Il aus dem LIF substituiert wurde [124].

Leberschdadigungen und -erkrankungen
Grundsitzliche lassen sich zwei pathophysiologische Ursachen unterscheiden, welche zu einer
gestorten Leberhomoostase oder einem Leberversagen fithren. Der akute und der chronische
Leberschaden, ausgelost durch unterschiedliche Ursachen wie: Traumata, Teilresektionen,
Alkoholkonsum, Toxifizierung, virale Infektionen, genetische Dispositionen oder eine
autoimmune Hepatitis [159, 160]. Bei Leberschddigungen werden die hepatischen Sternzellen
(HSCs) aktiviert, worauthin sie unter anderem auch Proteine der extrazelluliren Matrix (ECM)
produzieren, was zu einer fibrotischen Leber flihrt [161]. In friihen Stadien der fibrotischen
Leber fiihren lokale Entziindungen zur Bildung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, welche
die Regenerierung der Leber induzieren und eine natiirliche Leberfunktion wieder hergestellt
werden kann [162, 163]. In fortgeschrittenen Stadien hingegen, entwickelt sich die Fibrose hin
zu einer Leberzirrhose bei der das Gewebe zunehmend zerstort wird und die Funktion der Leber
verloren geht, was lebensbedrohlich werden kann und 2019 fast 1,5 Millionen Tote zur Folge
hatte [164, 165]. Es gibt zwei Stadien der Leberzirrhose die kompensierte und dekompensierte
Zirrhose. Wie der Name bereits andeutet, ist die dekompesnierte Zirrhose gegeniiber der
kompensierten als gefdhrlicher Einzustufen, da die Lebenserwartung nur noch bis zu 2 Jahren
betrdgt und Patienten schnellstmoglich einer Lebertransplantation unterzogen werden sollten
[165]. Unter dem Zustand der Zirrhose kann im weiteren Verlauf auch ein Leberzellkarzinom

22



entstechen [166]. Zur Behandlung eines primédren Leberkrebs, dem Leberzellkarzinom
(Hepatocellular carcinoma, HCC), werden durch Resektionen Teile der Leber entfernt. Nach
einem solchen Entfernen der Lebermasse, wie auch bei Lebertransplantationen ist es essentiell,
dass der verbliebene Teil der Leber regeneriert und den Anforderungen des Metabolismus
wieder gerecht werden kann [167-169]. Ein Problem bei Leberresektionen und
Transplantationen stellt das small for size syndrom (SFSS) dar. Es ist gekennzeichnet durch eine
unzureichende Genesung des verbleibenden Lebervolumens nach einer umfangreichen
Hepatektomie [155]. Hierbei ist die regenerative Kapazitit der Leber von tragender Rolle. Ein
umfassendes Grundlagenwissen ist umso wichtiger, um Behandlungsmoglichkeiten und

Therapien stetig zu revidieren und zu verbessern.

Wihrend einige Leberschadensmodelle durch eine bestimmte Erndhrung von Versuchstieren
oder chemisch induziert werden, wie beispielsweise durch eine high fat diet fiir eine NAFDL
(non-alcoholic fatty liver disease), oder Tetrachlormethan (CCls) induzierte Leber Fibrose,
handelt es sich bei der partiellen Hepatektomie um eine Methode um einen akuten

Leberschaden hervorzurufen.

Partielle Hepatektomie (PHx)
Anders als andere Organe besitzt die Leber enorme regenerative Fahigkeiten, welche nach
Funktionsverlusten bei Leberschéden initiiert werden, so kann die Leber selbst nach operativen
Entfernen von 2/3 des Lebervolumens, auf 100% ihrer urspriinglichen GroB3e nachwachsen
[169, 170]. Um diese Mechanismen besser zu verstehen, werden aufgrund der Ahnlichkeit
zwischen Menschen und Nagern, oft Nagetier-Modelle fiir in vivo Studien verwendet, da die
Leberregeneration ein systemischer Prozess ist, welcher sich aufgrund seiner Komplexitét

bislang nicht ausreichend in der Zellkultur, also in vitro, nachahmen ldsst [171, 172].

Als Modell fiir einen akuten Leberschaden wird die partielle Hepatektomie (PHx)
herangezogen, welche durch operativer Eingriff vorgenommen wird. Sie kennzeichnet sich
durch zwei Vorteile gegeniiber anderer Leberschadensmodellen aus: 1.) Durch Entfernen des
resezierten Gewebes liegt keine Assoziation mit massiv nekrotischem Gewebe vor, und 2.) stellt
sie eine punktgenaue Initiierung der Regeneration, ohne vorangegangene Inflammation dar,
was eine prazise Referenzzeit (Zeitpunkt 0) angibt [173]. Die PHx wurde 1931 erstmals von
Higgins und Anderson in der Ratte beschrieben [174] und ca. 20 Jahre spater wurde die erste

PHx beim Menschen durchgefiihrt [175].
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Diverse Zellpopulationen, Zytokine und Wachstumsfaktoren regulieren die Proliferation von
Hepatozyten, sodass die Leber nach 70%iger Resektion bereits nach 7-8 Tagen in ihrer
urspriinglichen GroBe und Funktion wiederhergestellt ist [170]. Die Kompensation geschieht
hauptsichlich durch die Proliferation von Hepatozyten, wobei auch wenn Hepatozyten und
Cholangiozyten ihres Phidnotypen sehr rigide sind, auch Cholangiozyten als fakultative
Stammzellen agieren konnen und durch Transdifferenzierung die Wiederherstellung
unterstiitzen, sollten die Hepatozyten in ihrer Regeneration gehindert sein, und anders herum
[170]. In der Homoostase proliferieren die Hepatozyten fiir gewohnlich nicht und verharren in
der GO-Phase des Zellzyklus. Reguliert durch diverse Faktoren wie Zytokine und
Wachstumsfaktoren konnen die Hepatozyten allerdings fiir 2-3 Zellzyklen proliferieren und
kehren zum Ende der Leberregeneration in der Terminationsphase, wieder in ihren Ruhezustand

(GO) zuriick [176, 177].

In Folge einer partiellen Hepatektomie steigen die Serumkonzentrationen sowohl von IL-6 als
auch vom sIL-6R [178, 179]. IL-6 ist einer der Faktoren, die die Hepatozyten {iber die gp130
und STAT3 Signaltransduktion zur Proliferation aktivieren [179-181]. So zeigen
IL-6-defiziente Maiuse, eine reduzierte DNA-Synthese in Hepatozyten was mit einem
geringeren Uberleben nach PHx einhergeht, was durch Injektion von rekombinantem IL-6
wiederrum kompensiert werden kann [182]. Mit einer PHx und Injektion von HIL-6 konnte
durch Peters et al. eine protektive Rolle dem trans-signaling von 1L-6 zugeschrieben werden,
was sich durch eine beschleunigte Leberregeneration auszeichnete [183]. Erst kiirzlich konnte
in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass 1L-6 trans-signaling eine ausschlaggebende
Rolle in der Leberregeneration nach PHx spielt, da zunédchst Kupferzellen IL-6 sezernieren,
welches dann Hepatozyten und HSCs stimuliert. Dadurch wird auf Hepatozyten einerseits der
JAK-STAT Signalweg direkt durch das IL-6 trans-signaling aktiviert und zeitgleich werden
die Hepatozyten zusétzlich durch HGF, welches durch IL-6-aktivierte HSCs sezerniert wird,
stimuliert. Sowohl die Zugabe von sgp130Fc und einem gegen IL-6 gerichteten monoklonalen
Antikorper reduzierten die Regeneration durch Abblocken des trans-signaling bzw. classic-
und trans-signaling von IL-6. AuBerdem zeigten sIL-6R™" Miuse, welche den IL-6R
ausschlieBlich in Form des sIL-6R produzieren, ein 80%iges Uberleben nach PHx was
vergleichbar mit dem wildtyp Phénotypen ist und somit die essenzielle Rolle des IL-6

trans-signaling in der Leberregeneration untermauert [179].
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2. Ziele dieser Arbeit

Ubergeordnetes Thema: Generelles Grundwissen iiber die Biochemie unseres Korpers kann
scheinbar nie vollstidndig erforscht sein. Seit Jahrhunderten erweitert sich das Wissen {iber die
Funktionen und Wirkungsweisen der lebenden Natur, in diesem Fall der humanen Medizin,
sowohl im gesunden als auch im kranken Zustand. Auch im Forschungsgebiet der Zytokine und
damit auch im Zusammenhang der Interleukin-6-Familie erweitert sich stetig unser
Grundwissen und auch die klinische Relevanz und Anwendung. Dennoch ergeben sich stetig

neue Fragen und unerwartete Ergebnisse weisen die Richtung fiir neue Untersuchungen.

In dieser Arbeit liegt der Fokus vor Allem auf dem Zytokin IL-6, dass nicht nur an seinen eigens
benannten Rezeptor zu binden vermag, sondern auch an den IL-11R. Die daraus gewonnenen
Kenntnisse werden ebenfalls auf eine Zytokin-chimére IC7 tlibertragen, welche zu 2/3teln aus
IL-6 besteht. Modifikationen im IL-6 wurden auf eine Verstirkung bzw. Abschwéichung des
crosstalks hin untersucht. Zuletzt wurde basierend auf Vorarbeiten aus dieser Arbeitsgruppe die
Leberregeneration weiter untersucht mit Blick auf ein, in diesem Kontext bislang
unbeschriebenes Hyperzytokin, dem Hyper-IL-11Fc (HIL-11Fc), was nach einer partiellen
Hepatektomie in IL-6R defizienten Maiusen appliziert wurde. Dies konnte ebenfalls
Aufschliisse liber die Rolle des IL-11 induziertem trans-signaling geben, welch bislang relativ

unbekannt ist.

Spezielle Zielsetzung 1: Erkundung des IL-6:1L-11R crosstalk in-vitro.

Spezielle Zielsetzung 2: Etablierung des IL-6:1L-11R crosstalk im trans-signaling mittels dem

neuen Designerzytokin cHIL-6.

Spezielle Zielsetzung 3: Erkundung von Modifikationen im IL-6 zur Beeinflussung des

IL-6:IL-11R crosstalk Potentials.

Spezielle Zielsetzung 4: Uberpriifung der Zytokinchimire IC7 auf einen IL-11R:LIFR
crosstalk entgegen des bislang beschriebenen IL-6R:LIFR Rezeptorkomplexes fiir IC7.

Spezielle Zielsetzung S5: Untersuchung des IL-11 trans-signaling mittels HIL-11Fc in der

Leberregeneration nach partieller Hepatektomie in IL-6R defizienten Méusen.
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3. Material

3.1 Verbrauchsmaterial, Einwegwaren, Kleingerdte

Tabelle 1 Verbrauchsmaterial

Name Hersteller

Reaktionsgefdl 15 ml Grglner Bio-one,
Solingen

ReaktionsgefaB 50 ml Greiner Bio-one,
Solingen

Reaktionsgefal3 (SafeSeal tube) 1,5 ml

Sarstedt AG & Co.KG,
Niirnberg

Reaktionsgefa3 (SafeSeal tube) 2 ml

Sarstedt AG & Co.KG,
Niirnberg

Sterile Petrischalen (10 cm)

Greiner bio-one,

Solingen

T75-Zellkulturflasche (Filter)

Sarstedt AG & Co.KG,
Niirnberg

T175-Zellkulturflasche (Filter)

Sarstedt AG & Co.KG,
Niirnberg

Countess cell counting chamber slide

Peqlab,
Deutschland

Erlangen,

Kryor6hrchen 1,5 ml

VWR, Randor, USA

Mr. Frosty™ Gefrierkontainer

Thermo Scientific ™, St.
Leon Rot

6-well Platte CytoOne®

Starlab, Hamburg

Microtest Plate 96-well

Sarstedt AG & Co.KG,
Deutschland

Nitrilhandschuhe

Ansell, Miinchen

Eppendorf Pipette research plus grau (2,5 ul)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Pipette research plus grau (10 pl)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Pipette research plus gelb (20 pul)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Pipette research plus gelb (200 pl)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Pipette blau research plus (1000 ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen

Starlab, Ahrensburg

Serologische Stripetten

Hirschmann, Eberstadt

Rotilabo® Spritzenfilter, PVDF, steril 0,22 um

Carl Roth  GmbH,
Karlsruhe
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Rotilabo® Spritzenfilter, PVDF, steril 0,45 um

Carl Roth
Karlsruhe

GmbH,

20 ml Spritze Omnifix®

Braun, Meldsungen

Amicon Ultra-15 Zentrifugenfiltereinheit

Merck, Darmstadt

NAPT-25 Columns Sephadex™ Cytiva, USA
Strep-Tactin® XT 4 Flow® IBA Lifsciences GmBH,
Gottingen

HiTrap MabSelect PrismA Cytiva, USA
Whatman-Papier VWR, Randor
Nitrocellulosemembran Cytiva, USA

Sensor Chip NTA Cytiva, USA

Sensor Chip Protein A Cytiva, USA
Zellscharber 28 cm, steril S(ffiirlll;; Bio-one,

Spritzen 1ml Ominfix® 100 Solo

B. Braun, Melsungen

Nadeln Sterican ® 0,40x20 mm 27G (fir i.p.
Injektionen)

B. Braun, Melsungen

Nadeln BD Eclipse™ 0,8x40 mm 21G (fiir
Blutentnahmen)

BD GmbH, Heidelberg

OP Besteck:

F.S.T., Foster, USA

OP Material: NaCl, Betaisodona, sterile OP-
Handschuhe, OP- Wattestibchen, Mulbinden und
OP-Tiicher

Zur Verfiigung gestellt
vom OP Bereich der
ZETT, Heinrich-Heine-
Universitét

Serumrohrchen Micovette® 500-LH-Gel

Sarsted AG & Co.KG,
Niirnberg

) . Arkray, Amstelveen,
Spotchem II Liver-1 (Teststreifen) Niederlande
) Arkray, Amstelveen,
Spotchem II ALP (Teststreifen) Niederlande
Marienfeld,

Objekttrager HistoBond®

Lauda-Kd6nigshofen
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3.2 Chemikalien

Tabelle 2 Chemikalien

Name Company

Mili-Q® dest. H20 Merck, Darmstadt

Bovine Serum Albumin (BSA) Thermo Fischer Scientific, Waltham,

USA
Ethanol (70%, 99%) (v/v) Sigma-Aldrich, Miinchen
2-Propanol (Isopropanol) AppliChem GmbH, Darmstadt
Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe
Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe
Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich, Miinchen
RNase A (17,500 U) 100 mg/ml) Qiagen, Hilden
?(f(l)lg %E;er Express (DNA Ladder 100- Thermo Scientific, St. Leon-Rot
Glycerin Roth, Karlsruhe
Glycin Merk, Darmstadt
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Miinchen
Sodiumdodecylsufat (SDS) Roth, Karlsruhe
Tetramethylethylendiamin (TEMED) | Sigma-Aldrich, Miinchen
Tris Bethesda Research Laboratories, USA
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Miinchen
Turbofect™ Transfektionsreagenz Thermo Scientific, St. Leon Rot
Tween 20 Sigma-Aldrich, Miinchen
Complete Proteaseinhibitor Roche, Severin, Schweiz
HD-Green INTAS, Goéttingen, Deutschland
Kaliumacetat Merk, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merk, Darmstadt, Deutschland
Natriumorthovanadat (NazVOs) Merk, Darmstadt, Deutschland
Natriumcitrat Sigma-Aldrich, Miinchen
NP-40 Sigma-Aldrich, Miinchen

PageRulerTM  Prestained  Protein | Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Ladder USA




Kollagen Typ I (Ratte)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Dexamethason

Sigma-Aldrich, Miinchen

Tissue-Tek® O.C.T

Sakura Finetek, Umkirch

Héamatoxylin Losung Gill No.2

Sigma-Aldrich, Miinchen

Eosin Y Losung

Sigma-Aldrich, Miinchen

Roticlear®

Roth, Karlsruhe

Roti®-Mount

Roth, Karlsruhe

ProLong™ Gold antifade reagent

Invitrogen AG, Carlsbad

3.3 Antibiotika

Tabelle 3 Antibiotika

Name und Stammkonzentration

Company

Ampicilin 100 mg/ml

Carl Roth, Karlsruhe

Hygromycin B 100 mg/ml

Carl Roth, Karlsruhe

Penicillin 10.000 U

Genaxxon, Ulm

Puromycin 1 mg/ml

Carl Roth, Karlsruhe

3.4 Zellkultur

Tabelle 4 Material fiir die Zellkultur

Name Firma
Life Technologies,
DMEM Darmstadt

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco, Thermo Scientific,
St. Leon-Rot

Penicilin/Streptomycin

Genaxxon  Bioscience,
Ulm

Expi293F Medium gli?l?;m USASCIenuﬁc,
ExpiCHO-S Medium glael?lla(;n USASCIenuﬁc,
Dimethylsulfoxide (DMSO) Sigma Aldrich
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Trypan Blue Dye 0,4%

Bio-Rad, Miinchen

Trypsin

Williams Medium E

Gibco, Thermo Scientific,
St. Leon-Rot

3.5 Zelllinien und Bakterienstdmme

Tabelle 5 Verwendete Zelllinien und Bakterien

Name

Zellart/ Kurzbeschreibung

Herkunft

Ba/F3

Eukaryotisch, murine pro

B-Zelllinie, suspension

Immunex, Seattle, USA

(Gearing et al., 1994)

Ba/F3-gp130 (und diverse | Eukaryotisch, modifizierte | AG Scheller, Institut fiir
stabil transduzierten | murine  pro  B-Zelllinie, | Biochemie und molekular
Zelllinien mit verschiedenen | suspension Biologie II, Heinrich-Heine-
Rezeptoren der IL-6-Familie, Universitit Diisseldorf
basierend auf Ba/F3-gp130)

Expi293F™ Eukaryotisch, modifizierte | Gibco, ThermoFisher

HEK?293 Zellen zur erhohten

Scientific, Life Technologies

Proteinexpression, Corporation, Carlsbad
suspension
Expi CHO-S™ Eukaryotisch, modifizierte | Gibco, ThermoFisher

CHO Zellen zur erhohten

Scientific, Life Technologies

Proteinexpression, Corporation, Carlsbad
suspension
Bakterienstamm Escherichia | Prokaryotisch, Agilent Technologies,
coli XL1-Blue (endA1 | Laborsicherheitsstamm von | Waldbronn
gyrA96(nalR) thi-1 recAl lac ghV44 | F coli,  geeignet  zur
F* [: TN10 proAB+ laclgA(lacZ)M15] Amplifikation und

hsdR17(rk-mK-+))

Klonierung von Plasmid-

DNA
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3.6 Plasmide

Tabelle 6 Ubesicht verwendeter Plasmide

Name

Herkunft

pcDNA3.1

Invitrogen, Darmstadt

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-1L-6-ts

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-IL-6-RFPFc

AG Miiller-Newen, RWTH
Aachen

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-HIL-6-ts AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-HIL-11-ts AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-cHIL-6-ts AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-IL-6-KTRL-ts Biocat/AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-1C-7Fc AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-1C-7-ts AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-SIL-6Fc Biocat/AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-SIC-7Fc Biocat/AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-SIL-6-ts Biocat/AG Scheller Ampicillin, Neomycin
pcDNA3.1-SIC-7-ts Biocat/AG Scheller Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-IL-6-K53D-ts

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-IL-6-E68A-ts

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-IL-6-E68V-ts

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-1L-6-E171A-ts

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin
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pcDNA3.1-IL-6-S175A-ts

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-MIL-6 -ts

Biocat/AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

pcDNA3.1-HIL-11Fc

AG Scheller

Ampicillin, Neomycin

3.7 Primersequenzen

Tabelle 7 Verwendete Oligonukleotide

Primerbezeichnung

Nukleotidsequenz (5¢ 2 3°)

IL-6-K53D fw

CGAGAGCAGCGACGAGGCCCTGG

1L-6 K53D rev

CACATGTTGCTCTTGTTGCAG

IL-6-E68V fw

AAGATGGCCGTGAAGGACGGCT

IL-6-E68V rev

CACATGTTGCTCTTGTTGCAG

IL-6-E171A fw

AGCTTCAAGGCGTTTCTGCAGAGC

IL-6-E171A rev

CCGCAGGATCAGGTGGGTGG

IL-6-S175A fw

GTTTCTGCAGGCCAGCCTGAGGGCC

IL-6-S175A rev TCCTTGAAGCTCCGCAGG
3.8 Zytokine und Rezeptoren
Tabelle 8 Verwendete Zytokine der IL-6 Familie
Zytokin Herkunft
Human IL-6Fc und IL-6-ts AG Scheller
Human IL-11-ts AG Scheller
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IL-6-RFPFc

AG Scheller/AG Miiller
(RWTH Aachen)

Newen

Humaner 16slicher IL-11R-his

R&D, #8895-MR

Humaner 16slicher IL-6R-his

R&D, #10537-SR

IC7Fc und IC7-ts

AG Scheller

Murines IL-6-ts

AG Scheller

Murines IL-11-ts AG Scheller
Hyper IL-6-ts (HIL-6-ts) und HIL-6Fc AG Scheller
Hyper IL-11-ts (HIL-11-ts) und HIL-11Fc¢ AG Scheller
Hyper chimires IL-6-ts (HIL-6:IL-11R-ts, cHIL-6-ts) | AG Scheller
sgp130Fc AG Scheller
Human IL-6-KTRL-ts AG Scheller
Human IL-6-IRA-KDFc (SIL-6Fc) und SIL-6-ts AG Scheller
IC7-IRA-KDFc (SIC7Fc) und SIC7-ts AG Scheller
Human IL-6-K53D-ts AG Scheller
Human IL-6-E68V-ts AG Scheller
Human IL-6-E171A-ts AG Scheller
Human IL-6-S175A-ts AG Scheller
Human MIL-6-ts AG Scheller
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3.8 Antikorper

Tabelle 9 Verwendete Antikérper

Antikorper Cat. # Firma

Tocilizumab (monoklonaler IL-6R | 10219525 Roche, Basel, Schweiz

Antikorper)

(ACTEMRA/RoACTEMRA®)

Anti muriner IL-11R Antikdrper #AF490 R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA

Anti STAT3 (Klon 124H6) 9139S Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Anti  phosphoryliertes STAT3 | 9145S Cell Signaling Technology,

(Tyr705) (Klon D3A7) Frankfurt

Anti ERK1/2 (Klon L34F12) 4696S Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Anti  phosphoryliertes ERK1/2 | 9106S Cell Signaling Technology,

(Thr202/Tyr204) (Klon Frankfurt

D13.14.4E)

Anti-human-FcPOD 31423 Invitrogen AG, Carlsbad

StrepMAB-Classic HRP 2-1509-001 IBA Lifsciences GmBH,
Gottingen

Anti y-tubulin (Klon GTU-88) T5326 Merck, Darmstadt

Anti-Phospho Histone H3 (PH3) | 06-570 Merck, Darmstadt

(Ser10)

Anti-Kaninchen AlexaFluor™488 | A21206 Invitrogen AG, Carlsbad
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3.9 Puffer und Losungen

Tabelle 10 Puffer und Losungen

Losungen/Puffer

Zusammensetzung/Hersteller

PBS (10x), Phosphate buffered saline

1,5 mM KH>PO4

2,7 mM KCI

8,1 mM NaHPO4
137 mM NaCl pH 7,4

10x Standard Restriktionspuffer

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

10x T4 DNA Ligasepuffer

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

10% (w/v) APS

TAE Puffer (Tris-Acetat-EDTA)

0,4 M Tris-HCl (pH 8,8)

0,01 M EDTA

0,2 M Essigsdure
Agarose (1%) 4 g Agarose auf 400 mL TAE
Trypsin/EDTA Losung 1:10 Trypsin/EDTA (10x) in PBS

Losung 1 (S1) fir DNA-Minipréperation

50 mM Glukose

25 mM Tris-HCL, (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)
1:1.000 RNAse

in H20

Losung 2 (S2) fiir DNA-Minipréperation

200 mM NaOH
1% SDS

Losung 3 (S3) fiir DNA-Minipréperation

3 M Kaliumacetat

11,5% (v/v) Essigséure

SDS-PAGE Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HC, (pH 8,8)
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SDS-PAGE Laufpuffer

0,4 M Tris-HCI, (pH 8,25)
0,1 M Glycin
0,1% SDS

Lammli-Puffer (SDS-PAGE Probenpuffer) (6x)

375 mM Tris-HCI (pH 6,8)
9% (w/v) SDS

50% (v/v) Glycerol

9% B-Mercaptoethanol

0,03% (w/v) Bromphenol Blau

Transferpuffer 250 mM Tris-HCI, (pH 8,0)
2 M Glycerin
0,01% (w/v) SDS
5% (v/v) Methanol

TBS (10x), tris buffered saline 5 M NacCl

200 mM Tris-HCL, (pH 7.5)

TBS-T

5 M NaCl
200 mM Tris-HCI, (pH 7,5)
0,05% (v/v) Tween20

Western Blot blocking Puffer Milch-TBST (M-TBST)

5% Milchpulver in TBS-T

Western Blot blocking Puffer BSA-TBST (B-TBST)

5% BSA in TBS-T

Wester Blot blocking Puffer Licor, Blockierlosung
Intercept TBS

Li-Cor Biosciences GmbH

Coomassie-Férbelosung

35% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Eisessig
0,3% (w/v) Coomassie G250

Coomassie-Entfarbelosung

35% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Eisessig
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Citratpuffer pH 3,2

7,1 mM Natriumcitratdihydrat

42,9 mM Zitronensaure

Citratpuffer pH 5,5

35,2 mM Natriumcitratdihydrat

14,8 mM Zitronensédure

Puffer W

100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl
| mM EDTA

Puffer BXT

100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl

1 mM EDTA

50 mM Biotin

Puffer XT-R

3 M MgCl,

PBS p20

PBS
0.05% (v/v) surfactant P20

PBS p20 EDTA

PBS
0.05% (v/v) surfactant P20
50 uM EDTA

NTA Regenerationspuffer

dH->O
350 mM EDTA

NTA Waschpuffer

dH,O
3mM EDTA

NTA Nickelpuffer

dH,O
0,5 mM NiCl,

JAK?2 Lyse Puffer (Zellkulturlysate)

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl

0,5 mM EDTA

10 mM MgCl;

1 mM Na3;VOq4
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0,5% NP-40

1 Tablette Proteaseinhibitor (Roche)
pro 50 ml Puffer

pSTATS3 Lyse Puffer (fiir Organlysate)

50 mM Tris HCI1 (pH7,5)
150 mM NaCl

2mM EDTA

1% NP-40

1% Triton X100

ImM NaF

I mM Na3;VOq4

1 Tablette Proteaseinhibitor (Roche)
pro 50 ml Puffer

PH1 Medium (Primére Hepatozytenisolation)

Williams Medium E
10% FCS

100 nM Dexamethason
2 mM L-Glutamin

1% Penicilin/Streptomycin

PH2 Medium (Primére Hepatozytenisolation)

Williams Medium E
100 nM Dexamethason
2 mM L-Glutamin

1% Penicilin/Streptomycin

PH3 (Primédre Hepatozytenisolation)

Williams Medium E
2 mM L-Glutamin

1% Penicilin/Streptomycin

3.10 Kits

Tabelle 11 Verwendete Labor-Kits

Name

Firma/Hersteller

BCA Protein Assay

Thermo Fisher Scientific,
USA

Waltham,
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Celltiter Blue

Promega GmbH, Mannheim

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, Diiren

NuceloBond® Xtra Midi/Maxi

Macherey-Nagel, Diiren Deutschland

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit

New England Biolabs®

In situ cell death detection Kit (TUNEL)

Roche, Grenzach-Wyhlen

3.11 Gerdte

Tabelle 12 Labor-Gerdte und -Maschinen

Name

Firma/Hersteller

Analysewaage Precisia 100M-300C

Precisia, Hartenstein

Autoklav Laboklav 25

SHP Steriltechnik AG, Detzel

Schloss/Satuelle

Automatischer Zellzdhler TC10

Bio-Rad, Miinchen

AKTA Start

GE Healthcare, Chicago

CO;s-Inkubator HERAcell 150

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Gefrierschrank Forma 900

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager

LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad, Miinchen

Kulturschuttler Multiron HT

INFORS GmbH, Einsbach

Kiihlschrank Liebherr GmbH, Rostock
Kiihlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg
Kiihlzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

Magnetriiher mit Heizung

Heidolph Instr. GmbH, Schwabach

Mikropipetten Research

Eppendorf, Hamburg

Mikroskop (Floureszenz), BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg

Mikrowelle Optiquick

Moulinex (Krups), Offenbach

Minizentrifuge

Axon, Kaiserslautern

NanoDrop ND-1.000

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

PCR Thermocycler peqStar

Peqlab, Erlangen

pH-Meter

Sartorius, Ratingen
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Akku-Pipettierhilfe pipetus®

Hirschmann, Eberstadt

Schwingmiihle MM 400 (Organ Homogenisator)

Retsch, Haan

Spotchem EZ SP-4430

Arkray, Amstelveen

Sterilbank

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Sterilbankpumpe

HLC BioTech, Bovenden

Tischzenrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg

Trans-Blot TurboTM

Bio-Rad, Miinchen

UV-Tisch

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld

3.12 Software

Tabelle 13 Software und Programme

Name Firma/Hersteller
Microsoft Office 2016 Microsoft
SnapGene® 3.2.1 Dotmatics

Chimera 1.15

Resource for Biocomputing, Visualization,
and Informatics (RBVI) at the University of
California, San Francisco

Akta Start / Unicorn™ Start 1.0

Cytiva

Tecan 1-Control™ Version 3.9.1.0

Tecan

Image Studio Lite V. 5.2

LI-COR Biosciences

Biacore X100 Control Software Cytiva
Biacore X100 Evaluation Software Cytiva
GraphPad Prism 8.0.2 Dotmatics
bioRender bioRender
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4. Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die allgemeine Zellkultur (diverse modifizierte Ba/F3 Zelllinien) wurden unter konstanten
37°C mit 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit in 10 cm Petrischalen mit 10 ml DMEM"*
(DMEM Medium mit 10% FCS und 1% Penicilin/Streptomycin) durchgefiihrt. Ba/F3 und
Ba/F3-gp130 basierende Zelllinien (inkl. diverser Rezeptorkombinationen) wurden zudem mit
0,2% konditioniertem IL-3 Uberstand bzw. 0,2% konditioniertem HIL-6 kultiviert. Beim
Erreichen einer Konfluenz in der Kulturschale wurde ein Teil der Zellsuspension in eine neue
Petrischale iiberfiihrt und mit frischem Kulturmedium DMEM™* sowie entsprechenden

Zytokinen und Antibiotika supplementiert.

Die Expressionszelllinien Expi293F™ und ExpiCHO-S™ von Thermo Fisher Scientific
wurden bei 37°C, mit 8% CO; und 90% Luftfeuchtigkeit in Expi293™ Expressionsmedium
bzw. ExpiCHO™ Expressionsmedium und konstantem Schiitteln (125 rpm, 19 mm
Schiitteldurchmesser) in 125 ml Einwegerlenmeyerkolben kultiviert. Die Subkultivierung,
Kryokonservierung sowie transiente Transfektionen zur Expression von Proteinen erfolgten

nach Angabe des Herstellers.

4.1.2 Zellen waschen

Zur Versuchsvorbereitung und beim Auftauen von kryokonservierten Zellen wurden die
diversen Ba/F3 Zelllinien mit PBS (phosphate buffered saline) oder mit DMEM** Medium
verdiinnt und mit 400 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert (hdufig bezeichnet, als ,,waschen* von
Zellen), um mogliche Zelltrimmer und das Einfriermedium von den Zellen zu trennen. Je nach

Anforderung wurden diese Waschschritte mehrfach wiederholt.

4.1.3 Zellzahlbestimmung

Nach dem Waschen von Zellen durch Zentrifugation (s. 4.1.2) wurde der Uberstand verworfen
und das Zellpellet in PBS oder Medium resuspendiert. 10 pl wurden als Stichprobe in einer 1:1
Verdiinnung mit 7rypan Blue dye 0.4% gemischt und 10 pl daraus wurde in ein cell counting
slide pipettiert. Mittels des Zellzdhlers TC10 wurde so die totale Zellzahl, sowie die lebenden
Zellen und die Viabilitdt der Zellen ermittelt.
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4.1.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Fiir eine mogliche Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff (-196°C) wurden Zellen zundchst
einmal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde sodann in FBS + 10% DMSO resuspendiert
und in 1,5 ml Kryordhrchen {iberfiihrt. Langsames Abkiihlen der Zellen erfolgte zunichst im
MrFrosty mit Isopropanol im -80°C Gefrierschrank (-1°C/min). Nach friihestens 24 Stunden

wurden die Zellen dann in einen Kryotank mit fliissigem Stickstoff tiberfiihrt und aufbewahrt.

