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Zusammenfassung

Zytokine sind Botenstoffe, die die interzellulare Kommunikation sowie Zellproliferation und -
differenzierung regulieren. Das im Zentrum dieser Arbeit stehende Interleukin-6 (IL-6) ist insbesondere
aufgrund seiner zentralen Rolle im Entziindungsgeschehen von Bedeutung. Neben seinen
Uberwiegend proinflammatorischen Eigenschaften wurden in den letzten Jahren zunehmend
metabolische Effekte charakterisiert. Kurzfristige, lokale IL-6-Bildung im Rahmen kérperlicher Aktivitat
vermittelt positive metabolische Effekte, darunter eine Senkung des Blutzuckerspiegels, eine
gesteigerte Insulinsensitivitat und eine erhohte Lipolyse. Demgegentiber tragt chronisch gebildetes IL-
6, wie dies beim Typ-2-Diabetes mellitus vorliegt, zu einer anhaltenden metabolischen Entziindung
(,Meta-Inflammation“) bei und férdert die Krankheitsprogression.

Kallen et al. entwickelten 1999 das Designerzytokin IC7. Findeisen et al. modifizierten IC7 mit

dem Ziel einer therapeutischen Anwendung beim Typ-2-Diabetes. IC7 ist ein Chimar aus IL-6 und Ciliary
Neurotrophic Factor (CNTF), bei dem die Bindestelle Il des IL-6, welche urspriinglich mit dem
transmembranéaren Glykoprotein 130 (gp130) interagiert, strukturbasiert durch den entsprechenden
Struktur-homologen Abschnitt von CNTF, welcher nativ den LIF-Rezeptor (LIFR, Leukemia inhibitory
factor Receptor) bindet, ersetzt wurde. Dadurch adressiert IC7 die neuartige, nicht-natirliche
Rezeptorkonstellation IL-6Ra/gp130/LIFR auf der Zielzelle. CNTF gehort — ebenso wie IL-6, IL-11, LIF
und Oncostatin M (OSM) — zur IL-6-Zytokinfamilie.
Ziel dieser Arbeit war die Generierung und Charakterisierung neuartiger chimarer Zytokine (pIL35 und
plIL19), die strukturelle Elemente der IL-6- und der IL-12-Zytokinfamilie kombinieren. Darlber hinaus
sollten bereits entwickelte Chimare (GIL-6, GIO-6, GIL-11) auf metabolisch relevanten Zelllinien weiter
charakterisiert werden (murine C2C12-Myoblasten, murine Hepal-6-Hepatomzellen sowie humane
HepG2-Hepatomzellen). GIL-6, GIO-6 und GIL-11 bestehen jeweils aus IL-6 in Kombination mit LIF, OSM
bzw. IL-11; analog zu IC7 erfolgte ein strukturbasierter Austausch der Bindestelle IlI.

Beim Design von plIL35 und plIL19 wurde, ebenfalls analog zu IC7, die Bindestelle Ill des IL-6
durch p35 bzw. p19, die a-Untereinheiten von IL-12 bzw. IL-23, ersetzt. IL-12 und IL-23 sind Mitglieder
der IL-12-Zytokinfamilie. Die resultierenden Chimaren sollten neue Rezeptorkomplexe adressieren: Fir
pIL35 wurde die Interaktion mit IL-6Ra/gp130/IL-12RB2 angestrebt, fur pIL19 mit IL-6Ra/gp130/IL-23R.
Die Expression erfolgte zunachst in HEK293T-Zellen, anschlieRend in Expi293-Zellen. Die Reinigung der
Fc-Fusionsproteine wurde mittels Protein-A-Chromatographie durchgefiihrt. Zur Untersuchung der
biologischen Aktivitdt wurden murine pra-B-Zellen (Ba/F3) verwendet, in die die erforderlichen
humanen Rezeptoren zuvor durch retrovirale Transduktion stabil integriert worden waren.
Proliferations- und Stimulationsassays zeigten keine biologische Aktivitdt der Chimaren plL35 und
plL19. Nachfolgende Analysen der Bindungskinetik mittels Immunprazipitation und
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie belegten jedoch die Bindung von pIL35 an den IL-6-
Rezeptor. Die Affinitat von pIL35 (Kp = 26,54 nM) war mit der von natirlichem IL-6 an den IL-6R (Kp =
27,47 nM) vergleichbar.

Zur Vorbereitung funktioneller metabolischer Analysen der Chiméren GIL-6, GIO-6 und GIL-11

wurden C2C12-, Hepal-6- und HepG2-Zellen hinsichtlich ihrer Rezeptorexpression charakterisiert, um
geeignete Zelllinien fir angestrebte Seahorse-Assays zu identifizieren. In Stimulationsassays konnte
auf allen drei Zelllinien eine Oberflichenexpression des LIFR nachgewiesen werden. Eine Expression
des OSMR erscheint wahrscheinlich, konnte jedoch aufgrund der Rezeptor-Promiskuitat von OSM
(Bindung an OSMR und LIFR) nicht eindeutig bestatigt werden. Differenzierte C2C12-Zellen (ab Tag 5)
sowie HepG2-Zellen exprimieren IL-6Ra; HepG2- und Hepal-6-Wildtypzellen zeigen zudem eine IL-
11Ra-Expression. HepG2-Zellen sind somit durch IC7, GIL-6, GIO-6 und GIL-11 stimulierbar und fir
Seahorse-Analysen geeignet. Zur Ermoglichung einer Stimulierbarkeit der Hepal-6-Zellen durch GIL-6,
GIlO-6 und GIL-11 wurde die cDNA kodierend fir den IL-6R transient sowie stabil eingebracht. Die neu
etablierte stabile Zelllinie Hepal-64..6r stellt damit ebenfalls ein geeignetes Modell flir metabolische
Analysen dar.
Zusammenfassend konnte trotz fehlender biologischer Aktivitdt der neu generierten Chimaren ein
Erkenntnisgewinn hinsichtlich der Ligand-Rezeptor-Interaktionen erzielt werden. Zudem stehen mit
HepG2 und Hepal-6nisr zwei geeignete Zellmodelle fiir die weiterfihrende funktionelle
Charakterisierung der aktiven Designerzytokine zur Verfliigung.



Summary

Cytokines are signalling molecules that regulate intercellular communication as well as cell
proliferation and differentiation. Interleukin-6 (IL-6), which is the focus of this work, is of particular
importance due to its central role in inflammatory processes. In addition to its predominantly pro-
inflammatory properties, metabolic effects of IL-6 have been increasingly characterized in recent
years. Transient elevations of IL-6 during physical exercise mediate beneficial metabolic effects,
including reduced blood glucose levels, enhanced insulin sensitivity, and increased lipolysis. In
contrast, chronically elevated IL-6 concentrations, as observed in type 2 diabetes mellitus, contribute
to persistent metabolic inflammation (“meta-inflammation”) and promote disease progression.

In 1999, Kallen et al. designed the cytokine IC7. Findeisen et al. subsequently modified IC7 with the
aim of therapeutic application in type 2 diabetes. IC7 is a chimera composed of IL-6 and Ciliary
Neurotrophic Factor (CNTF), in which binding site Il of IL-6, which actually binds gp130, was
structurally replaced by the corresponding region of CNTF, that naturally binds the LIFR (Leukemia
Inhibitory Factor Receptor). As a result, IC7 engages a novel receptor complex consisting of IL-
6Ra/gp130/LIFR on target cells. CNTF belongs to the IL-6 cytokine family, which also includes IL-6, IL-
11, LIF, and Oncostatin M (OSM).

The aim of this study was the generation and characterization of novel chimeric cytokines (pIL35 and
plL19) combining structural elements of the IL-6 and IL-12 cytokine families. In addition, previously
developed chimeras (GIL-6, GIO-6, and GIL-11) were further characterized in metabolically relevant
cell lines (murine C2C12 myoblasts, murine Hepal-6 hepatoma cells, and human HepG2 hepatoma
cells). GIL-6, GIO-6, and GIL-11 consist of IL-6 fused to LIF, OSM, or IL-11, respectively; analogous to
IC7, binding site Ill was structurally exchanged.

For the design of pIL35 and plL19, binding site Il of IL-6 was replaced, again analogous to IC7, by p35
or pl9, the a-subunits of IL-12 and IL-23, respectively. IL-12 and IL-23 are members of the IL-12
cytokine family. The resulting chimeras were designed to engage novel receptor complexes: IL-
6Ra/gp130/1L-12RP2 for plL35 and IL-6Ra/gp130/IL-23R for plL19. Expression was initially performed
in HEK293T cells and subsequently in Expi293 cells. The Fc-fusion proteins were purified by protein A
chromatography. Biological activity was assessed using murine pre-B cells (Ba/F3), in which the
required human receptors had been stably integrated via retroviral transduction. Proliferation and
stimulation assays demonstrated no biological activity of the chimeric cytokines. However, subsequent
binding analyses using immunoprecipitation and surface plasmon resonance confirmed binding of
pIL35 to the IL-6 receptor. The binding affinity of pIL35 (Kp = 26.54 nM) was comparable to that of
native IL-6 binding to IL-6R (Kp = 27.47 nM).

To prepare for functional metabolic analyses of GIL-6, GIO-6, and GIL-11, C2C12, Hepal-6, and HepG2
cells were characterized with respect to receptor expression to identify suitable models for intended
Seahorse assays. Surface expression of LIFR was confirmed in all three cell lines. Expression of OSMR
was considered likely but could not be conclusively demonstrated due to the receptor promiscuity of
OSM, which binds both OSMR and LIFR. Differentiated C2C12 cells (from day 5) and HepG2 cells
expressed IL-6Ra; HepG2 and Hepal-6 wild-type cells additionally expressed IL-11Ra. Consequently,
HepG2 cells are responsive to IC7, GIL-6, GIO-6, and GIL-11 and are suitable for Seahorse analyses. To
enable stimulation of Hepal-6 cells by GIL-6, GIO-6, and GIL-11, IL-6R was introduced transiently as
well as stably. The newly established stable Hepal-64-6r cell line therefore represents an additional
suitable model for metabolic analyses.

In summary, although the newly generated chimeras did not exhibit biological activity, this work
provides important insights into ligand-receptor interactions. Furthermore, two suitable cellular
models (HepG2 and Hepal-6..6:) are now available for the continued functional characterization of
designer cytokines.



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung Abkirzung Bedeutung
a anti IFNy Interferony
ug Mikrogramm Ig Immunglobulin
pL Mikroliter IL Interleukin
(p)Tyr, Y (phospho-) Tyrosin 1P Immunprazipitation
a.e. am ehesten IRS Insulin receptor substrate
Abb. Abbildung JAK Janus-Kinase
ADA Anti drug antibodies JH1 JAK Homology 1
ADAM A disintegrin and metalloprotease JH2 JAK Homology 2
AG Arbeitsgruppe JIA Juvenile idiopathic arthritis
AK Antikorper K Lysin
Akt Protein kinase B (PKB) kDa Kilodalton
APS Ammoniumperoxodisulfat lat. lateinisch
AS Aminosaure LE Lupus erythematodes
BSA Bovine serum albumin LIF Leukemia inhibitory factor
BSF-2 B-cell stimulatory factor 2 m murin
Bsp. Beispiel MAPK Mitogen-activated protein kinase
bspw. beispielsweise MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1
bzw. beziehungsweise min Minute(n)
c Konzentration mRNA messenger ribonucleic acid
ca. circa mTOR(C) mammalian target of rapamycin (complex)
CED Chronisch-entziindliche Darmerkrankung my myokin
CHR Cytokine binding homology region MyoD Myoblast determination protein 1
CISH  Cytokine-inducible SH2-containing protein Myog Myogenin
CLC Cardiotrophin-like cytokine NC Negative Control, Negativkontrolle
CNTF Ciliary neutrophic factor NC-Membran Nitrocellulosemembran
CT-1 Cardiotrophin-1 NF-kB Nuclear factor kappa B
DMSO Dimethylsulfoxid NK Natural killer cell, natiirliche Killer-Zelle
DNA Deoxyribonucleic acid NMR Nuclear magnetic resonance
E Glutaminsdure o.g. oben genannt
E. coli Escherichia coli OSM Oncostatin M
EBI3 Epstein-Barr-virus (EBV) induced Gene p Protein (p19, p35, p40)
engl. englisch p phosphoryliert/Phospho-
etal. et alii, und andere PA Physical activity
FACS Fluorescence-activated cell sorting PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
FBS Fetal bovine serum PC Positive control, Positivkontrolle
Fc Fragment crystallizable (region) pc.DNA plasmid complementary deoxyribonucleic acid
FFA Free fatty acids, freie Fettsduren PCR Polymerase chain reaction
FN I Fibronectin type Ill (domain) pDNA Plasmid-DNA
g Gravitation PDK-1  3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-1
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-dehydrogenase PEG Polyethylenglykol
GH Growth hormon PHYRE2 Protein homology analogy recognition engine 2
GIT Gastrointestinaltrakt PI3K Phosphoinositide-3-kinase
GLP-1 Glucagon-like peptide 1 PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
GLUT 1/4 Glucose transporter 1 /4 PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
gp130 Glykoprotein 130 r rekombinant
GPI Glycosylphosphatidylinositol R Rezeptor
Grb Growth factor receptor-bound protein R Arginin
h human, mensch(lich) RA Rheumatoide Arthritis
h Hour, Stunde Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma
HDL High-density lipoprotein Ras Rat sarcoma (kleine GTPase)
HWZ Halbwertszeit rpm Runden pro Minute
i.S im Sinne RT Raumtemperatur
IDF International diabetes federation s soluble (sIL-6R)
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s.u. siehe unten teilw. teilweise
sat saturated, gesattigt TGF Transforming growth factor
SDS Sodiumdodecylsulfat ThO Naive T-Zelle
Sek, s Sekunde Th17 IL-17 produzierende T-Helferzelle
Ser/S Serin TLR Toll-like Receptor
SH2 Src-Homology 2 region TNFa Tumornekrosefaktor alpha
siL-6R soluble Interleukin-6 receptor Ts TwinStrep®
SOCS Suppressor of cytokine signaling Tyk Tyrosinkinase
sog. sogenannt u.a. unter anderem
SOS Son of sevenless u.U. unter Umstanden
SPR  Surface plasmon resonance spectroscopy v.a. vor allem
STAT  Signal transducers and activators of transcription VEGF Vascular endothelial growth factor
syn. synonym vgl. vergleiche
T Tage; Threonin vs. versus
T2DM Typ 2 Diabetes mellitus w Tryptophan
TAG Triacylglycerid wt Wildtyp
Taq Thermus aquaticus z.B. zum Beispiel
TC Tissue culture 2.T. zum Teil
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zytokine

Zytokine (auch Cytokine; altgriechisch , kytos” =, GefaRR, Hohlung” und ,kinésis“ = ,Bewegung”) sind
Botenstoffe des Korpers, die die interzellulare Kommunikation und intrazellulare Signaltransduktion
(Signalling) mit konsekutiver Genexpression, Zellproliferation und -differenzierung regulieren [2]. Die
Polypeptide (~15-25 kDa) mit kurzer Halbwertszeit [3] wirken pleiotrop [4, 5] spielen aber
insbesondere im Entziindungsgeschehen [3] eine entscheidende Rolle, sodass Zytokine auch als
Entzlindungsmediatoren bezeichnet werden. Die Quelle der einzelnen Zytokine ist teils
zelltypspezifisch, teils werden sie von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen synthetisiert. So
kénnen Immunzellen Syntheseort der Zytokine sein, aber auch Zellen wie Adipozyten, Myozyten,
Neurone, Fibroblasten und Keratinozyten. Die Zytokine wirken endokrin/parakrin/autokrin [3, 6] auf
Zielzellen, was die pleiotrope und Uberlappende Wirkung verschiedener Zytokine ausmacht [5].
Zielzellen kénnen bspw. hamatopoetische Zellen wie Immunzellen oder auch nicht-hamatopoetische
Zellen sein [5] (vgl. Kapitel 1.3.2 und 1.4.2). Deutlich wird die funktionell enge Verzahnung,
insbesondere im Entziindungsgeschehen, bei Betrachtung der Interleukin (IL)-6- und IL-12-
Zytokinfamilie, die in dieser Arbeit thematisiert werden (vgl. Kapitel 1.3.2 und 1.4.2). Neben
spezifischen, sich erganzenden und Uberlappenden Funktionen in der Entziindungsbiologie (pro-
und/oder antiinflammatorisch), spielen Zytokine (insbesondere IL-6) eine wichtige regulative Rolle in
der Homdostase und im Metabolismus.

Dass die Bildung der Zytokine streng reguliert ist, wird v.a. dann deutlich, wenn eine Dysregulation
vorliegt und daraus eine Pathologie resultiert: Ein Uberschuss an proinflammatorischen Zytokinen (wie
IL-6, IL-12 und IL-23) kann zu Autoimmunerkrankungen mit fortschreitenden Gewebsschaden fiihren
(z.B.: Rheumatoide Arthritis (RA) [5, 7-13], chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) [12, 14,
15], Psoriasis [16] und Lupus erythematodus (LE) [17]). Ein Mangel an proinflammatorischen
Zytokinen/Uberschuss antiinflammatorischer Zytokine (z.B. 1L-10) [18] kann zur Immunschwéche,
Infektanfalligkeit und Karzinomentstehung beitragen [5, 7, 19]. Zytokine und deren Signalwege als
therapeutische Zielstrukturen (englisch: Targets) in diesem Zusammenhang zu nutzen, hat bereits an
Bedeutung zugenommen [5].