Zum Auftauen von Zellen, wurde ein Wasserbad und Kultur-Medium auf 37°C vorgewéarmt.
Die Kryoréhrchen wurden dann so lange im Wasserbad aufgewédrmt und sobald die Probe
aufgetaut war, wurde sie schnellstmoglich mit Medium verdiinnt. Die Zellen wurden sofort
durch Zentrifugieren einmal gewaschen, um die Zellen vom DMSO-haltigen Medium zu
trennen. Das Zellpellet wurde anschlieBen in Medium geldst und in einer 10 cm Petrischale

ausgesat.

4.2 Biochemische und molekular biologische Methoden

4.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren und Proteinen mittels NanoDrop

Die Konzentration von Nukleinsduren sowie Proteinen wurde mit einem NanoDrop 2000
bestimmt. DNA Ldsungen wurden bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Aus dem
Quotienten der Absorptionen bei A260/A280 kann die Reinheit der Probe bestimmt werden,
diese sollte dabei iiber 1,8 liegen. Fiir Proteine wird bei der Konzentrationsbestimmung die
Absorptionsmessung bei 280 nm Wellenldnge verwendet. Bei dieser Wellenldnge absorbieren
die aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin. Die Konzentration

wurde mit dem Absorptionswert A280 mittels des Lamert-Beerschen Gesetzes berechnet:

Konzentraion =9 = 4280 1(cm)x Molekul icht (Da)
onzentraion m = g(M— Tem — 1)x cm)x oleku argerC a

Alternativ.  kann die Konzentration unter Angabe von Molekulargewicht und
Extiktionskoeffizienten auch direkt am Gerdt abgelesen werden. Molekulargewicht und
Extinktionskoeffizienten wurden anhand der Plasmidkarte/ Aminosduresequenz und unter

Verwendung des online-tools Expasy ProtParam tool bestimmt

(https://web.expasy.org/protparam/, basierend auf E. Gasteiger et al., Protein Identification and

Analysis Tools on the Expasy Server, 2005).
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4.2.2 Spaltung von Plasmid-DNA mittels Restriktionsenzymen

Um Plasmid-DNA zu schneiden, um etwaige Fragmente isolieren oder auszutauschen zu
konnen zwecks Klonierungsarbeiten, wurden Restriktionen mittels Restriktionsenzymen
durchgefiihrt. Restriktionsenzyme haben spezifische Erkennungssequenzen (meist 4-6
Basenpaare) innerhalb eines DNA-Doppelstrangs. Bei der Spaltung hydrolisieren sie
Phosphodiesterbindungen, wodurch je nach Restriktionsenzym entweder DNA-Doppelstringe
ohne Uberhang (blunt end) oder mit Uberhang (sticky end). Die Restriktion erfolgt mit 10 U
des benoétigten Enzyms sowie mit dem vom Hersteller empfohlenen Puffer. Der
Restriktionsansatz wurde fiir 2 h oder iiber Nacht bei 37°C inkubiert. In Abhéngigkeit des
Vorhabens wurden unterschiedliche Mengen von DNA geschnitten und auf ein Agarosegel zur
Gelelektrophorese aufgetragen. Zur Schnittstelleniliberpriifung einer bereits durchgefiihrten
Klonierung, wurde eine DNA-Menge von 3-5 ng verwendet. Fiir eine Klonierung bei der die
DNA-Fragmente noch verwendet werden miissen, sprich aus dem Gel isoliert und aufgereinigt
werden miissen, wurde ein Ansatz von 30-50 ug gewihlt. Fiir eine Gelelektrophorese wurden

die Restriktionsansitze mit 6x loading dye vermengt.

4.2.3 DNA-Gelelektrophorese und DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Fiir eine Gelelektrophorese zur Grofenuftrennung von DNA wurden Agarosegele (meist 1%
Agarose in TAE-Puffer) verwendet. Zur Visualisierung der DNA wurde HD Green der noch
fliissigen Agarose zugemischt. Der Farbstoff interkaliert in die DNA und macht sie so unter
Einstrahlung von UV-Licht sichtbar. Nachdem das Gel ausgehértet war, wurden die Proben in
die Geltaschen geladen und die DNA-Fragmente durch Anlegen eines elektrischen Feldes ihrer
Lange an Basenpaaren nach voneinander getrennt. Da die negativ geladene DNA zur Anode
wandert, wirkt das Agarosegel wie ein molekulares Sieb. Dadurch wandern kleinere DNA-
Fragmente schneller zur Anode als goBere. Zur ungefiahren Grofenzuordnung der
DNA-Fragmente wurde ein DNA-Marker mit definiertem Bandenmuster als Referenz mit
aufgetragen (GeneRule Express DNA Ladder, ThermoFischer). Die fertige Gréf3entrennung
wurde mittels Geldokumentationssystem INTAS (Gottingen, Deutschland) dokumentiert.
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4.2.4 Dephosphorylierung von geschnittener Plasmid DNA

Da linearisierte Plasmid-DNA auch re-ligieren kann wurde zur Vermeidung dessen nach der
Restriktionsspaltung das 5°-Ende der linearisierten DNA dephosphoryliert. Dazu wurde der
fertige Restriktionsansatz nach dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit gereinigt, um die
Restriktionsenzyme mit dem entsprechenden Puffer zu entfernen. Im Anschluss wurde die
DNA mit 1 U FastAP (Thermo Fisher Scientific, Waltham) fiir 1 h bei 37°C inkubiert und im
Anschluss nochmals gereinigt. Die Dephosphorylierung wurde nur bei blunt end geschnittenen

Vektoren durchgefiihrt.

4.2.5 Ligation von linearen DNA-Fragmenten

Wenn zwei isolierte DNA Fragmente, ein Plasmid/ Vektor-DNA ,,backbone® mit einem
zusétzlichen Gen ,,gene of interest“ wieder miteinander verbunden werden sollten (Ligierung
einer linearisierten DNA zu einem ringférmigen Plasmid), wurden diese miteinander ligiert.
Dazu wurde das Enzym Ligase verwendet, welches kompatible DNA Uberhiinge, also blut ends
oder komplementir passende sticky ends durch Bildung einer Phosphodiesterbindung
miteinander verbindet. 100 ng Vektor-DNA wurden mit dem insert in einem molaren
Uberschuss (1:7 Verhiltnis) in einem Ansatz mit T4-Ligasepuffer, PEG4000 und der T4-Ligase
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) fiir 2 Stunden bei RT oder iiber Nacht bei 4°C
inkubiert.

4.2.6 Transformation von Plasmid DNA in chemisch kompetente Escherichia coli Bakterien

Zur Amplifikation, also zur Gewinnung von grofleren Mengen von Plasmid-DNA, wurden
chemisch kompetente E. coli (XL-1 blue) verwendet. Diese wurden nach Threr Praparation bei
-80°C gelagert. Zur Transformation der kompetenten Zellen, wurden diese 5 Minuten auf Eis
aufgetaut, dann wurde die DNA die zu amplifizieren gilt, hinzu pipettiert und weitere 5 Minuten
auf Eis inkubiert. Fiir eine Retransformation von bestehenden Plasmiden wurden nur 0,5 pl der
Plasmid-DNA den E. coli zugegeben, fiir einen neuen Ligationsansatz hingegen wurden 10 pl
verwendet. AnschlieBend wurden die E. coli fiir einen Hitzeschock fiir eine Minute bei 42°C
gehalten. Darauffolgend wurden die E. coli erneut fir 5 Minuten auf Eis inkubiert, und
anschlieBend mit 500 pl antibiotika-freiem LB-Medium versetzt. Zur Regeneration wurden die

E. coli fiir eine Stunde bei 37°C und 1000 rpm inkubiert. Bei den Transformationen in dieser
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Arbeit wurde zur Selektion nur eine Ampicilin-Resistenz genutzt. Diese Resistenz wurde nur
dann ausgebildet, wenn die E. coli auch die Plasmid-DNA bei der Transformation
aufgenommen haben, da das Resistenzgen fiir Ampicilin auf den eingebrachten pcDNA3.1
Vektoren liegt. Nach der Regeneration wurde die Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten mit
Ampicilin ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C in Kultur gehalten. Aus den angewachsenen
Kolonien wurden einzelne Klone (genauer: colony forming units, CFU) gepickt, um eine Kultur
in 1,8 ml LB-Medium mit Antibiotika anzuimpfen. Fiir die Kultivierung einer solchen Kultur
wurde ein Loch in den Deckel eines 2 ml Reaktionsgefiales gestanzt und die Kultur bei
1000 rpm bei 37°C geschiittelt, um einen relativen Sauerstoffeintrag fiir die Kultur bei
Inkubation iiber Nacht zu gewihrleisten. Diese Kultur wurde dann am darauf folgenden Tag
fir eine Plasmidpridparation verwendet, um das gewiinschte Plasmid durch PCR,
Restriktionsenzym basierten Bandenmuster oder Sequenzierung zu charakterisieren. Um mit
der richtigen CFU direkt eine grofere Kultur animpfen zu konnen, wurden vor der
Plasdmidpriperation ca. 100 pl der Bakteriensuspension zuriickgehalten und voriibergehend

bei 4°C gelagert.

4.2.7 Mini-Prdparation (Isolation) von Plasmid DNA

Fir die Plasmid-Priparation im Mini-Mafstab einer 2 ml Kultur, wurde die
Bakteriensuspension zundchst bei 15.000 x g fiir 5 Minuten bei RT zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde anschlieend mit 100 ul kaltem S1-Puffer resuspendiert. Hierbei wurde
durch eine alkalische Lyse die Plasmid-DNA aus den Bakterien geldst. AnschlieSend wurden
200 pl S2-Puffer hinzugefiigt und das Reaktionsgefd3 invertiert. Zuletzt wurde 150 pl kalter
S3-Puffer hinzugefiigt und erneut invertiert. Durch letzteren Puffer wurde die Lyse der
Bakterien neutralisiert. Durch Zentrifugation bei 17.000 x g fiir 10 Minuten bei 4°C wurden
dann Zelltriimmer, denaturierte Proteine sowie chromosomale DNA vom restlichen Lysat mit
der Plasmid-DNA getrennt. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt
und mit 900 pul eiskaltem 100%igen Ethanol gemischt. Eine 5-miniitige Inkubation auf Eis
wurde eingehalten, um die Prézipitation der DNA zu verbessern. Anschliefend wurde die DNA
durch Zentrifugation bei 17.000 x g fiir 15 Minuten bei 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet erneut mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Dazu wurde
die Probe erneut mit 17.000 x g fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der ethanolhaltige
Uberstand wurde entfernt und das Pellet fiir 5 bis 10 Minuten luftgetrocknet. Zuletzt wurde das
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Pellet der Plasmid-DNA in dest. H>O gelost. Mittels NanoDrop wurde dann die

Plasmidkonzentration bestimmt (siche 4.2.1).

4.2.8 Midi-Praparation (Isolation) von Plasmid DNA

Fiir eine grofBere Ausbeute an Plasmid-DNA durch DNA-Préparation wurden Midi-Kulturen
mit 100 bis 150 ml LB-Medium inklusive Antibiotikum (hier: Ampicilin) angeimpft und liber
Nacht bei 37°C und mit 150 rpm schiittelnd in Kultur gehalten. Die E. coli Kultur wurde dann
durch mehrmaliges Zentrifugieren bei 4.000x g, 10 Minuten, 4°C in einem 50 ml
Reaktionsgefdll geerntet. Unter Verwendung des NucleoBond Xtra Midi Kit wurde sodann die
Plasmid-DNA aus den Bakterien isoliert und nach Herstellerangaben gereinigt. Zuletzt wurde
das Pellet der Plasmid-DNA in dest. HoO geldst. Mittels NanoDrop wurde dann die

Plasmidkonzentration bestimmt (siche 4.2.1).

4.2.9 Sequenzierung von Plasmid DNA

Zur Uberpriifung von Klonierungen wurde die Plasmid-DNA eingeschickt und extern von der
Firma Microsnth Seqlab (Gottingen, Deutschland) sequenziert. Die Proben wurden hierfiir mit
den dafiir vorgesehenen Oligonukleotiden versetzt, oder mit dem Angebot seitens des Anbieters

die passenden Primer aus dem angebotenem Repertoire zu verwenden, beauftragt.

4.2.10 Proteinexpression in Expressionszelllinien

Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurden die Expressionszelllinien Expi293F™
und ExpiCHO-S™ (ThermoFisher Scientific) verwendet. Diese Zelllinien sind vom Hersteller
modifizierte HEK293 bzw. CHO Zelllinien. Anders als die herkdmmlichen HEK293 und CHO
Zellen, sind sie nicht adhérent, sondern befinden sich innerhalb des Mediums in Suspension
und kénnen dadurch in einem Schiittelkolben zu einer hohen Zelldichte kultiviert werden. Diese
beiden Zelllinien haben dariiber hinaus die Eigenschaft zur erhohten Proteinexpression bei
transienter Expression. Hierbei wurde fiir die entsprechenden Expi-Zelllinien angepasstes
Medium, Expi293™ Expressionmedium und ExpiCHO™ Expressionmedium verwendet. Fiir
die Transfektionen wurden das ExpiFectamine™ 293 Transfection Kit und ExpiFectamine™
CHO Transfection Kit sowie OptiPRO™ SFM Complexation Medium verwendet. Fiir die

Kultivierung und Transfektion mit Plasmid-DNA wurden die Zellen nach dem Protokoll des
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Herstellers behandelt. Die Expression von Proteinen wurde nach 7-10 Tagen nach Transfektion
beendet. Hierbei wurde das exprimierte und sezernierte Protein im Zellkulturmedium durch
Zentrifugation mit zundchst mit 450 x g fiir 5 Minuten geerntet, anschlieBend wurde der
Uberstand erneut mit 4000 x g fiir 20 Minuten zentrifugiert, um mdoglichst alle Zellen von
Medium zu trennen. Zuletzt wurde die Probe direkt weiterverwendet oder bei -80°C gelagert.
Vor der weiteren Prozessierung wurde der Uberstand noch durch einen Spritzenfilter mit einer
Filterporengrofle von 0,45 um filtriert, um eine zusétzliche Abtrennung von Zellen und
Zelltriimmer zu gewihrleisten. AnschlieBend konnte der Uberstand zur Proteinreinigung

mittels Affinitdtschromatographie verwendet werden.

4.2.11 Affinitatschromatographie zur Proteinreinigung

Die Uberstiinde aus den abzentrifugierten Expi-Kulturen enthielten neben dem exprimierten
rekombinanten Proteinen auch zahlreiche andere Proteine. Um das gewlinschte, zur Expression
gebrachte Protein, in einer weitestgehend reinen Form zu erhalten, wurden diese mit einem
Proteintag zur Reinigung versehen. Hierbei wurden ein Fc- oder Twin-Strep-Tag® verwendet.
Die Sequenzen fiir diese tags wurden in der Plasmid-DNA an die Sequenz fiir das gewlinschte
Protein gekoppelt und somit wird der fag mit exprimiert. Nach der Expressionskultur konnen
die rekombinanten Proteine dann mittels Affinititschromatographie mit einer entsprechenden
Sdule fiir den jeweiligen tag gereinigt werden. Hierzu wurde das System Akta Start (GE
Healthcare, Chiago, USA) verwendet.

4.2.11.1 Proteinreinigung durch Affinitdtschromatorgaphie mittels Protein A

Fir Proteine mit einem Fc-tag wurde eine HiTrap MabSelect PrismA (Cytivia, USA)
verwendet. Die Séule ist mit einem Sdulenbett versehen indem sich Protein A befindet.
Protein A stammt aus Staphylococcus aureus und stellt im eigentlichen Sinne einen
Pathogenitétsfaktor dar. Protein A bindet spezifisch und pH-abhingig IgG-Fc. Nach
dquilibrieren der Sdule mit PBS bei 1 ml/min wurde die Probe, sprich der zentrifugierte
Kulturiiberstand, iiber die Séaule laufen gelassen mit einer Flussrate von 1 ml/min. Proteine mit
Fc-tag verweilten im Saulenbett da sie an das Protein A in der Sdulenmatrix binden, alle
anderen Proteine in der Probe flossen hindurch. AnschlieBend wurde die Saule mit 20fachem
Sdulenvolumen mit PBS gewaschen damit auch unspezifisch verbliebene Protein in der Sdule
ausgewaschen werden. Die FElution des gewiinschten Proteins erfolgte dann in einem
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zweistufigem Verfahren. Hierbei wurde der Laufpuffer im System umgestellt, zuerst auf einen
Citratpuffer mit pH 5,5 und anschlieBend mit pH 3,2. Durch Absenkung des pH-Werts 10ste
sich das Protein mit dem Fc-tag wieder vom Protein A in der Sdule und das Protein wurde
freigegeben, sodass es in einem Reaktionsgefda3 aufgefangen werden konnte. Um das Protein
nicht zulange in einem negativen pH zu belassen, wurde das Eluat mit Tris Puffer (pH 10,5) auf
einen neutralen pH-Wert (ca. pH 7) gebracht. Die verwendete Sdule wurde mit dest. H.O
gewaschen und anschliefen mit 15fachem Séulenvolumen mit 0,5 M NaOH regeneriert, um
samtliche librigen Proteine von der Sédule zu 16sen. AnschlieBend wurde die Sdule wieder
neutral dquilibriert mit dest. H>O und PBS bevor sie mit 20% Ethanol konserviert wurde und
aus dem Chromatographiesystem ausgebaut und bei 4°C gelagert werden konnte. Die
Proteinkonzentration der Elutionsfraktionen wurde mittels NanoDrop bestimmt. Im weiten
Verlauf wurden die Elutionsfraktionen, die das Protein enthalten, in einer
Zentrifugenfilterrdhrcheneinheit (Amicon Ultra Membran, Merk, Darmstadt, Deutschland)
konzentriert. Hierbei wurde ein Filter verwendet dessen Porengrof3e (in Dalton) kleiner ist als
das gewiinschte Protein. Der Citratpuffer konnte so durch Zentrifugation bei 4000 rpm bei 4°C
durch den Filter entweichen und die Probe wurde in ithrem Volumen reduziert. Je nach
Ausgangsvolumen wurde hierbei unterschiedlich lang zentrifugiert, bis die Probe ein Volumen
von 2,5 ml erreicht hat. Die darauffolgende Pufferung wurde mittels einer NAP-25 Saule (GE
Healthcare, Chicago, USA) durchgefiihrt. Dabei wurde die Probe in PBS gepuffert und in einem
Volumen von 3,5 ml aus der NAP-25 Siule eluiert. Nach erneuter Konzentrationsbestimmung
wurde das gereinigte Protein aliquotiert und nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff

anschlieffend bei -80°C aufbewahrt, oder fiir weitere Analysen und Experimente eingesetzt.

4.2.11.2 Proteinreinigung durch Affinitétschromatorgaphie mittels StrepTactinXT

Die Proteinreinigung mittels Twin-Strep-Tag® wies einen #hnlichen Ablauf zur in 4.2.11.1
beschriebenen Methode zur Proteinreinigung auf. Hierbei wurde allerdings die Interaktion von
Streptavidin und Biotin als Funktionsprinzip fiir die Affinitaitschromatographie genutzt. Die
Peptidsequenz des Twin-Strep-Tags® SA-WSHPQFEK-(GGGS)-GGSA-WSHPQFEK geht
dabei eine Bindung mit der Strep-Tactin Sdulenmatrix der StrepTactin® XP Flow®- Siule
(IBA-Lifesciences, Gottingen) ein, was der Interaktion von Biotin zu Steptavidin dhnelt. Nach
dem Einbau der Sdule wurde diese mit dem Laufpuffer Puffer W &quilibriert. Nach dem
Beladen der Séule mit dem Kulturiiberstand wurde die Séule erneut mit Puffer W gewaschen
um den Anteil an unspezifisch gebundenen Proteine zu reduzieren. Mittels Biotin im
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Elutionspuffer BXT wurde das Twin-Strep-Tag® Protein von der Sdule abgeldst, da Biotin eine
noch hohere Affinitdt zur Strep-Tactin Sdulenmatrix aufweist als der Twin-Strep-Tag®. Im
Gegensatz zur Protein A Reinigung wurde hier kein saurer pH benétigt und somit musste das
Eluat auch nicht mit Tris-Puffer neutralisiert werden. Nach der Benutzung wurde die Siule mit
dem Regenerationspuffer XTR regeneriert, anschlieBend wieder mit Puffer W gewaschen und
dann mit 20% Ethanol konserviert zur Lagerung bei 4°C. Die Proteinkonzentration wurde dann
am NanoDrop bestimmt, bevor das Protein wie in 4.2.11.1 auch konzentriert und in PBS
gepuffert wurde. AnschlieBend wurde das gereinigte und gepufferte Protein wieder aliquotiert,
schockgefroren in fliissigem Stickstoff und bei -80°C aufbewahrt oder weiterverwendet fiir

andere Verfahren.

4.3 Zellbiologische Methoden und Experimente zur Proteinanalyse

4.3.1 Proliferationsassay

Zum Testen von gereinigten rekombinanten Proteinen auf ihre biologische Aktivitit oder ob
ein bestimmtes Zytokin auf einer gewihlten Zelllinie eine Reaktion hervorruft, wurde im
Rahmen dieser Arbeit die induzierte Proliferation analysiert. Aufgrund des Vorhandenseins
diverser Rezeptorkombinationen der IL-6-Familie wird unter passender Signaltransduktion
eine Proliferation der Ba/F3 Zelllinien ausgelost. Die Auswertung des Proliferationsassays in
dieser Arbeit beruhte auf der enzymatischen Umsetzung des im CellTiter-Blue enthaltenden
Resazurins zum fluoreszierenden Resorufin. Die Reaktion wurde durch metabolisch aktive
Zellen hervorgerufen und dadurch korrelierte die resultierende Fluoreszenzintensitdt mit der
Anzahl der Zellen. Zu Beginn des Assays wurde eine Kulturschale von der gewéhlten Zelllinie
drei Mal mit PBS gewaschen und anschlieend gezéhlt. Beim Anlegen dieser Kulturschale in
den Tagen vor dem Assay, wurde ebenfalls ein Kontrollkulturschale mitangesetzt, welche ohne
dem Zytokin angesetzt wurde, mit dem die Zelllinie in Kultur gehalten werden wiirde. Dies
diente zur Uberpriifung, ob die Zellen nicht entartet sind und bereits ohne Stimulus wachsen.
Nach dem Zéhlen der Zellen wurden diese auf eine Zelldichte von 50.000 Zellen/ml in
DMEM™" Medium verdiinnt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir die gewiinschten
Konditionen mit den entsprechenden Konzentrationen an Zytokinen und/oder Inhibitoren
versetzt. Hierbei wurden wahlweise entweder einzeln festgelegte Konditionen angesetzt oder
eine Verdiinnungsreihe in 1:2 oder 1:3 Verdiinnungsschritten angelegt. Durch Letzteres kann

im Anschluss des Assays ein EC50 Wert ermittelt werden, welcher die mittlere effektive
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(Wirk-) Konzentration (50%) beschreibt. Dieser Wert kann als MaB fiir die Effektivitdt oder
wie responsiv die Zellen auf verschiedene Zytokine reagieren in Betracht gezogen werden. Fiir
Proliferationsassays mit einem Inhibitor kann so entsprechend fiir diesen auch eine mittlere
inhibitorische Konzentration (IC50) ermittelt werden. Der Proliferationsassay wurde stets mit
technischen Triplikaten mit 100 ul Volumen je Kondition in einer 96-well Platte angesetzt. Fiir
das Wachstum der Proben wurde eine Inkubation von 72 Stunden im Zellkulturinkubator
eingehalten. Am dritten Tag erfolgte dann die Messung. Hierbei wurden je 20 ul der CellTiter-
Blue Losung pipettiert. Die Platte wurde sodann zum Zeitpunkt 0 Minuten am Fluorometer
Infinite M200 Pro (Tecan, Mannedorf) mit 560 nm gemessen. AnschlieBend wurde die Platte
alle 20 Minuten erneut gemessen iiber einen Gesamtenzeitraum von 120 Minuten. Zur
Auswertung wurden von den Werten der Messung zum letzten Zeitpunkt die Werte aus der

Messung zum Zeitpunkt O subtrahiert.

4.3.2 Stimulationsassay

4.3.2.1 Stimulation der Zellen

Als weitere Methode, um die biologische Aktivitit von rekombinanten Proteinen zu testen bzw.
die Aktivierung von Zellen oder ob bestimmte Zelllinien {iberhaupt responsiv auf diese Proteine
reagieren, wurde ein Stimulationsassay zur Untersuchung der Signaltransduktion durchgefiihrt.
Als Analyseverfahren der Signaltransduktion wurde hier der Western Blot verwendet. Vor
Beginn der Stimulation wurde die gewiinschte Zelllinie in héherem Mafstab kultiviert um
geniligend Ausgangsmaterial, also der Menge an Zellen, zu erhalten. Eine voll gewachsene 10
cm Petrischale wurde hier pro Kondition, mit der spéter stimuliert werden sollte, benétigt. Die
entsprechende Menge wurde bei mehreren Konditionen auch in T175 Zellkulturflaschen
angelegt. Zu Beginn des Experiments wurden die Zellen fiinf Mal mit PBS gewaschen, um
jegliche Wachstumsfaktoren oder beeinflussende Bestandteile im Medium (z.B. FCS und
Zytokine zur Kultivierung) von den Zellen zu trennen. Damit die Zellen ihre restliche Aktivitat
aus der angelegten Kultur auch weitestgehend reduzieren, wurden die Zellen zunéchst in
serumfreien DMEM Medium gelost und fiir mind. vier Stunden im Inkubator inkubiert
(starving der Zellen). Gegen Ende des starvings wurden die Konditionen zur Stimulation
vorbereitet. Vorbereitet wurden diese mit DMEM Medium und der Zugabe der entsprechend
vorgesehenen Konzentrationen an Zytokinen/Inhibitoren in einem Volumen von 500-1000 pl

in einem 1,5 ml Reaktionsgefal. Fiir die Stimulation wurden die Zellen dann gleichméBig auf
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1,5 ml Reaktionsgefdfie verteilt, mit 450 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und anschlieBend mit
dem entsprechend vorbereitetem Medium zur Stimulation geldst. Fiir die Stimulation wurden
die Zellen fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 450 x g fiir
5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in fliissigem
Stickstoff schockgefroren, fiir ein direktes Abstoppen der Zellaktivitit. Anschlieend wurden

die Zellen bei -20°C gelagert bis sie zur Weiterverarbeitung lysiert wurden.

4.3.2.2. Lyse der Zellen, Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Lyse (Aufschluss der Zellmembran) der eingefrorenen Zellpellets aus der vorherigen
Stimulation erfolgte mittels JAK-Lysepuffer. In Abhdngigkeit von der GroBe der Zellpellets
wurden 100-200 pL Lysepuffer pro Zellpellet verwendet. Das Pellet wurde resuspendiert und
fiir eine Stunde bei 4°C inkubiert. Zum Trennen des Lysats von Zelltriimmern wurden die
Lysate fiir 15 min bei 17.000 x g bei 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Ein Teil davon wurde fiir eine 1:10 bzw. 1:20
Verdiinnung entnommen, fiir eine Konzentrationsbestimmung des Proteingehalts im Lysat
mittels BCA-Assays. Der Rest des Lysats wurde gekiihlt aufbewahrt um entsprechend fiir eine
SDS-PAGE die Lammli-Proben vorzubereiten. Andernfalls wurden die Lysate fiir eine langere

Lagerung bei -20°C eingefroren.

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in den Lysaten wurde, wie zuvor erwihnt,
mittels Bicinchoninsdure (BCA) —Assay durchgefiihrt. Hierbei richtete sich die Durchfiihrung
an die Herstellerangaben des BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). Die Proben wurden in 1:10 bzw. 1:20 Verdiinnungen in Duplikaten gemessen. Als blank
wurde der gemessene Wert des Lysepuffers (ebenfalls in der entsprechenden Verdiinnung)
abgezogen. Fiir die Konzentrationsbestimmung wurde eine Standartreihe aus definierten BSA
Verdiinnungen angelegt. Volumen der Proben und Standards waren je 25 pul, welche mit 200 ul
BCA-Reagenz ein einer 96-well Platte angesetzt wurden. Die Platte wurde fiir 30 Minuten bei
37°C inkubiert und anschliefen wurde die Absorption im Fluorometer bei einer Wellenlénge

von 562 nm gemessen.
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4.3.2.3 Normierung der Lysate und Ldmmli-Probenvorbereitung

Damit bei einem Stimulationsassay und anschlieBender Auswertung mittels Western Blot
Vergleiche unter den verschiedenen Konditionen gezogen werden konnen, miissen beim
Western Blot gleichméBige Proteinkonzentrationen von jeder Probe verwendet werden. Mit der
im BCA-Assay bestimmten Proteinkonzentration im Lysat konnten diese unter den
verschiedenen Proben normiert werden. Fiir den Western Blot wurden die Proben auf eine
Proteinkonzentration von 2,5 pg/ml eingestellt, wovon 25 ul aufgetragen wurden. Somit
wurden insgesamt 50 pg Protein zur Analyse verwendet. Dafiir wurden die Lysate mit 6x
Lammli-Puffer versetzt und mit dest. H>O verdiinnt, sodass der Limmli-Puffer in den Proben
final einer 1-fach Konzentration entsprach. Diese Ansédtze wurden dann fiir 95°C fir 10
Minuten inkubiert. Dabei wurden die Proteine in der Probe denaturiert, und aufgrund des
enthaltenen B-Mercaptoethanols 16sten sich enthaltenen Disulfidbriicken durch ihre Reduktion
auf. Aufgrund dessen verlierten die Proteine ihre Tertidrstruktur und liegen als lineare
Polypeptide vor. Sodiumdodecylsulfat (SDS) lagerte sich an der Peptidkette an und sorgte fiir
eine negative Ladung der Proteine. Glycerol im Lidmmlipuffer erhdhte die Dichte der Probe,
sodass sie bei der anschlieBenden Gelelektrophorese in die Ladetaschen absinkte und nicht
verschwamm. Bromphenolblau bewirkte ein Anfirben der Probe und markierte bei der
folgenden Gelelektrophorese die Lauffront, sodass erkennbar wurde, wann die Probe im Gel

ausreichend aufgetrennt war.

4.3.2.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Verfahren der SDS-PAGE diente der Vorbereitung fiir einen Western Blot oder
Coomassiefarbungen. Hierbei wurden Proteine beruhend auf dem Prinzip einer
Gelelektrophorese nach ihrer molekularen Grofle voneinander getrennt. Wie in 4.3.2.3
beschrieben, sind die Proteine im Lidmmli-Puffer negativ geladen und wandern deshalb bei der
SDS-PAGE zur Anode. Das Polyacrylamidgel funktioniert hierbei wie ein molekulares Sieb
wodurch kleinere Proteine schneller zur Anode angezogen werden. In dieser Arbeit wurden
SDS-Gele mit 10-15% Acrylamid verwendet. Die Elektrophorese erfolge in zwei Phasen, zuerst
wurde die Probe mit einer konstanten Spannung von 80 Volt im Sammelgel fiir 15 Minuten
laufen gelassen, wodurch die Proben aus den Ladetaschen sich zu einer Lauffront biindelten.
AnschlieBend erfolgte im Trenngel die Trennung der GroBe nach, bei einer konstanten

Spannung von 120 Volt, bis die angefdrbte Lauffront des Lammli-Puffers aus der Unterkante
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des Gels austrat. Zur Weiteren Verwendung konnte des Gel anschlieBend fiir eine Coomassie

Farbungen oder fiir einen Western Blot verwendet werden.

4.3.3 Western Blot

Beim Western Blot handelt es sich um eine Art der Proteomanalyse, welche es erlaubt mit
spezifischen Antikdrpern ein Protein in einer Probe zu detektieren. Neben Antikdrpern, die ein
natives Protein detektieren konnen (z.B. STAT3) gibt es auch solche, die den phosphorylierten
Zustand des Proteins erkennen konnen (z.B. pSTAT3). Dies hiangt davon ab, gegen welches
Epitop der verwendete Antikdrper gerichtet ist. Dadurch kann nicht nur das Vorhandensein von
Proteinen nachgewiesen werden, sondern auch die Aktivierung von Signalkaskaden im
Zellinneren in Abhédngigkeit von der Kondition, mit der die Probe zuvor behandelt wurde. Zur
Detektion eines Signals wird z.B. eine Chemilumineszenz, ausgeldst durch eine Peroxidase und
Substratlosung, oder ein Fluoreszenzsignal durch Fluorophore, welche an den Antikorper
gekoppelt sind, gemessen. Ist der verwendete Antikorper nicht direkt mit diesen gekoppelten,
so wird ein zweiter Antikorper, welche diese Eigenschaften besitzt und der gegen den Fc-Teil
des ersten Antikorpers gerichtet ist, verwendet. Man spricht dann von priméren und sekundiren

Antikorpern.
4.3.3.1 Western Blot Transfer, Blocken und Verwendung von Antikérpern

Fiir einen Western Blot miissen die Proteine nach der SDS-PAGE zunéchst aus dem Gel auf
eine Membran transferiert werden. Dazu wurde das Trans-Blot-Turbo semi-dry Transfer
System von BioRad (Miinschen, Deutschland) und eine Nitrocellulosemembran
(NC-Membran) verwendet. Dieser Transfer erfolgte erneut iiber das Anlegen einer elektrischen
Spannung, wobei nun die negativ geladenen Proteine orthogonal zur vorherigen Laufrichtung
aus dem Gel auf die Membran iibertragen wurden. Fiir das semi-dry Verfahren wurde die
NC-Membran sowie einige Lagen Watman-Papier in Transferpuffer gelegt und dann in der
Kassette vom Transfersystem geschichtet. Zwischen je vier Lagen vom Watman-Papier wurde
das SDS-Polyacrylamidgel auf die NC-Membran gelegt. Fiir den Transfer wurde eine konstante
Spannung von 25 Volt fiir 30 Minuten angelegt.

Fiir die Detektion von zelluldren Signalkaskaden wurde nach dem Transfer die NC-Membran
fiir mindestens eine Stunde in einer 1:3 Verdiinnung von Intercept Blockierldsung in TBS bei
RT rollend in einem 50 ml Reaktionsgefdl inkubiert. Dadurch wurden die freien

Bindungsstellen auf der NC-Membran blockiert, wodurch ein unspezifisches Binden von
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Antikorpern verhindert werden soll. Fiir die Inkubation mit primdren und sekundéren
Antikorper wird jeweils in die 1:3 Blockierlosung 0,1% Tween20 hinzugegeben. Folgend
wurde die Membran mit dem priméren Antikorper liber Nacht bei 4°C rollend inkubiert. Fiir
die Untersuchung des (phospho-)STAT3 und (phospho-)ERK-Signals wurde hier die Detektion
der Fluoreszenz gewdhlt. Dies ermdglichte es, mehrere Antikdrper auf einer Membran binden
zu lassen, da die Signale der Proteinbanden nicht nur auf Grund des Molekulargewichts zu
unterscheiden waren, sondern auch durch das Verwenden von sekundéren Antikdrpern, die mit
zwei unterschiedlichen Fluorophoren und gegen die unterschiedliche Spezies der priméren
Antikorper (z.B. Maus bzw. Kaninchen ect.) gerichtet sind. Als nichstes wurde die Membran
drei Mal fiir 5 Minuten mit TBS-T gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikérper zu
entfernen. Sodann wurde der Western Blot mit den sekundéren Antikorpern fiir eine Stunde bei
RT inkubiert und zuletzt erneut drei Mal fiir 5 Minuten mit TBS-T gewaschen. Bis zur
Detektion und zur Aufbewahrung wurde der Western Blot in TBS in einem 50 ml

Reaktionsgefal3 gelagert.

Fiir die Detektion von Western Blots zu Proteinreinigungen mit Fc- oder Twin-Strep-Tag®
wurden direkt gekoppelte Antikorper verwendet (Anti-human-Fc bzw. StrepMABclassicHRP).
Die am Antikdrper kovalent gebundenen Peroxidasen sorgen fiir eine chemische Reaktion unter
Zugabe der ECL Losung. Die hierbei entstandene Chemilumineszenz kann vom Western Blot
Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager (LI-Cor Biosciences GmbH, USA)
aufgezeichnet werden. Hierfiir wurden die unterschiedlichen Stichproben, die wihrend der
Proteinreinigung entnommen wurden, aufgetragen. Nur in den Fraktionen in denen sich auch
rekombinante Proteine mit Fc- bzw. Twin-Strep-Tag® befanden, ergaben ein Signal auf Hohe
des entsprechenden Proteins im Gel bzw. auf der NC-Membran. Entgegen des zuvor
beschriebenen Blockens der NC-Membran wurden hier die Membranen fiir mindestens eine
Stunde mit 5% (w/v) Milchloésung in TBS-T bei RT rollend inkubiert. Der human-FcPOD
Antikdrper wurde in der Milchlésung hinzugegeben und der Blot fiir eine Stunde bei RT
inkubiert. Fiir den anti-StrepMABclassicHRP Antikérper wurde die Milchlosung gegen BSA-
TBST ausgetauscht und der Antikorper hinzugegeben. Auch dieser Antikorper wurde fiir eine
Stunde rollend bei RT mit der NC-Membran inkubiert. Nach der Inkubation mit den
Antikorperlosungen wurde die NC-Membran drei Mal fiir 5 Minuten mit TBS-T gewaschen
und am Ende in TBS gelagert.
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4.3.3.3 Detektion von Western Blots

Die Detektion von Western Blots erfolgte am Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager
(LI-Cor Biosciences GmbH, USA). Fiir die Western Blots bei denen die Fluorophor-
gekoppelten Antikdrper verwendet wurden, wurde der Blot fiir 30 Sekunden mit dem Kanal fiir
Licht mit einer Wellenldnge von 700 nm und fiir 90 Sekunden mit dem Kanal fiir 800 nm
Wellenlédnge beleuchtet. Fiir die Western Blots zu den Proteinreinigungen wurden die NC-
Membranen mit dem Kanal fiir Licht mit einer Wellenldnge von 700 nm und mit dem Kanal
fiir Chemilumineszenz fiir 90-120 Sekunden aufgenommen. Die fertigen Gelbilder wurden mit

dem Programm Image Studio Lite bearbeitet und dokumentiert.

4.3.3. Coomassie Farbung von Proteinen

Wiéhrend Western Blots zum Nachweis von wenigen aber spezifischen Proteine dienen, lassen
sich mit einer Coomassie Fiarbung alle Proteine ab einer bestimmten Menge in einem SDS-
Polyacrylamidgel sichtbar machen. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit benutzt, um nach
Proteinreinigungen die unterschiedlichen Fraktionen zu untersuchen und vor allem das Eluat
sowie das gereinigte Protein auf seine Reinheit zu iiberpriifen. Nach abgeschlossener
SDS-PAGE wurde das Gel in eine Coomassie-Farbelosung gelegt und fiir 1 Minute bei 600 W
in einer Mikrowelle erhitzt, und anschlieBend fiir mindestens eine Stunde auf einer
Taumelplatte platziert. Der Farbstoff Coomassie Brilliant blue (250R) in der Firbelosung
bindet an die basischen Aminosduren in den Polypeptiden und macht somit diese mit einer
blaulichen Farbung sichtbar. Da der Farbstoff zunéchst in das komplette Gel eindrang, musste
im Anschluss an die Farbung eine Entfarbung, des nicht gebundenen Farbstoffs vorgenommen
werden. Hierzu diente eine Entfarbelosung in welcher das Gel tiber einige Zyklen mit frischer
Entfarbelosung solange entfarbt wurde, bis es fiir eine Fotoaufnahme ausreichend behandelt
wurde. Ein mdoglichst reines Produkt aus einer Proteinreinigung zeichnete sich dadurch aus,
dass in den Fraktionen der Eluate und der fertig prozessierten Probe eine Bande auf Hohe des
theoretischen Molekulargewichts des rekombinanten Proteins zu sehen war und moglichst
wenig, bis gar keine anderen Banden erkenntlich waren. Einige Banden konnten auf eine
mogliche Fragmentierung von Proteinen hindeuten (z.B. auf Hohe eines einzelnen Fc-tags),
auch wenn dies meist zu vernachlissigen war oder hier nicht genauer untersucht wurde. War
die aufgetragene Proteinmenge aufgrund geriner Proteinkonzentration gering (< 5 pg

aufgetragenes Protein) so war lediglich eine leicht blaugefarbte Bande erkenntlich.
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4.3.4 Surface plasmone resonance (SPR)

Um die Interaktion zwischen rekombinanten IL-6, IL-11 oder IC7 und dem l6slichen IL-6R
bzw. 16slichen IL-11R zu bestimmen, wurde die Methode der surface plasmone resonance
(SPR) verwendet. Hierzu wurden mit dem Biacore X100 Plus Instrument (Cytiva Life Sciences)
der zu untersuchende Rezeptor (Ligand) auf einem NTA Chip (Cytiva Life Sciences) liber einen
his-tag in einer single flow cell mit einer response von 100-250 units immobilisiert. Das
Experiment wurde bei 25°C in PBS p20 EDTA Puffer durchgefiihrt. Drei Zyklen, welche nur
den Laufpuffer (PBS p20 EDTA) enthielten wurden injiziert. AnschlieBend wurden
unterschiedliche Konzentrationen des zu untersuchenden Zytokins (Analyt) in einer 1:3
seriellen Verdiinnung (0,185-133,33 nM) mit einer Flussrate von 30 pl/min fiir 180 Sekunden
injiziert. Die Konzentration 4,938 nM wurde dabei als Replikat am Ende der
Konzentrationsreihe zur Qualitétsiiberpriifung ein zweites Mal gemessen. Dabei wurde die
Assoziation des Zytokins an den Rezeptor aufgenommen und anschlieBend wurde die
Dissoziation iiber 800 Sekunden gemessen. Ein Mehrfachzyklus (multi cycle mode) wurde
verwendet, um die kinetischen Parameter der Interaktion mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Zytokin zu bestimmen. Nach jedem Zyklus wurde der gebundene Rezeptor
mit EDTA-haltigem NTA-Regenerationspuffer abgeldst und fiir die nichste Messung neu
gebunden. Fiir die gemessenen Kinetikdaten wurde ein fit mit einem ftwo-step reaction
Bindungsmodell unter Verwendung der Biacore X100 Evaluation Software Version 2.0.1,

angelegt und berechnet.

Fiir die SPR Messungen der Hyperzytokine an sgp130Fc, wurde das sgpl130Fc iiber seinen
Fc-tag an einen Protein A Sensor Chip (Cytiva) in einer single flow cell mit einem response
level von 200-300 units pro Zyklus immobilisiert. Als Laufpuffer wurde hierbei PBS p20
verwendet. Das entsprechende Hyperzytokin wurde mit einer Flussrate von 30 pl/min fiir 120
Sekunden injiziert. Dabei wurde die Assoziation vom Hyperzytokin (Analyt) an sgpl130Fc
(Analyt) aufgenommen und anschlieend wurde die Dissoziation iiber 300 Sekunden gemessen.
Fir die gemessenen Kinetikdaten wurde ein fit mit einem /:/ Bindungsmodell unter

Verwendung der Biacore X100 Evaluation Software Version 2.0.1, angelegt und berechnet.
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4.4 Tierexperimente zur Leberregeneration
4.4.1 Tierhaltung

IL-6R”" Miuse entstammen aus Vorarbeiten des Instituts und der Tierhaltung, der Zentralen
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-
Heine-Universitdt Diisseldorf. Wildtyp Mause (WT; C57BL/6N) wurden tiber die ZETT von
Janvier bestellt. Die Tierexperimente wurden unter Beachtung und Einhaltung der Vorgaben
vom LANUV unter der Genehmigungsnr. 81-02.04.2019.A303 durchgefiihrt. Die Tiere wurden
unter spezifisch pathogen-freien Konditionen (special pathogen free, SPF) und den Regularien

der FELASA und GV-SOLAS (www.gv-solas.de) gehalten. Die Méuse wurden mit einer

standart laboratory diet und autoklaviertem Leitungswasser ad libitum erndhrt. Gehalten
wurden sie zudem in einem klimatisierten Raum mit konstanter Temperatur zwischen 20-24°C,
Luftfeuchtigkeit von 45-65% und einem Tag- und Nachtzyklus von je zwolf Stunden
Belichtung bzw. Dunkelheit. Fiir die beschriebenen mikrochirugischen Eingriffe, die partielle

Hepatektomie, wurden 10-14 Wochen alte, mannliche Mause verwendet.

4.4.2 Primdre Hepatozytenisolation

Primire Hepatozyten wurden aus C57BL/6N (Wildtyp) und IL-6R”" Miusen mittels einer
Kollagenaseperfusionstechnik gewonnen. Die primédre Hepatozytenisolation wurde in
Kooperation mit der AG Levkau, Heinrich-Heine-Universitit durchgefiihrt. Die Tiere wurden
durch intraperitoneale Injektion mit einer 27G Kaniile mit Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht)
und Xylazin (10 mg/kg Korpergewicht) in Narkose versetzt. AnschlieBend wurde der
Bauchraum mit einer Schere eréffnet und die Pfortader der Leber (V. portae) mit einer 24G
Kaniile versehen. Uber diese wurde dann die Leber mit einer physiologischen Salzldsung
(Hanks’ balanced salt solution, HBSS Puffer mit 1% Glukose and 2,5 mM EGTA) gespiilt.
Nach Anlegen der Perfusion wurde die Aorta descendens mit einer Schere durchtrennt. Die
Tiere verstarben hierbei durch Blutverlust wihrend sie sich in der Narkose befanden. Nachdem
die Leber aufgehellt war, d.h. weitestgehend blutleer, wurde eine Enzymlosung (0,03 mg/mL
Kollagenase in HBSS Puffer mit 1% Glukose und 5 mM CaCl,) durch die Leber gespiilt. Die
Leber wurde dann im Ganzen entnommen und in einer Petrischale in 10 ml PHI Medium mit
einer Pinzette angestochen/zerkleinert. Die Zellsuspension wurde dann mit einer Pipette durch
ein Zellsieb in ein 50 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt, sodass die Suspension keine groben

Gewebsstiicke mehr enthielt und anschlieBend mit 50 x g fiir 3 min (moglichst langsames
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Abbremsen) zentrifugiert werden kann. Dieser Waschschritt wurde 2-mal wiederholt.
AnschlieBend wurden die isolierten und gewaschenen Hepatozyten auf eine Zelldichte von
250.000 Zellen/ml eingestellt und in einer mit Kollagen vorbehandelten 6-well Platte zu je
2 ml/well ausgeséht, sodass die Zellen im Zellkulturinkubator bei 37°C adhérieren konnten.
Nach drei Stunden, wurden die Zellen mikroskopisch begutachtet. Sofern die Zellen vital und
adhdrent waren wurde das Medium auf das PH2 Medium gewechselt, sodass die Zellen iiber
Nacht vorkonditioniert wurden (pre-starving). Am nichsten Tag wurde das Medium dann
vorsichtig abgesaugt und die Zellen wurden weiter vorkonditioniert fir 3 Stunden in PH3
Medium (starving). Die Hepatozyten wurden dann fiir 20 Minuten oder 24 Stunden mit
entsprechend zu untersuchenden Zytokinen mit 50 ng/ml, in den wells mit dem PH3 Medium
versehen. Die Zellernte erfolgte durch Absaugen des Stimulationsmediums, der Zugabe von
JAK2-Lysepuffer/well und abschaben der Zellen mit einem Zellschaber auf Eis. Das Lysat
wurde dann in 1,5 ml Reaktionsgefdf3e iiberfithrt und weiterprozessiert oder bei -20°C gelagert.

BCA und Western Blot Analyse erfolgte dann wie bereits zuvor beschrieben.

4.4.3. Partielle Hepatektomie und nachtragliche Versorgung der Tiere

Pre-operative Mafinahmen: Die Injektionen von PBS oder dem Designerzytokin (HIL-11Fc)
erfolgten ins Peritoneum der Maus (intraperitoneal, i.p.). Pro Injektion wurden 200 pl PBS, als
Kontrolle, oder 20 ug HIL-11Fc in 200 ul PBS gegeben. Die erste Injektion erfolgte 24 Stunden
vor dem operativen Eingriff, damit zum Zeitpunkt der Leberresektion die moglichen Wirkstoffe
direkt einen Effekt hervorbringen konnen. Die zweite Injektion erfolgte direkt nach der

Operation.

Analgetische Versorgung: Bereits vor der Operation erhielten die Tiere eine subkutane (s.c.)
Injektion mit Rimadyl® (Dosierung von 5 mg/kg Korpergewicht (5 mg/ml) s.c. in einem
Volumen von 1 pl/g Korpergewicht). Zwei weitere Injektionen erhielten die Tiere zur

Nachsorge nach der Operation, sprich nach 24 und 48 Stunden.

Partielle Hepatektomie: Die partielle Hepatektomie (PHx) erfolgte nach dem Prinzip einer
70%igen (2/3) Leberresektion, unter semi-sterilen Bedingungen [172]. Die Anisthesie der
Maus wurde wihrend der Operation mittels Isofluran iiber Masken-Inhalation durchgefiihrt.
Nach Einleiten der Narkose wurde die Maus mit ihrem Riicken auf eine beheizte Schieferplatte
mit 37°C gelegt, um ein Auskiihlen zu reduzieren. Vorder- und Hinterldufe der Maus wurden

mit Gewebeband fixiert. Das Abdomen wurde mit einer Rasierklinge von Fell entfernt und mit
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Desinfektionsmittel griindlich bespriiht. Die Maus wurde weitestgehend mit Mullbinden und
sterilen OP-Tiichern abgedeckt. Mit einer chirurgischen Schere wurde zunéchst eine
Mittellinieninzision von ca. 1,5 cm (Léngsschnitt unterhalb des Sternums) entlang der Linea
alba zur Eroffnung des Peritoneums gesetzt. Die Bauchhohle wurde mittels Retraktor
aufgespannt und das Xiphoid, ein knochern-knorpeliger Fortsatz des Sternums wurde mittels
Klemme nach oben gestiilpt und fixiert, um den Zugang zur Leber zu erleichtern. Zusétzlich
wurde das Ligamentum falciforme angeschnitten, sodass die Leber nicht mehr am Zwerchfell
fixiert ist. Mit angefeuchteten OP-Wattestébchen (steriles NaCL 0,9%) wurden die rechten und
linken Leberlappen angehoben, sodass ein OP-Faden (DS 19 Dragofil 5-0) mdglichst proximal
am Hilus der inneren Leberlappen plaziert werden konnte. Dieser Faden wurde mit
chirurgischen Knoten (Doppelschlag, gefolgt von zwei gegenldufigen Einzelschligen)
zugeschniirt, sodass mit nur einer Ligatur der rechte obere, linke obere und der linke niedrigere
Leberlappen inklusive Gallenblase reseziert werden konnte. Dies entspricht ~70% der gesamten
Lebermasse. AnschlieSend wurde die Bauchhohle mit sterilem 0,9%igem NaCl gespiilt und die
Wunde wurde zugenéht. Zunichst wurde das Peritoneum mit fortlaufender Naht und einem
5-0 PDS Faden (Ethicon, Somerville) zugendht. AnschlieBend wurde die Haut mit einem
4-0 Nylonfaden (Ethicon, Somerville, NJ) mittels Einzelknoten zugeniht und mit Betaisodona
anschlieBend desinfiziert. Zusdtzlich wurde zum Schutz der Wunde ein Aluminium-Spray auf
die Wunde gespriiht. Zum Ausgleich des Fliissigkeitsverlustes wurden vorsorglich 2 ml steriles

0,9%igem NaCl s.c. appliziert.

Nachsorge der Tiere: Wie zuvor erwihnt erhielten die Tiere nach der PHx zwei weitere
Rimadyl® Injektion zur analgetischen Versorgung. Zusitzlich wurden die Tiere auf ihren
Allgemeinzustand untersucht und beurteilt. Ein zuvor festgelegtes und genehmigtes
Punktesystem (scoring) diente zur Beurteilung, wie weit ein Tier im Versuch gelassen werden
darf. Die Leber regeneriert innerhalb der néchsten 7-10 Tage [184], solange wurden die Tiere
in Uberlebensexperimenten (survival) gehalten. Waren die Punkte im scoring-System zu hoch

wurde das Tier euthanasiert.

Ende des Versuch Zeitraums: Im Uberlebensexperiment wurden die Tiere jeden Tag
begutachtet und wie zuvor beschrieben durch das Punktesystem beurteilt. Sofern eine Maus 10
Tage iiberlebt hat, wurde der Versuch beendet, indem das Tier durch zervikale Dislokation
getotet und als ,,iiberlebt eingestuft wurde. Wurden die Tiere fiir ein Kinetikexperiment bis zu
einem definierten Zeitpunkt (0, 6, 12, 24, 48 Stunden) nach der PHx gehalten so wurden sie

nach Gewichtsbestimmung unter einer i.p. injizierten Narkose aus Ketamin/Xylazin
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Injektionsvolumen nach GV-Solas von 50 pl/Maus (100 mg/kg Korpergewicht (KGW)
Ketamin, 10 mg/kg KGW Xylazin) aus dem Versuch genommen. Hierbei wurde mit einer 20G
Kaniile maximal viel Blut aus der V. cava inferior entnommen (300-1000 pl) und das Tier

anschliefend durch zervikale Dislokation sicherheitshalber getotet.

Probengewinnung: Fiir die Analysen zum Kinetikexperiment wurde Vollblut in
Serumrdhrchen tiberfiihrt und nach Gerinnung 5 Minuten bei 12.000 x g zentrifugiert. Danach
wurden Proben/Biopsien aus den regenerierenden Leberlappen geschnitten. Fiir Protein- und
RNA-Analysen wurden die Stiicke in ein 2 ml Reaktionsgefdl gelegt und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Fiir histologische Untersuchungen wurden die Organstiicke der
Leber in fliissigem Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound eingebettet und in fliissigem Stickstoff

schockgefroren.

4.4.4. Serumanalysen

Serumparameter konnten mittels photometrischer Teststreifen, Multi Stripe Liver-1 oder
Spotchem EZ Reagent Single Stripes (z.B. fiir alkalische Phosphatasen, ALP), im Spotchem EZ
SP-4430 (Arkray) gemessen werden. Hierbei wurden 100 pl Serum in das zugehdrige
Probenrohrchen vorgelegt. Die Teststreifen mit Testfeldern wurden automatisch betriufelt,
sodass konzentrationsabhdngige Farbumschlédge, basierend auf enzymatischen Farbreaktionen,
vom Gerdt gemessen werden konnen. Hierbei wurden unter anderem die Aspartat-
Aminotransferase (AST), die Alanin-Aminotransferase (ALT) und die alkalischen
Phosphatasen (ALP) als Indikatoren fiir eine Leberschidigung gemessen. Lagen mehrere
messwerte einer Probe zu unterschiedlichen Verdiinnungen oder wiederholten Messungen vor,
so wurden die jeweiligen Verdiinnungstfaktoren zuriick gerechnet und mittelwerte der multiplen

Messungen gebildet.

4.4.5 Western Blot (Mausorgane)

Zur Western Blot Analyse von Mausorganen wurden die Leberproben in einem 2 ml
Reaktionsgefdl mit STAT3 Lysepuffer und einer Schwingmiihle (Retsch) als
Organhomogenisator lysiert (3min, 3 Hz). AnschlieBend wurde das Lysat mit 17.000 x g fiir 10
min bei 4°C zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde eine Stichprobe zur Bestimmung der

Proteinkonzentration durch einen BCA-Assay entnommen (hierbei allerdings hohere
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Verdiinnungen 1:40 bis 1:60). Der Rest vom Lysatiiberstand wurde bei -20°C gelagert oder
50 ug Gesamtprotein wurden mit frischem Lammlipuffer verdiinnt (Endkonzentration
Lammlipuffer 2x fiir Leberproben) zur weiteren SDS-PAGE und Western Blot Analyse (in

Anlehnung wie zuvor fiir Zellkulturexperimente beschrieben).
4.4.6 Histologieuntersuchungen Leber

Die in Tissue-Tek® eingebetteten Organe wurden fiir histopathologische Untersuchungen in
einem Kryostaten CM3050 S (Leica) geschnitten. Hierbei wurden die Leberschnitte mit 7 pm

Schnittdicke geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht.

Himatoxylin&Eosin (H&E) Fiarbung: Mit der H&E Féarbung wurde das Gewebe im
Allgemeinen zur Untersuchung der Morphologie angefarbt. Hierbei wurden die Zellkerne blau
und das Zytoplasma rot/rosa gefarbt. Zunidchst wurden die Objekttrager mit den Schnitten in
einem 50/50% Gemisch aus Aceton und Methanol fixiert (5 min), anschlieBend wurden die
Proben an der Luft getrocknet (3 min) bevor sie in dest. Wasser (2 min) und in Hamatoxylin (3
min) inkubiert wurden. Uberfliissiges Himatoxylin wurde durch Spiilen mit Leitungswasser
(5-7 min) entfernt, mit 1% HCI in 70%igem Ethanol wurde tliberschiissiges Himatoxylin
entfernt, sodass nur die Zellkerne als blau gefarbt verblieben (~ 30 sek). Damit die Proben nicht
zu stark entfarbt wurden, wurden die Schnitte erneut unter Leitungswasser gespiilt (5-7 min).
Sodann erfolgte die Farbung des Cytosols mit Eosin (~30 sek). Mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe wurde die Farbung fixiert (70% Ethanol fiir wenige Sekunden, 96% Ethanol fiir
30-60 Sekunden und 100% Ethanol fiir 2 min). AnschlieBend wurde die Féarbung mit 10-
miniitiger Inkubation in RotiClear beendet und der gefarbte Schnitt mit einem Deckglédschen

und einem Tropfen RotiMount versiegelt.

TUNEL Firbung: Die TUNEL-Féarbung (terminal transferase mediated dUTP nick end
labeling) wurde zur Visualisierung von apoptotischen Zellen durchgefiihrt. Bei dieser Methode
werden DNA-Strangbriiche visualisiert, indem freie 3°’OH-Enden markiert und mittels POD
gekoppelter Antikorper mit einem Farbsubstrat (Diaminobenzidin, DAB) sichtbar
gemachtwerden. Hierbei wurde das In Situ Cell Death Detection Kit (ROCHE) verwendet und
nach Angaben des Herstellers verwendet. Zusitzlich wurden die Schnitte mit DAPI (4',6-
Diamidin-2-phenylindol) fiir 5 min gefarbt, wodurch die Zellkerne aller Zellen blau geférbt
werden. Die Schnitte wurden mit Deckglidschen und ein Tropfen von ProLong™ Gold antifade

reagent versiegelt. Die Aufnahme erfolgte im Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Keyence).
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pHH3 Firbung: Geschnittene Leberproben wurden ebenfalls mit einer Phospho-Histon H3
Farbung als Proliferations-Marker gefédrbt. Hierbei wurden die Gewebe fixiert durch Inkubation
in gekiihltem Aceton/Methanol Gemisch 50/50% fiir 10 Minuten. Anschlieend wurden die
Schnitte fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen ehe sie mit 0,1% Triton X-100 in PBS
permeabilisert wurden. Mdgliche freie Bindestellen fiir die folgende Antikorperfarbung wurden
zundchst durch einstlindiges Blocken mit 2% BSA + 5% Eselserum und 0,2% Triton X-100 in
PBS Dblockiert. Die Féarbung erfolgte durch einen primdren Antikdrper gegen
phospho-Histon H3 (1:50) (aus Kaninchen) fiir 1 Stunde bei RT. Ungebundene Antikorper
wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Der Gewebeschnitt wurde dann mit
einem sekundédren Antikorper gegen Kaninchen-Alexa488 (aus Esel) in einer 1:500
Verdiinnung fiir 45 Minuten bei RT inkubiert Der Objekttrager wurde dann erneut dreimal mit
PBS gewaschen und zusétzlich fiir 5 Minuten mit DAPI 1:1000 verdiinnt inkubiert. Zuletzt
wurde der Schnitt nochmals 3-mal mit PBS gewaschen und dann mit ProLong™ Gold antifade
reagent und einem Deckglaschen versiegelt. Die Schnitte wurde im Fluoreszenzmikroskop BZ

9000 (Keyence) aufgenommen.

Scoring von histologischen Priparaten: Zum weiteren Vergleich der zuvor genannten
histologischen Farbungen wurden die jeweiligen Leberschnitte auf gewisse Merkmale gezihlt.
Dadurch lassen sich nicht nur die Bilder der Farbungen gegeniiberstellen, sondern ermoglicht
zudem eine graphische Auswertung. Fir die H&E Farbungen wurden die gesamten
Leberschnitte auf Infiltrate (d.h. erkennbare Anhdufungen von Zellkernen vermutlicher
Immunzellpopulationen) sowie Storungen im Parenchym der Leber gezihlt (Zdhlungen hier
von einem Experimentator: Hendrik Weitz). Zur Relativierung wurden diese Zahlungen durch
die Bildausschnitte geteilt in denen diese gezdhlt wurden. Somit ergaben sich eine ,,relative
Infiltrate” und eine ,relative Gewebsstorung® Wertung. Fir die TUNEL sowie die pH3"
gefarbten Schnitte wurden die Lichtsignale von je drei mikroskopischen Aufnahmen pro Probe

gezdhlt (Zahlungen hier von einem Experimentator: Annika Gesiorowski).
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5. Ergebnisse

IL-6:1L-11R crosstalk

5.1 Humanes IL-6 induziert auch iiber den IL-1IR ein nicht-kanonisches gpl30
Signal

Um zu testen, ob IL-6 aufgrund seiner hohen Ahnlichkeit zum IL-11 mdglicherweise auch an
den IL-11 Rezeptor bindet und einen funktionalen Rezeptorkomplex bildet, wurden Ba/F3
Zellen, welche durch retrovirale Transduktion humanes gp130 (hgp130) und den humanen
IL-11R (hIL-11R) stabil exprimieren (Ba/F3-hgp130-hIL-11R) mit
humanem IL-11-ts (hIL-11-ts) bzw. humanem IL-6-ts (hIL-6-ts) kultiviert. Die Zellen wurden
bereits in vorherigen Projekten innerhalb des Instituts generiert und das sie auf hIL-11 responsiv
sind und wachsen wurde bereits in Vorarbeiten erwiesen [80]. Fiir einen Proliferationsassay
wurden hierbei hohe Zytokinkonzentrationen, ab 40 nM eingesetzt und seriell 1:3 verdiinnt.
Nach drei Tagen wurde das relative Zellwachstum in technischen Triplikaten gemessen (sieche
4.3.1). Insgesamt wurde der Assay drei Mal durchgefiihrt fiir verschiedene biologische
Replikate, aus denen dann Mittelwerte und Standartabweichung der mittleren effektiven
Konzentration (EC50) ermittelt wurden. Durch den Vergleich der ECS50 beider
Wachstumskurven ldsst sich deuten, dass IL-6 das Wachstum der hier verwendeten Zellen
auslost, wenn auch mit einer geringeren Effizienz als IL-11. Die EC50 von hIL-6-ts betrug
1,97 £ 0,42 nM im Vergleich zum hIL-11-ts mit 21,58 = 4,31 pM. Dies bedeutet es bedarf mehr
IL-6 als IL-11 um auf eine vergleichbare Proliferationsintensitit zu kommen (~ Faktor 100)

(Abbildung 7 A). Im Western Blot war ebenfalls erkennbar, dass eine hohere Konzentration von
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hIL-6-ts nétig ist, um eine Aktivierung des JAK-STAT Signalwegs einzuleiten, erkennbar am

phosphoryliertem-STAT3 (pSTAT3) Signal (Abbildung 7 B).
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Abbildung 7 Nicht kanonische Signaltransduktion von IL-6 iiber Komplexbildung mit dem
IL-11R:gpl130.

(A) Proliferationsassay von Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten humanen gpl30 (hgp130) und humanen IL-11R
(Ba/F3-hgp130-hIL-11R) inkubiert fiir 72 h mit humanem IL-11-ts (hIL-11-ts) und humanem IL-6-ts (hIL-6-ts) in den
angezeigten Konzentrationen. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte
aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert. (B) Stimulation von Ba/F3-hgpl130-hIL-11R Zellen mit hiL-6-ts,
hIL-11-ts und Hyper-IL-6Fc (HIL-6Fc) (10 ng/ml) in den angezeigten Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion
von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Zu A und B: Gezeigte
Replikate ausgewertet basierend auf Rohdaten von Laura Schulz.