Eingeteilt werden die Zytokine z.B. anhand ihres Sytheseortes (Adipokine, Myokine, Neurokine) [20-
22], anhand ihrer Proteinstruktur (z.B. IL-6-Familie vs. IL-12-Familie), auRerdem anhand ihres
pradominant aktivierten Signaltransduktionsweges (syn.: Signalweg, Signalkaskade, Pathway). So
aktivieren bspw. Zytokine der Tumornekrosefaktor (TNF)- und IL-1 -Superfamilie den Signalweg via
Nuclear Factor kB (NFKB). Zytokine der Klasse | Himatopoetin-Superfamilie wie IL-6 [5] aktivieren
hingegen den JAK-STAT-Signalweg (Janus-Kinase, Signal Transducer and Activator of Transcription
proteins). Die Superfamilien selbst werden nach dem Aufbau des vom zytokinbindenden Rezeptors
eingeteilt: Typ [|-Zytokinrezeptorfamilie (Klasse | Hamatopoetin-Zytokinfamilie), Typ II-
Zytokinrezeptorfamilie (Interferon-Zytokinfamilie), TNF-Rezeptorfamilie, IL-1-Rezeptor/Toll-Like-
Receptors (TLR)-Familie, IL-17-Rezeptorfamilie, Rezeptortyrosinkinasen-Familie und Transforming-
Growth-Factor (TGF)-Familie und die Chemokine [23, 24].

Im Folgenden werden die der Klasse | Himatopoetin-Superfamilie zugehorigen Zytokine der IL-6- und
IL-12-Familie besprochen.



Einleitung

1.2 Der JAK-STAT-Signaltransduktionsweg

Da Zytokine Proteine sind und nicht die Zellmembran (Lipiddoppelschicht) via Diffusion passieren
kénnen, bendtigen sie transmembrandre Rezeptoren, um eine Signaltransduktion nach erfolgter
Liganden-Rezeptor-Bindung nach intrazelluldr zu initileren [25, 26]. Die Rezeptoren der Typ I-
Zytokinrezeptorfamilie (Klasse | Himatopoetinfamilie, einschlieRlich der IL-6- und IL-12-Familie) haben
keine intrinsische Kinaseaktivitat, sind aber konstitutiv mit Januskinasen (JAKs) assoziiert [2, 3]. Der
pradominante Signaltransduktionsweg der Klasse | Hamatopoetin-Superfamilie ist der JAK-STAT-
(Signal transducer and activator of transcription) -Signalweg [5, 26]. Andere Signaltransduktionen via
Grb-SoS-Ras-Raf-MAPK (Growth factor receptor-bound protein 2, Son of sevenless, Rat sarcoma,
Rapidly accelerated fibrosarcoma, Mitogen activated protein kinase) [5], PI3K-Akt-mTOR
(Phosphoinositid-3-Kinase, Akt=PKB=Protein kinase B, mammalian target of rapamycin) [5], NFKB [15]
und Insulinrezeptorsubstrat [5, 27, 28] sind moglich. Zwischen den einzelnen Signalwegen kénne
zudem Wechselwirkungen/Kreuzreaktivitaten, sog. Crosstalks, entstehen, so kann bspw. die MAPK
auch STATs phosphorylieren und somit den JAK-STAT-Signalweg modulieren [29].

Die extrazellulare Zytokinrezeptorbindung induziert eine Rezeptordimerisierung oder -
Oligomerisierung. Die Rezeptoroligomerisierung hat zur Folge, dass die an den einzelnen Rezeptoren
intrazellular assoziierten JAKs in raumliche Nahe kommen [5]. Dies wiederum fiihrt zur gegenseitigen
Aktivierung der JAKs (Transphosphorylierung von Tyrosinresten mit den sog. Activation-Loops der
JAKs) [30]. Die Aktivierung bedeutet eine verstarkte Kinaseaktivitat, sodass dann ebenfalls bestimmte
Tyrosinreste der Rezeptoren (nicht wie im ersten Schritt der JAKs selbst) phosphoryliert werden [30].
Diese intrazelluldren phophorylierten Tyrosinreste (pTyr) der Rezeptoren stellen nun eine Bindestelle
flr Proteine mit einer SH2 (Src Homology 2) -Domane dar [30]. Die konservierte SH2-Doméne der
signaltransduzierenden Signalproteine wie STAT, Grb [31], PI3K [32] bindet an diese phosphorylierten
Tyrosine des Rezeptors [29, 33]; die damit einhergehender raumlicher Nahe zu den assoziierten JAKs
flhrt dann ebenfalls zur Tyrosin-Phosphorylierung des Signalproteins (z.B. STAT) durch die JAKs [29,
33]. Die STAT-Phosphorylierung hat dessen Dissoziation vom Rezeptor zur Folge [34]. Die
phosphorylierten STATs (pSTATs) formieren sich im Zytoplasma zu Homo- oder Heterodimeren, wobei
die SH2-Doméne wieder der Bindung eines phosphorylierten Tyrosinrestes (des zweiten pSTAT-
Molekiils) dient. Als Dimer kann eine Translokation in den Zellkern stattfinden und dort die
Transkription bestimmter Zielgenen veranlasst werden [3, 34-36], z.B. von SOCS (s.u.).

Es gibt vier Janus-Kinasen JAK1, JAK2, JAK3, und Tyk2 (Tyrosin Kinase 2). Charakteristisch sind ihre zwei
Kinasedoménen: Die JAK Homology 1 (JH1), welche die oben beschriebenen
Tyrosinphoyphorylierungen katalysiert, und die JAK Homology 2 (JH2), auch Pseudokinase genannt
[37-39], die die konstitutive Aktivitat der JH1-Domane unterdrickt.

STAT-Proteine wurden bisher sieben Verschiedene (in Sdugern) identifiziert: STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STAT5a, STATSb und STAT6 [40, 41].

SOCS-Proteine wurden bisher insgesamt 8 beschrieben: SOCS 1 bis 7 und CISH (Cytokine-inducible SH2-
containing protein) [42], welche als STAT-Zielgene als Signalwegregulatoren fungieren.

Reguliert wird die Signaltransduktion durch verschiedene Faktoren: Dauer und Konzentration der
Zytokinstimulation, Rezeptordichte auf der Zielzelle, den intrazelluldren Crosstalks der verschiedenen
Signalkaskaden (vgl. Abb. 1) und den Signalwegregulatoren [5]. Ein Signalweg-Regulator ist bspw. SOCS
(Suppressor of cytokine signalling). SOCS vermittelt ein negatives Feedback und befindet sich insb.
zytoplasmatisch, bei insgesamt hohen SOCS-Leveln ebenfalls nukledr [43, 44]. Hohe SOCS-Level sind
durch Toll-like Receptor (TLR)-Stimulation z.B. bei Inflammation [44] mit anhaltender JAK-STAT-
Signaltransduktion induzierbar. Das hierbei aktivierte SOCS supprimiert sodann die noch ablaufende
Signaltransduktion [45]. SOCS vermittelt die Hemmung durch verschiedene Mechanismen [46]: Eine
Bindung via seiner SH2-Domaéne an pTyr der JAKs/Rezeptoren [47-49] kann als sterische Hinderung fir
die Rekrutierung nachgeschalteter Signalproteine initial die Signaltransduktion drosseln; spater
vermittelt SOCS als Bestandteil des E3 Ubiquitin-Ligase-Komplexes [50] den proteasomalen Abbau der
JAKs und Rezeptoren [51], was einen langerfristigen Hemmungsmechanismus darstellt.
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Es gibt keine eindeutige Zytokin-JAK-STAT-SOCS-Zuordnung, es werden simultan mehrere Mitglieder
der JAK- (bzw. STAT) -Familie aktiviert, allerdings bestehen kontextabhéngige Pradominanzen:
e |L-6—JAK1/JAK2 — STAT3 —SOCS3 [3, 5, 43, 46, 52-57]
e |L-12 —Tyk/JAK2 — STAT4 — SOCS1 [5, 58-60]
e |L-23 — Tyk2/JIAK2 — STAT3 — SOCS3-Expression [5, 61, 62] aber keine SOCS3-vermittelte
Signaltransduktionshemmung nachgewiesen [33, 63]

Der JAK-STAT-Signalweg in Abbildung 1 ist beispielhaft flir IL-6 dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des IL-6 — JAK-STAT-Signalweges und intrazelluldrer Crosstalks am Beispiel
des PI3K/Akt-Signalweges.

In der Signaltransduktion fiir IL-6 wird Gberwiegend STAT3 Tyrosin (Y)-phosphoryliert (p), was die Transkription
spezifischer Gene zur Folge hat, z.B. von SOCS3 im Sinne eine negativen Feedback-Loops. Dargestellt ist ebenfalls
ein moglicher Signalweg-Crosstalk. Analog zu STAT3 kann PI3K auch an bestimmte pTyr des Rezeptors binden
und den PI3K-Akt-mTOR-Signalweg initiieren [64]. mTOR kann das IL-6-induzierte STAT3 am Serin (Ser) 727
phosphorylieren, damit verstarkt aktivieren und dadurch die STAT3-anhdngige SOCS3-Transkription (positiv)
beeinflussen [65]. Created in https://BioRender.com

1.3 Interleukin-6-Familie

1.3.1 Definition & Mitglieder der IL-6-Familie

Die IL-6-Familie umfasst klassischerweise die monomeren Zytokine Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11
(IL-11), Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Oncostatin M (OSM),
Cardiotrophin 1 (CT-1), Cardiotrophin-Like-Cytokine (CLC) [3], Interleukin-27 [2], Interleukin-31 [66]
und Neuropoetin [67]. Definiert ist die IL-6-Familie durch die Beteiligung von gp130 als
signaltransduzierende B-Kette im Rezeptorkomplex [3, 5, 8, 68-72] (vgl. 1.3.4). Gp130 wird nahezu
ubiquitar auf kernhaltigen Zellen exprimiert [3, 8, 68, 73, 74].

1.3.2 Allgemeine Funktionen IL-6-artiger Zytokine

IL-6-artige Zytokine zeigen sowohl spezifische als auch Uberlappende [3], pleiotrope [75] Effekte auf
zahlreiche Zelltypen [5, 76, 77]. Sie sind zentral an immunologischen [3, 7], homd&ostatischen,
metabolischen [8, 11, 78, 79] und neuronalen [3, 21] Prozessen beteiligt.

Interleukin-6:

Das proinflammatorische IL-6 [8] wurde erstmals 1986 durch Hirano et al. kloniert und als B-cell
stimulating factor 2 (BSF-2) beschrieben [80], basierend auf seiner Fahigkeit, die T-zellabhangige
Antikorperproduktion von B-Zellen und damit die Differenzierung zu Plasmazellen zu férdern [77, 80-
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83]. Immunologisch spielt IL-6 daneben eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von naiven
T-Zellen (ThO) zu proinflammatorischen Th17-Zellen [5, 84-86]. Die IL-6/Th17- bzw. IL-6/IL-17-Achse
wird als ,IL-6-Amplifier” [11, 87] bezeichnet (siehe unten Kapitel 1.3.8.1.2). Weitere wichtige
immunologische Funktionen Ubernimmt IL-6 in der Hamatopoese [88, 89] mit erhohter
Neutrophilenmobilisation [11, 90], in der Akut-Phase-Reaktion [5, 81], der mononukleédren Infiltration
[91] und der mukosalen Abwehr [92]. Insbesondere in den letzten Jahren sind die kontradiktorischen
metabolischen Funktionen von IL-6 in den Fokus geriickt, welche in Kapitel 1.3.8.1 erdrtert und in
Abbildung 5 veranschaulicht werden.

Interleukin-11:

Dem 1990 entdeckten [93] IL-11 wurden initial hamatopoetische und antiinflammatorische [94-96],
spater aber auch proinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben [97]. Immunologische Funktionen
sind die Beteiligung an der Hamatopoese [93, 98-100], der Polarisation von M2-Makrophagen und Th2-
Zellen [101-103] und der Akut-Phase-Reaktion [98, 104]. Metabolisch hemmt IL-11 die Adipogenese
[98, 105] und ist am Knochenstoffwechsel beteiligt [98, 106, 107]; aulRerdem spielt es eine
maRgebliche Rolle in der Entstehung von Fibrose [108], Zusammenhange mit Organversagen von Herz
und Niere [109] sind beschrieben. Neuronal ist IL-11 an der Neurogenese beteiligt [110].

Leukemia Inhibitory Factor:

Das pleiotrope [111], teils pro- [112] und antiinflammatorisch [113] wirkende Zytokin Leukemia
Inhibitory Factor (LIF) wurde nach der 1987 gemachten Beobachtung der Proliferationsinhibition
muriner myoloischer Leukdamiezellen [114] benannt. Immunologisch spielt LIF eine zentrale Rolle bei
der Monozyten-Differenzierung [115, 116] in Richtung M2 [117] und bei der TNFa-Inhibition in
Makrophagen [118], aus denen LIF im immunologischen Kontext auch sezerniert wird [118].
Metabolisch fordert LIF kontextabhingig die Glukose-Aufnahme [119, 120], die Lipolyse [121] aber
auch die Lipogenese [119], auBerdem ist LIF am Knochenstoffwechsel [122] beteiligt. LIF wird auch als
Myokin [123-125] sezerniert. Neuronal férdert LIF die Neurogenese in vitro [126]. Eine entscheidende
Rolle spielt LIF zudem in der Embryoimplantation [127] und dem Pluripotenz-Erhalt (Verhinderung der
Differenzierung) embryonaler Stammzellen [128]

Ciliary Neurotrophic Factor:

CNTF wird auch als ,Lasionsfaktor” [129] bezeichnet, da es sich physiologischerweise aufgrund des
fehlenden sekretorischen Signalpeptids [130] nur intrazelluldr befindet und demnach nur bei
Zellschadigung frei und extrazellular detektierbar wird. Die Bezeichnung als Ciliary Neurotrophic Factor

geht —ahnlich wie bei LIF- aus Beobachtungen bei der erstmaligen Isolation (aus einem Kiikenauge)
hervor: Ciliary Neurotrophic Factor férdert das Uberleben von immunreaktiven ,,E8 chick ciliary
ganglion neurons” (E8=embryonic day 8) [131] in Kultur [132]; auch in vivo ist es ein wichtiger
Uberlebens- und Differenzierungsfaktor fiir Neurone [133, 134], Gliazellen [1, 135], Astrozyten und
Oligodendrozyten [136]. Rekombinantes humanes CNTF (Axokione®) wurde mit seinen
neuroprotektiven Eigenschaften an der neuromuskuldren Endplatte [137] als Therapeutikum fir
Amyolotrophe Lateralsklerose entwickelt [138]; als Nebenwirkung trat ein starker Gewichtsverlust auf
[139, 140] (vgl. 1.6.1). Metabolisch fordert CNTF zudem die Muskelregeneration [137, 140].
Immunologisch spielt CNTF eine untergeordnete Rolle.

Oncostatin M:

OSM hat sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften [141]. Initial wurde es als
Tumorzellwachstum-inhibierender Faktor identifiziert [141, 142] (vgl. Bezeichnung als Oncostatin M).
OSM (bernimmt wichtige Funktionen in der Himatopoese [143, 144]. Proinflammatorisch wirkt es
bspw. durch Beteiligung an der Akut-Phase-Reaktion [144] und antiinflammatorisch durch Reduktion
der TNF-Antwort bei bakterieller Infektion [145]. Metabolisch férdert OSM die Lipolyse [146] und ist
am Knochenstoffwechsel [147] beteiligt. Sezerniert wird es von Immunzellen [148], v.a.
Monozyten/Makrophagen und T-Zellen [141, 145, 149, 150], auBerdem als Myokin [151].
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1.3.3 Zytokinstruktur IL-6-artiger Zytokine

IL-6-artige Zytokine (~20 kDa) weisen eine strukturell homologe [3, 152], vier-a-helikale Tertiarstruktur
mit up-up-down-down-Topologie auf (Helices A-D) [1, 153]. Die Helices sind als zwei antiparallele Paare
angeordnet (A/C und B/D) [153, 154] und Uber zwei lange Cross-over-Schleifen (englisch: Loops) (A-B,
C-D) und eine kurze B-C-Schleife verbunden [1, 23] und durch konservierte intramolekulare
Disulfidbriicken stabilisiert [3, 23] (vgl. Abb. 2).

Trotz ausgepragter struktureller Homologie besteht eine nur geringe Aminosauresequenzhomologie
zwischen den Mitgliedern der IL-6-Familie [3] von 20% am Beispiel IL-6/IL-11 [155], konservierte
Sequenzmotive deuten jedoch auf funktionell relevante Doméanen hin [3, 156].