Das Designerprotein IL-6-Rezeptorfusionsprotein (IL-6RFP; genauer murines IL-6RFPFc,
mlIL-6RFPFc) wurde 2009 durch M. Wiesinger et al. entwickelt und beschrieben. Es handelt
sich hierbei um die extrazelluldren Domdnen D1-D3 von murinem gp130 (mgp130) iiber einen
41 Aminosduren langen flexiblen Peptidlinker (Ala-Gly-Ser-reicher Linker, Ancey et al., 2003)
gekoppelt an die Doménen D1-D3 von murinem IL-6R (mIL-6R) [185, 186]. Das resultierende
Molekiil kann als ,,Zytokinfalle* fiir frei verfiigbares IL-6 gesehen werden. Bei einer
Anwendung kommt es zur Komplexbildung von IL-6 und dem IL-6RFP, wodurch das IL-6
abgefangen wird und vermindert fiir die Induktion einer Signaltransduktion zur Verfligung steht

[185]. Hierbei ist zu erwéhnen, dass humanes IL-6 kreuzreaktiv zum mIL-6R ist [187].

Aufgrund dieser Eigenschaften war dieses Protein von groem Interesse fiir diese Arbeit als
moglicher Inhibitor fiir den zuvor entdeckten IL-6:IL-11R crosstalk. Die Arbeitsgruppe um
Prof. G. Miiller-Newen stellte das pcDNA3.1-mIL-6RFPFc Plasmid zur Verfiigung wodurch
eine Expression in Expi-CHO-S™ Zellen (s. 4.2.10) mit anschlieBender Reinigung durch
Affinitatschromatographie (s. 4.2.11) ermdglicht wurde. Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen
angeregt durch hIL-11-ts lieBen sich nicht durch Zugabe von IL-6RFPFc in Threr Proliferation
einschrinken, im Gegensatz zu einer Zugabe von hIL-6-ts und IL-6-RFPFc (Abbildung 8 A).

Fiir ein Zellwachstum wurden hIL-6-ts Konzentrationen von 0,4 oder 4 nM verwendet und bei
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einem 5:1-fachen Verhiltnis von IL-6-RFPFc wurde das Wachstum iiber 72 h signifikant
reduziert. Passend dazu wurde im Western Blot unter Zugabe von hIL-6 in Kombination mit
IL-6-RFPFc weniger pSTAT3 detektiert, verglichen zu den Konditionen nur mit Zytokin und
ohne Inhibitor (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8 Inhibition des hIL-6:hIL-11R Crosstalks durch IL-6-Rezeptorfusionsprotein
(IL-6RFP).

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgpl130-hIL-11R Zellen inkubiert fiir 72 h mit hIL-11-ts oder hIL-6-ts in den angezeigten
Konzentrationen und mit IL-6-RFPFc (in 5:1 molarem Verhdltnis). Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt.
(B) Stimulation von Ba/F3-hgpl30-hIL-11R Zellen mit hIL-6-ts, hIL-11-ts und in den angezeigten Konzentrationen und
IL-6RFPFc (in 5:1 molarem Verhdltnis) fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein
reprdsentatives Beispiel aus zwei Replikaten ist gezeigt. Zu B: Gezeigte Replikate ausgewertet basierend auf Rohdaten von
Laura Schulz. Fiir die Statistik wurde ein ungepaarter t test verwendet (*** =p < 0.001).

Zur Verifizierung, dass fiir die Proliferation auf diesen Zellen eine Interaktion mit dem IL-11R
verantwortlich ist, wurden zur Kontrolle Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen (Abbildung 9 A) und
Ba/F3-hgp130 (Abbildung 9 B) mit hIL-6-ts stimuliert. Wahrend die Ba/F3-hgp130-hIL-6R
Zellen als Positivkontrolle fiir das verwendete hIL-6-ts dienten und eine deutliche Aktivitat
zeigten (EC50 = 3,30 + 0,40 pM), demonstrierte der Proliferationsassay mit den Ba/F3-hgp130

Zellen, also jene ohne a-Rezeptor, dass das hIL-6-ts kein unspezifisches Wachstum der Zellen

induziert.

65



Ba/F3-hgp130-hIL-6R Ba/F3-hgp130

1504 150 4

—&- hiL-6 ~&- hiL-6

100

50 ,;

1004

50 =

normalisierte Proliferation (%)
s J
HaH
R
—®
g
e
normalisierte Proliferation (%)

o QF Zytokinkonzentration (nM)
Zytokinkonzentration (niv)

Abbildung 9 Proliferationsassays zur Validierung von gereinigtem rekombinanten hIL-6 auf
biologische Aktivitiit und Spezifitiit.

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten hgp130 und hIL-6R (Ba/F3-hgp130-hIL-6R) inkubiert fiir
72 h mit hIL-6-ts. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei
Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert. (B) Proliferationsassay mit Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten hgpl30

(Ba/F3-hgp130) inkubiert fiir 72 h mit hIL-6-ts in den angezeigten Konzentrationen. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei
Replikaten ist gezeigt.

Zur weiteren Kontrolle wurde ein Proliferationsassay auf den gleichen Ba/F3-hgp130-hIL-11R
Zellen durchgefiihrt, bei dem eine Induktion durch hIL-11-ts oder hIL-6-ts auf Inhibierung
durch Tocilizumab, einem antagonistischen IL-6R monoklonalen Antikorper getestet wurde.
Wie erwartet, da kein IL-6R vorhanden ist, wurde die Proliferation durch Tocilizumab nicht

inhibiert, dadurch kann der Signalweg iiber den IL-6R ausgeschlossen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Proliferationsassay ohne Inhibition des IL-6:1L-11R Crosstalks durch Tocilizumab.
Proliferationsassay mit Ba/F3-hgpl130-hiL-11R Zellen inkubiert fiir 72 h mit hiL-11 oder hIL-6 in den angezeigten
Konzentrationen und mit Tocilizumab (0,6 uM). Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt.
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Fiir eine genauere Untersuchung des Crosstalks wurden die Affinitdten der Bindekinetik mittels
surface plasmon resonance (SPR) getestet. Hierfiir wurden die Rezeptoren sIL-6R-his und
sIL-11R-his als rekombinante Proteine, welche mit einem his-fag versehen sind, kommerziell
erworben. Die SPR-Experimente wurden mit einem NTA-chip durchgefiihrt, wobei die
Rezeptoren {iber ihren his-fag an den mit Nickel konditionierten NTA-chip immobilisiert
wurden und fiir die Messung den Liganden repréisentierten. Die Zytokine wurden dann als
Analyt in verschiedenen absteigenden Konzentrationen verwendet. Zur Untersuchung des
IL-6:IL-11R Crosstalks wurde die Kinetik von hIL-6-ts an immobilisiertem sIL-11R-his
gemessen und eine Bindungsaffinitét iiber die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) von
22,26 nM konnte bestimmt werden (Abbildung 11 A). Als Kontrolle wurde hIL-6-ts zusammen
mit dem hIL-6R-his verwendet wobei eine Kp von 2,29 nM gemessen wurde (Abbildung 11 B).
In fritheren Arbeiten wurde eine Kp von 1 nM fiir IL-6 und dem membranstindigem IL-6R
gemessen [65] worauf sich auch heute noch aktuelle Artikel in der Literatur beziehen [1]. Dies
stimmt iiberein mit der gemessenen Kp in dieser Arbeit, was fiir eine Validierung der Kontrolle
spricht. Zum weiteren Vergleich des IL-6:IL-11R Crosstalks wurde ebenfalls eine Kp von
hIL-11-ts an den sIL-11R-his mit 0,53 nM bestimmt (Abbildung 11 C). Die hier nachgestellten
Bindungen von IL-6 an den IL-6R bzw. von IL-11 an den IL-11R sind in ihrer Kp gemessen
um Faktor 10 bzw. 40 geringer als die Kp des IL-6:IL-11R Crosstalks. Dies passt zur Tatsache,
dass IL-6 iiber den IL-11R ein Signal iibermitteln kann (Daten Proliferations- und
Stimulationsexperimente zuvor gezeigt) und das eine Bindung von IL-6 an den IL-11R
prinzipiell moglich ist, wenn auch nicht so effizient wie im jeweiligen kanonischen
Zytokin-Rezeptorkomplex, da mehr Zytokin benétigt wird bzw. die Bindungsaffinitét geringer
ist. Interessanterweise konnte auch eine Kp fiir das Modell von hIL-11-ts an den sIL-6R-his von

58,37 nM bestimmt werden (Abbildung 11 D).
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Abbildung 11 SPR Messungen von IL-6 und IL-11 zum IL-6:IL-11R Crosstalk.

(A) hIL-6-ts Bindung zum immobilisierten sIL-11R-his. (B) hIL-6-ts Bindung zum immobilisierten sIL-6R-his. (C) hIL-11-ts
Bindung zum immobilisierten sIL-11R-his. (D) hiL-11-ts Bindung zum immobilisierten sIL-6R-his. Alle Kinetiken wurden in
den angezeigten Konzentrationen gemessen. Wihrend die l6slichen Rezeptoren iiber ihren His-tag als Liganden immobilisiert
wurden, wurden die jeweiligen Zytokine als Analyten hinzugegeben. Die Sensorgramme in relativer response gegeniiber der
Zeit sind als farbliche Linien gezeigt und in einem two-state reaction Modell mit lokalem Kurvenfit als schwarze Linien
dargestellt. Die schematischen Darstellungen vom Versuchsaufbau wurden mit biorender.com erstellt.

Zur Uberpriifung eines komplementiren Crosstalks, induziert durch IL-11 iiber den IL-6R
(IL-11:IL-6R), wurden Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten hgpl130 und hIL-6R
(Ba/F3-hgp130-hIL-6R) verwendet und mit hIL-11-ts inkubiert. Interessanterweise wurde
selbst bei sehr hohen Zytokinkonzentrationen von bis zu 360 nM kein effizientes Wachstum
ausgelost (EC50 n.d.) (Abbildung 12), was darauf hindeutet, dass kein funktionaler Komplex
zur Signaltransduktion {iber IL-11 mit dem IL-6R und gp130 gebildet wird.
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Abbildung 12 Proliferationsassay zur Uberpriifung eines IL-11:IL-6R crosstalks.

Proliferationsassay auf Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten hgp130 und hIL-6R (Ba/F3-hgp130-hIL-6R) kultiviert fiir 72 h
mit gereinigtem rekombinanten hIL-11-ts in den angezeigten Konzentrationen. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten
ist gezeigt.

Diese Ergebnisse untermauern die Ahnlichkeit von IL-6 und IL-11 innerhalb der Familie der
IL-6 artigen Zytokine. IL-6 scheint strukturell &hnlich genug zu sein, um als alternativer Ligand
mit dem IL-11R zusammen interagieren zu kénnen, wenn auch nur in deutlich héheren
Konzentrationen eine vergleichbare Reaktion ausgelost wird. Hierbei wurde nur das
classic-signaling adressiert, da die Zellen den IL-11R membranstindig exprimieren. Dies
ermoglicht die einzelne Zugabe vom Zytokin, ohne zusétzlichen 16slichen Rezeptor. So konnten
die Variablen im in vitro Experiment durch Anzahl moéglicher Supplementierungen zum
Konditionsmedium geringgehalten werden. Stattdessen konnte durch Anwendung eines IL-6
Inhibitors in den IL-6:IL-11R crosstalk interveniert werden und durch Verwendung von
Tocilizumab eine Kontamination/Verfilschung durch ungewollte Prdasenz von IL-6R

ausgeschlossen werden. Interessanterweise konnte fiir IL-11 auch eine Bindung an den IL-6R

gemessen werden, jedoch hat das IL-11 kein Wachstum auf Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen

induziert.

5.2 Nicht-kanonische gpl30 Komplexformation durch humanes IL-6 iiber den
murinen IL-11R ldsst sich durch einen neutralisierenden IL-11R monoklonalen

Antikorper inhibieren

Zur Uberpriifung, ob der IL-6:IL-11R crosstalk prinzipiell auch im Mausmodell zu beobachten
ist, wurden Ba/F3 Zellen, welche durch retrovirale Transduktion hgp130 und den murinen
IL-11R (mIL-11R) exprimieren (Ba/F3-hgp130-mIL-11R) mit humanen IL-6 und IL-11
kultiviert. Im Proliferationsassay zeichnete sich ein &hnliches Bild ab wie in Abbildung 7,
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(Abschnitt 5.1). Wéhrend hIL-11-ts auf den Ba/F3-hgp130-mIL-11R Zellen eine ECS50
von 0,22 + 0,13 nM besal, benétigten diese Zellen, auch hier, eine hdhere Konzentration von
hIL-6-ts um auf ein vergleichbares Wachstum zu kommen, sprich die EC50 lag um Faktor 10
hoher bei 2,16 = 1,07 nM (Abbildung 13 A). Auch im Stimulationsassay dieser Zellen wurde
mehr hIL-6-ts beno6tigt, um ein deutliches pSTAT3 Signal auszuldsen, was die Ergebnisse des

Proliferationsassays unterstiitzt (Abbildung 13 B).
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Abbildung 13 Wirksamkeit von humanen Zytokinen auf murinen Rezeptoren im IL-6:IL-11R
crosstalk.

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten humanem gpl30 (hgp130) und murinen IL-11R
(Ba/F3-hgp130-mIL-11R) inkubiert fiir 72 h mit hIL-11-ts und hIL-6-ts in den angezeigten Konzentrationen. Ein
reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit
Standartabweichung kalkuliert. (B) Stimulation von Ba/F3-hgp130-mIL-11R Zellen mit hIL-6-ts, hIL-11-ts und HIL-6Fc (10
ng/ml) in den angezeigten Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK.
Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Zu A: Gezeigtes Replikat von Hendrik Weitz, nicht gezeigte
Replikate basierend auf Rohdaten von Laura Schulz und Jens Moll. B: Gezeigtes Replikat ausgewertet basierend auf Rohdaten
von Laura Schulz und Jens Moll.

Als Nachweis, dass fiir diese Signaltransduktion der mIL-11R verantwortlich und essenziell ist,
wurde ein monoklonaler Antikdrper der gegen den mIL-11R gerichtet ist (mIL-11R mAb)
verwendet. Als Positivkontrolle galt die Kultivierung mit mlIL-11-ts, wadhrend in einer
Cokultivierung von mIL-11-ts und dem mIL-11R mAb die Proliferation signifikant reduziert
wurde. Dies spricht fiir eine funktionale Inhibierung des Rezeptors durch diesen Antikorper.
Die Proliferation durch hIL-6-ts (in hoheren Konzentrationen) konnte ebenfalls durch
Verwendung des mIL-11R mAb signifikant inhibiert werden, was zeigt, dass das hIL-6 {iber
den mIL-11R eine Proliferation dieser Zellen bedingt (Abbildung 14 A). STAT3 und Erk
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wurden durch hIL-11-ts und hIL-6-ts phosphoryliert, und dies konnte ebenfalls durch eine
Addition von mIL-11R mAb inhibiert werden (Abbildung 14 B).
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Abbildung 14 Blockierung des IL-11R durch Antikorper verhindert einen IL-6:1L-11R crosstalk.

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgp130-mIL-11R Zellen inkubiert fiir 72 h mit hIL-11-ts oder hIL-6-ts in den angezeigten
Konzentrationen und mit einem monoklonalen Antikorper gegen den mIL-11R (0,2 uM). Ein reprdsentatives Beispiel aus drei
Replikaten ist gezeigt. (B) Stimulation von Ba/F3-hgpl30-mIL-11R Zellen mit hIL-6-ts, hIL-11-ts in den angezeigten
Konzentrationen und einem monoklonalen Antikorper gegen den mIL-11R (0,2 uM) fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von
(phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein reprdsentatives Beispiel aus zwei Replikaten ist gezeigt. Zu B: Gezeigte Replikate
ausgewertet basierend auf Rohdaten von Laura Schulz. Fiir die Statistik wurde ein ungepaarter t test verwendet
(¥*x =p <0.001).

Bei diesem Experiment wurden die humanen Versionen der Zytokine verwendet, denn entgegen
des murinen IL-11-ts (mIL-11-ts) konnte die murine Version von IL-6-ts (mIL-6-ts) die Zellen
nicht zum Wachstum anregen (EC50 mIL-11-ts: 132,20 + 85,74 pM, EC50 mIL-6-ts: n.d.)
bzw. STAT3 und ERK Phosphorylierungen auslosen. (Abbildung 15 A+B).
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Abbildung 15 Murines IL-6 funktioniert nicht in Kombination mit dem murinen IL-11 Rezeptor im
IL-6:1L-11R crosstalk.

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten humanem gpl30 (hgp130) und murinen IL-11R
(Ba/F3-hgp130-mIL-11R) inkubiert fiir 72 h mit murinen IL-11-ts (mIL-11-ts) und murinen IL-6-ts (mIL-6-ts) in den
angezeigten Konzentrationen. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei ist Replikaten gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte
aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert. (B) Stimulation von Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen mit mIL-6-ts, mIL-
11-ts und HIL-6Fc (10 ng/ml) in den angezeigten Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von
(phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Zu A und B: Gezeigte
Replikate ausgewertet basierend auf Rohdaten von Laura Schulz.
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Aus diesen drei Ansdtzen kann man riickschlieBen, dass nicht nur ein crosstalk zwischen den
jeweiligen humanen Versionen von IL-6 und IL-11 an den IL-11R existiert, sondern auch die
humanen Versionen der Zytokine tiber den murinen IL-11R ein Signal an eine Empféngerzelle
via classic signaling iibermitteln konnen. Dariiber hinaus bietet die Inhibition durch
Blockierung des mIL-11R mit einem anti-mIL-11R mAb weitere Evidenz, dass der mIL-11R

fiir diesen Signalweg essentiell ist.

5.3 Ein synthetisches Fusionsprotein aus IL-6:sIL-11R kann trans-signaling

induzieren

Um nicht nur das classic signaling auf den IL-6:IL-11R crosstalk hin zu untersuchen, sondern
auch das trans-signaling zu adressieren, wurden im Folgenden Ba/F3-hgp130 Zellen mit
humanen IL-6- und IL-11-Rezeptoren in ihrer 16slichen (soluble) Form (shIL-6R-his und
shIL-11R-his) und den humanen Formen von IL-6-ts und IL-11-ts co-kultiviert.

Zu Beginn wurden Ba/F3-hgp130 Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an hIL-6-ts
oder hIL-11-ts und mit 4,4 nM von dem jeweilig dazugehorigen Rezeptor, shIL-6R-his bzw.
shIL-11R-his co-kultiviert, wobei eine effiziente Proliferation der Zellen ausgelost wurde.
Wurden die Zellen jedoch mit hIL-6-ts und shIL-11R-his co-kultiviert, so konnte selbst bei
einer 40 nM hIL-6-ts Konzentration kein Wachstum der Zellen induziert werden (Abbildung
16 A). Ubereinstimmend dazu konnte auch im Stimulationsassay entgegen der kanonischen
Zytokin-Rezeptorkombinationen der IL-6:IL-11R crosstalk nicht im trans-signaling als
effektiver Zytokin-Rezeptorkomplex bestimmt werden, da kein phosphoryliertes STAT3 oder
ERK Signal detektiert wurde (Abbildung 16 B).
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Abbildung 16 Ein IL-6:IL-11R crosstalk lisst sich nicht im Signalweg des Trans-Signalings
beobachten.
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(A) Proliferationsassay auf Ba/F3-hgpl130 Zellen mit cokultivierung von hIL-6-ts, hIL-11-ts in den angezeigten
Konzentrationen und in Kombination mit dem loslichen humanen IL-6R-his (shIL-6R) (4,4 nM) bzw. loslichen humanen IL-
11R-his (shIL-11R) (4,4nM). Als Positivkontrolle wurde HIL-6Fc (10 ng/ml) verwendet. (B) Western Blot von
(phosphoryliertem) STAT3 und ERK Signalen von Ba/F3-hgpl30 Zellen co-kultiviert mit hiL-11-ts oder hIL-6-ts in den
angezeigten Konditionen zusammen mit SIL-6R-his oder sIL-11R-his (+ = 4,4 nM oder ++ = 22,2 nM). Zu A und B: Ein
reprisentatives Beispiel aus drei Replikaten gezeigt.

Da sich die Hyperzytokine HIL-6 und HIL-11 fiir die Signaltransduktion im Model fiir das
trans-signaling als potenter zeigten als die Einzelstimulation mit dem jeweiligen Zytokin,
wurde ein dhnlicher Ansatz zur Untersuchung des IL-6:IL-11R Crosstalks verfolgt. Ein
neuartiges Designerzytokin, ein chimdres HIL-6-ts (cHIL-6-ts), wurde generiert und getestet.
Bestehend aus dem N-terminalen Teil des shIL-11R und verbunden iiber einen flexiblen
Peptidlinker (GGGS2) mit hIL-6 und einem C-terminalen Twin-Strep-Tag® fiir eine mogliche
Reinigung via Affinitdtschromatographie (Abbildung 17 A+ B). Basierend auf einem in der
Arbeitsgruppe vorhandenem pcDNA3.1-sIL-11R:IL-6Fc wurde das Zielgen mittels der
Restriktionsenzyme AfIII und Notl in einen bereits vorhandenen pcDNA3.1-Vektor der einen
Twin-Strep-Tag® enthilt, kloniert.
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Abbildung 17 Das neuartige Hyperzytokin cHIL-6.

(A) 3D-Modell zur Struktur vom chimdéren Hyper-IL-6 (cHIL-6) und schematische Darstellung. Das 3D Modell wurde generiert
durch eine Vorhersage von AlphaFold2 und visuell dargestellt mittels Chimera. (B) Western Blot zur Proteinreinigung von
cHIL-6-ts aus Expi-293F™ Kulturiiberstand, aufgetragene Reinigungsfraktionen wie angezeigt und detektiert mittels
StrepMABclassicHRP Antikérper.
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Abbildung 18 Proteinreinigungen HIL-6-ts und HIL-11-ts.

(A) Western Blot zur Proteinreinigung von HIL-6-ts (B) Western Blot zur Proteinreinigung von HIL-11-ts. Aufgetragene
Reinigungsfraktionen wie angezeigt und detektiert mittels StrepMABclassicHRP Antikérper.

Zur Charakterisierung der biologischen Aktivitdt des neuen cHIL-6-ts wurden Ba/F3-hgp130
Zellen mit cHIL-6-ts und mit HIL-6-ts sowie HIL-11-ts als Kontrollen (Abbildung 18 A+B) fiir
72 Stunden im Proliferationsassay inkubiert. Daraus ergaben sich fiir die jeweiligen Proteine
die EC50 Werte von: 194,03 + 53,52 pM fiir cHIL-6-ts, 46,61 + 8,13 pM fiir HIL-6-ts und
57,76 = 7,14 pM fiir HIL-11-ts, was auf eine deutliche biologische Aktivitét aller drei Proteine
hinweist. Wahrend sich fiir HIL-6-ts und HIL-11-ts sehr dhnliche EC50 ergaben, zeigte sich die
Chimére als geringfiigig weniger aktiv (Abbildung 19 A). Auch in der Stimulation von
Ba/F3-hgp130 Zellen mit diesen drei Hyperzytokinen zeigte die Chimére eine Aktivierung des
JAK-STAT und des MAPK Signalwegs, wenn auch etwas schwicher im Vergleich zum
HIL-6-ts und HIL-11-ts bei gleichen Konzentrationen (Abbildung 19 B).
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Abbildung 19 cHIL-6 ist biologisch aktiv und induziert Trans-signaling.

(A) Proliferationsassay von Ba/F3-hgp130 Zellen mit den Hyperzytokinen HIL-6-ts, HIL-11-ts und cHIL-6-ts in seriellen
Verdiinnungen. Ein reprisentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei
Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert. (B) Stimulation von Ba/F3-hgp 130 Zellen mit HIL-6-ts, HIL-11-ts und cHIL-6-
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ts in den angezeigten Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein
reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt.

Das Fusionsprotein sgp130Fc ist ein Inhibitor fiir IL-6 und IL-11 vermitteltes trans-signaling
[1]. Deshalb besteht Grund zur Annahme, dass sgp130Fc auch ein potentieller Inhibitor fiir das
cHIL-6 sein konnte. Deshalb wurden Ba/F3-hgpl130 Zellen jeweils mit einer konstanten
Konzentration von 1,7 nM mit den Hyperzytokinen HIL-6-ts, HIL-11-ts oder cHIL-6-ts mit
einer zusdtzlichen seriellen Verdiinnung von sgp130Fc fiir drei Tage kultiviert. Wie erwartet
wuchsen die Zellen mit den Hyperzytokinen und geringen Konzentrationen von sgp130Fc,
doch mit zunehmender Konzentration wurde das Wachstum der Zellen inhibiert. Dabei wurden
fiir sgpl30Fc gegen die jeweiligen Hyperzytokine folgende IC50-Werte bestimmt: Fiir
HIL-6-ts 428 + 88 pM, fiir HIL-11-ts 213 & 53 pM und fiir cHIL-6-ts 324 + 205 pM (Abbildung
20 A). Zudem lies sich auch im Western Blot nachweisen, dass sich das pSTAT3 Signal,
induziert durch die jeweiligen Hyperzytokine, durch Anwendung von sgp130Fc inhibieren lie3

(Abbildung 20 B).
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Abbildung 20 Inhibition von cHIL-6 vermitteltem Signal durch den trans-signaling Inhibitor
sgpl30Fc.

(A) Proliferationsassay von Ba/F3-hgpl130 Zellen mit den Hyperzytokinen HIL-6-ts, HIL-11-ts und cHIL-6-ts in konstante
Konzentrationen von 1,7 nM und Inhibition durch sgp130Fc in einer seriellen Verdiinnung. Ein reprisentatives Beispiel aus
drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die IC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert. (B)
Stimulation von Ba/F3-hgpl130 Zellen mit HIL-6-ts, HIL-11-ts und cHIL-6-ts (1,7 nM) und sgp130Fc in den angezeigten
Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei
Replikaten ist gezeigt.

Um die Bindung von den Hyperzytokinen an das sgp130Fc genauer zu untersuchen, wurde
gereinigtes sgp130Fc (Abbildung 21 A) als Ligand auf einem ProteinA Chip im Biacore X100
immobilisiert und unterschiedliche Konzentrationen von den drei Hyperzytokinen HIL-6-ts,
HIL-11-ts und cHIL-6-ts als Analyt eingesetzt. Dabei lieB sich fiir cHIL-6-ts eine Kp von
1,24 nM, fiir HIL-11-ts eine Kp von 396,5 pM und fiir HIL-6-ts eine Kp von 243,7 pM
bestimmen (Abbildung 21 B-D). Die Tatsache, dass von diesen drei Zytokinen das cHIL-6-ts
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die schlechteste Kp zeigte, passt zu den vorherigen Resultaten aus den Proliferations- und

Stimulationsassays, bei denen von allen drei Varianten das cHIL-6-ts die geringste Aktivitét

zeigte.
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Abbildung 21 Coomassie der Hyperzytokine und sgp130Fc und SPR Messungen der Hyperzytokine
auf'sgpl30Fc.

(A) Coomassie-Gelbild von gereinigtem sgp130Fc (links) und der Hyperzytokine mit Twin-Strep-Tag® (rechts). (B) Bindung
von cHIL-6-ts zu sgp130Fc (C) Bindung von HIL-11-ts zu sgp130Fc (D) Bindung von cHIL-6-ts zu sgp130Fc. (B-C) Kinetiken
wurden mit den jeweils angezeigten Konzentrationen der einzelnen Hyperzytokine als Analyten gemessen. sgp130Fc wurde als
Ligand iiber den Fc-tag an den ProteinA chip immobilisiert. Die Sensorgramme in relativer response gegentiber der Zeit sind
als farbliche Linien gezeigt und in einem 1:1Bindungs Modell mit globalem Kurvenfit als schwarze Linien dargestellt. Die
schematischen Darstellungen vom Versuchsaufbau wurden mit biorender.com erstellt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass das neue Fusionsprotein aus IL-6 und dem sIL-11R
eine Art trans-signaling und Signaltransduktion nachahmen kann, auch wenn die

Einzelkomponenten dies in einer Co-stimulation scheinbar nicht vermitteln kdnnen.
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5.4 Das chimdre Zytokin IC7 kann auch tiber den IL-11R einen nicht-kanonischen
gp130 Rezeptorkomplex bilden

Das Zytokin IC7 stellt eine Chimire aus den Zytokinen IL-6 und CNTF dar und vermittelt eine
Signaltransduktion iiber den Rezeptorkomplex bestehend aus dem IL-6R, LIFR und gp130
(siehe Kapitel 1, IC7). Da die site I aus IL-6 fiir die Bindung an den IL-6R mafgeblich beteiligt
ist, und nach wie vor im IC7 vorzufinden ist, stellte sich die Frage, ob IC7 ebenfalls an den

IL-11R zu binden vermag und somit ebenfalls ein potentieller crosstalk fiir IC7 existiert.

Aus den Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe zu IC7 stammen die beiden Zelllinien: Ba/F3
Zellen mit stabil transduzierten hgp130, hIL-6R und hLIFR (Ba/F3-hgp130-hIL-6R-hLIFR)
sowie Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten hgpl130, hIL-11R und hLIFR
(Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR). Ebenso stammte das Expressionsplasmid von IC7Fc aus
Vorarbeiten von P. Rafii und wurde hier nochmals mittels ExpiCHO-S™ Kultur produziert und
in einer Affinitdtschromatographie gereinigt (Abbildung 22 A). Das IC7Fc induzierte bei beiden
Zelllinien eine konzentrationsabhéngige Proliferation. Dabei lag der EC50 Wert von IC7Fc auf
den Ba/F3-hgp130-hIL-6R-hLIFR Zellen mit 38,42+ 19,78 pM niedriger als auf den
Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR Zellen mit einer EC50 von 7,87 £ 1,70 nM und zwar in etwa
um den Faktor 200 (Abbildung 22 B).
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Abbildung 22 IC7Fc vermittelt einen crosstalk im classic signaling auf die Rezeptorkombination
IL-11R:LIFR:gpl130.

(A) Western Blot zur Proteinreinigung von HIL-11-ts. Aufgetragene Reinigungsfraktionen wie angezeigt und detektiert mittels
Fe-POD  Antikorper. (B)  Proliferationsassay ~ mit  den  Zelllinien  Ba/F3-hgpl130-hIL-6R-hLIFR  und
Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR angeregt durch IC7Fc in den angezeigten Konzentrationen einer Verdiinnungsreihe. Ein
reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit
Standartabweichung kalkuliert.
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Diese beiden Zelllinien wurden anschlieBend im Stimulationsassay auch auf eine IC7 induzierte
STAT3 und ERK Aktivierung untersucht. Auf den Ba/F3-hgp130-hIL-6R-hLIFR Zellen konnte
das pSTAT3 und pERK Signal bei geringeren Konzentrationen von IC7Fc induziert werden,
im Vergleich zu den Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR Zellen (Abbildung 23). Analog zum
IL-6:IL-11R crosstalk waren auch hierbei IC7Fc-Konzentrationen in etwa um Faktor 100 hoher

fiir eine vergleichbare Stimulation notwendig.
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Abbildung 23 Aktivierung der Signalwege in Ba/F3 Zelllinien durch IC7Fc bei
hgpl130-hIL-6R-hLIFR und hgp130-hIL-11R-hLIFR Komplexen.

(A4) Stimulation von Ba/F3-hgp130-hIL-6R-hLIFR Zellen durch IC7Fc in den angezeigten Konzentrationen und HIL-6Fc
(10ng/ml). Ein reprisentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. (B) Stimulation von Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR
Zellen durch IC7Fc in den angezeigten Konzentrationen und HIL-6Fc (10ng/ml). Ein reprisentatives Beispiel aus drei
Replikaten gezeigt.

Weiterhin konnte auch die Bindung von IC7-ts an den immobilisierten sIL-11R-his mittels SPR
gemessen werden. Damit die Bindung von IC7 an den IL-11R mit den vorherigen Messungen
vergleichbar ist, wurde hierfiir IC7-ts verwendet. Auch dieses Expressionsplasmid stammte aus
Vorarbeiten von P. Rafii. Im Vergleich zur Bindung von IC7-ts an den sIL-6R-his mit einer Kp
von 6,38 nM zeigte IC7-ts eine schlechtere Bindung an den sIL-11R, ndmlich mit einer Kp von

48,14 nM (Abbildung 24).
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Abbildung 24 SPR-Messungen zu den Bindungsaffinititen von IC7 an den sIL-6R und sIL-11R

(A) IC7-ts Bindung zum sIL-6R-his (B) IC7-ts Bindung zum sIL-11R-his. Alle Kinetiken wurden in den angezeigten
Konzentrationen gemessen. Wihrend die loslichen Rezeptoren iiber ihren his-tag als Liganden immobilisiert wurden, wurden
die jeweiligen Zytokine als Analyten hinzugegeben. Die Sensorgramme in relativer response gegeniiber der Zeit sind als
farbliche Linien gezeigt und in einem two-state reaction Modell mit lokalem Kurvenfit als schwarze Linien dargestellt. Die
schematischen Darstellungen vom Versuchsaufbau wurden mit biorender.com erstellt.

Aus diesen Daten deutet sich an, dass das IC7 auch tiiber das IL-6:IL-11R crosstalk Potential
besitzt, wenn gleich es in diesem Fall genauer als ein IC7:IL-11R:LIFR crosstalk bezeichnet
werden sollte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bislang nur das classic signaling von IC7 bzgl.
dieser Rezeptorkombination adressiert. Ob IC7 auch im trans-signaling oder als Fusionsprotein
mit dem sIL-11R (sozusagen eine Art Hyperzytokin von IC7) einen crosstalk besitzt bleibt
bislang offen.

5.5 Elongation von IL-6 um die Aminosduren KTRL fiihrt nicht zu einem

gesteigertem crosstalk.

Da im Vergleich zum IL-11 ein Vielfaches an der Konzentration von IL-6 bendtigt wird, um
eine gleichwertige Signaltransduktion iiber den IL-11R auszuldsen, stellte sich die generelle
Frage, ob sich durch gentechnische Modifizierungen eine IL-6 Variante mit einem grof3eren
IL-6:IL-11R crosstalk Potential generieren ldsst. Im Strukturvergleich der beiden Zytokine
(Abbildung 25 A) wurde erkennbar, dass die Aminosduren KTRL im IL-11 einen loop am Ende
der Rezeptor zugewandten a-Helix bildet. Diese Aminosduren, bzw. der daraus resultierende
loop in jener Helix ist im IL-6 nicht vorhanden, d.h. die Struktur von IL-6 endet am N-terminus

und ist damit kiirzer als 1L-11.
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Abbildung 25 Generierung des IL-6-KTRL.

(A) Strukturvergleich von hIL-6 (rot) und hIL-11 (blau). Die Aminosduren KTRL des IL-11 am N-Terminus sind gelb
hervorgehoben. (B) Proteinreinigung von IL-6-KTRL-ts. Aufgetragene Reinigungsfraktionen wie angezeigt und detektiert
mittels StrepMABclassicHRP Antikérper.

Die Sequenz fiir das IL-6-KTRL-ts wurde direkt in einem pcDNA3.1 Vektor als
Expressionsvektor pcDNA3.1-IL-6-KTRL-ts bei der Firma BioCat GmbH bestellt und per
Transformation in kompetente E.coli eingebracht, fiir eine anschlieBende Anreicherung der
Plasmid DNA. Sodann wurde das Protein mittels Transfektion im Expi293F™

Expressionssystem generiert und aus dem Kulturiiberstand gereinigt (Abbildung 25 B).

Um zu iiberpriifen, ob das IL-6-KTRL-ts einen gesteigerten IL-6:1L-11R crosstalk besitzt,
wurde es in einem Proliferationsassay auf Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen gegeniiber dem
wildtyp IL-6-ts getestet. Das IL-6-KTRL-ts zeigte sich hierbei mit einer EC50 von
1,05 £ 0,60 nM zwar als biologisch aktiv, war dariiber hinaus aber nicht aktiver als das wildtyp

IL-6-ts mit einer EC50 von 1,47 £+ 0,23 nM. (Abbildung 26).
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Abbildung 26 IL-6KTRL-ts zeigt eine dhnliche IL-6:1L-11R crosstalk Aktivitit wie wildtyp IL-6-ts.
Proliferationsassay mit Ba/F3-hgpl30-hIL-11R Zellen inkubiert fiir 72 h mit hIL-6-ts und humanem IL-6-KTRL-ts
(hIL-6-KTRL-ts) in den angezeigten Konzentrationen. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die
EC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert.

Zur weiteren Untersuchung wurde die Signaltransduktion mittels Western Blot untersucht.
Auch hierbei zeigte die IL-6-KTRL Variante eine Aktivitidt auf den Ba/F3-hgp130-hIL-6R
Zellen (Abbildung 27 A). Auf den Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen hingegen bewirkte auch hier
die IL-6-KTRL Variante, verglichen mit dem wildtyp IL-6, kein stirkeres Signal der
Aktivierung in Form von pSTAT3 oder pERK (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27 Crosstalk Stimulation durch IL-6-KTRL.

(A) Stimulation von Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen mit hiL-11-ts, hIL-6-KTRL-ts und Hyper-IL-6-ts (HIL-6ts) (10 ng/ml) in den
angezeigten Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. (B) Stimulation
von Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen mit hIL-6-ts, hIL-6-KTRL-ts und Hyper-IL-6-ts (HIL-6ts) (10 ng/ml) in den angezeigten
Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein reprdsentatives Beispiel
aus zwei Replikaten ist gezeigt.

Auf Grund dieser initialen Ergebnisse zum IL-6-KTRL, auf dessen Potential zum IL-6:1L-11R
crosstalk, im Vergleich zum herkdmmlichen IL-6, liel sich zunédchst zwar eine dhnliche
Aktivitdt beider Zytokinvarianten liber den IL-6R erkennen, jedoch keine erhdhte crosstalk

Signaltransduktion iiber den IL-11R. Obwohl hier initial nur das classic signaling adressiert
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wurde, wurde das IL-6-KTRL nicht weiter untersucht. Stattdessen wurde fortfithrend eine

weitere IL-6 Variation auf ein moglicherweise stirkeren crosstalk hin untersucht.

5.6 Generierung und Charakterisierung von den Mutationsvarianten Super-IL-6 und

Super-1C7

Im Jahr 1996 publizierte C. Toniatti et al. eine Studie zu Mutationsvarianten von IL-6. Dabei
ergaben sich Kandidaten, die iiber eine hohere Affinitét zum sIL-6R verfiigen sollten als das
wildtyp IL-6. Da das binding interface, also die site I von IL-6, als den C-terminalen Teil der
D-Helix und dem AB loop definiert wurde, hat die Arbeitsgruppe zunichst in der D-Helix iiber
Phage display eine IL-6 Variante mit Substitutionen von drei Aminoséduren beschrieben Q1751
S176R und Q183A und in Kurzform als ,,IL-6 IRA* betitelt. Dariiber hinaus wurden im AB
loop 16 Aminoséduren, unterteilt in vier Gruppen, als Ziele einer randomisierten Mutagenese
ausgewahlt. Am Ende stellte sich eine Kombination aus Mutationen in der D-Helix und im AB

loop als kompetenteste Variante heraus, welche als ,,IL-6-IRA-KD* betitelt wurde. [188]

Da Toniatti ef al. nur die Bindung zum IL-6R untersucht haben, und die Mutante IL-6-IRA-KD
eine scheinbar gesteigerte Affinitdt zum IL-6R besitzt, stellte sich hier nun die Frage, ob durch
dieselben Mutationen auch der IL-6:IL-11R crosstalk affektiert ist. Zur Vereinfachung wurde
das IL-6-IRA-KD fortfiihrend als ,,Super IL-6*, kurz SIL-6 betitelt. In Abbildung 28 wird die
Struktur von IL-6 dargestellt und farblich hervorgehoben, sind die Aminosduren im IL-6 die

dann fiir die IRA-KD Mutationen ausgetauscht werden.
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Abbildung 28 Schaubild zu den mutierten Aminoséiuren im IL-6 fiir die Generierung des SIL-6.
Oben: Darstellung des wildtyp IL-6 (1P9M) in Chimera. In grau ist die Sturktur von IL-6 dargestellt, und die des IL-6R in
dunkelrot. Farblich hervorgehoben sind die Aminosduren in der D-Helix und im AB-loop, welche fiir die Generierung des
SIL-6 mutiert wurden. In rot die mutierten Aminosduren aus dem Klon K-7 in der urspriinglichen KAEK library. In blau die
mutierten Aminosduren aus dem Klon D-6 in der urspriinglichen DFQS library aus. In tiirkis die mutierten Aminosduren aus
der IRA-Variante. In Kombination ergeben diese Mutationen die von Toniatti et al. beschriebene ,,IL-6-IRA-KD* Variante,
hier als ,,Super-1L-6 * bezeichnet. Darstellung mit Chimera 1.15 Unten: Aminosduresequenz-Alignment zwischen dem wildtyp
IL-6 und dem SIL-6, farblich hervorgehoben die mutierten Aminosduren. Alignment mittels Clustal O (1.2.4)
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo, basierend auf [54].

Die cDNA fiir SIL-6 wurde iiber die Firma BioCat GmbH bestellt und mittels der
Restriktionsenzyme HindIII und Notl enzymatisch geschnitten und sodann in einen gedffneten
pcDNA3.1 Fc-Expressionsvektor (pcDNA3.1-HIL-11Fc ebenfalls mittels HindIII und Notl
geschnitten) ligiert. Der resultierende Expressionsvektor pcDNA3.1-SIL-6Fc wurde dann in
kompetente E.coli transformiert und vervielfiltigt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde dann
zusétzlich nochmal mit den Restriktionsenzymen Nhel und Notl restringiert und in einen
ebenfalls derartig geschnittenen HIL-6-ts-Vektor ligiert zu einer SIL-6-Twin-Strep-tag®
Version umkloniert. Im Ubrigen wurde der gleiche Ansatz zusitzlich im IC7 verfolgt, um auch
hier untersuchen zu konnen, ob durch das Einbringen jener Mutationen sich der

IC7:IL-11R:LIFR crosstalk modifizieren ldsst. Dies ist moglich, da diese Mutationen sich auch
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im IL-6 stimmigen Teil von IC7 abbilden lieBen. Da die Plasmide pcDNA3.1-IC7Fc und
pcDNA3.1-IC7-ts aufgrund der Arbeit von Puyan Rafii bereits im Institut vorlagen, wurde hier
nur das IC7-IRA-KD (folgend auch Super-IC7, kurz: SIC7) iiber BioCat GmbH bestellt. Die
bestellte Sequenz wurde auch, wie zuvor beschrieben, umkloniert in einen Expressionsvektor
mit Fc-tag und in einen Expressionsvektor mit Twin-Strep-Tag®. Sowohl IL-6Fc, IC7Fc,
SIL-6Fc und SIC7Fc (Abbildung 29 A) sowie IL-6-ts, IC7-ts, SIL-6-ts und SIC7-ts (Abbildung
29 B) wurden in Expi293-F™ Zellen durch transiente Expression produziert und aus deren

Kulturiiberstdnden mittels Affinitdtschromatographie isoliert und gereinigt.
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Abbildung 29 Rekombinante Proteine IL-6, IC7, SIL-6 und SIC7.

(A) Western Blot von gereinigten rekombinanten Proteinen IL-6, IC7, SIL-6 und SIC7 als Proteinvarianten mit Fc-tag.
Aufgetragen wurden jeweils 100 ng gereinigtes Protein. Detektiert mittels human-Fc-POD Antikorper. Theoretische
Proteingréfien: IL-6Fc 48,7 kDa, IC7Fc 49,6 kDa, SIL-6Fc 48,8 kDa, SIC7Fc 49,7 kDa. (B) Western Blot von gereinigten
rekombinanten Proteinen IL-6, IC7, SIL-6 und SIC7 als Proteinvarianten mit Twin-Strep-tag®. Aufgetragen wurden jeweils
100 ng gereinigtes Protein. Detektiert mittels StrepMABclassicHRP Antikérper. Theoretische ProteingréfSen: IL-6ts 23,9 kDa,
IC7ts 26,4 kDa, SIL-6Fc 25,6 kDa, SIC7ts 26,5 kDa.

Die biologische Aktivitéit und ob ein verstarktes IL-6:IL-11R crosstalk Potential vorliegt wurde
initial mittels Proliferationsassay untersucht. Hierbei zeigten hIL-6-ts und hSIL-6-ts mit
1,64 + 0,25 pM bzw. 1,33 + 0,03 pM eine robuste und vergleichsweise dhnliche Induktion der
Proliferation von Ba/F3-hgp130-hIL-6R-hLIFR (Abbildung 30 A). In diesem Versuchsteil
wurden Zellen inklusive LIFR verwendet, da neben IL-6 und SIL-6 hier auch IC7 und SIC7
von Interesse waren. Aufgrund der Arbeiten von Puyan Rafii zu IC7 lagen diese Zellen bereits
im Institut vor (wie auch zuvor beschrieben und verwendet, siehe oben, crosstalk von IC7). Auf
Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR ergaben sich allerding unterschiedliche Werte fiir die
halbmaximale Effektorkonzentration mit 755,20 +265,79 pM fiir das hIL-6-ts bzw.

84



36,29 + 6,61 pM fiir das hSIL-6-ts (Abbildung 30 B). Auch diese Zellen sind in Vorarbeiten

entstanden und wurden hier verwendet.
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Abbildung 30 SIL-6 zeigt eine verstirkte Induktion einer Proliferation im IL-6:IL-11R Model.

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten humanen gp130 (hgp130), humanen IL-6R und humanen
LIFR (Ba/F3-hgpl30-hIL-6R-hLIFR) inkubiert fiir 72 h mit hIL-6-ts und humanem Super-IL-6-ts (hSIL-6-ts) in den
angezeigten Konzentrationen. (B) Proliferationsassay mit Ba/F3 Zellen mit stabil transduzierten humanen gp130 (hgp130),
humanen IL-11R und humanen LIFR (Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR) inkubiert fiir 72h mit hIL-6-ts und
humanem Super-IL-6-ts (hSIL-6-ts) in den angezeigten Konzentrationen. Zu A und B. Je ein reprisentatives Beispiel aus drei
Replikaten ist gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert.

Hieraus lieB sich ableiten, dass zum einem das SIL-6-ts zumindest genauso aktiv aber nicht
unbedingt potenter auf den Ba/F3-hgpl130-hIL-6R-hLIFR Zellen ist, wohingegen auf den
Ba/F3-hgp130-hIL-11R-hLIFR Zellen das SIL-6-ts gegeniiber dem IL-6-ts als wirksamer

erscheint.

Im Stimulationsassay wurde initial nur das IL-6Fc versus dem SIL-6Fc auf
Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen sowie auf Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen getestet und auf die
Phosphorylierung von STAT3 hin untersucht. Wéahrend auch hier auf den Ba/F3-hgp130-hIL-6
Zellen beide Varianten eine Aktivierung des pSTAT3 ab 4 nM auslosten (Abbildung 31 A),
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zeigte das SIL-6Fc auf den BaF3-hgpl130-hIL-11R Zellen ein pSTAT3 Signal ab einer
Konzentration von 20 nM (Abbildung 31 B).

A B
Ba/F3-gp130-IL-6R Ba/F3-gp130-IL-11R
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Abbildung 31 Aktivierung des JAK-STAT Signalwegs durch SIL-6.

(A) Stimulation von Ba/F3-hgpl30-hIL-6R Zellen mit hIL-6Fc, hSIL-6Fc und HIL-6-ts (10 ng/ml) in den angezeigten
Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein reprdsentatives Beispiel
aus zwei Replikaten ist gezeigt. (B) Stimulation von Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen mit hSIL-6Fc und HIL-6ts (10 ng/ml) in den
angezeigten Konzentrationen fiir 20 min. Western Blot zur Detektion von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK. Ein
reprisentatives Beispiel aus zwei Replikaten ist gezeigt.

Dies entspricht einer &hnlichen Konzentration an Zytokin zur Induktion eines pSTAT3 Signals
wie es auch schon in Abbildung 7 B zu sehen war, wo 40 nM IL-6 pSTAT3 in
Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen aktivierte. Im Bezug zur Publikation von Toniatti ef al. konnte
hier in den Modellen zum IL-6 classic signaling kein Unterschied in der crosstalk Potenz von
IL-6 zu SIL-6 festgestellt werden, da beide IL-6 Varianten in ihrer Aktivitét sich sehr &hnlich.
Erwdhnenswert ist hierbei allerdings, dass Toniatti ef al. eine stirkere Aktivitidt dem SIL-6 in
einem trans-signaling Modell zugeschrieben haben, da sie Proliferationsassays mit

Ba/F3-hgp130 Zellen mit sIL-6R und den diversen IL-6 Varianten getestet haben.

Um dies genauer zu untersuchen, wurde im Folgendem auch das trans-signaling von SIL-6 in
der Zellkultur mit Ba/F3-hgp130 Zellen simuliert und untersucht. Die humanen Zytokine
hIL-6-ts und hIL-11-ts und hSIL-6-ts wurden zusammen mit den shIL-6R und shIL-11R
kombiniert und auf Ba/F3-hgp130 Zellen auf deren Proliferation hin untersucht. Wihrend beide
wildtyp (wt) Zytokine in Kombination mit ihrem kanonischen Rezeptor eine robuste
Proliferation ausldsten, zeigte sich, dass das wt hIL-6-ts in jeglicher getesteten Konzentration
mit dem shIL-11R als inaktiv. Das hSIL-6-ts jedoch l9ste in Kombination mit dem shIL-11R
eine konzentrationsabhéngige Proliferation aus und das signifikant gegeniiber dem wt hIL-6-ts

bei jeder der getestet Konzentration von hSIL-6-ts. (Abbildung 32).

86



Ba/F3-hgp130
200 :

150

100 - -

50—

normalisierte Proliferation (%)

0
hiL-6 (nM) 2 4 10 20 40 HIL-6
hIL-11 (niv1) 2

hSIL-6 (nM) 4 10 20 40
shiIL6R +

shiL-11R + + + + + + + + +

Abbildung 32 SIL-6 vermittelt einen IL-6:1L-11R crosstalk im trans-signaling in vitro Modell.
Proliferationsassay auf Ba/F3-hgpl130 mit co-kultivierung von hIL-6-ts, hIL-11-ts oder SIL-6-ts in den angezeigten
Konzentrationen und in Kombination mit dem shiL-6R (4,4 nM) bzw. shiL-11R (4,4 nM). Als Positivkontrolle wurde
HIL-6Fc¢ (10 ng/ml) verwendet. Fiir die Statistik wurde eine one-way ANOVA Analyse durgefiihrt. Ein reprdsentatives Beispiel
aus drei Replikaten ist gezeigt.

Zudem wurde auch dieses Experiment auf einen Stimulationsassay T{bertragen, indem
Ba/F3-hgp130 Zellen mit den gleichen Zytokinen und Rezeptoren wie zuvor kombiniert und
fiir 20 Minuten stimuliert wurden. Die phosphorylierten STAT3 und ERK Signale wurden im
Western Blot untersucht. Bei hohen Konzentrationen (20 nM) von hSIL-6-ts und shIL-11R

konnte eine leichte pSTAT3 Aktivierung detektiert werden. Dies war bei gleichen
Kombinationen mit wt hIL-6-ts gegeniiber dem hSIL-6-ts nicht der Fall. (Abbildung 33).
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Abbildung 33 SIL-6 induzierte Phosphorylierung von STAT3 und ERK in Kombination mit dem
sIL-11R auf Ba/F3-hgp130 Zellen.

Western Blot von (phosphoryliertem) STAT3 und ERK Signalen von Ba/F3-hgp130 Zellen co-kultiviert mit hIL-11-ts, hIL-6-ts
oder hSIL-6-ts in den angezeigten Konditionen zusammen mit sIL-6R oder sIL-1IR (+ =4,4nM, ++ =22,2nM). Ein
reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt.
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Diese beiden Experimente lieferten erste Hinweise, dass die Mutationsvariante SIL-6 aktiver
gegeniiber der wildtyp Version von IL-6 ist. Wenn auch im classic signaling iiber den IL-6R
kein Unterschied erkennbar war, zeigte sich das SIL-6 im trans-signaling als aktiver. Eingangs
stellte sich zudem die Frage, ob durch die eingebrachten Mutationen gleichzeitig auch die
crosstalk Affinitdt zum IL-11R beeinflusst wird. Interessanterweise zeigte sich hierbei das
SIL-6 ebenfalls mit einem gesteigerten Potenzial der Signaltransduktion im IL-6:1L-11R
crosstalk. Wie zuvor erwihnt lieBen sich die Mutationen auch im IC7 einbauen, da die

entsprechenden Stellen im IC7 analog zum IL-6 sind.

Im Proliferationsassay auf Ba/F3-hgp130-hIL-6R-LIFR war das SIC7-ts mit einer EC50 von
2,34 £ 0,43 nM etwas aktiver als das IC7-ts mit 12,18 £ 3,60 nM (Abbildung 34 A). Ein
deutlicherer Unterschied war allerdings auf den Ba/F3-hgp130-hIL-11R-LIFR Zellen beziiglich
dem IL-11R:LIFR crosstalk von SIC7 und IC7 beobachtbar. Mit einer EC50 von
0,06 = 0,04 nM fiir SIL-6-ts gegeniiber 1,43 + 1,26 nM fiir IC7-ts (Abbildung 34 B).
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Abbildung 34 Erhohtes crosstalk Potential von SIC7 gegeniiber IC7

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgpl30-hIL-6R-hLIFR Zellen inkubiert fiir 72 h mit IC7-ts und Super-IC7-ts (SIC7-ts) in
den angezeigten Konzentrationen. (B) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgpl130-hIL-11R-hLIFR Zellen inkubiert fiir 72 h mit
1C7-ts und SIC7-ts in den angezeigten Konzentrationen. Zu A und B: Je ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten gezeigt.
Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert.

Auch fiir SIL-6-ts und SIC7-ts wurden Messungen der Affinitdt an die a-Rezeptoren sIL-6R-his
bzw. sIL-11R-his mittels SPR durchgefiihrt. Zur Einordnung der gemessenen
Bindungsaffinititen wird im Folgenden jeweils auf die Messungen aus Kapitel 5.1, und 5.4
Bezug genommen, in denen die wildtyp Varianten von IL-6-ts und IC7-ts bereits beschrieben
wurden. Fiir SIL-6-ts ergab sich eine Bindungsaffinitit der Kp von 1,47 nM zum sIL-6R-his
(Abbildung 35 A), was verglichen zum IL-6-ts mit 2,29 nM keinen deutbaren Unterschied

darstellt. Interessanterweise zeigt auch das SIL-6-ts zum sIL-11R-his mit einer Kp von
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25,58 nM keine erhohte Bindungsaffinitit gegeniiber dem IL-6-ts mit 22,61 nM (Abbildung
35 B). Beim SIC7-ts zum sIL-6R-his wurde eine Kp von 0,73 nM gemessen, was verglichen
mit dem IC7-ts (Kp = 6,38 nM) eine erhohte Bindungsaftfinitét darstellt (Abbildung 35 C). Fiir
SIC7-ts zum sIL-11R-his hingegen wurde eine geringere Kp von 256,4 nM gemessen was eine
schlechtere Bindungsaffinitdt als das IC7-ts mit einer KD von 48,14 nM aufweisen wiirde

(Abbildung 35 D).
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Abbildung 35 SPR zur Messung der Affinitiiten von SIL-6 und SIC7 auf den IL-6R bzw. IL-11R.

(A) SIL-6-ts Bindung zum immobilisierten sIL-6R-his (B) SIL-6-ts Bindung zum immobilisierten sIL-11R-his (C) SIC7-ts
Bindung zum immobilisierten sIL-6R-his (D) SIC7-ts Bindung zum immobilisierten sIL-11R-his (A-D). Alle Kinetiken wurden
in den angezeigten Konzentrationen gemessen. Wihrend die [oslichen Rezeptoren iiber ihren His-tag als Liganden
immobilisiert wurden, wurden die jeweiligen Zytokine als Analyten hinzugegeben. Die Sensorgramme in relativer response
gegeniiber der Zeit sind als farbliche Linien gezeigt und in einem two-state reaction Modell mit lokalem Kurvenfit als schwarze
Linien dargestellt. Die schematischen Darstellungen vom Versuchsaufbau wurden mit biorender.com erstellt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Daten zum SIL-6-ts eine nicht eindeutige
Interpretation beziiglich des IL-6:1L-11R crosstalks zulassen. Denn auch wenn im Modell zum
classic signaling kein Unterschied zum wildtyp IL-6 erkennbar war, wohl aber im

trans-signaling Modell, zeigten die SPR-Messungen keine Unterschiede in den
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Bindungsaffinititen zwischen dem IL-6-ts und dem SIL-6-ts weder zum IL-6R noch zum
IL-11R. Moglicherweise ist hierbei die weitere Interaktion mit dem gp130 in den biologischen

Assays zu beachten, welche im verwendetem SPR-Model nicht mit abgebildet wurde.

Fiir das SIC7 schienen die Daten aus dem Proliferationsassay ebenfalls auf einen verstiarkten
crosstalk hinzudeuten, da es sich aber nur um initiale Untersuchungen handelte, fehlen hierzu
Verifizierungen, beispielweise durch einen Stimulationsassay. Beziiglich der SPR-Messungen
widersprach vor allem die Messung von SIC7-ts mit dem sIL-11R-his der zuvor beobachteten
geringeren EC50 von SIC7-ts. Auch hierbei miisse man gegebenenfalls die weiteren

Interaktionen von gp130 mit in Betracht ziehen.

5.7 Einzelne Aminosduresubstitutionen sowie eine Kombination dieser Mutationen

im IL-6 zeigten keine Reduzierung des IL-6:1L-11R crosstalk Potenzials
Beim Vergleich der beiden Strukturen von IL-6 an den IL-6R und der mdglichen Kombination
von IL-6 an den IL-11R wurden mogliche Aminosduren in der site I des IL-6 gesucht um den
IL-6:1IL-11R crosstalk durch Substitution dieser Aminosduren zu verringern. Hierzu wurden
zwel Ansétze verfolgt: Fiir den ersten Ansatz wurden Aminosduren im IL-6 gewéhlt, die mit
beiden a-Rezeptoren interagieren konnten, und durch deren Austausch moglichst die
Interaktion mit dem IL-6R erhalten bleibt, die Affinitdt zum IL-11R allerdings reduziert wird.
Zusitzlich wurden jene Aminosduren versucht ausfindig zu machen, die ausschlieBlich an den
IL-11R binden konnten, und durch deren Austausch ein mdglicher IL-6:IL-11R crosstalk
geschwicht wird. Daraus folgend ergaben sich vier Mutationen die hier vom theoretischen
Modell in silico, versucht wurden, in in vitro Untersuchungen zu iibertragen. Die Mutationen,

um die es sich dabei handelt sind K53D, E68V, E171A und S175A (Abbildung 36).
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IL-6 Mutationen:
K53D

E171A
S175A

Abbildung 36 In silico Modell zum IL-6:IL-11R crosstalk Zytokin-Rezeptorkomplex.

Alignment der Strukturen von IL-6 in grau (PDB: 1P9M) und dem IL-11 Komplex in tiirkis (IL-11R) und dunkelblau (gp130)
(PDB: 8DTP). In den Farben rot, gelb, griin und blau sind die Aminosduren des IL-6 hervorgehoben, welche substituiert
wurden. Model erstellt in Chimera.

Die Mutationen K53D, E68V, E171A, S175A wurden zunéchst einzeln im IL-6 integriert und
versucht zu exprimieren. Fiir die Generierung dieser Einzelmutationen, sprich den Austausch
von je einer Aminosdure im IL-6 wurde eine PCR durchgefiihrt. Als Vorlage diente hier der
pcDNA3.1 Vektor des humanen IL-6 mit einem Twin-Strep-Tag® (pcDNA3.1-hIL-6-ts).
Hierfir wurden auf der Internetseite https://nebasechangervl.neb.com/ Oligonukleotide

erstellt. Mit Hilfe dieser (siche Tabelle 7), und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New

England Biolabs®), wurde die Plasmid-DNA nach einer mit der Physion Polymerase
durchgefiihrten PCR, mit Dpnl geschnitten und in chemisch kompetente E. coli XL-1 blue
Zellen transformiert. Von den gewachsenen Bakterienkolonien auf den Agarplatten wurde eine
Mini-Préparation durchgefiihrt (sieche 4.2.7). Im Anschluss wurden je cDNA, aus drei
verschiedenen Klonen, die Plasmide zur Sequenzierung -eingeschickt. Nachdem die
Aminosduresequenzen der pcDNA3.1 Plasmide durch eine Sequenzierung bestitigt wurden,
wurde eine Midi-Praparation zur Vervielfdltigung der Plasmid-DNA durchgefiihrt und
anschlieBend in ExpiCHO™ Zellen transfiziert und exprimiert. Aus den Kulturiiberstinden
wurden die IL-6 Mutationsvarianten mittels Affinitdtschromatographie {iber einen
Twin-Strep-Tag® gereinigt. Alle vier Mutationsvarianten lieBen sich hierbei zunichst

erfolgreich exprimieren und reinigen (Abbildung 37).

91


https://nebasechangerv1.neb.com/

A E N & B SIS S
& ¥ N\ WV & @ S 5 v & &
& F P P & S & & & S
kDa ¥ F O < < S kDa «F O < < W Q
-

130

100
55w

55

-
-—
-
40| - 35
-
s
-

251

40+

10{ a-Twin-Strep-tag® a Twin Strep-tag®
& &5 > o & >
o o S ~ NS
i & N Vv N 2 > N ®
c ":!S& N 4 Q'\é\ \\5'5\ \0’5& 0(‘1'2’ & D ’b&%\ e\ \\,ﬁé& \o?} \\‘;ng 0"’2’0 obsb
KDa - 3 v <& < oS wa ¥ & 9 < & NS Q¢
1304 = 130
100w 1004 ww
55 m— 55] .
Ay 40{ e
35: 351 .
TN e e .
10 10
a-Twin-Strep-tag® a-Twin-Strep-tag®

Abbildung 37 Proteinreinigungen von IL-6 Einzelmutationsvarianten zur Untersuchung auf
verminderten IL-6:1L-11R crosstalk.

Reinigung von Kulturiiberstinden von transfizierten ExpiCHO™ Kulturen. Reinigung mittels Affinitdtschromatographie iiber
einen Twin-Strep-Tag®. (A) IL-6-K53D-ts, theoretische Griofie 23,9 kDa (B) IL-6-E68V-ts, theoretische Grifie 23,9 kDa
(C) IL-6-E171A-ts, theoretische Grifie 23,8 kDa und (D) IL-6-S175A-ts, theoretische Grofie 23,9 kDa. Aufgetragene
Reinigungsfraktionen wie angezeigt und detektiert mittels StrepMABclassicHRP Antikorper.

Die Mutationsvarianten wurden zunichst gemeinsam und zum Vergleich mit dem wt IL-6 auf
thren kanonischen Rezeptor, den IL-6R, getestet, um zu iiberpriifen, ob sie Thre eigentliche
Funktionalitit erhalten blieb. Hierfiir wurden alle vier Varianten sowie das wt IL-6 auf
Ba/F3-hgp30-hIL-6R im Proliferationsassay untersucht. Alle Zytokine zeigten hierbei eine
dhnliche EC50: wt IL-6-ts 3,89 + 0,83 pM; IL-6-K53D-ts 4,99 + 2,34 pM; IL-6-E68V-ts
11,19 + 9,44 pM; IL-6-E171A-ts 7,02 + 5,31 pM; IL-6-S175A-ts 8,23 £+ 5,90 pM (Abbildung
38 A). AnschlieBen wurde die Proliferationsstirke jeder IL-6 Variante auf den IL-6:1L-11R
crosstalk hin gepriift. Hierbei zeigten alle getesteten Varianten auf Ba/F3-hgp130-hIL-11R
Zellen ebenfalls eine nicht stark abweichende EC50: wt IL-6-ts 4,40 + 0,98 nM; IL-6-K53D-ts
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5,28 £ 1,60 nM; IL-6-E68V-ts 5,31 £ 4,51 nM; IL-6-E171A-ts 16,15+ 11,05 nM; IL-6-S175A-
ts 15,69 = 11,05 pM (Abbildung 38 B).
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Abbildung 38 Einzelmutationen im IL-6 zeigen kein veriindertes IL-6:1L-11R crosstalk Potenzial.
(A) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgpl130-hIL-6R Zellen inkubiert fiir 72 h mit wt hIL-6-ts, hIL-6-K53D-ts, hIL-6-E68V-ts,
hIL-6-E171A-ts und hIL-6-S175A-ts in den angezeigten Konzentrationen. (B) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgp130-hIL11R
Zellen inkubiert fiir 72 h mit wt hIL-6-ts, hIL-6-K53D-ts, hIL-6-E68V-ts, hIL-6-E171A-ts und hIL-6-S175A-ts in den
angezeigten Konzentrationen. Zu A und B: Je ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten gezeigt. Fiir die EC50 wurden
Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert.