Die homologe Tertiarstruktur ermoglicht die Bindung an strukturell verwandte Rezeptoren und die
Aktivierung dhnlicher intrazellularer Signalwege [3, 77], was die o.g. funktionelle Uberschneidungen
2.T. erklart [3, 157]. Die spezifische biologische Wirkung eines Zytokins wird dabei auch durch das
jeweilige Rezeptorexpressionsmuster der Zielzelle bestimmt [3, 74, 158, 159]. Eine alleinige
Aktivierung Uber den ubiquitdr exprimierten B-Rezeptor gp130 ist durch kein natirliches Zytokin
moglich [3] (Trans-Signalling ausgenommen [8, 72] (vgl. Kapitel 1.3.6)).
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Abb. 2: Schematischer Strukturaufbau mit Bindestellen des hiL-6. Modifiziert nach Kallen et al. [1].

Darstellung der vier-a-helikalen Struktur des IL-6 mit up-up-down-down-Topologie. Die Helices A/C und B/D
bilden ein antiparalleles Paar. Die einzelnen Helices sind durch Schleifen (syn.: Loops) verbunden. Die
Rezeptorbindestellen (Sites) | (gelb), Il (griin) und Il (A, B, C; magenta) sind farblich codiert. Created in
https.//BioRender.com.

1.3.4 Rezeptor-Struktur IL-6-artiger Zytokine

Die Rezeptoren der Klasse-lI-Hamatopoetin-Zytokin-Superfamilie, zu der die IL-6- und IL-12-Familie
gehoren, zéhlen zu den Typ-I-Zytokinrezeptoren und binden vier-a-helikale Zytokine [160]. Funktionell
wird zwischen rein ligandenbindenden a-Rezeptoren (z. B. IL-6Ra, IL-11Ra, CNTFRa; synonym: IL-6R,
IL-11R, CNTFR) [68] und zugleich signaltransduzierenden B-Rezeptoren (gp130, LIFRB, OSMRB;
synonym: LIFR, OSMR) unterschieden [160, 161]. Wa&hrend a-Rezeptoren keine intrinsische
Signaltransduktionsfahigkeit besitzen, da ihnen eine JAK-assoziierende zytoplasmatische Domane fehlt
(Ausnahme IL-23R, vgl. 1.4.4) und sie keine Tyrosin-Phosphorylierungsmotive enthalten (CNTFR ist
zudem nur GPl-verankert [162]), vermitteln B-Rezeptoren (iber assoziierte Januskinasen (JAKs) die
intrazellulare Signalweiterleitung [160].
Strukturell bestehen Typ-I-Hamatopoetinrezeptoren aus vier Domanen:

e einer N-terminalen Zytokin-bindenden Domane,

e einer membrannahen extrazelluldren Domane,

e einer einzelnen Transmembrandomane und

e einer zytoplasmatischen Doméne [160].

Der IL-6Ra bildet eine Ausnahme und besitzt anstelle der membrannahen extrazellularen Domane eine
Stalk-Region [5, 163]. Diese ist fiir Rezeptor-Shedding im Rahmen des Trans-Signalling (vgl. Kapitel
1.3.6) [163-165] relevant. Auch der IL-11Ra verfiigt Gber eine Stalk-Region [166].
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Abbildung 3 zeigt den strukturellen Aufbau eines Typ-lI-Hdmatopoetinrezeptorkomplexes.
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Abb. 3: Schematischer Aufbau von Hamatopoetin Typ 1-Rezeptoren am Beispiel von gp130. Modifiziert nach
Wojno et al. [5] und Floss et al. [2].

Der Hidmatopoetin Typ 1-Rezeptors (hier: gp130) wird in verschiedene Doméanen (D1-6) unterteilt. D1 entspricht
der Immunglobulin (Ig)-Doméne, D2-3 der Cytokine Homology Region (CHR) [2, 5, 167]. D1-3 sind an der Bindung
IL-6-artiger Zytokine beteiligt [167-171], bzgl. der IL-12-Familie ist besonders D1 fiir die Ligadenbindung relevant
[2, 172]. D2 ist charakterisiert durch vier konservierte Cystein-Residuen (in petrol markiert), die an der
Rezeptorkomplexbildung via Ausbildung von Disulfidbricken beteiligt sind [2, 5, 173]. D3 ist durch das
konservierte WSXWS-Motiv (Tyr-Ser-X-Tyr-Ser, X steht fiir eine beliebige Aminosaure; olive codiert)
charakterisiert [169], das vermutlich ebenfalls fiir die Rezeptorkomplexierung [174, 175] wichtig und fir
Proteinfaltung [2] und Signaltransduktion [175] bedeutsam ist. D1 und D2 sind linear angeordnet, D2 steht fast
orthogonal zu D3 [172]. Der D2-D3-Knick ist strukturell konserviert und funktionell relevant fur die
Ligandenbindung [2, 172, 176]. D4-6 sind die membrannahen extrazellularen Fibronektin (FN) lll-Domanen [2, 5,
163, 168]. Hamatopoetin Typ 1-Rezeptoren passieren ein Mal die Zellmembran [2, 5, 24, 167, 172]. Die
intrazelluldre Domane besitzt das konservierte Box1- und Box2-Motiv [177-180] (in blau), die fir die JAK-
Assoziation notwendig sind [5, 181-183]. In der Mitte ist der ligandenbindende IL-6Ra dargestellt. Distal gelegene
Tyrosinreste (Y) dienen als Andockstellen fiir SH2-Domanen-haltige Signalproteine wie STATSs, PI3K oder SOCS [5]
und ermoglichen die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege. Created in https://BioRender.com

1.3.5 Zytokin/Rezeptor-Bindung und Komplexierung der IL-6-Familie

Die vier-a-helikalen IL-6-artigen Zytokine besitzen zwei oder drei Stellen (englisch: Site 1/11/11l) zur
Bindung eines Rezeptorkomplexes auf der Zielzelle [1]. Die einzelnen Bindestellen umfassen strukturell
Teile der Helices und teilweise zusatzlich Teile der Loops (vgl. Abb. 2 oben). Fiir die Zytokine mit drei
Sites (IL-6/IL-11/CNTF/CLC) [3, 184] erfolgt die zeitlich koordinierte Rezeptorbindung und -
komplexierung nach dem sog. 1-2-3-Paradigma [168, 185]: Zuerst bindet Site | den ligandenbindenden
o-Rezeptor (IL-6Ra/IL-11Ra/CNTFRa). Erst dadurch kénnen die signaltransduzierenden B-Rezeptoren
(gp130/LIFR/OSMR) rekrutiert und via Site Il und Site Il gebunden werden [3, 186]. Fiir Zytokine mit
zwei Sites (z.B. LIF/OSM [170]) gilt: Es werden lediglich zwei signaltransduzierende B-Rezeptoren
komplexiert [8], im Komplex befindet sich kein a-Rezeptor [187]. Die Site Il bindet gp130, die Site IlI
den LIFR bzw. den OSMR [8, 170]. Erst die vollstindige Komplexbildung (Oligomerisierung) mit
Dimerisierung zweier signaltransduzierender B-Rezeptoren flihrt zur intrazelluldren Signaltransduktion
(vgl. Kapitel 1.2) [3, 54, 158, 186].
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Eine Ubersicht der Rezeptorkomplexe ist in Abbildung 4 gezeigt.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe IL-6-artiger Zytokine.

Der IL-6- und der IL-11-Rezeptorkomplex sind hexamerisch mit 2:2:2-Stdchiometrie (dargestellt durch
entsprechende Schattierung). Einige Rezeptorkomplexe werden von mehreren IL-6-artigen Zytokinen adressiert,
so bindet CLC an denselben Rezeptorkomplex wie CNTF (GPIl-verankerten CNTFRa/LIFR/gp130) [188-190] und
CT-1 bindet wie LIF an das Rezeptordimer LIFR/gp130 [189, 191]. OSM signalisiert tUber das Rezeptordimer
OSMR/gp130 oder LIFR/gp130 [192-194], OSM st also rezeptor-promiskuitiv (vgl. 1.5). Created in
https.//BioRender.com

Der hexamerische IL-6-Rezeptorkomplex bildet sich aus jeweils zwei Molekiilen IL-6/IL-6Ra/gp130 [1,
3,5, 158,169, 195, 196] mit 2:2:2-Stéchiometrie [1, 197, 198]. Der IL-11-Rezeptorkomplex ist ebenfalls
hexamerisch [154, 199]. Die Rezeptorkomplexe der anderen IL-6-artigen Zytokine folgt einer 1:1:1-
Stochiometrie [187, 199, 200].

Einige B-Rezeptoren werde in Rezeptorkomplexen verschiedener Zytokine rekrutiert [3, 152]. So wird
bspw. der LIF-Rezeptor (LIFR) bei der Oligomerisierung des LIF-, CNTF-, CT-1- und CLC-
Rezeptorkomplexes rekrutiert. Der LIFR dhnelt gp130 in seiner Struktur [3, 8, 201].

Die strukturelle Aufschliisselung der Rezeptorkomplexe ist Grundlage fiir das Chimar-Design [3, 152].

1.3.6 Trans-Signalling

In Kapitel 1.2 und 1.3.5 ist das sog. Classic-Signalling fiir Zellen beschrieben, die die fir das jeweilige
Zytokin bendtigten Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Fir IL-6 (IL-11 und CNTF) ist auch
ein sog. Trans-Signalling nachgewiesen [5]. Das Trans-Signalling beschreibt eine Signaltransduktion,
die in Zellen aktiviert wird, die den entsprechenden a-Rezeptor (z.B. IL-6Ra) gar nicht auf ihrer
Zelloberflache exprimieren [3, 8] und somit fiir das in Kapitel 1.3.5 beschriebene Classic-Signalling
nicht responsiv waren. Die Responsivitat wird im Rahmen des Trans-Signallings durch einen |6slichen
(soluble, s) IL-6Ra gewdhrleistet. Der sIL-6Ra entsteht entweder durch alternatives Splicing (Expression
ohne Transmembrandomane; im Menschen, nicht in der Maus [160, 202, 203]) und wird dann direkt
sezerniert [3, 204] oder durch limitierte Proteolyse (Protease-katalysiertes Shedding durch ADAM10
bzw. ADAM17, A disintegrin and metalloprotease) des membranstandigen IL-6Ra [3, 203, 205, 206] in
seiner Stalk-Region [207] (vgl. Kapitel 1.3.4). sIL-6Ra und IL-6 bilden extrazellular einen Komplex [160].
Der Komplex IL-6/sIL-6Ra bindet an membranstandiges, signaltransduzierendes gp130 [160] und
induziert ein Signalling (JAK1/2 — STAT3) [3, 5, 165, 208]. Fiur das Trans-Signalling muss auf der
Zelloberflache demnach nur gp130 als membranstdndiger Rezeptor exprimiert werden, damit kann
folglich nahezu jede kernhaltige Kérperzelle stimuliert werden, die Anzahl der moglichen Zielzellen fiir
bspw. IL-6 steigt drastisch [3, 203, 209].

Damit ist das Trans-Signalling weniger stark reguliert als das Classic-Signalling. Ein Mechanismus, der
das Trans-Signalling kontrolliert, ist der sgp130-Puffer im Blut (Serum-sgp130-Level im Gesunden: 250-
400 ng/mL; slL-6Ra-Level: 40-75 ng/mL; IL-6-Level <5 pg/mL) [160, 208, 210-212]. Das sgp130 fangt
den praformierten IL-6/sIL-6Ra-Komplex bereits im Blut ab [3], bevor dieser an membranstandiges
gp130 binden und eine Signaltransduktion induzieren kann. Der sgp130-Puffer stellt somit einen
kérpereigenen Schutzmechanismus vor IL-6-Uberstimulation durch Trans-Signalling dar [3, 56, 211].

Verallgemeinern lasst sich, dass das Classic-Signalling eher mit den anti- und das Trans-Signalling eher
mit den proinflammatorischen (und damit pathologischen) Eigenschaften des IL-6 assoziiert ist [3, 8,
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213-215]. So wurden bei inflammatorischen und karzinogenen Prozessen erhdhte sIL-6Ra-Level [3,
216-219] durch z.B. erhohte ADAM17-Aktivitat nachgewiesen und ein gestortes sIL-6R/sgp130-System
bei Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) [220].

Die therapeutische Blockade des Trans-Signallings erwies sich als effizienter als eine globale IL-6-
Hemmung (Blockade des Classic- und Trans-Signallings). Bei einer globalen IL-6-Hemmung steigt das
Risiko fiir bakterielle Infektionen [221], die selektive Blockade des Trans-Signallings vermindert die
Infektionsabwehr nicht [222].

1.3.7 Hyper-Zytokine

Das Trans-Signalling wurde durch das Design von sog. Hyper-Zytokinen in vitro erforscht. Hyper-
Zytokine setzen sich aus dem Zytokin (z.B. IL-6/IL-11/CNTF) und seinem entsprechendem léslichen a-
Rezeptor (sIL-6Ra/sIL-11Ra/CNTFRa), die mittels eines Peptidlinkers kovalent gebunden sind,
zusammen [223]. Die IL-6-artigen Hyperzytokine bendtigen lediglich den B-Rezeptor auf der
Zelloberflache, um ein Signalling hervorzurufen (gp130 fir HIL-6 und HIL-11). Die dimeren IL-12-artigen
Hyperzytokine HIL-12 und HIL-23 sind die mittels eines Linkers kovalent verbundene a- und B-
Untereinheit (p35/p19 + p40) [224, 225] [225], ohne dass zusatzliche |6sliche Rezeptoren kovalent
gebunden sind, wobei die B-Untereinheit p40 strukturell ohnehin einem l|oslichen Rezeptor dhnelt
(vgl. Kapitel 1.4.3). Durch die in vitro-Stimulation mit den Hyperzytokinen HIL-6 [223], HIL-11 [226] und
Hyper-CNTF [227] kann eine 100- bis 1000-fach starkere Aktivierung der Zielzelle erreicht werden [223]
im Vergleich zur in vitro-Stimulation mit dem nicht-kovalent gebundenen Komplex aus IL-6/sIL-6Ra
[223].

1.3.8 IL-6im Typ 2 Diabetes mellitus und metabolischen Syndrom

Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) ist eine hochpravalente Stoffwechselerkrankung (mit 415 Millionen
Erkrankten weltweit [228] und 9,1 Millionen Betroffenen in Deutschland [229]) mit chronischer
Hyperglykdmie infolge peripherer Insulinresistenz. Andauernd erhohte postprandiale
Glukoseserumlevel mit initial erhdhter Insulinsekretion filhren zu einer Uberlastung des
Insulinrezeptor-Recyclings in Muskel- und Fettzellen mit verstarkter Insulin-Rezeptor-Internalisierung
(es entsteht eine sog. periphere Insulinresistenz auf der Zelloberflache von Myo- und Adipozyten) und
damit zu verminderten Glukosetransporter (GLUT) 4-Translokation. Mit verringerter GLUT4-
Prasentation auf der Zelloberflaiche kommt es zum verminderten Transport der Serumglukose nach
intrazellular und konsekutiv nicht senkbarem Blutzuckerspiegel. Chronisch erhdhte Blutzuckerspiegel
verursachen nicht-enzymatische Glykierungen, Langzeitkomplikationen derer sind bspw.
Neuropathien und Atherosklerose [11, 230] mit folglich kardiovaskuldaren Erkrankungen [228, 231-
233].
T2DM ist haufig mit dem metabolischen Syndrom und Adipositas assoziiert [228, 234, 235].
Das metabolische Syndrom ist durch folgende Kriterien definiert (nach International Diabetes
Federation, IDF) [236]
e Stammbetonte Adipositas (Taillenumfang: 280 cm bei Frauen/ 294 cm bei Mannern)
+ zwei der folgenden Kriterien:

o Nuchternblutzucker 2100 mg/dL oder T2DM

o Erhohte Triacylglyceride (TAG) 2150 mg/dL

o Verringertes HDL-Cholisterin: <50 mg/dL bei Frauen/ <40 mg/dL bei Mannern

o Erhohter Blutdruck: 2130 mmHg systolisch oder 285 mmHg diastolisch

Das metabolische Syndrom ist durch eine chronische, niedriggradige, systemische metabolische
Entziindung (sog. low-grade Meta-Inflammation) [228, 237] gekennzeichnet. Diese betrifft
insbesondere die die Glukosehomoostase-regulierenden Organe wie Pankreas, Leber und Fettgewebe
[228, 238] und fiihrt dort zu Dysfunktionen, was mit einem verschlechterten Verlauf des T2DM und
einer erhohten Sterblichkeit assoziiert ist [228, 239]; chronisch leicht erhéhtes IL-6 von physiologisch
<5 pg/mL [79, 160, 212] auf bspw. 38,2 pg/mL bei Ubergewichtigen Diabetikern [240] spielt hier eine
Schlusselrolle.
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1.3.8.1 Kontradiktorische Rolle des IL-6 im Metabolismus

Die Wirkung von IL-6 ist stark kontextabhangig und wird u.a. durch Classic- vs. Trans-Signalling [11,
241], Expositionsdauer (Chronizitdt der Meta-Inflammation vs. Periodizitat physikalischer Aktivitat)
und der zelluldaren Quelle bestimmt.

Chronisch erhdohtes (auch adipokines [242]) IL-6 wirkt proinflammatorisch, etabliert
selbstverstarkende Entziindungsschleifen (,/L-6-Amplifier”, siehe 1.3.2 und 1.3.8.1.2) und entfaltet
metabolisch pro-diabetogene Effekte [11, 243].