Auch wenn es als ersten Erfolg galt, dass sich die Varianten der Einzelmutationen exprimieren
und Reinigen lieBen, so schienen die eingebrachten Mutationen im Vergleich zum wildtyp IL-6
wenig bis gar keinen Effekt auf den IL-6:IL-11R crosstalk zu zeigen. Die urspriingliche
Funktion, der Komplexbildung mit dem IL-6R blieb aber wohl erhalten. Aus diesem Ansatz
heraus wurde versucht, ein IL-6 zu generieren, welches diese vier Mutationen vereint. Ein
hIL-6-K53D-E68V-E171A-S175A-ts, welches folgend zur Vereinfachung als ,,Monospecific
IL-6-ts* oder kurz ,,MIL-6-ts* bezeichnet wird. Die Gensequenz von MIL-6-ts in einem
pcDNA3.1(+) Plasmid wurde in silico erstellt und iiber die BioCat GmbH bestellt. Die

synthetisierte Sequenz wurde dann in einen

pcDNA3.1-Twin-Step-tag® Expressionsvektor kloniert. Diese kombinierte Variante der
Mutationen wurde dann ebenfalls in ExpiCHO™ Zellen per Transfektion exprimiert und aus

dem Kulturiiberstand mittels Affinitdtschromatographie gereinigt (Abbildung 39).
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Abbildung 39 Proteinreinigung von MIL-6-ts.

Proteinreinigung von MIL-6-ts aus einem Kulturiiberstand von transfizierten ExpiCHO™ Zellen. Reinigung mittels
Affinitdtschromatographie itiber einen Twin-Strep-Tag®. Theoretische Grifie 25,3 kDa. Aufgetragene Reinigungsfraktionen
wie angezeigt und detektiert mittels StrepMABclassicHRP Antikorper.

Auch bei dieser IL-6 Variante schien eine Expression und Reinigung erfolgreich zu sein, sodass
anschlieBend die biologische Aktivitéit auf den IL-6R und das IL-6:IL-11R crosstalk Potential

getestet werden konnte.

Das MIL-6 wurde zunéchst auf Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen auf seine biologische Aktivitat
hin getestet und mit dem wt IL-6 verglichen. Wéahrend das wt IL-6-ts wie erwartet wieder eine
EC50 im Bereich im pikomolaren Bereich zeigte (hier genauer: 0,77 + 0,22 pM), erwies sich
das MIL-6-ts als dhnlich aktiv mit 3,97 + 3,37 pM (Abbildung 40 A). Danach wurde das
MIL-6-ts auf den IL-6:IL-11R crosstalk hin lberpriift, aber auch hier zeigten sich keine
wesentlichen Unterschiede zum wt IL-6-ts (EC50 wt IL-6-ts 7,74 £ 1,81 nM gegeniiber
MIL-6-ts 2,93 + 1,50 nM) (Abbildung 40 B).
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Abbildung 40 MIL-6-ts zeigt kein verdndertes IL-6:1L-11R crosstalk Potenzial im
Proliferationsassay.

(A) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen inkubiert fiir 72 h mit wt hIL-6-ts und MIL-6-ts in den angezeigten
Konzentrationen. (B) Proliferationsassay mit Ba/F3-hgp130-hiL11R Zellen inkubiert fiir 72 h mit wt hIL-6-ts und MIL-6-ts in
den angezeigten Konzentrationen. Zu A und B: Je ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten gezeigt. Fiir die EC50
wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit Standartabweichung kalkuliert.

Auch wenn Stimulationsassays oder SPR-Messungen zum MIL-6-ts noch fehlend sind, zeigt
sich aus diesen initialen Untersuchungen, dass durch die Einzelmutationen, sowie in

Kombination dieser, bislang keine Verringerung im IL-6:IL-11R crosstalk erzielt wurde.
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IL-11 trans-signaling in der Leberregeneration nach PHx

Die partielle Hepatektomie stellt eine Methode zur Untersuchung der Leberregeneration dar, da
ein konkreter Zeitpunkt zu Initiilerung der Regeneration gegeben ist und kein nekrotisches
Gewebe das Milieu der Leber zusitzlich belastet oder die Analyse beeinflusst (siche Methoden,
Kapitel Leber, Leberregeneration und partielle Hepatektomie). Der positive Einfluss von
HIL-6, und damit beispielgebend fiir das trans-signaling von IL-6, in der Leberregeneration,

wurde bereits zuvor beschrieben [183, 189].
5.8 Generierung und in vitro Charakterisierung von HIL-11Fc

Das Designerzytokin HIL-11 allerdings wurde bislang noch nicht in diesem Kontext untersucht,
beziechungsweise es konnten im allgemeinem bislang wenige physiologische oder
pathophysiologische Prozesse dem IL-11 trans-signaling zugeschrieben werden [190, 191]. Mit
der Generierung von HIL-11Fc wurde im Rahmen dieses Projekts auch in IL-6R”" Miusen die
ersten Versuche diesbeziiglich unternommen. Die IL-6R”~ Miuse wurden hierbei gewihlt, um
den Einfluss von IL-6 zunichst zu unterbinden, sodass die Regeneration und damit verbundene
Prozesse/Parameter den Funktionen von HIL-11 zugeordnet werden konnen. Das
Expressionsplasmid pcDNA3.1-HIL-11Fc lag bereits aus Vorarbeiten innerhalb unserer
Arbeitsgruppe vor. HIL-11Fc wurde im Expressionssystem Expi293F™ produziert und
Abbildung 41 =zeigt zundchst die Reinigung aus dem Kulturiiberstand mittels
Affinititschromatographie (Abbildung 41 A), sowie eine Charakterisierung auf seine
biologische Aktivitit in der Zellkultur auf Ba/F3-hgp130 Zellen (EC50: 7,77 + 5,52 pM)
(Abbildung 41 B).
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Abbildung 41 Reinigung von HIL-11Fc und Aktivititstest in der Zellkultur.

(A) Western Blot zur Proteinreinigung von HIL-11Fc. Aufgetragene Reinigungsfraktionen wie angezeigt und detektiert mittels
Fc-POD Antikorper. Theoretische Proteingrofe fiir HIL-11Fc: 80kDa (Angabe fiir ein Monomer) (B) Proliferationsassay mit
Ba/F3-hgp130 Zellen angeregt durch HIL-11Fc in den angezeigten Konzentrationen einer Verdiinnungsreihe. Ein
reprisentatives Beispiel aus drei Replikaten ist gezeigt. Fiir die EC50 wurden Mittelwerte aus drei Replikaten mit
Standartabweichung kalkuliert.

Aus diesen Ergebnissen lieB3 sich eine erfolgreiche Produktion des HIL-11Fc schlieBen.
5.9 Biologische Aktivitdit von HIL-11Fc ex vivo auf primdren Hepatozyten

Nachdem also die Produktion und Aktivitit des rekombinanten Proteins HIL-11Fc
durchgefiihrt und getestet wurde, wurde das Designerzytokin weiterfiihrend in einem ex vivo
Stimulationsassay auf seine Aktivitdt auf priméire Leberzellen hin untersucht. Dies dient als
gute Kontrolle und Zwischenschritt zur Ubertragbarkeit zwischen in vitro Zellkulturversuche
und dem in vivo System im Tierversuch mit Mdusen, die einer PHx unterzogen werden. Hierbei
wurden primédre Hepatozyten verwendet, die sowohl aus wildtyp als auch aus IL-6R defizienten
Mausen isoliert wurden (Abbildung 42 A). Nach kurzzeitiger Kultivierung der Hepatozyten
iiber Nacht wurden diese mit 50 ng/ml pro Zytokin fiir 20 Minuten bzw. 24 Stunden stimuliert
(Abbildung 42 B).
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Abbildung 42 Primdire Hepatozyten Isolation als zum ex vivo Aktivititsnachweis von HIL-11Fc.

(A) Schema zur Isolation von primdren Hepatozyten aus wildtyp und IL-6R defizienten Mdusen. Genauere Details zum
Versuchsablauf in Methoden beschrieben. Erstellt mit biorender.com (B) Stimulation von primdren Hepatozyten zur Analyse
der Signaltransduktion, ausgelost durch die angezeigten Zytokine (50 ng/ml). Oben: Wildtyp-Mduse, unten: IL-6R” Mduse.
Links: Stimulation mit HIL-6Fc und HIL-11Fc. Rechts: Stimulation mit hIL-11-ts, mIL-11-ts und hIL-6-ts. Rote Banden: STAT3
Signal, Griine Banden: phosphoryliertes STAT3 Signal. Ein reprdsentatives Beispiel aus drei Replikaten gezeigt.

In der Stimulation von primédren Hepatozyten mit HIL-11Fc wurde die STAT3 Aktivierung
sowohl bereits nach 20 Minuten als auch noch nach 24 Stunden detektiert. HIL-11Fc verhalt
sich hierbei dhnlich zum HIL-6Fc, welches zum Vergleich und als mogliche Positivkontrolle
mitgefiihrt wurde. Bei den nicht-Hyperzytokinen: hIL-11-ts, mIL-11-ts sowie hIL-6-ts lésst
sich ebenfalls eine Aktivitit fiir beide Zeitpunkte feststellen. Einzig hIL-6-ts loste keine
Phosphorylierung von STAT3 auf den Hepatozyten aus IL-6R”" Miusen aus, was den
Genotypen der Maus zusitzlich bestitigt. Mit Hilfe dieses Experiments wurde zusédtzlich die
leberspezifische Aktivitit von HIL-11Fc erwiesen, was als wichtiger Zwischenschritt in der
Vorbereitung eines Tierversuchs gilt. Zwar wird bei der Hepatozytenisolation bereits ein Tier
verwendet und verstirbt im Zuge dessen, doch bevor das Protein mehrfach in lebend Tiere
gespritzt wird (also in vivo) und diese dann im Versuch gehalten werden, kann so vorab bereits

eine Wirksamkeit ex vivo evaluiert werden.
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5.10 Partielle Hepatektomie: HIL-11Fc steigert das Uberleben von IL-6R” Miiusen

Die partielle Hepatektomie an IL-6R”" M#usen wurde generell fiir zwei Versuchsansitze
durchgefiihrt. Zum einen, fiir ein Uberlebensexperiment, und zum anderen fiir eine Zeitkinetik,
fiir die sich die PHx als Methode gut eignet. Ein Schema zu den generellen Versuchsaufbau ist
in Abbildung 43 A gezeigt. Das Resultat fiir den ersten Teil, das Uberlebensexperiment nach
PHXx, ist in Abbildung 43 B dargestellt.

A B
IL-6R* PHx
12 0 100 -o- PBS
¥ ¥ -
# ¥ | Uberlebensexperiment Zeit (Tage) -~ HIL-11-Fc
A 3 .
g
¥ 1 0 4 501
IL-6R+  PHx =
5
Kinetik Zeit (Stunden) o
1 | |
6 12 24 48 0 T T
0 5 10
Zeit (Tag)

Abbildung 43 Gesteigertes Uberleben von IL-6R" Miiusen nach PHx durch Injektion von HIL-11Fc.

(A) Schema zum Versuchsaufbau der Tierexperimente. IL-6R"" Miuse wurden ein Tag vor, sowie direkt nach der PHx (Schere)
mit HIL-11Fc oder PBS (Spritze) i.p. gespritzt. Das Uberlebensexperiment verlief dann iiber 10 Tage im Anschluss der PHx,
wobei die Tiere tiglich beobachtet wurden. Fiir die Kinetik wurden die Tiere ebenfalls tiglich begutachtet und zu den
gewdhlten Zeitpunkten 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach PHx aus dem Versuch genommen. Grafik erstellt mit biorender.com.
(B) Uberlebenskurve von IL-6R"- Mcusen nach PHx. Behandelt wurden die Tiere entweder mit zweimaliger Injektion von PBS
als Kontrolle oder zweimal mit je 20 ug HIL-11Fc i.p., 24 Stunden vor- und unmittelbar nach der PHx. Fiir die Statistik wurde

ein Log-rank (Mantel-Cox) Test durchgefiihrt. PBS n=5, HIL-11Fcn=12, * =p <0,05.

Entgegen den IL-6R”" Miusen mit PBS, mit einer Uberlebensrate von 20% (n=5), haben die
Tiere mit HIL-11Fc Injektionen zu 66% tiberlebt (n=12). Daraus ldsst sich schlieBen, dass das
Uberleben der Tiere durch Injektion von HIL-11Fc signifikant gesteigert wurde, und der akute

Verlust der Lebermasse um ca. 70% in dieser Kohorte anscheinend besser kompensiert wurde.

Im Kinetikexperiment wurden dann zu definierten Zeitpunkten Proben entnommen, um genauer

untersuchen zu konnen, weshalb die Tiere mit HIL-11Fc besser iiberleben.

5.11 Serumparameter fiir Leberschdden sind reduziert bei PHx mit Behandlung mit

HIL-11Fc.

Zunachst wurde das Serum der behandelten Mause untersucht. Hierbei wurden im Serum die

Mengen der Lebertransaminasen Aspartat-Aminotransferase (AST) und Alanin-
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Aminotransferase (ALT) bestimmt. Diese Transaminasen sind fiir den Abbau von Aminosauren
durch Desaminierung verantwortlich und obwohl sie in Organen und Zellen vorkommen, sind
sie je nach Organ unterschiedlich stark konzentriert, wodurch sich eine Organselektivitit ergibt.
AST ist in der Leber am stérksten konzentriert, ist allerdings auch im Herzen, Skelettmuskel
Gehirn, Niere, Pankreas und Lunge im Verhéltnis von 96:52:36:15:10:3:1 zu finden. ALT
hingegen hat in der Leber die weitaus hochste Konzentration, > 10-fach hoher als im Herz- oder
Skelettmuskel, und hat dadurch eine noch hohere Organselektivitit als ALT. Wahrend AST im
Zytoplasma und im Mitochondrium vorkommt, so ist ALT {liberwiegend zytoplasmatisch
gelost, kommt aber auch mitochondrial gebunden vor. Da die Transaminasen fiir gewohnlich
zellgebundene Enzyme sind, erlaubt die Messung der Serumkonzentration eine Aussage iiber
das Ausmal einer Zellschidigung, in diesem Fall der Leber [192]. Aus diesem Grund werden
AST und ALT in der Diagnostik als gingige Parameter fiir Erkrankungen der Leber und
Leberschiadigungen gemessen. Als dritter Parameter fiir den Zustand der Leber wurden die
alkalische Phosphatasen (ALP) gemessen. Die ALP sind eine Gruppe von zytoplasmatischen
Enzymen welche Phosphosduremonoester spalten und in fast allen Geweben vorkommen.
Erhohte Konzentrationen von ALP im Serum deuten vor allem auf Krankheiten der
Gallenwege, Leber oder Knochen hin z.B. als Indikator einer Cholestase [192, 193]. Abbildung
44 zeigt die Messungen der Serumkonzentrationen von AST, ALT und ALP aus PBS oder
HIL-11Fc behandelten Miusen jeweils 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach der PHx.
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Abbildung 44 Geringere Serumparameter fiir Leberschiidigungen 6 Stunden nach PHx in HIL-11Fc
behandelten Tieren.

Serumkonzentrationen zu den angezeigten Zeitpunkten aus IL-6R” Mdusen nach PHx mit PBS bzw. HIL-11Fc Applikation.
(A) AST (B) ALT (C) ALP. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standartabweichung. Statistik wurde erstellt in GraphPad Prism mit
einem unpaired multiple t test. *= p< 0,05, ***= p<0,001. n=4-7.

Aus den drei hier gemessenen Parametern ist vor allem zu einem frithen Zeitpunkt nach der
PHx, ndmlich nach 6 Stunden, im Serum der HIL-11Fc behandelten Miuse eine jeweils
signifikant geringere Konzentration zu finden, gegeniiber den Tiere die PBS verabreicht
bekommen haben. Dies spricht fiir eine geringere Beschddigung der Leber, was zu einer
besseren Kompensation des akuten Leberschadens fiihren konnte. Passend zu dem, was im
Uberlebensexperiment zu beobachten war, nimlich das vor allem in den ersten 1-2 Tagen die
meisten Tiere verstarben. Das heif3t die ersten Tage nach PHx sind der kritische Zeitraum, in
dem die Tiere den Verlust von Lebervolumen iiberstehen und baldig kompensieren miissen.
Zusitzlich scheinen fiir AST und ALT im zeitlichen Verlauf die Werte wieder eher abzusinken

mit Tendenz hin zu den Ausgangswerten. Fiir ALP hingegen verbleiben die

Serumkonzentrationen auch 48 Stunden nach PHx erhoht. Interessant wiare hier fiir alle drei
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Parameter einen noch spéteren Zeitpunkt, z.B. 72 Stunden nach PHx, aufzunehmen, um zu
untersuchen, ob AST und ALT weiter absinken, in Richtung Ausgangskonzentration und ob

die ALP-Konzentration nicht auch ein Plateau erreicht oder gar absinkt.

5.12 Aktivierte STAT3 Signale durch HIL-11Fc in der Leber nach PHx

Durch die Organentnahme der regenerierenden Leberlappen zum Zeitpunkt des Versuchsendes,
wurden aus dem Lebergeweben Lysate hergestellt, welche sodann mittels Western Blot auf eine
aktivierte Signaltransduktion hin untersucht wurden. Abbildung 45 zeigt einen Western Blot mit
Detektion des phospho-STAT3 Signals zu den verschiedenen Zeitpunkten der Kinetik aus den
HIL-11Fc behandelten IL-6R”- Miusen, gegeniiber denen, die mit PBS behandelt wurden.

PBS HIL-11
kDa 0 6 12 24 48 0 6 12 24 48 (Stunden)

N | | B
70

55

- — y-tubulin

Abbildung 45 Western Blot aus Leberlysaten zeigt STAT3 Aktivierung in IL-6R” Miiusen nach PHx
mit HIL-11Fc Behandlung.

Western Blot zu den Zeitpunkten 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach PHx von Leberlysaten aus PBS- und HIL-11Fc behandelten
IL-6R" Mdusen. Detektion von phosphoryliertem STAT3 als Signal fiir eine aktivierte Signaltransduktion und y-tubulin als
Ladekontrolle. Gezeigt ist jeweils das Leberlysat aus einer Maus zu den angezeigten Konditionen. Ein reprdsentatives Beispiel
aus drei Replikaten ist gezeigt.

Die pSTAT3 Banden zeigen ein deutliches Signal in den HIL-11Fc behandelten Tieren zu den
Zeitpunkten 0, 6 und 12 Stunden nach der PHx. Ein pSTAT3 Signal kann hierbei vorerst mit
der moglichen Induktion der Proliferation oder als Uberlebensstimulus der Hepatozyten

interpretiert werden. Dies passt zur erhdhten Uberlebensquote aus dem Uberlebensexperiment.

5.13 Histologische Untersuchungen zu Leberbiopsien nach PHx

Im Kinetikexperiment wurden zu den zuvor erwidhnten Zeitpunkten auch Leberproben fiir
histologische Untersuchungen entnommen und mittels Kryostaten geschnitten. In dieser Arbeit
wurden drei Farbemethoden zur Visualisierung des Zustands der regenerierenden Leberlappen
angewendet. Die erste Methode ist die Hdmatoxylin und Eosin (H&E) Farbung. Durch
Anférben des Zytoplasmas und der Zellkerne ldsst sich die Mikrostruktur der Leber erkennen.
Abbildung 46 zeigt exemplarisch einen solche H&E Firbung. Da im Folgenden die Kinetik
Zeitpunkte gegeniibergestellt werden, mdgen Details aufgrund der BildgroBe hier schwer
erkennbar sein.
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Abbildung 46 Beispielbild einer H&E Firbung von einem Leberschnitt.
Gezeigt ist eine Probe 6 Stunden nach PHx aus einer PBS behandelten IL-6R"- Maus.

In intaktem Lebergewebe wie z.B. in den naiven Konditionen oder in Proben in denen eine
effiziente Leberregeneration vorzuliegen scheint, konnen die Glisson-Trias oder Zentralvenen
erkennbar sein. Die Blutgefd3e sind im Querschnitt an ihrer runden Form und der Abgrenzung
durch eine ringformige Endothelschicht erkennbar. Arterien haben dabei fiir gewohnlich eine
dickere Endothelschicht als Venen. Sind viele Zellkerne an einer Stelle als komprimiert
erkennbar, so kann dies eine Infiltration von Immunzellen bedeuten. Grof3e helle Stellen, wie
hier im Beispielbild deutlich erkennbar, weisen auf eine zerstorte Leberstruktur hin. In
Abbildung 47 sind nun die Konditionen 0, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach einer PHx von IL-6R™
Maiusen behandelt mit PBS bzw. HIL-11Fc gegentibergestellt.
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Abbildung 47 HIL-11Fc Konditionen zeigen in H&E Firbungen weniger Nekrosen in Leberbiopsien.
Gezeigt sind Leberschnitte mit H&E Féirbung aus IL-6R" Mdusen mit PBS bzw. HIL-11Fc Behandlungen. Die Proben
ant;ta;nmen aus den angezeigten Zeitpunkten des Kinetikexperiments. Je ein représentatives Beispiel pro Kondition ist gezeigt.
In den naiven Proben, also zum Zeitpunkt null, sind in beiden Konditionen die Lebern als
intaktes Gewebe erkennbar. Im Zeitverlauf nach der PHx ist ein Trend zu beobachten, dass die
Lebern der mit HIL-11Fc behandelten Miause eine bessere Struktur aufweisen als die Proben
aus den mit PBS behandelten Méusen. Die Lymphozyteninfiltrate und die Anzahl der Stellen
in denen das Parenchym gestort ist (hier zunéchst als nekrotische Areale gedeutet), wurden
erthoben und auf die GroBe des jeweiligen Gewebeschnittes relativiert. Die daraus

resultierenden Wertungen fiir relative Infiltrate und relative Gewebsstorungen sind in

Abbildung 48 A+B dargestellt.
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Abbildung 48 Verbesserte Leberarchitektur nach PHx durch HIL-11Fc Injektionen.

Bewertungen zu den H&E-Firbungen aus dem Kinetikexperiment (A) Relative nekrotische Areale zu den angezeigten
Konditionen. (B) Relative Gewebsstorungen zu den angezeigten Konditionen. Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standartabweichung. Statistik erstellt in GraphPad Prism mit einem unpaired multiple t test. *= p< 0,05 n=3-7.
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Bei der Beurteilung der relativierten Infiltrate war zunéchst kein eindeutiger Unterschied zu
ermitteln. Die Proben schienen sehr heterogen zu sein und aufgrund der ProbengréB3e (n) in den
jeweiligen Konditionen ist die Standartabweichung hoch. Mehr Proben konnten hier ein
deutlicheres Bild abzeichnen. In der Beurteilung der relativierten nekrotischen Arealen ist in
den Kohorten zum Zeitpunkt von 6 Stunden ein signifikanter Unterschied erkennbar. Die
HIL-11Fc behandelten Mause wiesen weniger Schiden in den Lebern auf, was auf eine bessere
Leberstruktur hindeutet. Zu erwéhnen ist hierbei, dass die Grofle der jeweiligen nekrotischen
Areale nicht beriicksichtigt wurde, so sind kleine Storungen im Leberparenchym genauso
gewichtet wie grof3flichige. Ebenso ist stellenweise bei einer Kombination von zwei oder mehr
dicht beieinanderliegenden nekrotischen Arealen, schwer zu differenzieren, ob diese jeweils
einzeln gezdhlt werden oder als ein grofer nekrotischer Bereich zusammengefasst wird.
Gleiches gilt fiir die Beurteilung eines jeweiligen Lymphozyteninfiltrats, da hier die
Zellanhdufungen nur absolut gezihlt wurden, und die Grof3e des betroffenen Areals oder die

Menge der infiltrierenden Zellen nicht differenziert wurde.

Zur weiteren Visualisierung von geschiadigtem Gewebe wurde in dieser Arbeit eine TUNEL
Farbung angewendet. TUNEL steht dabei fiir terminal transferase mediated dUTP nick end
labeling. Das bedeutet, bei dieser Methode werden DNA-Strangbriiche visualisiert, was hierbei
als MaB3 fiir apoptotische Zellen interpretiert werden kann. Im Fluoreszenzmikroskop kénnen
diese markierten Stellen dann im GFP-Farbkanal visualisiert und aufgenommen werden.
Zusitzlich wurden die Schnitte mit DAPI gefiarbt, wodurch die Zellkerne (genauer die DNA)
aller Zellen cyan-blau gefarbt sind, wenn man sie im Fluoreszenzmikroskop unter UV-Licht
betrachtet. So kann das Gewebe im sonst dunklen Bild im Fluoreszenzmikroskop besser erkannt
und mit spezifischen Fluoreszenzsignalen aus der TUNEL-Féarbung zusammengebracht

werden. Abbildung 49 zeigt exemplarisch ein solches Bild.
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Abbildung 49 Beispielbild einer TUNEL Fiirbung von einem Leberschnitt.
Gezeigt ist eine Probe 24 Stunden nach PHx aus einer PBS behandelten IL-6R"- Maus. Blau: DAPI, Griin: TUNEL Firbung

Zur deutlichen Erkennung der positiven Farbungen wurde hier als Beispiel ein Schnitt gewahlt
der viele griine, also positive, Signale aufwies. Generell sind die Signale vom sonstigem

dunkelgriinen Hintergrundsignal des Gewebes, eine Art Grundrauschen, zu unterscheiden.

Abbildung 50 zeigt eine Gegeniiberstellung aus dem Kinetikexperiment, &hnlich wie zuvor zur

H&E Férbung.

naive Stunden nach PHx
0 6 12 24 48

Abbildung 50 Mehr apoptotische Hepatozyten in PBS behandelten IL-6R™ Miiusen nach PHx

gegeniiber HIL-11Fc behandelten Mdusen.

Gezeigt sind Leberschnitte mit TUNEL Fdrbung aus IL-6R” Mdusen mit PBS bzw. HIL-11Fc Behandlungen. Die Proben
entstammen aus den angezeigten Zeitpunkten des Kinetikexperiments. Je ein reprdsentatives Beispiel pro Kondition gezeigt.
n=3 Blau: DAPI, Griin: TUNEL Firbung.

PBS

HIL-11-Fc
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Die naiven Proben zum Zeitpunkt 0 Stunden, sowohl von den PBS als auch der HIL-11Fc
behandelten Méuse zeigten die wenigsten, bis gar keine, apoptotischen Signale. Zu den
Zeitpunkten 6 und 12 Stunden nach der PHx waren wenige Signale im Lebergewebe sichtbar
und generell war kein Unterschied zwischen der Behandlung mit PBS oder HIL-11Fc zu
beobachten. Allerdings waren apoptotische Hepatozyten in den PBS behandelten Médusen zum
Zeitpunkt von 24 und 48 Stunden deutlich erkennbar, wihrend in den HIL-11Fc Konditionen
signifikant weniger TUNEL Signale erkennbar waren. Hierbei ist zu erwihnen, dass in der
Ubersicht in Abbildung 50 nur lediglich ein Beispiel aus drei Replikaten gezeigt wird, wodurch
dieser allgemeine Trend nicht deutlich erkennbar ist. Aus der Auswertung der jeweiligen drei
Replikate, gezeigt in Abbildung 51, geht dies eher hervor. Fiir den Zeitpunkt 24 Stunden nach
PHx war demnach ein signifikanter Anstieg von TUNEL Signalen in den PBS behandelten
Mausen, gegeniiber denen die HIL-11Fc appliziert bekommen haben zu erkennen. Besonders
auffillig war, dass in den Proben der PBS Kondition zum Zeitpunkt 48 Stunden nach PHx eine
von drei Proben sehr stark mit Signalen der TUNEL Féarbung versehen war. Aufgrund dessen
ist der Mittelwert deutlich hoher als der, der HIL-11Fc behandelten Mause. Allerdings ist
deshalb auch die Standartabweichung sehr hoch, weshalb keine Signifikanz vorliegt. Hierbei
ist nochmals zu erwihnen, dass lediglich drei Schnitte pro Kondition geférbt und ausgewertet

wurden, weshalb eine solch hohe Varianz innerhalb der Konditionen moglich ist.
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Abbildung 51 Auswertung der TUNEL Firbung zeigt weniger DNA Schiiden in HIL-11Fc
behandelten IL-6R”" Miiusen nach PHx. Gezihlt wurden alle TUNEL Signale aus je drei Aufnahmen aus drei

Replikaten. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standartabweichung. Statistik wurde erstellt in GraphPad Prism mit einem unpaired
multiple t test. *= p<0,05, n=3.

Als dritte histologische Methode wurde in dieser Arbeit eine pH3+ Farbung von Leberschnitten
angefertigt. pH3+ steht dabei fiir das phospho-Histon H3, ein Zellkernprotein, welches bei der

DNA Kondensation zum Chromatin eine Rolle spielt. Im Zellzyklus werden wihrend der
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Mitose Serin 10 und 28 im Histon phosphoryliert, sodass in der G2- Phase pH3+ nachweisbar
ist und damit als spezifischer Proliferationsmarker gilt [194]. Die Farbung in dieser Arbeit
detektiert das phosphorylierte Ser10 im Histon H3. Abbildung 52 zeigt eine Leberprobe einer
HIL-11Fc behandelten Maus 48 Stunden nach der OP, mit mdglichst vielen positiven pH3+

Signalen zur exemplarischen Darstellung.

Abbildung 52 Beispielbild einer pH3+ Firbung von einem Leberschnitt.
Gezeigt ist eine Probe 48 Stunden nach PHx aus einer HIL-11Fc behandelten IL-6R”-Maus. Blau: DAPI, Griin: pH3+ Fiirbung

Abbildung 53 zeigt die Gegeniiberstellung von pH3" gefirbten Leberschnitten aus dem

Kinetikexperiment.
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naive Stunden nach PHx
0 6 12 24 48

Abbildung 53 Gesteigerte Proliferation in HIL-11Fc behandelten IL-6R” Miiusen nach PHx.
Gezeigt sind Leberschnitte mit pH3 Féirbung aus IL-6R” Mdusen mit PBS bzw. HIL-11Fc Behandlungen. Die Proben
entstammen aus den angezeigten Zeitpunkten des Kinetikexperiments. Je ein reprdsentatives Beispiel pro Kondition gezeigt.
n=3 Blau: DAPI, Griin: pH3+ Fdrbung

PBS

HIL-11-Fc¢

In der pH3™ Férbung waren 48 Stunden nach der PHx mehr positive Signale fiir die Proben der
HIL-11Fc behandelten Méuse zu sehen, verglichen mit denen, die lediglich PBS gespritzt

bekommen haben.

In Abbildung 54 wurde dies genauer analysiert indem auch hier alle positiven Signale von je

drei Mikroskopaufnahmen von je drei biologischen Replikaten gezidhlt wurden.
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Abbildung 54 Auswertung der pH3 Firbung zeigt mehr Proliferation in Leberproben von IL-6R

Miiusen 48 Stunden nach PHx wenn diese mit HIL-11Fc statt mit PBS behandelt wurden.
Gezihlt wurden alle pH3* Signale aus je drei Aufnahmen von jeweils drei Replikaten. Gezeigt sind Mittelwerte mit
Standartabweichung. Statistik wurde erstellt in GraphPad Prism mit einem unpaired multiple t test. *= p< 0,05 n=3

Aus dieser Auswertung ging hervor, dass 48 Stunden nach PHx signifikant mehr pH3+ Signale
in der HIL-11Fc Kondition gegeniiber den mit PBS behandelten Tiere gez&hlt wurden.
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Gemeinsam ergeben diese drei histologischen Untersuchungen das Gesamtbild, dass HIL-11Fc
zu einem verbesserten Erhalt oder Wiederherstellung einer intakten Leberstruktur mit weniger

Apoptose und mehr Proliferation nach PHx verhilft.

Zusammenfassend ldsst sich aus den Serumparametern, dem phospho-STAT3 Signal in den
Leberlysaten und den histologischen Untersuchungen der Leberschnitte der Trend erkennen,
dass das HIL-11Fc zu einer verbesserten Leberregeneration nach PHx fiihrt. Durch das
HIL-11Fc¢ wird ein IL-11 trans-signaling mit Stimulation von gp130 induziert. Im Gesamten
passt dies zu dem beobachteten gesteigerten Uberleben von IL-6R”* Tieren mit HIL-11Fc
Behandlung gegeniiber der Kontrollgruppe mit PBS Injektionen. Somit kann aus diesem
initialen Daten dem IL-11 trans-signaling eine bislang unbeschriebene protektive Rolle in der

Leberregeneration zugeschrieben werden.
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6. Diskussion

IL-6:1L-11R crosstalk

Die Zytokine der Interleukin-6-Familie sind an zahlreichen physiologischen und
pathologischen Prozessen beteiligt. Die pathophysiologischen Konditionen betreffen dabei
weltweit Millionen von Menschen und kdnnen sogar lebensbedrohlich werden. Daher ist die
Erforschung dieser Interleukine und ihre pathophysiologischen Mechanismen essenziell zur
Behandlung dieser Patienten [34, 49, 195]. Die Erkundung weiterer crosstalk Kombinationen
innerhalb der Familie der IL-6-artigen Zytokine ist von entscheidender Bedeutung, um die
Wirkungsweisen und Mechanismen dieser Zytokinfamilie besser zu verstehen. Gerade im
Hinblick auf medizinische Behandlungsmoglichkeiten, bei Dysregulationen in der Zytokin-
Homdostase oder bei Infektionen, ist eine zielgenaue Intervention wichtig. Je gezielter die
pathologischen Bedingungen getroffen werden, umso weniger Nebenwirkungen werden den

Patienten belasten, und desto besser wird die Behandlung.

Mit dieser Arbeit wird ein neuer und alternativer a-Rezeptor fiir IL-6 beschrieben. IL-6 kann
neben seinem kanonischen Rezeptor, den IL-6R, auch an den IL-11R binden und eine
Signaltransduktion auslosen, hier als ,,IL-6:1L-11R crosstalk* betitelt. Die biologische Aktivitat
dieser Zytokinrezeptorkombination wurde hier anhand der ausgelosten Proliferation und
Aktivierung des JAK-STAT Signalwegs dargestellt und gemessen am pSTAT3 im Western
Blot. Dabei erwies sich, die Bindung bzw. die Effizienz zur Signaltransduktion im crosstalk
schwicher als iliber den kanonischen Rezeptor. Fiir eine vergleichbare Induktion einer
Proliferation oder auch der STAT3 Aktivierung iiber den IL-11R, waren gegeniiber IL-11
100-1000fach hohere Konzentrationen von IL-6 nétig. Zum Erreichen einer vergleichbaren
Signalstirke tiber den IL-11R:gp130 Rezeptorkomplex, wird mehr IL-6 bendtigt, was sich
durch eine geringere Affinitdt von IL-6 zum IL-11R erkldren ldsst. Verglichen mit dem IL-11,
ist die Affinitdt von IL-6 zum IL-11R 40-fach geringer (Kp = 22,6 nM) (IL-11 zum IL-11R:
Kp = 0,53 nM). Hierbei erwies sich die gemessene IL-11:IL-11R Affinitdt als vergleichbar zu
zuvor publizierten Daten wie z.B. von D.J. Curtis ef al. wo eine Affinitét in einem Bereich von
1 bis 10 nM beschrieben wurde [196]. Unter den IL-6-artigen Zytokinen, die einen a-Rezeptor
zur Signaltransduktion benétigen, wie IL-6, IL-11, CNTF, CLF-1 oder auch p28, gibt es auch
andere Hinweise fiir die Promiskuitét innerhalb dieser Zytokinfamilie. So ist bislang auch ein
crosstalk fiir CNTF oder auch p28 beschrieben [197]. CNTF vermag nicht nur ausschlielich
tiber den CNTF Rezeptor (CNTFR) ein Signal zu induzieren, sondern laut Kallen et al. ist dies

111



auch iiber Komplexbildung mit dem IL-6R, LIFR und gp130 mdglich [123]. Schuster et al.
beschrieben ebenfalls, dass verglichen mit dem typischen CNTF-induziertem Signal iiber den
CNTFR, hohere Konzentrationen von CNTF benétigt wurden (Faktor 42-fach héher) um eine
vergleichbare Signaltransduktion iiber den IL-6R zu vermitteln [119]. Die IL-27 Untereinheit
p28 erwies sich, neben seinem kanonischen nicht-signaltransduzierenden a-Rezeptor Epstein-
Barr-virus-induced gene 3 (EBI3), ebenfalls als potentieller Bindungspartner fiir den IL-6R.
Wihrend p28:EBI3 iiber das Heterodimer der Rezeptoren WSX-1 und gpl30 die
Signaltransduktion initiiert, funktioniert dies auch tliber ein gp130 Homodimer wenn p28 an den
IL-6R bindet. Auch hierbei sind hohere Konzentrationen von p28 nétig um dieses nicht-
kanonische signaling iiber den IL-6R in vergleichsweise zu induzieren (EC50 von p28 auf

Ba/F3-gp130-hIL-6R Zellen: 13,7 nM) [120].

Zur Uberpriifung, ob analog vom IL-11 ausgehend ein crosstalk iiber den IL-6R (IL-11:IL-6R)
existiert, wurden Ba/F3-gp130-hIL-6R Zellen mit hohen Konzentrationen (bis zu 360 nM) mit
IL-11-ts co-kultiviert. Nach 72 Stunden Inkubation konnte keine konzentrationsabhingige
Proliferation ermittelt werden. Interessanterweise konnte allerdings mit der SPR nicht nur eine
Bindungsaffinitit von IL-6 an den IL-6R, IL-11 an den IL-11R sowie von IL-6 an den IL-11R
gemessen werden, sondern auch von IL-11 an den IL-6R. Mdglicherweise liegt es an der
vergleichsweise hohen Kp von 58,37 nM weshalb das IL-11 nicht biologisch aktiv auf den
Ba/F3-hgp130-hIL-R Zellen war, oder es gibt keine effiziente Komplexbildung mit den gp130
Molekiilen mit IL-11 und dem IL-6R. Dies wurde in dieser Arbeit jedoch nicht ndher

untersucht.

Um Fehlinterpretationen zum IL-6:IL-11R crosstalk auszuschlieen, wurde die Spezifitdt mit
inhibitorischen Experimenten {iberpriift. So hat zum einem das Rezeptorfusionsprotein
IL-6-RFPFc, die IL-6-abhingige Proliferation und Stimulation von Ba/F3-hgp130-hIL-11R
Zellen inhibieren kénnen. IL-6-RFPFc, welches von M. Wiesinger ef al. entwickelt wurde und
uns freundlicherweise aus der Arbeitsgruppe von Prof. Gerhad Miiller-Newen von der RWTH
Aachen zur Verfiigung gestellt wurde, besteht aus den extrazelluldiren Doménen D1-D3 des
murinen gp130 und den Doménen D1-D3 vom murinen IL-6R, verbunden iiber einen flexiblen
Peptidlinker [185, 186]. Dieser Inhibitor ist wie eine Zytokinfalle fiir frei verfligbares IL-6. Die
Signaltransduktion von IL-11 auf Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen war vom IL-6-RFP nicht
betroffen. Erkennbar im Western Blot am IL-11 induzierten pSTAT3 Signal verglichen zu der
Kondition mit IL-11 und IL-6-RFPFc (Kondition von IL-11 und IL-6-RFPFc Kombination hier

in dieser Arbeit nicht gezeigt).
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Des Weiteren konnte mit Tocilizumab, einem antagonistischen monoklonalen Antikérper der
an den IL-6R bindet, bestitigt werden, dass auf diesen Zellen kein IL-6R irrtiimlicherweise fiir
die induzierte Proliferation oder STAT3 Aktivierung verantwortlich ist. So lieBen sich
Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen, welche mit hohen Konzentrationen von IL-6 behandelt wurden,
nicht in ihrer Aktivitit durch Tocilizumab einschriinken. Ahnlich kdnnte so auch der Antikorper
Sarilumab, ein weiterer Antikdrper gerichtet gegen den IL-6R wirken, was hier aber nicht
evaluiert wurde, da die Inhibition mit Tocilizumab bereits als Bestatigung galt. Interessant wire
hingegen den Einfluss von Siltuximab, einen Antikérper der gegen das Zytokin IL-6 gerichtet
ist [198], auf den IL-6:IL-11R crosstalk zu testen. Zu erwarten wire hierbei eine Inhibition der

IL-6 vermittelten Signaltransduktion, dhnlich wie bei der Verwendung vom IL-6-RFPFc.

Stattdessen wurde hier ein anderes zusitzliches Inhibitionsexperiment durchgefiihrt, mithilfe
eines Antikorpers gegen den murinen IL-11R. Generell sind bisweilen zwar einige IL-11R
Antikorper bekannt, aber nicht kommerziell verfiigbar. Da das humane IL-6 aber auch in der
Lage ist, die Signalvermittlung tiber den murinen IL-11R zu vermitteln, und ein mIL-11R
Antikorper (R&D) kommerziell erwerblich ist, wurden hier Ba/F3-hgp130-mIL-11R Zellen
verwendet. Mit IL-11 und hohen IL-6 Konzentrationen lieen sich diese Zellen sowohl zur
Proliferation, als auch zur Phosphorylierung von STAT3 anregen. In co-kultivierung mit dem
mlL-11R Antikorper lieBen sich die Stimulation durch beide Zytokine reduzieren. Dadurch
konnte die spezifische Interaktion beider Zytokine am IL-11R nachgewiesen werden. Neben
den klassisch verwendeten IgG  AntikGrpern zur Inhibition konnten auch
Einzeldoménenantikorper, sogenannte Nanobodies (VHH, variable heavy domain of heavy
chain antibody), gegen IL-6 bzw. IL-11 fiir derartige crosstalk Untersuchungen verwendet

werden [199, 200].

Im zuvor genannten inhibitorischen Assay mit einem mIL-11R Antikorper, konnte hier auch
nochmals gezeigt werden, dass die humanen Versionen von IL-11 und IL-6 {iber den murinen
IL-11R, also genauer gesagt hier auf Ba/F3-hgpl130-mIL-11R Zellen aktiv sind.
Interessanterweise besteht fiir das murine IL-6 tiber den mIL-11R keine crosstalk Aktivitit, hier
getestet mittels Ba/F3-hgp130-mIL-11R Zellen. Ob dies am gp130 Molekiil liegt und ob ein
zusétzliches Einbringen des murinen gp130 in diese Zellen, eine Aktivitdt herstellen kann, ist

bislang nicht geklart.

Mit den Ba/F3-gp130 Zelllinien inklusive der membranstdndigen a-Rezeptoren wird in vitro
das classic signaling von IL-6 und IL-11 nachgeahmt. Wie eingangs beschrieben, konnen IL-6
und IL-11 auch ein Signal iiber das trans-signaling mit ihrem jeweiligen kanonischen Rezeptor
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vermitteln [80]. Ob der IL-6:IL-11R crosstalk auch im trans-signaling funktioniert wurde hier
mittels Ba/F3-hgp130 Zellen getestet, stimuliert mit den Zytokinen IL-6 bzw. IL-11 und in
Kombination mit dem sIL-6R oder sIL-11R. Wiahrend die Kombinationen der Zytokine mit
thren kanonischen o-Rezeptoren, wie erwartet, auf diesen Zellen die Signaltransduktion
aktivierten, tat dies das IL-6 in Kombination mit dem sIL-11R nicht. Selbst mit hohen
Konzentrationen von 40 nM IL-6 und 4,4 nM (im Proliferationsassay) bzw. 22,2 nM (im
Stimulationsassay) vom sIL-11R war keine Aktivierung erkennbar. Ob damit das
trans-signaling des IL-6:1L-11R crosstalk auch in vivo auszuschlieBen ist, ldsst sich daraus
nicht eindeutig festlegen, auch wenn dies ein erster Hinweis sein konnte. SchlieBlich ist die
lokale IL-6 Konzentration bei Infektionen und chronischen Entziindungen oder auch die
systemische Konzentration bei einem Zytokinsturm oder einer Sepsis um ein Vielfaches
erhoht [19, 38]. Zudem gibt es in vivo weitere Faktoren, die den crosstalk beeinflussen konnten,
die in vitro nicht abgedeckt werden, wie z.B. verschiedene Zellpopulationen,
Konzentrationsgradienten und die gleichzeitige endogene Expression von IL-6R und sIL-11R.
Sowohl membran-gebunden als auch in loslicher Form, und nicht zuletzt kommt auch das

natiirliche sgp130 Puffersystem im Organismus vor [90].

Ein anderes Modell, um in vitro das trans-signaling untersuchen zu kénnen, ist die Verwendung
von Hyperzytokinen. Wéahrend HIL-6 und HIL-11 bereits beschrieben wurden [111, 113, 116,
201], wurde hier ein neuartiges Hyperzytokin entworfen, bestehend aus IL-6 verbunden iiber
einen Peptidlinker und dem sIL-11R, hier als chiméres Hyper-IL-6:sIL-11R (cHIL-6)
bezeichnet. Entgegen der Verwendung der Zytokine und Rezeptoren als separate Komponenten
erwies sich das cHIL-6 auf Ba/F3-hgp130 Zellen als aktiv, indem es ein Signal transduzierte.
Auch wenn die EC50 fiir cHIL-6 in etwa um Faktor 4 hoher war als fiir HIL-6 und HIL-11, lag
sie dennoch im pikomolaren Bereich. Zur Vollstindigkeit und um Nebeneffekte ausschlielen
zu konnen, erwies sich das sgp130Fc auch als potenter Inhibitor des cHIL-6. Die Inhibitionen
von HIL-6 und HIL-11 mit sgp130 dienten hier als Referenzen. Zusétzlich lie sich die Bindung
des cHIL-6 an sgp130Fc mittels SPR messen. Auch hier zeigte cHIL-6 eine etwas geringere
Bindungsaffinitit gegeniiber HIL-6 und HIL-11. Dies passt zu dem Ergebnis des
Proliferationsassays mit den drei Hyperzytokinen. Ebenfalls passt dies tendenziell zu dem
zuvor beschriebenen Effekt, dass IL-6 und sIL-11R in Co-kultivierung nicht im Stande waren,
Ba/F3-hgp130 Zellen zu stimulieren. Die Kombination von IL-6 und IL-11R scheint im
trans-signaling nicht effizient genug zu sein, lies sich durch Generierung des Hyperzytokins

cHIL-6 allerdings ermdglichen. Moglicherweise ist es ein additiver Effekt aus dem was in den
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SPR Ergebnissen zu beobachten war. Wahrend unter den Kombinationsmoglichkeiten der
Zytokin und Rezeptorvarianten, die Kombination von IL-6 an den IL-11R schwicher war als
die kanonischen Kombinationen. War auch das chimére Hyperzytokin zum sgpl130 am
schwéchsten. Das heif3t, fiir eine erfolgreiche IL-6:1L-11R crosstalk Signaltransduktion muss
auch die geringere Affinitdt des tempordren IL-6:1L-11R Komplexes zum gp130 beriicksichtigt

werden.

Erwédhnenswert ist hierbei noch, dass andersherum zukiinftig mit einem weiteren neuartigen
Hyperzytokin, die Moglichkeit eines analogen IL-11:IL-6R crosstalk untersucht werden
konnte. Dieses konnte als cHIL-11 bezeichnet werden, bestehend aus dem IL-11 verbunden
iiber einen Peptidlinker mit dem sIL-6R. SchlieBlich war mit der SPR eine Andeutung fiir die
Bindung von IL-11 an den IL-6R aufgetreten, welche im Proliferationsassay aber nicht
biologisch aktiv war. Abbildung 55 zeigt eine Ubersicht zu den méglichen Kombinationen von

IL-6, IL-11, IL-6R und IL-11R und deren bislang bekannte Aktivitét.
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Abbildung 55 Ubersicht zum IL-6:IL-11R crosstalk und IL-11:IL-6R crosstalk.

Links: IL-6:1L-11R crosstalk mit Einzelkomponenten (oben) und dem Hyperzytokin cHIL-6 (unten). Rechts: theoretischer
IL-11:1L-6R crosstalk mit Einzelkomponenten (oben) und dem theoretischen Hyperzytokin cHIL-11. In Rot IL-6 und IL-6R, in
blau IL-11 und IL-11R. Hyperzytokine sind durch schwarzen Peptidlinker symbolisiert. Erstellt mit biorender.com.
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Der IL-6:IL-11R crosstalk lasst sich nur unter Verwendung von hohen IL-6 Konzentrationen
induzieren. Folglich ist die Modifikation von IL-6 von Interesse, um das crosstalk Potential von
IL-6 zu verdndern. Mdoglicherweise konnte eine IL-6 Mutante mit einer hoheren IL-11R
crosstalk Effizienz generiert werden, sodass das trans-signaling im 1L-6:1L-11R Modell doch
induzierbar ist. Durch die Aminosduren KTRL am N-Terminus des IL-11, wird ein weiterer
loop an der a-Helix generiert, welche dem Rezeptor bei Interaktion zugewandt ist. Diese
Aminoséuren existieren im wildtyp von IL-11 und sind im IL-6 nicht vorhanden. Die Addition
dieser Aminosduren am IL-6 fiihrt zum IL-6-KTRL. Das IL-6-KTRL lieB sich in dieser Arbeit
produzieren und erwies sich als biologisch aktiv. Im classic signaling mit
Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen konnte allerdings kein Unterschied in den EC50 Werten fiir
wt IL-6 und dem IL-6-KTRL festgestellt werden. Auch im Western Blot nach Stimulation
dieser Zellen traten keine deutlichen Unterschiede zwischen dem wt IL-6 und dem IL-6-KTRL
im pSTAT3 Signal auf.

Ein anderer Ansatz zur Generierung eines IL-6 mit verdndertem IL-6:IL-11R crosstalk
Potenzial, basierte auf einer IL-6 Variante, die bereits zuvor publizierte wurde [188] aber nicht
auf den IL-6:IL-11R crosstalk untersucht wurde. Das IL-6-IRA-KD wurde in dieser Arbeit
unter dem Namen SIL-6 generiert und produziert. SIL-6 erwies sich als biologisch aktiv und
dhnelte im classic signaling im Proliferationsassay auf Ba/F3-hgp130-hIL-6R-hLIFR Zellen
dem wt IL-6. Auf den Ba/F3-hgp130-hIL-11R-LIFR Zellen zeigte SIL-6 jedoch eine niedriger
EC50 als die wildtyp Variante, was zunéchst fiir ein gesteigertes crosstalk Potenzial spricht.
Eine dhnliche Tendenz war auch bei der Phosphorylierung von STAT3 zu sehen. Der
deutlichste Unterschied zwischen dem wtIL-6 und dem SIL-6 wurde allerdings bei der
Simulation des trans-signaling crosstalk erkennbar. Wahrend das wt IL-6 wie zuvor erwéhnt
nicht in der Lage war, in Cokultivierung mit sIL-11R die Ba/F3-hgp130 Zellen anzuregen,
zeigte das SIL-6 sich bei dieser Kombination als signifikant aktiver und induzierten eine
Proliferation bzw. STAT3 Phosphorylierung. In den SPR Messungen konnte allerdings keine
bessere Bindungsaffinitdt von SIL-6 (Kp=22,58 nM) zum sIL-11-R, verglichen mit dem
wt [L-6 zum sIL-11R (Kp = 22,58 nM), festgestellt werden. Zusammenfassend, ldsst sich
daraus nicht direkt eine stdrkere Interaktion vom SIL-6 mit dem IL-11R ableiten.
Moglicherweise nehmen die Mutationen im SIL-6 auch Einfluss auf die gesamte
Rezeptorkomplexbildung inkl. den gp130 Molekiilen. Eine mogliche stirkere Interaktion mit
gpl30 ist ndmlich hier in den SPR Messungen nicht beriicksichtigt und kann in den

biologischen Assays bislang nicht erkannt werden. Als Versuch konnte hier der IC50 Wert von
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sgp130 auf Ba/F3-hgp130 Zellen, welche mit sIL-11R und IL-6 bzw. SIL-6 co-kultiviert
werden bestimmt werden. Wére die IC50 von sgp130 bei der SIL-6 Kondition geringer als beim
wildtyp IL-6, wire dies ein Indiz fiir eine stirkere Bindung von SIL-6 iiber den sIL-11R im
Komplex mit gp130. Ebenso wire eine SPR Messung mit einer Kopplung von sgp130 als
Ligand und sIL-11R und SIL-6 als Analyten ein moglicher Versuchsansatz der hierzu
Aufschluss geben konnte. Leider ist solch ein Vergleich iiber SPR Messungen mit Hilfe von
Rezeptorfusionsproteinen wie IL-6-RFP hier nicht umsetzbar, denn zum Vergleich fehlt ein
IL-11-RFP. Zwar erhielten wir auch dafiir die Gensequenz zur Expression, aber das Protein lief3
sich nicht in unserem Expressionssystem herstellen, auch die Arbeitsgruppe von Prof. G.
Miiller-Newen selbst konnte bislang keine ausreichende Proteinproduktion etablieren.
Andernfalls hétten mit IL-6-RFP und IL-11-RFP als Liganden in der SPR auch die Analyten

IL-6, IL-11, sowie die Mutationsvarianten getestet und verglichen werden konnen.

Mit dem Ziel den IL-6:1L-11R crosstalk zu reduzieren, wurden Aminosduren in der site I des
IL-6 als mogliche Kandidaten fiir Mutationen gesucht. Die Mutationen wurden in silico mithilfe
der verfiigbaren Strukturmodellen so gewahlt wie zuvor beschrieben (siehe Kapitel 5.7). Die
vier Mutationen K53D, E68V, E171A und S175A wurden zunéchst einzeln im IL-6 substituiert
und nach der Expression und Reinigung auf ihre Aktivitit getestet. Hierbei war kein
Unterschied in den EC50 Werten, sowohl im Proliferationsassay mit Ba/F3-hgp130-hIL-6R
Zellen als auch mit den Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen, gegeniiber dem wildtyp IL-6 zu
beobachten. Mit der Annahme, dass diese Mutationen von jeweils einer Aminosédure im IL-6
vielleicht nicht ausreichend genug fiir eine Verdnderung des crosstalk Potentials waren, wurde
die Kombinationsvariante, das MIL-6 (IL-6-K53D-E68V-E171A-S175A) generiert. Aber auch
hier zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zum wt IL-6 im Proliferationsassay mit auf

Ba/F3-hgp130-hIL-6R Zellen und Ba/F3-hgp130-hIL-11R Zellen.

Die Zytokinchimére IC7, wurde von Findeisen ef al. mit der Fahigkeit zur verbesserten
Glukosetoleranz und Hyperglykdamie beschreiben [127]. IC7 basiert auf der Sequenz von IL-6,
wobei die gpl130 Bindestelle site III vom IL-6 gegen die CNTF Bindestelle fiir den LIFR
substituiert wurde [123]. Folglich ergab sich aus den Erkenntnissen zum IL-6:1L-11R crosstalk
die Frage, ob das IC7 nicht auch eine Affinitdt zum IL-11R beinhaltet, da die site / mit der vom
IL-6 gleich ist. Mit dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass das IC7 mit niedriger Affinitét auch
den IL-11R als a-Rezeptor bindet und somit Signale {iber einen IL-11R:LIFR:gp130 Komplex
vermittelt. Auch wenn hier nur das classic signaling von IC7 untersucht wurde, so konnte der

crosstalk im Proliferationsassay, Western Blot und mittels SPR simuliert werden. Ahnlich wie
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fiir IL-6 ist die Aktivitdt von IC7 iiber den IL-6R hoher als tiber den IL-11R. IC7 ist etwas
ineffizienter als IL-6, zeigt aber dhnliche Tendenzen in den jeweiligen EC50 und Kp Werten,

zu sehen in Tabelle 14.

Tabelle 14 Ubersicht von IL-6 und IC7 beim kanonischen Signalweg verglichen mit dem crosstalk iiber den IL-11R.

IL-6R IL-11R
© | Proliferation EC50 3,30 £ 0,40 pM 197 +0,42 nM
= | SPR K 2.29 nM 22,26 nM
5 | Proliferation EC50 38,42 + 19,78 pM 7,87 1,70 nM
= | sPRK, 6,38 nM 48,41 nM

Die Verwendung von IL-6 Analogika ist von Interesse, da sie in ihrer Anwendung
moglicherweise Zelltypspezifischer sind und damit weniger Nebenwirkungen, wie eine
iibermiBige Entziindung hervorrufen. Verglichen mit IL-6 stellt IC7 einen solch moglichen
Kandidaten dar, jedoch wurde kiirzlich auch eine weiter crosstalk Aktivitit dem IC7 und CNTF,
nidmlich iiber den Komplex von IL-6R:OSMR:gp130 zugewiesen [128]. Folglich kénnte IC7
auch tliber den Komplex von IL-11R:OSMR:gp130 aktiv sein, was bislang nicht untersucht

wurde.

Der IL-6:IL-11R crosstalk ist hier nur in vitro untersucht worden. Ob der crosstalk auch in vivo
eine Rolle spielt, ist bislang nicht nachgewiesen. IL-6 und IL-11 werden fiir regenerative
Prozesse und Geweberemodellierungen benétigt [202]. In vorherigen Publikationen wurde
gezeigt, dass im Gegensatz zu IL-6- und IL-11R-defizienten Méusen, IL-6R defiziente Miuse
keine gestorten regenerativen Kapazitdten hatten [21, 203]. Dies dient als Indiz, dass der IL-

6:IL-11R crosstalk eine biologische Relevanz haben konnte.

Verglichen mit IL-11 muss fiir den IL-6:1L-11R crosstalk eine hohere Konzentration von IL-6
gegeben sein (Faktor 100-1000 mehr). Auch wenn dies zunidchst nach unnatiirlichen
Bedingungen fiir die Signalvermittlung von Zytokinen klingt, und im physiologischen Zustand
IL-6 Serumkonzentrationen von wenigen pg/ml zu finden sind, konnen diese bei
Inflammationen stark hochreguliert sein, bis zu ng/ml Konzentrationen [204]. Bei einer Sepsis
konnen sogar IL-6 Konzentrationen im Bereich von ug/ml erreicht werden [1, 38]. Neben der
globalen IL-6 Konzentration miissen bei regenerativen Prozessen oder bei Entziindungen auch
die Konzentrationen im lokalen, also dem Milieu einer Entziindung beriicksichtigt werden.
Hierzu gibt es allerding nur eine geringe Datenlage, da IL-6 Konzentrationen weitestgehend im

Serum gemessen wird. Wie hoch die Konzentrationen im Mileu einer Entziindung sind ist
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schwer zu bestimmen. Im Fall der Rheumatoiden Arthritis wird die Synovialfliissigkeit im
Gelenk als Ursprung hoher IL-6 Konzentrationen beurteilt, demnach ist die lokale I1L-6
Konzentration hoher als die systemische, im Serum bestimmbare, IL-6 Konzentration [205,
206]. Dadurch konnten im lokalem Gewebe auch hohe IL-6 Konzentrationen vorliegen,
wodurch IL-6 eine IL-11R vermittelte Aktivierung hervorbringt. Fiir parakrine
Signalvermittlung, wenn die IL-6 produzierende Zelle in ndherem Kontakt mit der
Empfingerzelle ist, konnen ebenfalls hohere lokale Konzentrationen von IL-6 erreicht werden
[207, 208], sodass die Moglichkeit fiir einen IL-6:IL-11R crosstalk auch in physiologischen
Konditionen in vivo besteht. Daraus abgeleitet konnte der IL-6:1L-11R crosstalk also die
IL-11R-vermittelte Phosphorylierung von STAT3 als Antwort auf Gewebsschidden und zur

beschleunigten Gewebsheilung aktivieren.

Neben IL-11 kann, wie hier zum ersten Mal gezeigt, auch IL-6 {iber den IL-11R und einem
gp130 Homodimer eine Signaltransduktion auslosen. Ob die assoziierten Signalkaskaden und
die Expression von Zielgenen, durch die aktivierten Transkriptionsfaktoren, dabei identisch
oder unterschiedlich sind, ist allerdings bislang ungeklart. Denn auch wenn die Zytokine der
IL-6 Familie &hnliche Rezeptorkomplexe bilden, so kommt es im Anschluss der
Signaltransduktion zu unterschiedlichen Effekten, ausgeldst durch die Signaltransduktion [63].
Wie J. Martinez-Fabregas et al. bereits fiir das wt IL-6, [L-6 Mutationsvarianten und HIL-6
zeigten, dass es zu unterschiedlichen Signaltransduktionen fiihren kann, obwohl all diese
Varianten tiber denselben a-Rezeptor (und einem gp130 Homodimer) ihr Signal vermitteln

[209].

Die Erkenntnisse aus diesem crosstalk konnen in Zukuntft fiir die Anwendung von Antikérpern,
welche die IL-6 Signalwege inhibieren sollen von Bedeutung sein. Antikorper wie Siltuximab,
die IL-6 binden, oder Tocilizumab und Sarilumab, die hingegen den IL-6R binden, fithren
moglicherweise zu unterschiedlichen Effekten, neben dem bereits bekanntem Unterschied das
je nach target das classic- und/oder tans-signaling von IL-6 betroffen ist. So blockieren
Antikorper die gegen den IL-6R gerichtet sind, nicht den mdglichen IL-6:1L-11R crosstalk,
anders als Antikorper gegen IL-6.

Das IL-6 trans-signaling ist hdufig mit chronischen Entziindungen und pathologischen
Prozessen assoziiert. Da die in vivo Effekte des IL-11 trans-signaling bislang weitestgehend
unerforscht sind, ist es bislang auch unklar, was der IL-6:IL-11R crosstalk im trans-signaling

bewirken konnte. Hierbei ist zu beachten, dass in-vitro kein trans-signaling mit dem wt IL-6 zu

119



erkennen war. Ob dies allerdings an den Konzentrationsverhéltnissen liegt ist unklar, jedenfalls

war mit dem cHIL-6 oder auch SIL-6 ein trans-signaling induzierbar.

Ebenfalls unbekannt ist die Rolle eines IL-11 cluster signaling. Hierbei stellt sich ebenso die

Frage ob ein IL-6:IL-11R cluster signaling existieren konnte.

Mit diesem Projekt konnte ein alternativer Weg der Signaltransduktion von IL-6 und ein

weiterer crosstalk innerhalb der IL-6 Familie gezeigt werden.

Verbesserte Leberregeneration nach PHx durch HIL-11Fc Applikation in IL-6R”

Mausen:
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die physiologische Rolle des IL-11 trans-signalings
untersucht. Wie bereits erwéhnt, ist dieser Signalweg bislang wenig erforscht. Aus den
Vorarbeiten in unserem Institut ist bekannt, dass das IL-6 trans-signaling eine essenzielle
Funktion bei der Leberregeneration nach einem akuten Leberschaden hat. Hierbei handelt es
sich um die Simulation eines akuten Leberschadens durch eine partielle Hepatektomie. Bei
einem operativen Entfernen von bis zu 70% der Leber besitzen wildtyp Miuse eine 70-100%ige
Uberlebensquote, was die immense regenerative Fihigkeit der Leber in nicht-beeintrichtigten
Tieren demonstriert [179, 210]. In IL-6R defizienten Tieren hingegen ist die Leberregeneration
stark beeintriichtigt was sich durch eine deutlich verringerte Uberlebensquote, von lediglich
20% nach einer PHx abzeichnet. Bei Méusen, welche den IL-6R ausschlieBlich als 16slichen
Rezeptor produzieren, konnte eine Uberlebensquote, die mit dem Wildtypen iibereinstimmit,
festgestellt werden [179]. Zusitzlich zeigte Peters ef al. dass mittels HIL-6 Applikation die
Lebermasse nach PHx schneller wieder zunimmt [183]. Damit also der Einfluss von HIL-11 in
der Leberregeneration, ohne den Einfluss vom IL-6 signaling untersucht werden kann, wurden

hier ebenfalls IL-6R”- Miuse verwendet.

Die laboreigene Produktion von HIL-11Fc in Form von Expression und Proteinreinigung war
erfolgreich und das rekombinante Protein erwies sich als biologisch aktiv im
Proliferationsassay auf Ba/F3-hgp130 Zellen mit einer vergleichbaren EC50 zu HIL-6Fc.
Zusitzlich wurden primiren Hepatozyten, die aus wildtyp und IL-6R”- M#usen isoliert wurden,
ex vivo mit HIL-11Fc in der Zellkultur stimuliert, wodurch die JAK-STAT Signalkaskade
aktiviert wurde, gemessen am pSTAT3 Signal.
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Die PHx wurde bei IL-6R”" Miusen durchgefiihrt, wobei eine Kohorte mit PBS als Kontrolle
und eine mit einer zweifachen Injektion von je 20 pg HIL-11Fc, 24 Stunden vor und direkt im
Anschluss der OP, behandelt wurden. Das Uberleben der Tiere wurde iiber einen Zeitraum von
10 Tagen verfolgt, wobei die meisten Todesfille innerhalb der ersten 2-3 Tage auftraten.
HIL-11Fc erwies sich hierbei als vorteilhaft fiir die Leberregeneration, da sich die
Uberlebensquote von 20% (PBS Kohorte) zu 66% (HIL-11Fc Kohorte) signifikant unterschied.
Intern wurde eine #hnliche Uberlebenskinetik mit einer Kohorte die HIL-6Fc appliziert

bekommen hat durchgefiihrt, und auch hier kam es zu einem Anstieg im Uberleben (hier nicht

gezeigt).