Transient erhohtes IL-6, welches bei korperlicher Aktivitat als Myokin aus der Skelettmuskulatur [11]
sezerniert wird, wirkt dagegen antiinflammatorisch und metabolisch glinstig.

Tabelle 1: IL-6 -Serumspiegel
IL-6: Physiologisch: <5 pg/mL [79, 160, 212]
bei physikalischer Aktivitat steigt der Wert intensitatsabhdngig transient 100-fach [11, 244, 245]
bei Inflammation 1000-fache Steigerung, bei Sepsis teils bis in den pg/mL-Bereich [79, 160]

1.3.8.1.1 Das Myokin IL-6: Antiinflammatorisch und anti-diabetogen
IL-6 als Myokin (mylL-6) dient im Metabolismus als kurzfristiger Regulator der Energiebereitstellung
(,,short-term energy allocator”[11]), insbesondere im Rahmen anhaltenden Ausdauersports. Myokines
IL-6 wirkt antiinflammatorisch [11, 246, 247] und anti-diabetogen.
Drei Faktoren charakterisieren myokines IL-6 als kurzfristigen Regulator der Energiebereitstellung:

e Die Kinetik von myokinem IL-6,

e der Produktionsmechanismus bei Muskelkontraktion mit autokriner Sekretion und

e die durch mylL-6 geférderte Bereitstellung weiterer Energiesubstrate.

Kinetisch charakterisiert sich das mylL-6 durch seine sehr kurze Halbwertszeit (HWZ) von lediglich 5
min [11], wahrend die HWZ von IL-6 bei systemischer Entziindung (z.B. bei Sepsis) 100 min bis 15,5 h
betragt [11, 248, 249]. mylL-6 wird rasch durch die Leber abgebaut, sodass der Plasmawert nach 1 h
wieder normalisiert ist; die Effekte der kurzfristig erhdhten IL-6-Serumlevel (sog. Serumspitze/-Peaks)
sind damit leicht steuerbar.

Streng gesteuert ist ebenfalls der Produktions- und Sekretionsmechanismus von mylL-6. Das Myokin
wird bei physikalischer Aktivitat (PA) [11, 250-253] 100-fach ausgeschittet [11, 244, 245] (vgl. Tabelle
1). Starkster Stimulus im Rahmen der PA ist die Muskelkontraktion [11], weitere Stimuli sind die
fortlaufende Entleerung des muskuldren Glykogenspeichers [11, 254], Laktatakkumulation [11, 252]
und Redox-Signale [11, 255]. Der exponentiell steigende mylL-6-Plasmawert erreicht sein Maximum
unmittelbar nach Beendigung der PA [11] und flaut dann rasch wieder ab (siehe oben). Das autokrin
sezernierte mylL-6 bewirkt eine verbesserte Leistungsfahigkeit [11, 256, 257] z.B. durch verbesserter
mitochondrialer Aktivitat im Rahmen der PA [11, 258] und Hypertrophie [11, 259]. Die Hypertrophie
wird nicht nur direkt durch autokrines mylL-6 vermittelt, sondern auch durch mylL-6-induzierte GH-
Sekretion [11, 260] und Satellitenzell-Differenzierung [259]. Eine verbesserte Regeneration wird bspw.
durch erhdhte Substratbereitstellung fir den Muskel durch para- und endokrine Wirkungen des mylL-
6 vermittelt [11, 261]. So bewirkt das durch Kontraktion und Glykogenspeicherdepletion getriggerte
mylL-6 [11] initial erhdhte Blutzuckerwerte [11, 262] durch gesteigerte Glukoneogenese [11], indem
IL-6 die Glucagon-Ausschittung stimuliert [263] mit gleichzeitig erhohter Glukoseaufnahme in den
Muskel [264, 265] durch erhohte GLUT4-Translokation durch Kontraktion [266-268] und erhohter
Insulinsensitivitdat durch mylL-6 [11] bei zeitgleicher via GLP-1 (Glucagon-like peptide 1)-vermittelter
erhohter Insulinsekretion [11, 244]. Die erhohte Substratbereitstellung des mylL-6 als sog. ,,short-term
energy allocator” beschrankt sich nicht nur auf Glukose, sondern auch auf freie Fettsduren (englisch:
free fatty acids, FAA). Das Myokin IL-6 bzw. die PA triggert die Lipolyse im Fettgewebe [269, 270], was
den Korperfettanteil reduziert, verstarkt die myozytare FAA-Aufnahme (kontraktionsinduziert) [256,
271, 272] und erhoht die Fettsdureoxidation im Muskel [269, 273, 274].

Akut erhohtes mylL-6 hat zusammenfassend als ,short-term energy allocator” benefizielle, anti-
diabetogene Effekte. mylL-6 wird im Rahmen von anhaltender PA (Muskelkontraktionen,
Glykogenspeicherentleerung) aus der Skelettmuskulatur sezerniert und bewirkt die Mobilisation
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somatisch gespeicherter Energie (Lipolyse im Fettgewebe—>FFAD sowie
Glukoneogenese>Glukose) in Richtung Muskel [11] (GLUT4-Translokation, und FFA-Transporter-
Aktivitatssteigerung). Dies wiederum fiihrt zu einer nachweislich besseren Leistung, Regeneration und
Trainingsadaptation (Hypertrophie, mitochondriale Leistung).

1.3.8.1.2 Das Adipokin IL-6: Proinflammatorisch und pro-diabetogen

Wahrend transient und spitzenformig sezerniertes myokines IL-6 im Rahmen korperlicher Aktivitat
antiinflammatorische und metabolisch glinstige Effekte entfaltet, wirkt chronisch erhohtes IL-6
Uberwiegend proinflammatorisch und pro-diabetogen. Dieses im Rahmen der Meta-Inflammation
chronisch erhdhte IL-6 stammt vor allem aus hypoxischen, hypertrophen Adipozyten [11, 275-280] des
viszeralen Fettgewebes [277, 281-283] (IL-6 als Adipokin [242]) sowie aus M1-polarisierten
Makrophagen [281]; insgesamt stammen ca. 15 — 30% des zirkulierenden IL-6 aus Fettgewebe [284].

Chronisch erhohtes IL-6 verstarkt die systemische (Meta-) Inflammation Gber mehrere Mechanismen:
Es stimuliert die Myelopoese [11, 89] und Neutrophilenmobilisation [11, 90], fordert die
Leukozyteninfiltration ins entziindliche (Fett-) Gewebe [91, 281, 285-287] und verschiebt die T-Zell-
Differenzierung zugunsten proinflammatorischer Th17-Zellen auf Kosten regulatorischer T-Zellen [11,
13, 288] (vgl. Kapitel 1.3.2). Uber die IL-6/IL-17-Achse kommt es zur Aktivierung von STAT3 [87, 289]
und NF-kB [87, 289], was zur verstarkten Chemokinproduktion [289] mit konsekutiv verstarkter
Leukozyteninfiltration [287, 289] und Prolongierung der Entziindung [87] fiihrt. Uber die IL-6/IL-17-
Achse kommt es auBerdem zur Ausbildung eines selbstverstarkenden Entziindungszyklus mit
letztendlich IL-6-getriggerter verstarkter IL-6-Sekretion [290-292] (sog. ,,IL-6-Amplifier”) [289].
Metabolisch fihrt die chronische Inflammation zu einer Umstellung des Energiestoffwechsels. Bspw.
tritt eine Insulinresistenz (z.B. in Hepatozyten, Adipozyten und Myozyten) auf [11, 284, 293-297] (mit
folglich nicht senkbarem Blutzuckerspiegel). AuBerdem ist chronisch erhéhtes IL-6 mit Dyslipidamie
und muskuldrem Katabolismus assoziiert [11, 298]. Dabei freigesetzten Substrate kdnnen die
chronische Entziindung energetisch unterstiitzen und aufrechterhalten (,,energy allocator”-Konzept)
[11], ein circulus vitiosus schlie3t sich.

Die kontradiktorischen Effekte des IL-6 im Metabolismus sind in der Abbildung 5 zusammengefasst:

chronisch T bei Meta-Inflammation (pro-diabetogen)
IL—6 akut T bei korperlicher Aktivitat (anti-diabetogen)
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Abb. 5: Metabolische Funktionen von IL-6.

Das im Rahmen physikalischer Aktivitat akut und transient autokrin sezernierte Myokin IL-6 hat metabolisch
vorteilhafte, anabole und anti-diabetogene Effekte (in grin dargestellt), wie z.B. Muskelhypertrophie,
verbesserter Knochenumbau [11, 299], reduzierter Appetit [11, 244, 300, 301] und verzogerte
Magenentleerung [11, 302]. Chronisch erhdhtes IL-6, z.B. im Rahmen der Meta-Inflammation, wirkt sich eher
metabolisch destruktiv, katabol und pro-diabetogen aus (in rot dargestellt), bspw. durch IL-6-getriggerte erhohte
Cortisol-Ausschittung [11, 79, 260, 303], was zum Abbau peripherer Gewebe (Muskulatur, Knochen),
Stammfettsucht und Steatose [304-306] mit erhohter Gluconeogenese und hierdurch steigendem
Blutzuckerspiegel fuhrt. Created in https://BioRender.com
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Die metabolisch glinstigen Eigenschaften des IL-6 sollen in Zukunft Anwendung in der Therapie
metabolischer Erkrankungen (Adipositas, T2DM) finden. Zur Generierung respektive Herstellung eines
sicheren Therapeutikums muss das Zytokin allerdings so modifiziert werden, dass keine
proinflammatorischen Effekte auftreten. (vgl. Kapitel 1.6 und 1.7).

1.4 Interleukin-12-Familie

1.4.1 Definition & Mitglieder der IL-12-Familie

Die Interleukin-12-Familie umfasst die flinf Zytokine IL-12, IL-23, IL-27 (ebenfalls Mitglied der IL-6-
Familie vgl. 1.3.1), IL-35 und IL-39 [2]. Definiert ist die IL-12-Familie durch ihre klassische heterodimere
Zytokinstruktur [307] (siehe unten Kapitel 1.4.3).

1.4.2 Allgemeine Funktionen von IL-12 und IL-23

Die Zytokine der IL-12-Familie weisen ebenfalls sowohl spezifische als auch tUberlappende Funktionen
auf [5, 308]. Funktionelle Redundanzen entstehen durch die Nutzung gemeinsamer
Rezeptorkomponenten und Signalwege, sowohl innerhalb der IL-12-Familie als auch
familienlibergreifend mit der IL-6-Familie [5].

Eine zentrale biologische Rolle der IL-12-artigen Zytokine liegt in der Regulation der T-Zell-
Differenzierung [5]. Entsprechend sind vor allem T-Lymphozyten ihre Hauptzielzellen [5]. Die Sekretion
erfolgt Gberwiegend durch Immunzellen [5].

Interleukin-12:

Das proinflammatorische [2, 309, 310] IL-12 wurde von Trinchieri et al. [311] 1989 erstmals gereinigt
und aufgrund der Stimulation der IFNy-Produktion [312] in Natural-Killer (NK)-Zellen [313, 314] mit
folglich verstarkter Zytotoxizitat [315] als ,,NK-Zell-Stimulierender-Faktor” [5, 316] bezeichnet. I1L-12
fordert zudem die ThO-Differenzierung in Richtung Th1 [317-319] und damit verbundener erhéhter
Th1-Effektorfunktion mit gleichzeitig verminderter Th2-Antwort [5, 320].

Interleukin-23:

IL-23 ist ein proinflammatorisches [2, 321] Zytokin, dessen a-Untereinheit (p19) im Jahre 2000
entdeckt wurde [5, 322]. Immunologisch spielt IL-23 eine entscheidende Rolle in der Differenzierung,
Stabilisierung [323, 324] und Expansion (insb. zusammen mit IL-6) [5, 84, 86] von Th17-Zellen und ist
damit zentraler Akteur in chronischer Inflammation und Gewebsdestruktion [61].

1.4.3 Zytokinstruktur IL-12-artiger Zytokine

Die IL-12-Familie gehort wie die IL-6-Famlie zur Klasse | Hamatopoetin-Superfamilie. IL-12-artige
Zytokine sind Heterodimere. Sie bestehen aus einer vier-a-helikalen a-Untereinheit (dhnlich dem IL-6)
und der kovalent via Disulfidbriicken [2, 322, 325] daran gebundenen B-Untereinheit [5, 325]. Die B-
Untereinheit ist dhnlich wie ein l16slicher Himatopoetin Typ 1-Rezeptor aufgebaut [5] (vgl. Kapitel 1.3.4
und Abb. 3) und verfiigt iber eine Ig-Domane (D1) sowie zwei (Tandem-) Fibronektin lll-Domanen (D2,
D3) [326-328].

Bekannt sind drei a-Untereinheiten (p19, p28 und p35) sowie zwei B-Untereinheiten (p40, EBI3) [2].
,p19“ beschreibt ein Protein eines Molekulargewichtes von 19 kDa (Analoges gilt fir p35 und p40).
EBI3 bedeutet Eppstein-Barr-Virus (EBV) induced Gene [3].

In Tabelle 2 sind die Untereinheiten der einzelnen IL-12-Familienmitglieder aufgeschlisselt.
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Tabelle 2: Untereinheiten der IL-12-artigen Zytokine.
a-Untereinheiten

pl19 p28 p35
p40 IL-23 [2] bisher nicht IL-12 [2, 5]
B-Untereinheiten beschrieben [2]
EBI3 IL-39 [2] IL-27 [2] IL-35 [2]

Modifiziert nach Floss et al. [2]

1.4.4 Rezeptorkomplexe und -struktur der IL-12-Familie

IL-12-artige Zytokine adressieren ebenfalls Himatopoetin Typ 1-Rezeptoren (vgl. Kapitel 1.3.4 und
Abb. 3). Im Gegensatz zur IL-6-Familie sind alle Rezeptoren signaltransduzierend, auch der IL-23R [2],
obwohl dieser strukturell dem IL-6R dhnelt (vgl. Stalk-Region; vgl. 1.3.4).

Die Rezeptorkomplexe der IL-12-Familie sind in der folgenden Abbildung 6 dargestellt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe IL-12-artiger Zytokine.

a- als auch B-Untereinheit der IL-12-artigen heterodimeren Zytokine binden jeweils einen Rezeptor. Der a-
Untereinheits-spezifische Rezeptor (z.B. IL-23R fiir p19) wird als ligandenbindende (a) Kette bezeichnet [5, 62, 322].
Fir die Bindung IL-12-artiger Zytokine ist insbesondere die Immunglobulin (Ig)-Doméane (D1) von Bedeutung (vgl.
Abb. 3 und Abb. 31). Besonderheiten einzelner Rezeptoren: Dem IL-12RB1 und WSX-1 fehlt die D1 [2], dem IL-23R
die D4-6 (Stalk-Region). Besonderheiten einzelner Zytokine: IL-35 kann die abgebildeten verschiedenen
Rezeptorkomplexe adressieren [2], der Zytokinuntereinheit EBI3 fehlt die Ig-Domane [2]. Created in
https://BioRender.com

Der heterodimere IL-12-Rezeptorkomplex setzt sich aus dem IL-12RB1 und IL-12RB2 [5, 329, 330]
zusammen. Bei Koexpression beider Rezeptoren ist eine IL-12-Responsivitat der Zelle gewéhrleistet [5,
329]. Die a-Untereinheit des IL-12 (p35) bindet den IL-12RB2, die B-Untereinheit (p40) den IL-12RP1.
Der heterodimere IL-23-Rezeptorkomplex setzt sich aus dem IL-12RB1 und dem IL-23R zusammen.
Somit ist der IL-12RB1 Teil des IL-12- und des IL-23-Rezeptorkomplexes, da das IL-12RB1-bindende p40
sowohl die B-Untereinheit des IL-12 als auch des IL-23 ist. Die a-Untereinheit des IL-23 (p19) bindet
den IL-23R. Es konnte gezeigt werden, dass bei hohen IL-23-Konzentrationen auch IL-23R-Homodimere
signaltransduzierend sind [331, 332].

1.4.5 Zytokin/Rezeptor-Bindung und Komplexierung der IL-12-Familie

Im Gegensatz zur IL-6-Familie, deren Zytokine Uber drei Rezeptor-Bindestellen (Site I/11/111) verfigen,
sodass zwei bis drei Rezeptoren pro Ligand gebunden werden, bindet in der IL-12-Familie eine Zytokin-
Untereinheit lediglich einen Rezeptor; damit bestehen wesentliche Unterschiede zum IL-6-typischen
1-2-3-Bindungsparadigma.

Beim IL-23 ist die p19/p40-Interaktionsflache analog zur IL-6-Site | [176]. Die Site Il des IL-23 liegt in
der a-Untereinheit p19 und bindet, im Gegensatz zu IL-6 nicht an die CHR, sondern an die N-terminale
Ig-Domane des IL-23R [172, 176]. Nach erfolgter Site lll-Bindung an den IL-23R, bindet die
ausschlieBlich im p40 liegende Site |l den IL-12RB1 [176]. Die sequenzielle Rezeptorkomplexierung vom
IL-23 (vgl. 4.1.4 und Abb. 31) unterscheidet sich damit deutlich von dieser des IL-6.
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1.5 Crosstalks und Rezeptor-Promiskuitivitdten der IL-6- und IL-12- Familie

Die pleiotropen [4, 5] und teilweise redundanten Wirkungen IL-6- und IL-12-artiger Zytokine beruhen
unter anderem auch auf Rezeptor-Promiskuitivitat. Promiskuitivitdt beschreibt die Fahigkeit eines
Rezeptors, mehrere unterschiedliche Zytokine zu binden [152, 160] oder umgekehrt eines Zytokins
mehrere Rezeptoren zu adressieren — meist mit unterschiedlicher Affinitat. Nichtsdestotrotz werden
haufig ahnliche Signalwege (v. a. JAK-STAT) aktiviert [160].

Die IL-6-Familie zeigt eine begrenzte, die IL-12-Familie hingegen eine ausgepragte Rezeptor-
Promiskuitivitat [159, 307], bedingt durch ihre heterodimere Struktur.

Interspezies-Kreuzreaktivitdten (Crosstalks) bezeichnet, dass einige humane Zytokine murine
Rezeptoren binden und ein Signalling verursachen kdnnen, und/oder umgekehrt:

e hlL-6 bindet sowohl an hlL-6Ra als auch an mIL-6Ra [333], mIL-6 bindet jedoch nur an mIL-6Ra
[333], nicht aber an den hlIL-6Ra [333].

e hIL-6 kann an hiL-11Ra [334] und mIL-11Ra [334] binden.

e hlIL-11 bindet nicht an hiL-6Ra [335], aber an den mIL-11Ra [334].

e CNTF bindet primar an CNTFRa, kann jedoch auch IL-6Ra binden [139, 335, 336] und eine
Signaltransduktion mit gp130 und LIFR im Komplex induzieren [337]; bei hohen
Konzentrationen des murinen CNTF ist eine Signaltransduktion sogar ohne a-Rezeptor moglich
[336]. Andersherum bindet IL-6 nicht an den CNTFRa. CLC [22, 160, 189, 338, 339] bindet an
den CNTFRa. CNTF zeigt eine spezieslibergreifende Bioaktivitat [130].

e hLIF bindet an den mLIFR [192]. mLIF bindet nicht an den hLIFR [192].

e hOSM bindet an hOSMR, hLIFR [192-194] und mLIFR [192], jedoch nicht an mOSMR [192].

e mOSM bindet an mOSMR und mLIFR [192], aber nicht an humane Rezeptoren [192], weder an
hOSMR noch an hLIFR. Ein von mOSM gebundenes gp130/mOSMR-Heterodimer zeigt eine
starkerer Affinitat [340] bzw. Aktivierung [341] als eine Bindung an das Dimer gp130/LIFR.

e |L-12 zeigt keine Rezeptor-Promiskuitivitaten [322], hIL-12 ist nicht auf murinen Zellen aktiv
[342, 343], mlL-12 bindet jedoch humane Rezeptoren [343] und induziert eine
Signaltransduktion [185].

e hlL-23 und mIL-23 bedienen die Rezeptoren der anderen Spezies [172, 185].

Die Rezeptor-Promiskuitivitdten sowie die Crosstalks zwischen den Spezies (human und murin) gilt es
fir die Evaluation der Aktivierungsmuster von murinen (C2C12-, Hepal-6-) und humanen (HepG2-)
Zellen durch humane Zytokine und Cytokimera zu beachten (vgl. Kapitel 4).

1.6 Cytokimera

Designer-Zytokine lassen sich in Zytokin-Analoga (z.B. Synthekine [344], Neoleukine [345], Fusokine
[346]), chimare Zytokine [1] (Cytokimera) [347, 348] und synthetisch Zytokin-Rezeptor-Systeme wie
SyCyRs [63]) unterteilen.

Cytokimera sind chimare Zytokine, die einzelne Regionen verschiedener Zytokine in einem neuen
Designer-Zytokin vereinen [1]. Der Austausch einzelner Zytokinabschnitte erfolgt hierbei
strukturbasiert. Dies kann insbesondere bei Struktur-konservierten Zytokinen, wie bspw. den
Mitgliedern der IL-6-Familie (vier-a-helikale Struktur) trotz geringer Sequenzhomologie (~6% bei IL-6
und CNTF [1]) erfolgen.

Eine prominente Cytokimera ist IC7.

IC7 ist ein Cytokimera aus humanem (h) IL-6 und hCNTF [1]. ,1“ steht fir ,Interleukin-6“, ,C“ steht fiir
,CNTF“ und ,7“ steht fur die ,experimentelle Chiméar-Variante Nummer 7“ (siehe unten) [1]. Hierbei
wurden die in der Tertiarstruktur der Proteine nah beieinander liegenden Rezeptorbindestellen (Sites)
ausgetauscht: In das IL-6-artige Grundgerist (sog. Backbone, inkludierend Site | und Site 1l von IL-6)
wurde die Site Il des CNTFs transferiert [1].
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Abb. 7: Schematische Darstellung des IC7 und seiner Rezeptoren.
Die Site Ill des IL-6-Grundgeriistes wurde durch die CNTF-Site Il strukturbasiert
IC7 IL-

ausgetauscht. rekrutiert eine neuartige Rezeptorkonstellation aus
6Ra/gp130/LIFR. Created in https.//BioRender.com.

gp1 30' hiLera  JUFR

Anhand der bekannten CNTF-Rontgen- und IL-6-NMR-Struktur (Nuclear Magnetic Resonance,
Kernspinresonanz) [1] sowie mit Hilfe der Daten der Brookhaven Datenbank konnten die
Rezeptorbindestellen (Sites) in der Tertidrstruktur der Proteine lokalisiert werden (vgl. Abb. 2). Mithilfe
des WHAT IF-Programms [349] konnten die Strukturen der Zytokine verglichen (starke
Strukturahnlichkeit von IL-6 und CNTF [1, 196]) und ein Austausch weitgehend strukturhomologer
Abschnitte, die die Sites inkludieren, simuliert werden. An einigen Stellen wurden beim
strukturbasierten Austausch Anteile (Helices/Loops) um einige Aminosduren vergroRert oder
verkleinert, so resultierte der Transfer der CNTF-Site IIIB in das IL-6-Grundgerist in einer um funf
Aminosauren verbreiterten Helix B und einem um zwei Aminosduren verlangerten BC-Loop beim
Design des IC7 [1]. Abbildung 8 veranschaulicht den Austausch der Site lll.

Pl R40 N60 L1017 R113 L151 R168 M184
Bindestelle; [y e e
‘ \ ‘ > f i 1 I v 4 4
/4 1 / I / 7/
1 I "4 1 / /
A B C D
CNTF|
M1 E36 M56 L91 1109 G147 L162 M200
Bindestelle:
IC7

Abb. 8: Sequenzabschnitte von hiL-6 und CNTF fiir den Site lll-Austausch zum Chimardesign von IC7.
Modifiziert nach [1] Kallen et al.

Ausgetauscht wurde die gp130-bindende IL-6-Site llI (Site IlIA: R40-N60, Site 111B: L101-R113 und Site llIC: L151-
R168) gegen strukturhomologe CNTF-Abschnitte, die unter anderem das LIFR-bindende Modul (C-terminale B-
Helix, B-C-Loop, C-D-Loop, N-terminale D-Helix) umfassen [1, 350]. Die drei CNTF-Sequenzabschnitte sind E35-
M56, L91-1109, und G147-L162 und wurden in den hIL-6-Backbone transferiert. Bei den weiteren von Kallen
synthetisierten Cytokimera 1C1/2/3/4/5/6 wurden andere Tertidrstrukturanteile ausgetauscht. IC7 zeigte
schlussendlich jedoch die hochste biologische Aktivitat. Created in https://BioRender.com

Das Cytokimera IC7 bindet somit via Site | den IL-6Ra, via Site 1l gp130 und Uber die Site 11l den LIFR,
eine Rezeptorkonstellation, die mit keinem natirlichen Zytokin adressiert wird [1]. Die responsive
Zellpopulation muss also alle drei Rezeptoren (IL-6Ra, gp130 und LIFR) exprimieren und ist damit im
Vergleich zum IL-6 geschrumpft [1]. IC7 ist also spezifischer als IL-6 [1] und induziert entsprechend
seines Rezeptorkomplexes ein CNTF-artiges, aber IL-6Ra-abhangiges JAK-STAT3-Signalling [1]. Der IL-
6Ra muss nicht notwendigerweise membranstdndig sein [1], bei Zugabe von sIL-6R konnte ein IC7-
Trans-Signalling beobachtet werden [1]. Durch die hohe Spezifitdt und die Wirkung als (vermutlich)
kompetitiver Antagonist zu IL-6 erschien IC7 therapeutisch interessant.

1.6.1 Cytokimera in der Therapie metabolischer Erkrankungen (IC7Fc)

IC7Fc ist ein Fc-fusioniertes Designerzytokin auf Basis von IC7 und ist als Therapeutikum fir
metabolische Erkrankungen wie Adipositas und T2DM in der praklinischen Entwicklung. Ziel ist es, die
metabolisch glnstigen Effekte von IL-6 (z.B. verbesserte Insulinsensitivitat, Appetitregulation; vgl.
1.3.8.1.1 und Abb. 5) zu nutzen, ohne dessen proinflammatorische Wirkungen zu verstarken [351].
Durch Fusion mit einer Fragment crystallizable (Fc)-Domane eines humanen IgGs steigt die
Molekiilgroe (51,8 kDa), sodass die Halbwertszeit verlangert wird (verzogerte renale Elimination,
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Recycling durch den hepatischen neonatalen Fc-Rezeptor [352-354]), wodurch stabilere systemische
Effekte erzielt werden [351].

Im Mausmodell verbesserte IC7Fc die Glukosetoleranz, erhéhte die Insulin- und Inkretinsekretion,
steigerte die B-Oxidation, reduzierte Korpergewicht sowie Fettmasse und férderte
Muskelhypertrophie und Knochendichte [351].

Sicherheitsuntersuchungen in nicht-humanen Primaten und in vitro zeigten keine inflammatorischen
Nebenwirkungen und keine Bildung neutralisierender Anti-Drug-Antikérper (ADA) [351]. Im Gegensatz
dazu scheiterte das CNTF-basierte Therapeutikum Axokine® urspringlich zur Therapie der
Amyolotrophen Lateralsklerose, unter derer die Probanden stark an Gewicht verloren [351, 355-358],
aufgrund der hoher ADA-Rate [351, 354, 357, 359]. Das geringere Immunogenitatsrisiko von IC7Fc wird
auf das physiologisch extrazelluldre Vorkommen von IL-6 zurlickgefiihrt, wéhrend der neuronale
Wachstumsfaktor CNTF ein intrazellulares Zytokin ist (vgl. 1.3.2).

Ob die im Mausmodell beobachteten Effekte auf den Menschen (bertragbar sind, bleibt bisher offen.
Die Wirkung von IL-6 ist stark kontextabhangig [11, 216, 351, 360] und das Zytokinmilieu chronisch
erkrankter T2DM-Patienten unterscheidet sich wesentlich von dem junger Mausmodelle.

1.6.2 Nachfolger von IC7

Am hiesigen Institut wurden die neuen Cytokimera GIL-6, GIO-6 und GIL-11 mittels strukturbasierten
Austausches der Site Ill generiert und auf Ba/F3-Zelllinien, die die entsprechenden Rezeptoren stabil
exprimieren, funktionell charakterisiert.

GIL-6 und GIO-6 basieren — analog zu IC7 — auf einem IL-6-Backbone mit transferierter Site Il aus LIF
(GIL-6) bzw. OSM (GIO-6). GIL-11 besitzt ein IL-11-Grundgerust mit einer Site 1l aus LIF. Entsprechend
adressieren sie die Rezeptorkomplexe hiL-6Ra/hgp130/hLIFR (GIL-6), hIL-6Ra/hgp130/hOSMR (GIO-6)
und hiL-11Ra/hgp130/hLIFR (GIL-11).

GIL-6 und GIO-6 wurden als Fc-, GIL-11 als TwinStrep-Fusionsprotein eingesetzt (IC7Fc, GIL-6Fc, GIO-
6Fc, GIL-11Ts folglich synonym mit IC7, GIL-6, GIO-6 und GIL-11 zu bezeichnen). Die biologische
Aktivitat aller drei Cytokimera wurde in Vorarbeiten auf Ba/F3-Zellen bestatigt.

1.7 Ziele dieser Arbeit

Angesichts der steigenden Pravalenz von T2DM, Adipositas und dem Metabolischen Syndrom besteht
Bedarf an gezielt wirksamen Therapeutika, da bisherige Antidiabetika die chronische Meta-
Inflammation nicht urséchlich adressieren. Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung neuartiger
Designerzytokine (Cytokimera) mit potenziell therapeutischem Nutzen.

Nach der Vorlage des IC7Fc sollen in dieser Arbeit erstmals chimare Zytokine aus der IL-6- und IL-12-
Familie (pIL35 und plL19, jeweils auch als Fc-Fusionsproteine) generiert, gereinigt und hinsichtlich ihrer
biologischen Aktivitat und Bindungskinetik untersucht werden (Stimulations-/Proliferationsassays,
Immunprazipitation, Oberflachenplasmonenresonanz).

Darliber hinaus sollen die bereits etablierte Cytokimera (IC7, GIL-6, GIO-6, GIL-11) auf metabolisch
relevanten murinen und humanen Zelllinien (C2C12, Hepal-6, HepG2) funktionell weiter
charakterisiert werden. Die Ergebnisse dienen sowohl der Analyse zelluldrer Aktivierungsmuster als
auch als Grundlage fiir weiterflihrende metabolische in vitro-Untersuchungen (z. B. Seahorse-Assay)
und zukiinftige in vivo-Studien mit dem Ziel einer therapeutischen Anwendung bei metabolischen und
kardiovaskularen Erkrankungen.
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2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika.

Antibiotika Stammkonzentration Arbeitskonzentration Hersteller
Carl Roth,
Ampicillin 100 mg/mL gguirs?lit;z%;qolgg/ml}mL Karlsruhe,
& ' HE Deutschland
Carl Roth,
Hygromycin B 100 mg/mL 2 mg/mL Karlsruhe,
Deutschland
- Genaxxon, Ulm,
Penicillin 10.000 U/mL 60 mg/L Deutschland
Carl Roth,
Puromycin 1 mg/mL 3 ug/mL Karlsruhe,
Deutschland
Streptomycin 10 mg/mL 100 mg/L Genaxxon, Ulm,

Deutschland

2.1.2 Antikorper

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sind Tabelle 4 gelistet.

Tabelle 4: Verwendete Antikorper.

Antikorper Wirt Verdiinnung Hersteller Artikelnummer
- BD Biosciences,
APC Streptavidin - 1:100 Becton, USA 554067
Thermo Scientific,
E;i?jtifrf POD- Kaninchen 1:2.000 st. Leon-Rot, 31402
Jug Deutschland
R&D Systems
a-human (h) .
L Ziege 1:300 GmbH, BAF1959
IL12RB2-biotinyliert Minneapolis, USA
a-hlL-6Ra Maus [361] 1:1.000 AG Scheller -
a-mouse (m) I1gG- Thermo Scientific,
POD-konjugiert Ziege 1:2.000 St. Leon-Rot, 31432
konjugiert Deutschland
. Thermo Scientific,
gggf’f:n%) 'igeft' Ziege 1:2.000 st. Leon-Rot, 31462
Iue Deutschland
Cell Signaling
a-Akt Kaninchen 1:1.000 Technology, 9272
Danvers, USA
Cell Signaling
a-HA-Tag Kaninchen 1:1.000 Technology, 3724
Danvers, USA
a-hiL-12RB2 Ratte 1:100 BD Biosciences, 55725
’ Becton, USA
. R&D Systems
a-hIL-23R Ziege L:40 flr FACS, 1:1.000 o BAF1400

fir Co-IP

Minneapolis, USA




Material und Methoden

a-miL-6R (CD126)-

BD Biosciences

PE Ratte 1:300 Pharmingen, 554462
Becton, USA
Santa Cruz
a-miL-6Ra Maus 1:500 Biotechnology, sc-374259
Dallas, USA
a-mil-6RaDuoset . 11,000 Zi‘]%:“ems DY1830, Part
ELISA Minneapolis, USA number: 841966
o-mouse IgG; . Thermo Scientific,
Alexa Fluor™ 488 Ziege 1:500 St. Leon-Rot, A.11029
Deutschland
Cell Signaling
a-Phospho-Akt Kaninchen 1:1.000 Technology, 4060
Danvers, USA
zlg'(; 'fli;) meqy | Ziege 1:100 Dianova 112-607-003
a-goat 1gG LI-COR Biosciences
GmbH, Bad
IRDye 800CW Esel 1:10.000 926-32214
Homburg,
Deutschland
LI-COR Biosciences
:’Egy‘;”g;i% Esel 1:10.000 E:‘;’E;E;d 926-68072
Deutschland
Cell Signaling
a-myc-Tag Kaninchen 1:1.000 Technology, 2278
Danvers, USA
Cell Signaling
a-Phospho-STAT3 Kaninchen 1:1.000 Technology, 9145
Danvers, USA
LI-COR Biosciences
:’Egﬁbgo'gcew Ziege 1:10.000 E:‘;’E;E;d 926-32213
Deutschland
Cell Signaling
o-STAT3 Kaninchen 1:1.000 Technology, 4904
Danvers, USA
Thermo Scientific,
a-hFc Ziege 1:1.000 St. Leon-Rot, 31163
Deutschland
Cell Signaling
o-STAT3 Maus 1:1.000 Technology, 9139
Danvers, USA
Thermo Scientific,
orhFe POD- Kaninchen 1:1.000 st. Leon-Rot, 31423
konjugiert

Deutschland

2.1.3 Chimare, Zytokine und Proteine

In Tabelle 5, Tabelle 6 und Tabelle 7 sind die verwendeten Chimaren, Zytokine und Proteine

zusammengestellt.