In den Kinetikexperimenten wurden von den Tieren, die einer partiellen Hepatektomie
unterzogen wurden, Proben zum Zeitpunkt 6, 12, 24 und 48 Stunden nach PHx, sowie zum
Ausgangspunkt 0 Stunden, entnommen. Hier wurde nur auf initiale Untersuchungen zu Serum
und Leberproben eingegangen. Im Serum wurden die Leberparameter AST, ALT und ALP
untersucht. Fiir alle drei Parameter war 6 Stunden nach der PHX ein signifikanter Unterschied,
mit geringeren Konzentrationen, in den IL-6R” Miusen die mit HIL-11Fc behandelt wurden,
zu beobachten. Dies spricht fiir einen besseren Zustand der Leber durch HIL-11Fc. Fiir ALP
allerdings stiegen die Konzentrationen bis 48 Stunden nach der Operation stetig an, hier war
kein Unterschied zwischen der PBS oder HIL-11Fc Behandlung zu erkennen. Von gro3em
Interesse wire demnach die Untersuchung eines noch spéteren Zeitpunktes, wie zum Beispiel
72 Stunden oder gar 96 Stunden nach der Operation, um zu sehen, ob die Werte sich mit
fortgeschrittener Proliferation der Hepatozyten und damit verbundenen Zunahme der
Lebermasse, zumindest auf einem konstanten Niveau arretieren, oder sich wieder

(unterschiedlich schnell) reduzieren.

In der Leber konnte ein HIL-11 induziertes pSTAT3 Signal detektiert werden, was im
Allgemeinen fiir das Uberleben von Zellen und der Anregung von Proliferation assoziiert ist.
In sémtlichen Modellen eines Leberschadens, ist die induzierte STAT3 Aktivierung erkennbar.
STAT3-Signale konnen durch eine Vielzahl an Faktoren in den Hepatozyten ausgeldst werden,
wie IL-6 und IL-6 Familienmitglieder (LIF, CNTF, OSM, CT-1 und IL-11). Wéhrend IFN-o/p
und IFN-y in Hepatozyten iiberwiegend STATI1, aber auch STAT3 aktivieren [211]. Die
STAT3 Aktivierung resultiert in einer verstirkten Expression von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNF und IFN, sowie Zellzyklus assoziierte Proteine
wie Histon 3 und Wachstumsfaktoren wie hier HGF [212]. Fiir gewohnlich wird IL-6 bei der
Leberregeneration hochreguliert, interagiert mit dem IL-6R und gp130 auf Hepatozyten und
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folglich wird STATS3 in diesen phosphoryliert und fiihrt zur Expression von Zielgenen, die an
der Leberregeneration beteiligt sind [213]. Durch die Abwesenheit des IL-6 Signalweges in IL-
6R defizienten Tieren, ist das pSTAT3 Signal fehlend [182], was hier in der Kohorte die
lediglich mit PBS behandelt wurde im Western Blot erkennbar ist. Neben pSTAT3 konnten
hier zusidtzliche Western Blots das Bild einer aktivierten Signaltransduktion anderer
Signalwege erkennbar an pERK oder AKT Signalen oder auch Zielgenen einer induzierten
Proliferation wie PCNA (proliferating-cell-nuclear antigen) oder Cyclin D1 untermauern

[214].

In den histologischen Untersuchungen zeichnete sich der Trend ab, dass durch Behandlung mit
HIL-11Fc die IL-6R™ Tiere nach einer PHx eine gesiindere Leberarchitektur aufwiesen. Neben
der visuellen Interpretation wurden hier Lymphozyteninfiltrate sowie Stellen in denen das
Lebergewebe gestort erscheint per Zidhlung ausgewertet. Aufgrund der hohen
Standartabweichung war kein signifikanter Unterschied in den Infiltraten zu verzeichnen. Hier
konnte sich ein klareres Bild ergeben, wenn mehr Tiere pro Kohorte analysiert wurden, oder
die Schnitte zusétzlich auf bestimmte Zellpopulationen angefdrbt werden z.B. mit Antikorper
gegen CD45 (Lymphozyten), B220 (B-Zellen), CD4 (T-Helferzellen) oder CD8 (cytotoxische
T-Zellen) um bestimmte Immunzellpopulationen sichtbar zu machen [215]. Zum Zeitpunkt von
6 Stunden nach der PHx in den IL-6R”~ Miuse wurden signifikant mehr nekrotische Areale in
den PBS behandelten Tieren beobachtet und auch zum Zeitpunkt von 48 Stunden zeichnete sich
ein Trend ab, welcher durch Erhdhung der Probenanzahl sich als signifikant herausstellen

konnte. Bei den Gewebsstorungen lassen sich nekrotische Areale vermuten [216, 217].

Nach einer 70%igen Hepatektomie teilen sich die Hepatozyten in den verbliebenen
Leberlappen etwa 1,6-mal, wihrend das Gewicht der Leberlappen um den Faktor 2,4 zunimmt.
Das heif3t, die Hepatozyten unterliegen nicht nur einer Hyperplasie (Vervielfdltigung) sondern
auch einer Hypertrophie (Gré8enzunahme) [218]. Die Proliferation der Hepatozyten startet in
Maiusen nach ca. 36-48 Stunden nach der PHx innerhalb der Lobuli an den Glisson-Trias, hin
zu den perizentralen Bereichen [219]. Wihrend die Hepatozyten ihren Hochstpunkt der
DNA-Synthese 24 Stunden nach der PHx haben, folgen die anderen Zelltypen der Leber mit
threr DNA-Synthese, wobei die Synthese nach 24 Stunden beginnt und 48 Stunden oder 72
Stunden erst ihren Hohepunkt erreicht. Regenerierende Hepatozyten vermitteln dabei iiber
Wachstumsfaktoren (z.B. vascular endothelial growth factor VEGF, fibroblast growth factor
FGF 1 und 2 oder granulocyte-macrophage colony-stimulating factor GM-CSF) ein parakrines
Signal, welches die anderen Zelltypen der Leber anregen [170, 218, 220]. Mit der pH3" Farbung
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als Marker fiir Zellproliferation wurden signifikant mehr proliferative Hepatozyten in den
HIL-11Fc behandelten Tieren 48 Stunden nach der PHx beobachtet, verglichen zu den Mausen,
die lediglich PBS appliziert bekamen. Auch 12 Stunden nach PHx wurden mehr positive
Signale in der Kohorte mit HIL-11Fc Behandlung beobachtet auch wenn die Differenz nicht
signifikant war. Da nur jeweils 3 Tiere pro Kondition untersucht wurden ist hier die
Standartabweichung relativ hoch. Eine Erhohung der Probenanzahl wiirde mehr Aufschluss
liefern. Weitere Farbungen z.B. gegen pSTAT3, PCNA, Ki-67 oder BrdU, die ebenfalls fiir
einen aktivierten Zellzyklus interpretiert werden konnen, wiirden sich hier anbieten, um das

Bild zu vervollstindigen [214, 221, 222].

Als Indikation fiir apoptotische Zellen wurden bei der TUNEL-Férbung, signifikant mehr
Signale 24 Stunden nach der PHx in den PBS behandelten IL-6R”- Miusen gezihlt. Auch fiir
48 Stunden nach der PHx scheinen noch deutlich mehr Apoptose Signale fiir die PBS
Kontrollen vorzuliegen, auch wenn die Ergebnisse zu den drei Proben aus dieser Kohorte sehr
unterschiedlich waren. Hierbei sollten mehr Proben in Betracht gezogen werden um das Bild,
dass entgegen der PBS Kontrolle, das HIL-11Fc einen protektiven Effekt auf die Hepatozyten
in der Leberregeneration beinhaltet, zu verdeutlichen. Gegebenenfalls bietet sich hier auch die

Untersuchung eines noch spiteren Zeitpunkts (72 Stunden) an.

Da die IL-11 vermittelte Signaltransduktion in anderen Modellen von chronischen
Leberschiden auch mit Fibrose in Kontext gebracht wird [53, 223] wiirde sich hier auch
zusatzlich eine Farbung fiir fibrotisches Gewebe anbieten (Masson-Trichromfarbung) [224].
Auch wenn die Fibrose iiberwiegend bei chronischen Leberschdden und deren Progression
untersucht wird [225] so zeigen auch akute Leberschiden fibrotische Ziige, deren anhaltende

Progression zu Leberversagen fiihren kann.

Aus dieser und vorherigen Arbeiten geht hervor, dass HIL-11 und damit assoziiert, der IL-11
trans-Signalweg, unterstiitzend in der Leberregeneration nach PHx in IL-6R”" Mausen wirkt.

Die Analysen werden zukiinftig aber noch weiter vervollstandigt.
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8. Outlook

IL-6:1L-11R crosstalk
Die Ergebnisse aus beiden Projekten fiihren zu neuen Fragestellungen und bergen noch offene
Punkte die adressiert werden sollten. Zum einen kann der IL-6:IL-11R crosstalk in vitro
vollstdndigkeitshalber noch auf anderen Zellkultursystemen getestet werden, da hier bislang
Ba/F3 modifizierte Zelllinien verwendet wurden. Die Ba/F3 Zellen bieten sich fiir die
Zytokinforschung der IL-6 Familie an, da sie eine der wenigen Zelltypen sind, die keine
endogene Expression von gp130, IL-6R oder IL-11R haben. Andere Zellen die keinen IL-6R,
wohl aber einen IL-11R auf ihrer Oberfldche prisentieren, sollten zur Validierung ebenfalls mit
hohen Konzentrationen von IL-6 stimuliert werden. NIH/3T3, eine Fibroblasten-Zelllinie,
verfligt beispielsweise tiber gp130 und IL-11R, aber keinen IL-6R, weshalb bislang von einer
Responsivitit auf HIL-6, nicht aber auf IL-6 ausgegangen wird [226]. Die IL-11R positive
Zelllinie K562 verfiigt ebenfalls fiir gewohnlich nicht liber eine IL-6R Expression. Dieser kann
allerdings je nach Kondition exprimiert werden [227, 228]. Fiir einen solchen Fall konnte sich

die CRISPR-CAS9 Technologie anbieten, um die Gensequenz fiir den IL-6R zu deletieren.

Wie bereits erwéhnt, ist in der SPR eine Bindung von IL-11 an den IL-6R beobachtet worden,
was sich allerdings in keiner biologischen Aktivitdit nachweisen liel, bspw. im
Proliferationsassay. Da IL-6 kein trans-signaling mit dem sIL-11R induzieren konnte, wohl
aber das cHIL-6 (IL-6:IL-11R), konnte ein analoges derartiges Hyperzytokin (cHIL-11, IL-11
gekoppelt an den IL-6R) auch zur weiteren Untersuchung eines analogen IL-11:IL-6R crosstalk
generiert und erprobt werden. Durch den Peptidlinker wiirde die erste Bindung zwischen
Zytokin und a-Rezeptor ,,erzwungen* werden, sodass zunéchst liberpriift werden kann ob der
Komplex aus IL-11:sIL-6R iiberhaupt an ein gp130 Dimer binden und eine Signaltransduktion

induzieren kann.

Entgegen dem wildtyp IL-6 konnte SIL-6 ein trans-signaling auf den Ba/F3-hgp130 Zellen mit
dem IL-11R ausldsen. Die Mutationen im SIL-6 wurden von Toniatti ef al. mit einer hheren
Affinitdt zum IL-6R beschrieben, was hier in den SPR Messungen mit dem IL-6R als Liganden
allerdings nicht eindeutig erkennbar wurde. Daraus ergab sich die Vermutung, ob die
eingebrachten Mutationen im SIL-6 auch verstérkt mit den gp130 Molekiilen interagieren und
deshalb das trans-signaling ermdglicht wird. In den SPR Messungen war die Interaktion mit
gp130 nicht mit einbezogen. Ein anderer Ansatz zur Messung mit sgp130Fc, IL-11R-his und

IL-6-ts bzw. verglichen mit SIL-6-ts konnte hierzu ndheren Aufschluss geben. Zusétzlich
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konnte ein Proliferationsassay mit Ba/F3-hgp130 Zellen und sIL-6R und IL-6 bzw. SIL-6 zur
Untersuchung der IC50 von sgp130Fc untersucht werden. Ist der IC50 Wert von sgp130Fc in
der Cokultivierung mit SIL-6 geringer als in der Kultivierung mit dem wt IL-6, so bindet der

SIL-6:sIL-6R Komplex vermutlich stiarker an das sgp130Fc als der IL-6:sIL-6R Komplex.

Der IL-6:1L-11R crosstalk ist in Teilen auch Speziesiibergreifend zwischen dem humanem und
murinem System. Wihrend das humane IL-6 sowohl den hIL-11R als auch den mIL-6R binden
und eine Signaltransduktion induzieren kann, kann dies das murine IL-6 nicht [187]. Dies
wurde beispielsweise im inhibitorischen Proliferationsassay in Kapitel 5.2 unter Verwendung
von Ba/F3-hgpl130-mIL-11R Zellen gezeigt. Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob die
Spezies des gp130 dafiir essenziell ist. Wir haben in diese Zellen zusétzlich das mgp130
retroviral transduziert und dennoch war keine Aktivierung mit mIL-6 auf den neuen
Ba/F3-hgp130-mIL-11R-mgp130 Zellen moglich (pralimindre Experimente hier nicht gezeigt).
Als néchsten Ansatz konnte man das mIL-6 modifizieren um den crosstalk zu ermdoglichen.
Interessant wire hierbei der Austausch von einzelnen Sequenzen des murinen IL-6 gegen Teile
des humanen IL-6, beispielsweise in der site I, die fiir die a-Rezeptorbindung verantwortlich
ist. Adrian-Segarra et al. hat bereits fiir OSM einen dhnlichen Ansatz verfolgt. Wahrend OSM
keine Spezieskreuzreaktivitit besitzt konnte durch Austausch von Aminosiduren im AB-loop

des Zytokins solch eine Kreuzreaktivitit hergestellt werden [229].

Anders gesagt, konnte durch eine human-murine IL-6 Chimére nicht nur der crosstalk von
mlL-6 ermdglicht werden, sondern auch ein humanes IL-6 erzeugt werden, welches keine
crosstalk Aktivitit mehr zum IL-11R aufweist. Da die einzelnen Mutationen sowie die
Kombimutationsvariante MIL-6 nicht den erhofften Effekt zeigten (siehe Kapitel 5.7 Einzelne
Aminosduresubstitutionen sowie eine Kombination dieser Mutationen im IL-6 zeigten keine
Reduzierung des IL-6:IL-11R crosstalk Potenzials), konnte so eine Alternative gefunden

werden um den IL-6:1L-11R crosstalk zu reduzieren oder gar aufzuheben.

Fiir CNTF ist bereits ein crosstalk zum IL-6R beschrieben worden [119] und die IL-6/CNTF
Chimdre IC7 erwies sich ebenfalls als kreuzreaktiv auf die Rezeptorkombination
IL-11R:LIFR:gp130 (siche Kapitel 5.4 Das chimédre Zytokin IC7 kann auch iiber den IL-11R
einen nicht-kanonischen gp130 Rezeptorkomplex bilden). Folglich konnte hier ebenfalls ein
CNTF:IL-11R crosstalk existieren, welchen es zu untersuchen gilt. Ein erster
Proliferationsassay auf Ba/F3-gp130-hIL-11R-hLIFR Zellen mit serieller Verdiinnung von
rekombinantem CNTF, beginnend ab 1000 ng/ml, deutete auf eine Zytokin basierte
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Proliferation hin (hier nicht gezeigt). Hierzu bedarf es an mehr Replikaten und weiteren

Experimenten zur Verifizierung.

Dartiber hinaus wire es insgesamt Interessant die Relevanz des IL-61L-11R crosstalk in ex vivo
oder in vivo Untersuchungen weiter zu studieren, um Moglicherweise eine physiologische Rolle

des crosstalks zuordnen zu konnen.

HIL-11Fc Applikation in IL-6R” Mdiusen und PHx:
Die HIL-11Fc induzierten Effekte in der Leberregeneration von IL-6R” Miusen nach PHx
sollten noch erweitert werden um ein genaueres Bild zu geben und Vergleiche zu anderen

Modellen (Leberschaden oder Mausgenotypen) oder Proteinen (z.B. HIL-6Fc) zu ermoglichen.

Das Blutbild der operierten Méduse wurde gemessen und Unterschiede in den Neutrophilen
Granulozyten und Monozyten zu den Zeitpunkten 0 und 6 Stunden nach PHx deuteten sich an
(Analyse nicht abgeschlossen, hier nicht gezeigt). Fiir eine vollstindige Auswertung kdnnten
in den Geweben Leber und (ggf. Milz) zusitzliche Farbungen von Histologieschnitten oder
FACS Messungen gegen diese Populationen vorgenommen werden, um zu tiberpriifen, ob zu
spéateren Zeitpunkten als 6 Stunden diese Zellpopulationen in der Leber oder Milz vermehrt
vorzufinden sind, d.h. ob sie aus dem Blut in das Gewebe einwandern, um dort mdglicherweise

eine Funktion auszuiiben.

In der beginnenden Phase der Leberregeneration haben Gallensalze als wichtige metabolische
Faktoren eine unterstiitzende Rolle. Die erhdhten Konzentrationen von Gallensalzen induzieren
durch den Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) —Signale, die die Leberregeneration beschleunigen
[230]. Neben dem positiven Effekt, konnen die Gallensalze allerdings auch die Apoptose
initiieren, weshalb eine dauerhafte Akkumulation beziehungsweise bestimmte toxische
Gallensalzderivate wie Lithocholsdure (LCA)) eher von Nachteil fiir die Leberregeneration sein
konnen [231]. Aus dem Serum und aus Organstiicken aus den Leberproben konnen mittels
ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLS-MS/MS) die
Konzentrationen an Gallensalzen und deren konjugierten Derivate bestimmt werden. Hierzu
werden aus der Kooperation mit Dr. Diran Herebian aus der Pediatrie des Universitédtsklinikums

Diisseldorf zukiinftig noch weitere Ergebnisse erhoben.

Mittels ELISA und Luminex Messungen konnen aus Serumproben weitere
Konzentrationsbestimmungen von Zytokinen und Wachstumsfaktoren die mit der
Leberregeneration assoziiert sind (z.B. TNFa, HGF, IL-6, IL-11) in den PBS bzw. HIL-11Fc
behandelten Tieren verglichen werden. Zusétzlich kann aus der isolierten RNA von
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Organproben der Leber und Milz mittels qPCR auch eine Aussage {ber die
Zytokinexpressionen der zuvor genannten targets oder auch von Zellzyklusgenen (z.B. CD1,
Ki67) getroffen werden. Zusitzlich kdnnten mit weiteren Western Blots auch die anderen
Signalwege (z.B. anhand pERK oder AKT Signale) oder auch Zellzyklusgene (z.B. PCNA) zu
den verschiedenen Zeitpunkten und Konditionen detektiert werden. Weiterhin kann aus der
isolierten RNA auch das Transkriptom zwischen den Konditionen verglichen werden, also
welche Gene durch PBS oder HIL-11Fc gemeinsam bzw. unterschiedlich exprimiert werden.
Dariiber hinaus kann die Fiille an Daten mit analogen Kinetikexperimenten mit HIL-6Fc
Applikation bei einer PHx verglichen werden. Wenngleich beide Hyperzytokine, HIL-6 und
HIL-11, die Signaltransduktion iiber gpl130 initiieren, kann es zu unterschiedlichen
Genexpressionen kommen. So konnen auch gemeinsame bzw. unterschiedliche targets

zwischen HIL-6Fc und HIL-11Fc Behandlungen bei einer PHx identifiziert werden.

In den hier gezeigten Analysen wurden die Proben aus Organentnahmen von Milz und Darm
bisweilen nicht mit in Betracht gezogen. Die Untersuchung dieser konnte die systemische
Komplexitit der Leberregeneration weiter beleuchten und weitere Aufschliisse dazu geben,

warum HIL-11Fc insgesamt die Uberlebensquote der IL-6R”- Miuse gesteigert hat.

Anders als beim IL-6 sind innerhalb der Familie der IL-6-artigen Zytokine die Funktionen zur
Leberregeneration noch weitestgehend unerforscht. Deshalb wire es relevant auch zu
untersuchen, ob die heterodimeren gpl130 Rezeptorkomplexe ebenfalls die PHx in IL-6R
defizienten Tieren kompensieren konnen. Fiir LIF und OSM ist beispielweise die mogliche
Induktion der Akuten-Phase-Proteine bekannt [232] was fiir eine Aktivitdt dieser Zytokine auf
der Leber spricht. Fir OSM ist eine regenerative Kapazitit bei CCl4-induziertem
Leberschidigungen beschrieben, sowie das OSMR™ Miuse in der Wiederherstellung der
Lebermasse nach PHx beeintrachtigt sind [233]. Neben HIL-6 und HIL-11, sollten deshalb auch
LIF, OSM (und OSMAB?2) in Uberlebensexperimenten von IL-6R”" Tieren mit PHx untersucht
werden. Um anschlieBend auch genauer begriinden zu konnen, warum bei diesen dann die
Leberregeneration verbessert oder nicht beeinflusst wére, bedarf es &hnliche

Kinetikexperimente und Analysen.

In der vorangegangenen Arbeit innerhalb unserer Arbeitsgruppe von N. Fazel-Modares, wurde
eine andere Mauslinie verwendet, welche den sIL-6R lediglich in seiner 16slichen Form
produzierte [179]. Daraus lieB sich die positive Wirkung des IL-6 trans-signaling auf die

Leberregeneration nach PHx schlieBen. Durch Gabe von sgpl30Fc konnte die
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Leberregeneration in Threm Modell eingeschrankt werden. Nachdem hier nun auch ein positiver
Effekt dem HIL-11Fc zuzuschreiben ist, kdnnte zur Verifizierung den Tieren zusétzlich zum
HIL-11Fc ebenfalls der trans-signaling Inhibitor sgp130Fc verabreicht werden. So kénne man
die Effekte tatsdchlich auf die HIL-11 vermittelte Signaltransduktion zurlickfiihren. In
dhnlicher Hinsicht wére es interessant die HIL-11Fc Injektion mit einer HIL-11-ts Variante zu
vergleichen. Oder als Kontrolle ein nicht immunogenes Protein mit demselben Fc-Teil wie im

HIL-11Fc zu applizieren.

Generell wurden die Hyperzytokine HIL-6 und HIL-11 basierend auf den humanen Zytokinen
und Rezeptoren in der Leberregeneration nach PHx untersucht. Interessant wire ebenfalls ein

Vergleich mit den murinen Hyperzytokin-Varianten.

Zusammenfassend wurde hier erstmals erkannt, dass durch HIL-11Fc simuliertes IL-11
trans-signaling in der Lage ist, die beeintrichtigte Leberregeneration nach PHx in IL-6R™"

Maiusen zu kompensieren.
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10. Anhang

Die Klonierungen fiir die Generierung rekombinanter Proteine fiir diese Arbeit werden hier nun

dargestellt.

pcDNA3.1(+) HIL-6-ts

pcDNA3.1(+) cHIL-6-ts

pcDNA3.1(+) cHIL-6-Fc

Abbildung 56 Klonierung des cHIL-6-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)cHIL-6Fc Plasmid wurde die Sequenz fiir das cHIL-6 mittels Restriktionsenzymen iiber
die Schnittstellen AfllI und Notl gespalten. Ebenso wurde der vorhandene pcDNA3.1(+)HIL-6-ts Vektor iiber diese
Schnittstellen geschnitten, sodass anschliefend die Sequenz fiir das cHIL-6 in den offenen Vektor mit Twin-Strep-Tag® Sequenz
ligiert werden konnte. Der Ligationsansatz wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten mit
LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden grofiere Kulturen in fliissigem LB-Medium mit
Ampicilin angelegt. Zur Sequenziiberpriifung mittels Schnittstellen und Gelelektrophorese oder externer Sequenzierung wurde
die Plasmid-DNA isoliert. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere
Kulturen mit fliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.
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pCcDNA3.1(+) HIL-11Fc

peDNA3.1(+) SIL-6Fc
Hindlll

pcDNA3.1(+) SIL-6

Abbildung 57 Klonierung des SIL-6Fc.

Die bestellte DNA-Sequenz fiir das SIL-6 wurde mittels Restriktionsenzymen an den generierten Schnittstellen HindlIl und Notl
gespalten. Ebenso wurde der vorhandene pcDNA3.1(+)HIL-11Fc Vektor iiber diese Schnittstellen geschnitten, sodass
anschliefSend die Sequenz fiir das SIL-6 in den offenen Vektor mit Fc-Tag Sequenz ligiert werden konnte. Der Ligationsansatz
wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den
gewachsenen Kolonien wurden grofsere Kulturen in fliissigem LB-Medium mit Ampicilin angelegt. Zur Sequenziiberpriifung
mittels Schnittstellen und Gelelektrophorese oder externer Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA isoliert. Mit den Kulturen

der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere Kulturen mit fliissigem LB-Medium und
Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.

pcDNAZ.1(+) HIL-11Fc

pcDNA3.1(+) SIC7Fe
Hindlll

pcDNAS.1(+) SICT

Abbildung 58 Klonierung des SIC-7Fc.

Die bestellte DNA-Sequentz fiir das SIC-7 wurde mittels Restriktionsenzymen an den generierten Schnittstellen HindII und Notl
gespalten. Ebenso wurde der vorhandene pcDNA3.1(+)HIL-11Fc Vektor iiber diese Schnittstellen geschnitten, sodass
anschliefSend die Sequentz fiir das SIC-7 in den offenen Vektor mit Fc-Tag Sequenz ligiert werden konnte. Der Ligationsansatz
wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den
gewachsenen Kolonien wurden grdfiere Kulturen in fliissigem LB-Medium mit Ampicilin angelegt. Zur Sequenziiberpriifung
mittels Schnittstellen und Gelelektrophorese oder externer Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA isoliert. Mit den Kulturen

der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere Kulturen mit fliissigem LB-Medium und
Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.
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PCcDNA3.1(+) HIL-6-ts

pcDNA3.1(+) SIL-6-ts

pcDNA3.1(+) SIL-6Fc

Abbildung 59 Klonierung des SIL-6-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)SIL-6Fc Plasmid wurde die Sequenz fiir das SIL-6 mittels Restriktionsenzymen
Schnittstellen Nhel und Notl gespalten. Ebenso wurde der vorhandene pcDNA3. 1(+)HIL-6-ts Vektor iiber diese Schnittstellen
geschnitten, sodass anschliefend die Sequenz fiir das SIL-6 in den offenen Vektor mit Twin-Step-Tag® Sequenz ligiert werden
konnte. Der Ligationsansatz wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten mit LB-Medium und
Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden grofiere Kulturen in fliissigem LB-Medium mit Ampicilin angelegt.
Zur Sequenziiberpriifung mittels Schnittstellen und Gelelektrophorese oder externer Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA

isoliert. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere Kulturen mit
Sfliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.

PCDNA3.1(+) HIL-6-ts

pcDNA3.1(+) SICT-ts

pcDNA3.1(+) SIC7Fc

Abbildung 60 Klonierung des SIC7-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)SIC7Fc Plasmid wurde die Sequenz fiir das SIC7 mittels Restriktionsenzymen
Schnittstellen Nhel und Notl gespalten. Ebenso wurde der vorhandene pcDNA3.1(+)HIL-6-ts Vektor iiber diese Schnittstellen
geschnitten, sodass anschliefSend die Sequenz fiir das SIC7in den offenen Vektor mit Twin-Step-Tag® Sequenz ligiert werden
konnte. Der Ligationsansatz wurde in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten mit LB-Medium und
Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden gréfiere Kulturen in fliissigem LB-Medium mit Ampicilin angelegt.
Zur Sequencziiberpriifung mittels Schnittstellen und Gelelektrophorese oder externer Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA
isoliert. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere Kulturen mit
Sfliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.
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IL-6-K53D fw

DcDNA3.1(+) IL-6-ts Amplifikation, Dpnl Restrlkilon pCDNA3.A(+) IL-6-K53D-ts

>

Und Transformation

Abbildung 61 Generierung des IL-6-K53D-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)IL-6-ts Plasmid wurde mittels PCR und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England Biolabs®) die Sequencz fiir das IL-6-K53D-ts amplifiziert. Die Primer hierfiir sind in Kapitel 3.7 aufgefiihrt. Das PCR
Produkt wurde mit dem Enzym Dpnl behandelt und anschliefSend in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten
mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden gréfsere Kulturen in fliissigem LB-Medium
mit Ampicilin angelegt. Die isolierte DNA der Klone wurden fiir die Uberpriifung der spezifischen Mutation zur externen
Sequenzierung eingeschickt. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere
Kulturen mit fliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.

IL-6-E68V fw
IL-6 EG8V rev

PCDNA3 1(+) IL-6-ts Amplifikation, Dpnl Restnkﬂon

pcDNAS.1(+) IL-6-K53D-ts

>

Und Transfarmation

Abbildung 62 Generierung des IL-6-E68V-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)IL-6-ts Plasmid wurde mittels PCR und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England Biolabs®) die Sequenz fiir das IL-6-E68V-ts amplifiziert. Die Primer hierfiir sind in Kapitel 3.7 aufgefiihrt. Das PCR
Produkt wurde mit dem Enzym Dpnl behandelt und anschliefend in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten
mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden gréfere Kulturen in fliissigem LB-Medium
mit Ampicilin angelegt. Die isolierte DNA der Klone wurden fiir die Uberpriifung der spezifischen Mutation zur externen
Sequenzierung eingeschickt. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere
Kulturen mit fliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdiparation.
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IL-6-E171A fw
IL-6 E171A rev

Amplifikation, Dpnl Restriktion

Ll

pcDNA3.1(+) IL-6-ts pcDNA3.1(+) IL-6-K53D-ts

Und Transformation

Abbildung 63 Generierung des IL-6-E171-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)IL-6-ts Plasmid wurde mittels PCR und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England Biolabs®) die Sequenz fiir das IL-6-E171A-ts amplifiziert. Die Primer hierfiir sind in Kapitel 3.7 aufgefiihrt. Das PCR
Produkt wurde mit dem Enzym Dpnl behandelt und anschliefSend in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten
mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden gréfiere Kulturen in fliissigem LB-Medium
mit Ampicilin angelegt. Die isolierte DNA der Klone wurden fiir die Uberpriifung der spezifischen Mutation zur externen
Sequenzierung eingeschickt. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere
Kulturen mit fliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.

IL-6-S175A fw
IL-6 S175A rev

Amplifikation, Dpnl Restriktion

pcDNAS.1(+) IL-6-ts pcDNAS3.1(+) IL-6-K53D-ts

>

Und Transformation

Abbildung 64 Generierung des IL-6-S175A-ts.

Aus einem vorhandenem pcDNA3.1(+)IL-6-ts Plasmid wurde mittels PCR und des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England Biolabs®) die Sequenz fiir das IL-6-S175A-ts amplifiziert. Die Primer hierfiir sind in Kapitel 3.7 aufgefiihrt. Das PCR
Produkt wurde mit dem Enzym Dpnl behandelt und anschliefSend in E.coli XL-1 blue Zellen transformiert und auf Agar-Platten
mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden gréfiere Kulturen in fliissigem LB-Medium
mit Ampicilin angelegt. Die isolierte DNA der Klone wurden fiir die Uberpriifung der spezifischen Mutation zur externen
Sequenzierung eingeschickt. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der Plasmid-DNA weitere
Kulturen mit fliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-Prdparation.
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pcDNA3.1(+) SIL-6-ts

pcDNAS.1(+) MIL-6-ts
Hindlll

pcDNA3.1(+)MIL-6-ts

Abbildung 65 Klonierung des MIL-6-ts.

Die bestellte DNA-Sequenz fiir das MIL-6-ts wurde mittels Restriktionsenzymen an den generierten
Schnittstellen Hindll und Notl gespalten. Ebenso wurde der vorhandene pcDNA3.1(+)SIL-6-ts Vektor
tiber diese Schnittstellen geschnitten, sodass anschliefiend die Sequenz fiir das MIL-6-ts in den offenen
Vektor mit Fc-Tag Sequenz ligiert werden konnte. Der Ligationsansatz wurde in E.coli XL-1 blue Zellen
transformiert und auf Agar-Platten mit LB-Medium und Ampicilin kultiviert. Aus den gewachsenen
Kolonien wurden groffere Kulturen in fliissigem LB-Medium mit Ampicilin angelegt. Zur
Sequenziiberpriifung mittels Schnittstellen und Gelelektrophorese oder externer Sequenzierung wurde
die Plasmid-DNA isoliert. Mit den Kulturen der positiven Klonen wurden zwecks Vervielfiltigung der
Plasmid-DNA weitere Kulturen mit fliissigem LB-Medium und Ampicilin angelegt fiir eine Midi-
Préparation.
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