Tabelle 5: Verwendete Chimdre.

Chimar

Stammkonzentration (ug/ml)

Herkunft

GIL-11Ts

170

AG Scheller
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GIL-6-Fc 214 AG Scheller
GlO-6-Fc 256 AG Scheller
IC7-Fc 200 AG Scheller
pIL19 (IL-6/p19) 105 In dieser Arbeit generiert
pIL35 (IL-6/p35) 111 In dieser Arbeit generiert

Tabelle 6: Verwendete humane/murine Zytokine.

Zytokin Stammkonzentration (ug/ml) Herkunft
Flag_Humanes Hyper-IL-12-Ts 0,5 AG Scheller
Humanes CNTF 10 R&D Systems GmbH,
Minneapolis, USA; 257-NT
Humanes Hyper-IL-11-Ts 0,1 AG Scheller
Humanes Hyper-IL-6 5 AG Scheller
Humanes IL-11-Ts 100 AG Scheller
Humanes IL-6 100 Miltenyl Biotec GmbH; 170-
076-160
Humanes IL-6-Fc 235 AG Scheller
Humanes LIF 10 R&D Systems GmbH,
Minneapolis, USA; 7734-LF
Humanes OSM 10 R&D Systems GmbH,
Minneapolis, USA; 295-OM
Murines Hyper-IL-27 315 AG Scheller
Murines OSM-TEV 1026 AG Scheller
TS_Humanes Hyper-IL-23 1710 AG Scheller
Tabelle 7: Verwendete Proteine.
Protein Stammkonzentration (ug/ml) Herkunft
Humanes IL-12/1L-23 p40 Monomer 1 R&D Systems GmbH,
Minneapolis, USA
Humanes Insulin 10.000 AG Ahmadian
Loslicher humaner hiL-6Ra 100 R&D Systems GmbH,
Minneapolis, USA
Loslicher humaner hiL-12RB2 500 Biomol GmbH, Hamburg,
Deutschland
Loslicher humaner hiL-23P 250 Biomol GmbH, Hamburg,
Deutschland
Losliches gp130Fc 100 AG Scheller
2.1.4 Chemikalien
Tabelle 8 zeigt in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien.
Tabelle 8: Verwendetet Chemikalien.
Chemikalie Hersteller
Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Biozym LE Agarose

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Bovine Serum Albumine (BSA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe, Deutschland

cOmplete, EDTA-free protease inhibitor cocktail Tabletten

Roche, Severin, Schweiz

Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Merck, Darmstadt, Deutschland
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dNTP-Mix (25 nM)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot. Deutschland

Eisessig (Ethansaure)

VWR Chemicals, Randor, USA

Essigsdure (CH3COOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Express DNA Ladder 100-5000 Basenpaare (bp)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Gibco™Opti-MEM™ Serumreduziertes Medium

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland

HD-Green Plus DNA StainR INTAS, Gottingen

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Kaliumacetat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCl)

VWR International BVBA, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

LB-Medium

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ligase

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Roth, Karlsruhe

Natriumcarbonat (Na,COs)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Natriumcitratdihydrat

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Natriumfluorid (NaF)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumorthovanadat (NasVO,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

NP-40 (Nonident P-40 Detergens)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Nukleasefreies Wasser

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Duetschland

Orange G/Blue Loading-Dye Solution (6x)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deustchland

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Polybren Transfection Reagent TR-1003-G

Merck Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Polyethylenglycol 4000 (PEG4000)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Polyethylenimin

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Protein-A-Agarose

Roche, Severin, Schweiz

Restriktionsenzyme (Hindlll, Ndel, Nhel, Notl, Pmel, Xbal,

Xhol)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

RNase

Qiagen, Hilden, Deutschland

Salzsdure (HCI)

Roth, Karsruhe, Deutschland

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

R-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Sterilium classic pure Handedesinfektionsmittel

Bode Chemie GmbH, Hamburg

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tris

Bethesda Research Laboratories, New Jersey,
USA

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

TriTrack DNA-Ladefarbstoff (6x)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Trypan Blue Dye 0,4%

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Trypsin/EDTA (10x solution)

GENAXXON bioscience

Turbofect Transfektionsreagenz

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Tween® 20

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Zelldissoziationsreagenz Gibco™ StemPro™ Accutase™

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Zitronensaure

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland




Material und Methoden

2.1.5 Gerate

Alle eingesetzten Gerate sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Verwendete Gerate.

Geradte

Hersteller

AKTA Start

GE Healthcare, Chicago , USA

Analysewaage KERN EMB 2000

Kern&Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland

Analysewaage Sartorius

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Autoklav Laboklav 25

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/Satuelle,
Deutschland

Automatischer Zellzdhler TC10 mit CSA Printer Citizen-
Systems

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

BD FACS Canto Il

Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Biacore X 100 mit Sensor Chip Protein-A

Cytiva, Freiburg im Breisgau, Deutschland

Bunsenbrenner

Campingaz, Hungen-Inheiden, Deutschland

CO,-Inkubator HERAcell® 150

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Coomassie-Geldokumentation iPhone 13 Pro

Apple, Cupertino, USA

Dewar-GefaR

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Digital Monochrom Printer P93DW

Mitsubishi Electric, Senai, Malaysia

Digitalmikroskop BZ-9000

Keyence, Osaka, Japan

Drehteller-Rotator

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Dual LED Blue/White Light Transilluminator

Thermo Scientific, St. Leon.Rot, Deutschland

ECL ChemoCam Imager

INTAS, Gottingen, Deutschland

Elektrophorese-Spannungsquelle PowerPac Basic

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Etikettendrucker

Dymo, Deutschland

Etikettendrucker BMP51

Brady, Milwaukee, USA

Flexibler Uberkopfmischer Digi Mixer

Sunlab Instruments, Mannheim, Deutschland

Flexibler Uberkopfmischer Intelli-Mixer

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Fluorometer Infinite® M200 PRO

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Gefrierbehélter Mr. Frosty

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Gefrierschrank Forma 900

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Geldokumentationssystem Gel Jet Imager

INTAS, Gottingen, Deutschland

Geldokumentationssystem Odyssey XF Imager

LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg
Deutschland

Hamilton-Pipette

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Hebelschneidemaschine IDEAL 1058

IDEAL, Balingen, Deutschland

Heizbad

Lauda Dr. Wobser GmbH & Co.KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

HiTrap MabSelect PrismA Protein-A-Saule

Cytiva, Pasching, Osterreich

Kihlschrank

Liebherr GmbH, Rostock, Deutschland

Kihlzentrifuge 5417 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kihlzentrifuge Frescol7

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot,
Deutschland

Kulturschiuttler Multitron HT

INFORS GmbH, Einsbach, Deutschland

Leuchtplatte

Rex, Blaustein, Deutschland

Magnetrihrer mit Heizung

Heidolph Instr. GmbH, Schwabach, Deutschland

Mehrkanalpipette mit Pipettierreservoir

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Messpipetten

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Mikropipetten Research

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Primovert

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikrowelle

Siemens, Munchen, Deutschland

Mini-PROTEAN Short plates & glass plates

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Minizentrifuge

Axon, Kaiserslautern, Deutschland

Multipipette Mehrfachdispenser-Pipette mit Combitips

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

NanoDrop 2000

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland
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4D-Nucleofector Unit

Lonza, Basel, Schweiz

Orbitalschittler

Ohaus, Nanikon, Schweiz

PCR Thermozykler peqStar

Peglab, Erlangen, Deutschland

pH-Meter

Sartorius, Ratingen, Deutschland

Pipettierhelfer

Labsolute, Renningen, Deutschland

Pipettierhelfer Pipetus-Akku

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Plattformschuttler Titramax 1000

Heidoph-Instruments, Kelheim, Deutschland

QuantStudio 3 Real-Time PCR Instrument

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Rollmischer SRT 9D

Bibby Scientific, Staffordshire, England

Rotilabo-Spritzenfilter, PVDF, steril, PorengréRe
0,22pum und 0,45um

Carl Roth, Karlsruhe Deutschland

SDS-Gel-Preparations-System

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sterilbank

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Sterilbankpumpe

HLC BioTech, Bovenden, Deutschland

Taschenrechner CASIO fx-991DE PLUS

Casio Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland

Thermomixer compact & comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® Turbo Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

UV-Tisch Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld,
Deutschland

Vortexer Neolab, Heidelberg, Deutschland

Western Blot Elektrophoresekammer: Mini-PROTEAN

Tetra Vertical Electrophoresis Cell

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Western Blot Walze

Thermo Sciences, St. Leon-Rot, Deutschland

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.6 Kits

In Tabelle 10 sind alle Kits aufgefiihrt, die bei dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 10: Verwendete Kits.

Kit Hersteller
Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland
BD Biosciences, Becton, USA
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland
Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

BCA Protein Assay

BD-FACSDiva CS&T Research Beads
CellTiter-Blue Cell Viability Assay

Dream Taq DNA Polymerase + Dream Taq 10x Buffer
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)
Immobilon Western chemilumineszentes HRP-
Substrate

iTag™ Universal SYBR green One-Strep Kit
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi

Nucleofector Kit SF Cell Line Solution Box, large
Volume

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin® RNA

SignalFire Elite ECL Reagent

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Cell Signaling Technology, Danvers, USA

2.1.7 Kulturmedien

In Tabelle 11 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Medien zur Kultivierung von Bakterien
und eukaryotischen Zellen aufgelistet.

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Kultivierungsmedien.
Kulturmedium Zusammensetzung/Hersteller
C2C12- Dulbecco’s modified eagle medium, high glucose (4,5 g/L) with stable
Differenzierungsmedium glutamine; Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland
+ Horse Serum
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+ 1% Penicillin/Streptomycin

DMEM™

Dulbecco’s modified eagle medium, high glucose (4,5 g/L) with stable
glutamine; Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

HepG2-Medium DMEM/F-12
(1:1) (1X) + GlutaMAX-I

Dulbecco’s modified eagle medium F-12 nutrient mixture (Ham); Thermo

Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

+10% FBS
+1,1% Penicillin/Streptomycin

DMEM*/*

Dulbecco’s modified eagle medium, high glucose (4,5 g/L) with stable
glutamine; Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

+10% FBS
+ 1% Penicillin/Streptomycin

Expi293 Expression Medium +
GlutaMAX-I

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

FBS (FCS)

Ultra-low IgG fetal bovine serum (fetal calf serum); Thermo Scientific, St.

Leon-Rot, Deutschland

Horse Serum

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Kryokonservierungsmedium
fir adharente Zellen (C2C12,
Hepal-6, HepG2)

20% FBS, 10% DMSO, 1% Penicillin/Streptomycin,

Kryokonservierungsmedium
fur Ba/F3-Zellen

90% FBS, 10% DMSO

LB-Agar

0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, Trypton (10 g/L), 1,5% Agar-Agar

LB-Medium

0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, Trypton

2.1.8 Oligonukleotide

Zur Klonierung oder Sequenzierung von Plasmid-DNA (pDNA) und Genfragmenten wurden
Oligonukleotide extern von der Firma Eurofins MWG Operon GmbH (Ebersberg, Deutschland)
synthetisiert und sind in Tabelle 12 aufgelistet.

Tabelle 12: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide zur Sequenzierung und Klonierung von pDNA und

Genfragmenten.

Name/Bezeichnung Sequenz (5'=>37)
DF17 (pcDNA3.1) reverse 5-AGG CAC AGT CGA GGC TG-3’
DF534 (HA-FP2) forward 5‘-ATT ATG CCG GCT ATC CCT ATG ACG T-3/
DF85 (5'pMOWS) forward 5-AGC CCT TTG TAC ACC CTA AGC-3/
DF86 (3'pMOWS) reverse 5-AGC AAT AGC ATG ATA CAA AGG-3’

DF87 (pcDNA3.1, T7-

forward 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’
Promotor)
GAPDH reverse 5-ACC ACC CTG TTG CTG TAG CCA A-3’
GAPDH forward 5-GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC G-3’
hIL-6R reverse 5’-ACT TCC TCA CCA AGA GCA CAG C-3’
hIL-6R forward 5’-GAC TGTGCA CTTGCT GGT GGA T-3’
JE102 (mIL-6Rwt) forward 5’-CTG GGA CCC GAG TTA CTACTT -3’
JE103 (mIL-6Rwt) reverse 5’-CAG CAA CAC CGT GAACTCCTTT-3’
MyoD reverse 5'-/CT GTA CTA GGC GGT CTC GT-3’
MyoD forward 5'-CTT CTA CCC ACC TGG ACC G-3'
Myog reverse 5'-GTT GCG ACC GAA CTCCAG TG-3'
Myog forward 5'-CTT GCT CAC CTC CCT CAA CC-3'
PR18 (mLIFR) forward 5’-ATG CAA ACG GTC TGA AGA GAG-3’
PR19 (mLIFR) reverse 5’-TGG GTG ACA AGA ATG GAA CCT-3’
PR20 (mOSMR) forward 5-GGG AAC CTG GGG TAG ATA CGA -3¢
PR21 (mOSMR) reverse 5- GCC TTT GGA TGA ACT CTA TGG G-3°
PR26 (mIL-11R) forward 5‘- CTC TTG CCA AGC GGT AGA CTA-3’
PR27 (mIL-11R) reverse 5’- GGA TGG ACT TTC CCT CTG ACT C-3’
B-Actin reverse 5’-CGC TCA GGA GGA GCA ATG-3’
B-Actin forward 5’-TGA CAG GAT GCA GAA GGA GA-3’




2.1.9 Plasmide

Material und Methoden

Nachfolgend sind die wahrend dieser Arbeit verwendeten Plasmide im Folgenden aufgelistet.

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten und klonierten Plasmide.

Name Referenz Resistenz
pMOWS_hygroMCS hiIL-6R wt_3xHA AG Scheller Ampicillin, Hygromycin
pMOWS_puro_hIL-6Rwt_3xHA AG Scheller Ampicillin, Puromycin
p409-hIL-12RB2 AG Scheller Ampicillin
p409-hIL-23R-P310 AG Scheller Ampicillin
pEGFP AG Scheller Kanamycin
pMOWS_puro_GFP AG Scheller Ampicillin, Puromycin
pcDNA3.1_hIL-6Rwt_3xHA AG Scheller Ampiciilin
pcDNA3.1_3xHA_hIL-6Rwt AG Scheller Ampicillin
In dieser Arbeit generiert aus

pcDNA3.1 Signalpeptid_myc_IL6/p35_Fc (plIL35) pcDNA3.1 mit IL6/p19 von Ampicillin
GeneUniversal, Newark, USA
In dieser Arbeit generiert aus

pcDNA3.1 Signalpeptid_myc_IL6/p19 Fc (pIL19) pcDNA3.1 mit IL6/p35 von Ampicillin

GeneUniversal, Newark, USA

2.1.10 Puffer und Losungen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Puffer sind aus Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: Verwendete Puffer und Losungen.

Lésungen/Puffer

Zusammensetzung/Hersteller

10% APS

5g Ammoniumperoxidsulfat (APS) auf 50

mL Aqua dest.

10x Standard Restriktionspuffer (rot, orange, tango)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot,

Deutschland

10x T4 DNA Ligasepuffer

Thermo Scientific, St. Leon-Rot,

Deutschland

5x Lammli-Pfuffer

20% SDS
50% Glycerol

1 M Tris-HCl, pH 8,8
5% B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

6x Lammli SDS-PAGE Probenpuffer

375 mM Tris-HCl, pH 6,8

9% SDS
50% Glycerol

9% B-Mercaptoethanol
0,03% Bromphenolblau

Blockierldsung 5% Magermilchpulver in TBS-T

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Blockierldsung Intercept TBS

LI-COR Biosciences GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

BSA-Losung 5% BSA in TBS-T

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Citratpuffer pH 3,3

8,35 mM Natriumcitratdihydrat
41,65 mM Zitronensaure

Citratpuffer pH 5,5

35,17 mM Natriumcitratdihydrat
14,83 mM Zitronensaure

Coomassie-Entfarbeldsung

35% Ethanol

10% Essigsaure

Coomassie-Farbelésung

35% Ethanol

10% Essigsaure

0,3% Coomassie Brilliant Blue G250

Ethanol (70%, 96% 99,9%)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

FACS-Puffer

1% BSA in PBS
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IP-Lysis Puffer

+20 mM Tris-HCl, pH 7,5

1 mM EDTA

150 mM NacCl

1mM Na3VO4

10 mM NaF

1 mM PMSF

0,5% NP-40

cOmplete, EDTA-free protease inhibitor
cocktail Tablette (1 Tablette fir 50 mL
Puffer)

JAK-Lysis Puffer

10 mM Tris-HCl, pH 7,5

150 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,5% NP-40

1 mM NaCOs

10 mM MgCl,

cOmplete, EDTA-free protease inhibitor
cocktail Tablette (1 Tablette fir 50 mL
Puffer)

Orange G Ladepuffer

30% Glycerol
50 mM EDTA
0,25% Orange G

Phosphat Buffered Saline (PBS)

1,5 mM KH2PO4

2,7 mM KCl

8,1 mM Na;HPO4
137 mM NaCl, pH 7,4

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

SDS-PAGE Running Buffer 0,1 M Glycin

0,1% SDS

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
SDS-Sammelgelpuffer 0,4% SDS

SDS-Trenngelpuffer

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

Solution 1 (S1) fiir DNA-Minipradperation

50 mM Glukose

25 mM Tris-HCl, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
1:1.000 RNase

Solution 2 (S2) fiir DNA-Minipradperation

200 mM NaOH
1% SDS

Solution 3 (S3) fiir DNA-Minipradperation

3 M Kaliumacetat
11,5% Essigsdure

TAE-Puffer

400 mM Tris-HCl, pH 8,8
10 mM EDTA
200 mM Essigsaure

TBS-T

5 M Nacl
200 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,1% Tween20

Transferpuffer

250 mM Tris-HCl, pH 8,0
2 M Glycerin

0,01% SDS

5% Methanol

Tris Buffered Saline (TBS)

5 M NaCl
200 mM Tris-HCI, pH 7,5

Trypsin/EDTA-L6sung

1:10 Trypsin/EDTA (10x) in PBS
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Eine Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien ist in Tabelle 15 gezeigt.

Tabelle 15: Liste der benutzten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit

Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

BCA-96-Well Microplate, PS, F-Bottom, Non-Binding

Greiner AG, Kremsmunster,
Osterreich

Einmalspritze Omnifix Luer Lock Solo 10 mL

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Einmalspritze Omnifix Luer Solo 20 mL

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Falcon Reaktionsgefdfle (15 mL und 50 mL)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Kryoréhrchen VWR, Randor, USA
Microtubes (1,5 mL und 2 mL) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
NAP-25-Saule GE Healthcare, Chicago, USA).

Nitrilhandschuhe

Ansell, Minchen, Deutschland

Nitrocellulosemembran

Cytiva, Pasching, Osterreich

PCR Kappen Gr. 125

StarLab, Hamburg, Deutschland

PCR Tubes 0,2 mL

StarLab, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

PVDF-Transfermembran

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Real-Time-PCR 96-Well Platte: MicroAmp Endura Plate
Optical 96-Well Clear Reaction Plate applied biosystems

Life technologies, Singapore

Real-Time-PCR-Folie fur die 96-Well-Platte: StarSeal
Sealing Tape Polyolefin Film 100

Starlab, Hamburg, Deutschland

T75 Flaschen

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

TC-Zellkulturschale 10 cm? (adhérente Zellen)

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

TC-Zellkulturschale 6-well

TPP, Trasadingen, Schweiz

TC-Zellkulturschale 96-well

TPP, Trasadingen, Schweiz

Whatman-Papier

VWR, Randor, USA

Zellkulturschale 10 cm? (Suspensionszellen und Bakterien)

Greiner bio-one, Solingen,
Deutschland

Zellkulturschale 6-Well

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschale 96-Well

CytoOne, Hamburg, Deutschlandz

Zellzahlkammer Dual-Chamber Cell Counting Slide

Bio-Rad, Muinchen, Deutschland

2.1.12 Zelllinien und Bakterienstdmme

Zur Klonierung und Amplifikation von pDNA wurde der Bakterienstamm Escherichia coli (E. coli) XL1-
Blue verwendet (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Die verwendeten eukaryotischen

Zellen sind im Folgenden in Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: Liste der verwendeten eukaryotischen Zelllinien.

Zelllinie Herkunft

Zellart

Hersteller

Ba/F3 gp130 Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen

Immunex, Seattle, USA

Ba/F3 gp130, hiL-12RB1 Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen,

AG Scheller [331]

die HIL-6 -abhéngig

proliferieren
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Ba/F3 gp130, hiL-12RB2

Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen,
die HIL-6 -abhdngig
proliferieren

AG Scheller

Ba/F3 gp130, hiL-12RP2,

hIL-6R

Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen,
die HIL-6 -abhdngig
proliferieren

In dieser Arbeit generiert

Ba/F3 gp130, hiL-23R

Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen,
die HIL-6 -abhangig
proliferieren

AG Scheller

Ba/F3 gp130, hiL-23R,
hIL-6R

Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen,
die HIL-6 -abhdngig
proliferieren

In dieser Arbeit generiert

Ba/F3 gp130, hLIFR,
hCNTFR

Murine pra B-Zelllinie

Suspensionszellen,
die HIL-6 -abhdngig
proliferieren

AG Scheller

C2C12 Murine Myoblasten Adharente Zellen DSMZ ACC 565, Braunschweig,
Deutschland

Expi293 Humane embryonale  Suspensionszellen Thermo Scientific, St. Leon-Rot,
Nierenzelle Deutschland

HEK293T Humane embryonale  Adhédrente Zellen DSMZ ACC 635, Braunschweig,
Nierenzelle Deutschland

Hepal-6 Murine Hepatoma Adharente Zellen DSMZ ACC 175, Braunschweig,

Deutschland

Hepal-6 (IL-6R)

Murine Hepatoma

Adharente Zellen

In dieser Arbeit generiert

HepG2 Humane Hepatoma/  Adharente Zellen DSMZ ACC 180, Braunschweig,
Hepatoblastoma Deutschland
Zellen

Phonix-Eco Humane embryonale  Adhédrente Zellen DKFZ, Ursula Klingmdiller,

Nierenzelle Heidelberg, Deutschland
Primare murine Maus Primar isolierte McFarland-Mancini et al. [362]
Hepatozyten IL-6R-K.O. Hepatozyten
Primare murine Maus Primér isolierte C57BL/6N
Hepatozyten Wildtyp Hepatozyten
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 DNA-Gelelektrophorese

Durch die Gelelektrophorese wurde Desoxyribonukleinsdure (DNA) hinsichtlich ihrer GroRe analysiert.
Hierbei werden negativ geladene DNA-Molekiile im 1%igen Agarosegel nach Anlegung der elektrischen
Spannung entsprechend ihrer Molekiillange voneinander getrennt: Kleine Fragmente wandern
schneller zur Anode als groRe Fragmente. Das Agarosegel wirkt hier als molekulares Sieb. Sichtbar
gemacht werden die groRenspezifisch getrennten DNA-Fragmente durch 0,0002%-iges HD-Green. HD-
Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher mit der DNA interkaliert und diese somit unter UV- oder
auch LED-Bestrahlung sichtbar macht. Das entstandene Bandenmuster wurde mittels eines
Geldokumentationssystems (INTAS, Gottingen, Deutschland) dokumentiert.

2.2.1.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die in der Agarosegelelektrophorese getrennten DNA-Fragmente wurden auf dem UV-Tisch bei 365
nm sichtbar gemacht. Das Gelstlick mit der Bande, welche das gewlinschte DNA-Fragment enthalt,
wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 2 mL Microtube tberfihrt. Die Isolation der DNA
aus dem Gel erfolgte gemaR der Herstellerangaben mittels NucleoSpin® -Gel and PCR Clean-up Kit.

2.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure und Proteinen

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren und Proteinen wurde mittels NanoDrop 2000
spektroskopisch bestimmt. Die Konzentration von DNA und RNA wurde bei 260 nm gemessen, die
Reinheit tiber das Absorbtionsverhaltnis A260/A280 bestimmt. Der Quotient soll fir DNA bei 1,8 und
fir RNA bei 2,0 liegen. Niedrigere Werte deuten auf eine Kontamination hin. Die
Konzentrationsmessung von Proteinen erfolgt bei 280 nm. Bei dieser Wellenlange haben aromatische
Aminosduren wie Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin ihr Absorbtionsmaximum. Da der Anteil
aromatischer Aminosduren in Proteinen variabel ist, wurde das Lambert-Beer-Gesetz zur
Konzentrationsbestimmung herangezogen: Der Extinktionskoeffizient e beriicksichtigt die in einem
Protein enthaltene Anzahl aromatischer Aminosauren:
mg Azsgo

Konzentrationm = m X 1(cm) X Molekulargewicht (Da)

2.2.1.4 Restriktionsspaltung von DNA

Die Restriktionsspaltung wurde zur Sequenzkontrolle neu generierter Plasmid DNA (pDNA) und zum
Herausschneiden des Inserts fiir eine anschliefende Subklonierung herangezogen. Die verwendeten
Restriktionsenzyme stammten von der Firma Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot, Deutschland).
Nach Spaltung von Phosphodiesterbindungen der doppelstrangigen DNA an enzymspezifischen
palindromischen Sequenzen kdnnen glatte (blunt) oder Uberhangende (sticky) DNA-Enden (ends)
entstehen. Fir die Spaltung von 10 pg Plasmid-DNA wurden 10 U des Restriktionsenzyms im vom
Hersteller empfohlenen 10-fach Puffer bei einem Gesamtvolumen von 50 pL fir mindestens 2 Stunden
oder auch liber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei der simultanen Verwendung zweier Restriktionsenzyme
in einem Ansatz wurde, die Kompatibilitdt im selben Puffer mithilfe der Herstellerangaben Uberpriift.
Zwecks der Sequenzkontrolle neu generierter Plasmid-DNA werden Reaktionsansatze von 4 ug DNA,
zwecks des Herausschneiden von Inserts flir anschlieBende Klonierungen 30 pug DNA, verwendet.
Gestoppt wurde die Reaktion im Gesamtvolumen von 50 pL durch Zugabe von 12,5 uL Orange G
Ladepuffer bzw. 10 pL TriTrack DNA-Ladefarbstoff (6x). Die Analyse erfolgte anschliefend durch
Agarosegelelektrophorese.
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2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch die Ligation wird das zuvor bei der Restriktionsspaltung herausgeschnittene Insert in einen
linearisierten, offenen Vektor eingebracht, so dass eine neue zirkulare, doppelstrangige DNA entsteht.
Dies geschieht unter Neubildung von Phosphodiesterbindungen zwischen der 3‘-Hydroxygruppe und
dem 5‘-Phophat an den sticky ends der zu ligierenden DNA-Fragmente. Um die korrekte Ligation
Uberlappender sticky ends mitzugewahrleisten, missen Insert und Vektor Restriktionsenden besitzen,
die komplementire Uberhdngende Sequenzen aufweisen, was mit der Auswahl entsprechender
Restriktionsenzyme reguliert werden kann. Das molare Verhaltnis von Insert zu Vektor betrug 5:1. In
einem Gesamtvolumen von 20 uL wurden standardgemal} 100 ng Vektor, 2 uL T4-Ligase, 2 pl Ligase-
Puffer und 2 pL Polyethylenglycol (PEG4000) (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) angesetzt.
Die Inkubation erfolgt anschlieRend tiber 2 h bei Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4°C.

2.2.1.6 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente Escherichia. coli Bakterien

Die Einbringung (Transformation) von Plasmiden in chemisch kompetente E. coli XL-1 Blue Bakterien
erfolgt zur Vermehrung von DNA. Verfligbar waren die o.g. Bakterien in 30 pl-Aliquots, gelagert bei
minus (-) 80°C. Nach dem flinfmindtigen Auftauen auf Eis, wurden die E.coli XL-1 Blue mit 1 ul 1:10
verdiinnter pDNA oder 10 pl Ligationsansatz versetzt. Dieser Transformationsansatz inkubierte weitere
finf Minuten auf Eis bevor dann der Hitzeschock (50 Sekunden bei 42°C) erfolgte; anschlielend
erneute flinfminitige Inkubation auf Eis. Der Bakteriensuspension wurden 500 pl antibiotikafreies LB-
Medium zugegeben. Im Anschluss wurden die Zellen fir 50 bis 60 Minuten bei 37°C und 850 rpm
regeneriert. Die gesamte Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplatten mit Ampicillinresistenz
ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.7 Mini-Prdparation von Plasmid-DNA

Zur weiteren Vermehrung der mit der pDNA transformierten E.coli XL-1 Blue mit anschlieBender pDNA-
Sequenzkontrolle zur Uberpriifung der zuvor erfolgten Subklonierung und Ligation wurde jeweils ein
Klon wurde von der Agarplatte entnommenen und je in einem Microtube mit 2 mL LB-Medium mit
0,1% Ampicillin Gber Nacht bei 37°C, 800 rpm inkubiert. Zur Kontrolle der transformierten pDNA wurde
die pDNA mittels Mini-Praparation isoliert. Hierflir werden 1900 uL der triben Bakteriensuspension
fir 30 Sekunden bei Raumtemperatur (20.000xg) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pL kalter S1-
Losung resuspendiert. Es erfolgte die alkalische Lyse durch Zugabe von 200 pL S2-Lésung, welche durch
die Zugabe von 200 pL kalter S3-Lésung und mehrmaligem Invertieren gestoppt wurde. AnschlieRend
wird flir zehn Minuten bei 4°C 20.000xg zentrifugiert. Die Denateurierung der zelluldren Proteine,
welche als Pellet ausfallen, wird durch das in der S3-Losung enthaltene Kaliumacetat gewahrleistet.
Nach Uberfiihrung des DNA-haltigen Uberstandes und Zugabe von 500 pL kaltem Isopropanol wurde
bei 4°C 20.000xg fir 15 min zentrifugiert. Das entstandene DNA-Pallet wurde in 500 pL 70%igem
Ethanol gewaschen und fiir 10 min bei 4°C 20.000xg zentrifugiert. Zum Trocknen des entstandenen
DNA-Pellets wurde das Ethanol herauspipettiert, der verbleibende Alkohol verdampft bei der
anschlieRenden Trocknung auf dem Thermoshaker (37°C, 10 min). Fir die folgende DNA-
Konzentrationsmessung am NanoDrop 2000 (s.o.) erfolgt eine Resuspension des getrockneten Pellets
in 50 pL destilliertem Wasser (4¢H20).

2.2.1.8 Midi-Prdparation von Plasmid-DNA

Eine Midi-Prdparation wurde durchgefiihrt, um gréRere Mengen pDNA zu isolieren; vorausgesetzt ist
die Bestatigung des Vorliegens der korrekten DNA-Sequenz. Hierfiir wurden 100 ml LB-Medium (0,1%
Ampicillin) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und iber Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Im
Anschluss wurden die Bakterien durch Zentrifugation (4.000xg, 20 min, 4°C) pelletiert und die pDNA
aus dem Pellet mithilfe des NucleoBond Xtra Midi Kits gemall den Herstellerangaben isoliert. Die
isolierte pDNA wurde in 200 pl 4¢H,0 gel6st und die Konzentration gemessen.
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2.2.1.9 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation fiir eine anschlieBende Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) bzw.
guantitative PCR (gPCR) erfolgte mittels NucleoSpin® RNA Kit (Macherey-Nagel, Diren), entsprechend
der Herstellerangaben. Hierzu wurden C2C12-Zellen, die zuvor in verschiedene Stadien differenzierten,
sowie Hepal-6-Zellen, die zum Teil zuvor retroviral transduziert wurden (IL-6R) sowie als Kontrolle
primdre murine Hepatozyten (Wildtyp und IL-6R-K.0.) verwendet. Alle Zellen wurden vor der RNA-
Isolation in flissigem Stickstock schockgefroren. Nach der Elution in 40 pl 44H,O wurde die RNA-
Konzentration am NanoDrop 2000 gemessen. Eine Lagerung bei -80°C der isolierten RNA erfolgte bis
zur Analyse.

2.2.1.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
ColonyPCR (cPCR):

Die Amplifikation ausgewahlter Abschnitte einer pDNA erfolgte liber eine PCR. Die cPCR erfolgte zur
Kontrolle der richtigen Orientierung des Inserts im neuen Vektor nach Subklonierung. Hierzu wurden
zwei Primer verwendet: Ein Primer, der im Vektor hybridisiert und den Startpunkt der Amplifikation in
Richtung und bis in das Insert hinein darstellt; ein anderer Primer, der im Insert hybridisiert und den
Ausgangspunkt der richtungsbezogen entgegengesetzten Amplifikation vom Insert in den Vektor
hinein darstellt. Fr die Reaktion wurden neben den Primern (sequenzspezifische Oligonukleotide) und
der Ausgangs-pDNA (Template) eine thermostabile DNA-Polymerase, Polymerase-Puffer und freie
Desoxynukleotide (dNTP) in einem Ansatz zusammengegeben. Bei der cPCR fungiert die in der
Bakterienkolonie enthaltene pDNA als Template.

cPCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten:
Eine Bakterienkolonie wurde von der Agarplatte in ein Microtube Uberfiihrt und in 20 pL 4¢H.O
suspendiert. 5 uL der Bakteriensuspension wurden fiir den folgenden PCR-Ansatz verwendet:

Tabelle 17: Reaktionsansatz 20 pL einer PCR mit dem DreamTaq Green PCR Master Mix (2x).

Komponente Volumen
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 10 uL
Forward Primer (0,2 uM) 1l
Reverse Primer (0,2 uM) 1l
ddH20 Ad 20 pL

Alternativ wurde folgender 50 plL-Ansatz (20 pL Bakteriensuspension + 30 puL Master Mix) verwendet
(Tabelle 18):

Tabelle 18: Reaktionsansatz 350 uL einer PCR mit eigens hergestelltem Master Mix (30 pL).

Komponente Volumen

DreamTaq Puffer (10x) 5uL

MgCl; (25 mM) 4L

Forward Primer (100 pmol/uL) 0,25 pL

Reverse Primer (100 pmol/uL) 0,25 pL

dNTPs (10 mM) 1pL

DreamTag-Polymerase (5 U/uL) 0,2 uL

ddH20 19,3 uL

Die Reaktion wurde mit folgendem PCR-Programm durchgefiihrt (Tabelle 19):

Tabelle 19: PCR-Programm zur Amplifikation bestimmter DNA-Regionen.

Schritt Temperatur Zeit
Initiale 95°C 60 Sekunden (s)
Denaturierung
Denaturierung 95°C e 305 bei DreamTagGreen PCR Master Mix
: ° 69 s bei Dre?r.nTaq Master Mix 30 2yklen
Annealing 54°-60°C Primer-spezifisch
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Elongation 72°C 60 s pro kb ||
Finale Elongation 72°C 5 min
Kihlung 4°C 00

Die Analyse der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte anschlieRend liber Agarosegelelektrophorese
und verifiziert die korrekte Orientierung des Inserts nach Subklonierung in einen neuen Vektor.

2.2.1.11 Quantitative Real-Time PCR (RT-PCR/qPCR)

Mithilfe der qPCR lassen sich Riickschliisse auf das Genexpressionsniveau ziehen.

Bei der gPCR wurde die nach der Isolation bei 80°C gelagerte RNA (Template), unter Einsatz
entsprechender Forward- und Reverse-Primer sowie der Reversen Transkriptase (iTag™ Universal
SYBR green One-Step Kit, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland), in doppelstrangige complementary DNA
(cDNA) umgeschrieben. Diese fungiert dann als single-stranded (ss) DNA wieder als Vorlage fir die
PCR. Somit steigt die Produktmenge wahrend der gPCR exponentiell. Die hier entstehende
Amplifikatmenge einer ausgewahlten Ausgang-RNA wurde in Relation zu der Amplifikatmenge der
mRNA von sogenannten House-Keeping-Genen gesetzt. Die mRNA-Menge von House-Keeping-Genes
ist nicht-fluktuierend und nicht (in)aktivierbar. Die qPCR setzt die Transkriptionsproduktmenge von
House-Keeping-Genes vs. aktivierbare Gene ins Verhaltnis. Die fluoreszenz-basierte Messung erfolgt
in Echtzeit. Der im iTag™ Universal SYBR green One-Step Kit (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)
enthaltene Fluoreszenzfarbstoff interkaliert mit der kleinen Furche der cDNA, proportional zu ihrer
gebildeten Menge, und wird durch das QuantStudio 3 Real-Time PCR Instrument (Thermo Scientific,
St. Leon-Rot, Deutschland) gemessen.

In Tabelle 20 wird der Reaktionsansatz dargestellt.

Tabelle 20: Reaktionsansatz Master Mix 10 pL einer qPCR mit iTagTM Universal SYBR green One-Strep Kit.

Komponente Volumen
Puffer 5uL
Forward Primer 0,125 uL
Reverse Primer 0,125 puL
Reverse Transkriptase 0,125 puL
4dH20 (RNAse-frei) 2,625 uL

Pro Well: 2 uL RNA-Template/House-Keeping-Gene-RNA + 8 uL des Master Mixe (310 pL).

Es wurden Duplikate in die Real-Time-PCR 96-Well Platte (MicroAmp EnduraPlate Optical 96-Well Clear
Reaction Plate applied biosystems, Life technologies, Singapore) pipettiert. Die Platte wurde mit einer
Folie abgedichtet und mittels QuantStudio 3 Real-Time PCR Instrument gemessen (Sealing Tape
Polyolefin Film 100, Starlab, Hamburg, Deutschland).

Das Standard-qPCR-Programm ist in Tabelle 21 dargestellt:

Tabelle 21: qPCR-Programm, Probenvolumen 310 pL.

Schritt Temperatur Zeit
cDNA Synthese 50°C 10 min
Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15s
Annealing + 60°C 1 min 40 Zyklen
Elongation

Berechnung der relativen Transkriptmenge:

Die erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden mit der Software QuantStudio™ (Thermo Scientific, St. Leon-
Rot, Germany) ausgewertet. Der Cycle-Threshold(CT)-Wert bezeichnet die PCR-Zyklusanzahl, bei der
erstmalig ein Transkriptionsprodukt nachgewiesen werden kann. Je niedriger der CT-Wert ist, desto
schneller (friiher Zyklus) ist eine nachweisbare Transkriptionsproduktmenge in der qPCR entstanden.
Das bedeutet wiederum, dass eine héhere Menge an amplifizierbarer Template-mRNA in der Probe
war. Eine hohe Menge an mRNA eines bestimmten Gen’s of interest spricht fiir eine Genaktivierung.
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Der CT-Wert wird stets im Verhaltnis zum CT-Wert des House-Keeping-Genes (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder B-Actin) betrachtet. Der ACT-Wert wird wie folgt berechnet:

((EffiZienZZielgen x0,01) + 1)CTZiElgen

L. CTReferenzgen
((Efflzteaneferenzgen X 0,01) + 1)

Verhaltnis =

Der CT-Wert ist unempfindlicher gegeniiber Schwankungen hinsichtlich der eingesetzten
Transkriptmengen und ermdglicht somit Vergleiche zwischen verschiedenen Zellen.

Ein Problem der Fluoreszenz-basierten Messung ist, dass keine DNA-spezifische Interkalierung des
Farbstoffes berechnet werden kann. Um die Amplifikation eines spezifischen RNA-Fragmentes zu
analysieren, wird die Schmelzkurve herangezogen.

Schmelzkurve:

Die Schmelzkurvenanalyse erfolgt immer nach Ablauf des eigentlichen gPCR-Programms.

Hierbei werden die hybridisierten Transkriptionsprodukte noch einmal langsam kontinuierlich
erwarmt (0,2°C/s), so dass die dsDNA in ssDNA dissoziiert. Diese Dissoziation wird in der Schmelzkurve
visualisiert (,Schmelzen”, Aufbrechen der Wasserstoffbriicken zwischen den Basenpaaren). Der
Schmelzpunkt (Vorhandensein von 50% ds- und 50% ssDNA) ist von der spezifischen Lange und dem
spezifischen Basengehalt des DNA-Fragmentes abhéngig. Je mehr Wasserstoffbriicken ,,geschmolzen”
werden missen, desto hoher liegt die Temperatur des Schmelzpunktes (lange DNA-Fragmente und
Guanin-Cytosin-reiche DNA-Fragmente; Guanin und Cytosin bilden drei Wasserstoffbriicken aus,
Adenin und Tyrosin bilden nur zwei Wasserstoffbriicken aus). Bei der temperatur- und
fragmentlangenabhangigen Dissoziation wird also wieder ein spezifischer Anteil des zuvor in der
kleinen DNA-Furche interkalierten SYBR Green Fluoreszenzfarbstoffes frei. Durch die Menge des
freigewordenen Farbstoffes lassen sich Riickschliisse auf die Ldnge und Basenzusammensetzung des
nun dissoziierten DNA-Fragmentes ziehen; dem Problem aus dem vorherigen Abschnitt wird also
begegnet. Des Weiteren ist eine Aussage Uber eine ggf. fehlerhafte Transkription mit konsekutiv
falscher Basenpaarung, welche in einer dsDNA-Instabilitdt und damit erleichterter Dissoziation
miindet, moglich. AuBerdem kann die Primerqualitdt anhand der Schmelzkurve bewertet werden:
Unspezifisch entstehende Primerdimere haben einen besonders niedrigen Schemelzpunkt. Die
Darstellung der Schmelzkurve erfolgt wie folgt: Fluoreszenzsignal (y-Achse) gegen Temperatur (x-
Achse). Die Schmelzkurven-Peaks sind charakteristisch flir das jeweilige gPCR-Produkt. Tauchen in der
fir ein DNA-Fragment spezifischen Darstellung mehr als ein Peak auf, spricht dies flir eine ,,unreine”
Amplifikation von mehr als einem einzigen DNA-Fragmentes mit demselben Primer. Der Primer ist also
weniger spezifisch.

2.2.1.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Sequenzkontrolle wurde die pDNA extern durch die Firma Microsynth Seqlab (Go6ttingen,
Deutschland) sequenziert. Hierzu wurden die Proben einschlieRlich der gewiinschten Oligonukleotide
eingeschickt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.2.1 Gewinnung von Zellpellets und Herstellung von Zelllysaten
Suspensionszellen (Ba/F3-Zellen):

Die Zellsuspension wurde in einem Falcon zentrifugiert (450xg, 5 min, RT). Das DMEM+/+ Medium im
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet mit Phosphat Buffered Saline (PBS) zweimal gewaschen
(Resuspension, Zentrifugation, Uberstand absaugen), im fliissigen Stickstoff schockgefroren und bis zur
Lyse bei -20°C gelagert.

Adhdrente Zellen:
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Das Kultivierungsmedium wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS einmal gewaschen (PBS-Zugabe,
Schwenken, Absaugen) und anschlieBend mit 1 mL warmer Trypsin/EDTA-LGsung bei 37°C im CO,-
Inkubator HERAcell® 150 (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) inkubiert. Die
Inkubationszeiten kénnen in der folgenden Tabelle 22 entnommen werden:

Tabelle 22: Inkubationszeiten von Trypsin/EDTA bei 37°C im CO,-Inkubator auf verschiedene adhirente
Zelllinien.

Zelllinie Inkubationszeit
Undifferenzierte C2C12 8 min
Differenzierte C2C12 (>5 Tage) 12 min
Hepal-6 (+IL-6R) 3 min
HepG2 10 min

Die gelosten Zellen wurden in 9 mL PBS (5310 mL) gewaschen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -20°C bis zur Zelllyse gelagert. Zur Zelllyse wurde das Pellet in JAK-Lysispuffer (120 — 200 pL)
resuspendiert und fiir mindestens 1 h im Drehteller-Rotator (Neolab, Heidelberg, Deutschland) bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation (15.000xg, 10 min, 4°C) und Uberfiihrung des
proteinhaltigen Uberstandes in ein neues Microtube  fur  die nachfolgende
Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsdure-Assay (BCA).

Das Volumen des verwendeten JAK-Lysispuffer ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 23: Volumen des JAK-Lysispuffers fiir verschiedene Zelllinien.

Zelllinie Volumen
Ba/F3 120 pL
Undifferenzierte C2C12 150 pL
Differenzierte C2C12 (>5 Tage) 200 pL
Hepal-6 (tIL-6Rneu) 200 pL
HepG2 150 pL

Die zellspezifischen Volumina richten sich nach der Zell- und PelletgroRe.

Die Zellpellet und -lysatgewinnung von HEK293T-Zellen ist abweichend und wird im Rahmen der Co-
Immunprézipitation (vgl. 2.2.3.11) erldutert.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsdure (BCA)

Die Proteinkonzentration in den Zelllysaten wurde entsprechend der Herstellerangaben mithilfe des
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) bestimmt. Es wurde eine 1:10-
Verdiinnung der Lysatliberstande angesetzt und zu der Kit-Losung A und B zugesetzt. Hierbei wird das
in den Lésungen enthaltene Cu?* durch eine Redoxreaktion mit den Probenproteinen zu Cu* reduziert.
Das entstandene Kation Cu® fungiert als Lewis-Sdure, so dass Koordinationsbindungen vom
Komplexbildner Bicinchoninsdure (BCA) ausgehen. Ein Chromophor mit Absorptionsmaximum bei 562
nm (violette Farbe) entsteht. Die BCA/Cu*-Komplexbildung ist proportional zur Proteinkonzentration.
Die photometrische Messung erfolgt in Duplikaten in einer 96-Well-Platte am Fluorometer Infinite®
M200 PRO (Tecan, Mannedorf, Schweiz) und wurde in Relation zu einer BSA-Standardgeraden gesetzt.
Ziel war die Einstellung einer Proteinkonzentration von 2,5 ug/ulL.

2.2.2.3 Sodiumdodecylsulphate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels SDS-PAGE wurden Proteine nach Anlegung einer elektrischen Spannung ihrer Liange
(Molekulargewicht) nach voneinander getrennt, um im Folgenden durch Western Blotting analysiert
zu werden.

Die Denaturierung und Reduktion von Disulfidbricken durch B-Mercaptoethanol zur Linearisierung
erfolgt durch kurzes Kochen im 6-fach Lammli-Puffer (95°C, 10 min). Des Weiteren verleiht das im 6-
fach Lammli-Puffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) den linearisierten Proteinen eine negative
Ladung.
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Die Proben wurden auf ein 10%-iges Polyacrylamidgel (Starke 1,5 mm) nach Tabelle 24 aufgetragen.

Tabelle 24: Auftragsschemata SDS-Page.

Probe (6x) Lammli- Proteinkonzentration Gesamtproteingehalt  Auftragsvolumen
Volumen fiir 3100
uL Probenvolumen
Zelllysate 16,8 L 2,5 ug/uL 50 pg 20 pL
Zellkultur- 1/5 variabel variabel 45 L
Uberstdnde

Nach Anlegung einer elektrischen Spannung (90 Volt fir 15 min + 160 Volt fiir 45 min) wandern die
linearisierten, negativ geladenen kleinen Proteine schneller in Richtung Anode. Das ebenfalls im
Laufpuffer enthaltene SDS garantiert die negative Ladung der wandernden Proteine. Als Referenz fiir
die MolekulargroBe in kDa wurde 1,3 pL PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St.
Leon-Rot, Deutschland) in die erste Tasche des Gels aufgetragen.

2.2.2.4 \Western Blot
Western Blotting dient der spezifischen Detektion eines Protein.

Die zuvor in der SDS-PAGE voneinander getrennten Proteine wurden mittels des semi-dry-Systems
(Trans-Blot® Turbo, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) transferiert. Durch hydrophobe und polare
Wechselwirkungen der Proteine erfolgte der Transfer auf eine Nitrocellulose (NC) oder
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran. Die Membranen wurden im semi-dry-Transfer-System auf und
unter 3-4 Lagen in Transferpuffer getranktes Whatmann-Papier gelegt. Abhangig von der gewahlten
Membran und dem gewahlten Geldokumentationssystem, wurde unterschiedlich vorangegangen (vgl.
Tabelle 25). Die PVDF-Membran wurde zuvor zur Aktivierung zwei min in Methanol, die NC-Membran
zur Aquilibrierung eine min in Transferpuffer gelegt.

Der Proteintransfer vom Gel auf die Membran erfolgte durch die vertikale Spannung im Trans-Blot®
Turbo-System bei konstanter Spannung von 25 V und konstanter Stromstarke von 1 A. Die Membran
wurde in eine Blockierlosung, um unspezifische Bindungen des Priméarantikdrpers zu vermeiden, bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Primarantikérperlosung wurde nach Herstellerangaben tiber Nacht bei
4°C unter Rotation angesetzt. Die Membran wurde dreimal mit TBS-T fiir 10 min gewaschen und
anschlieRend mit einer Sekundarantikérperlosung versetzt. Nach erfolgter Inkubation wurde die
Membran dreimal mit TBS-T gewaschen und zuletzt mit 10 mL TBS bis zur Detektion des Blots gelagert.

Tabelle 25: Transferprogramme, Blockierlésungen und -zeiten, Primarantikorperlésungen und
Sekundarantikorper (-l6sungen und -inkubationszeiten) sind abhangig von der gewdhiten Membran und dem
gewadhlten Geldokumentationssystem.

Membran PVDF NC NC
Geldokumentation Chemilumineszenz Chemilumineszenz Fluoreszenz
-INTAS -LI-COR -LI-COR
Semi-Dry Transfer 1h 1h 30 min
Blockierlosung Milch-TBS-T* Milch-TBS-T* LI-COR-Puffer**
Blockierungsdauer 3h 2h 1h
3x Waschen TBS-T nach dem | ja ja nein
Blockieren
A - " >ca.3 mL: >ca.2 mL: >ca.2 mL:
Primarantikérperlosun
P & e 3mLBSATBST*** o 1330 uLTBS e 1330uLTBS
e 3ul e 665 pL Intercept TBS e 665 pL Intercept TBS
Primarantikorper (LI-COR) (LI-COR)
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% %k %k %k

2 uL Primarantikorper e

(1:1000)

4 uL Tween20 (0,02%) e

2 uL Primarantikorper
(1:1000)
4 uL Tween20 (0,02%)

Inkubationszeit des

- . Uber Nacht Uber Nacht Uber Nacht
Primatantikorpers
3x Waschen TBS-T nach der | ja ja ja
Inkubation des
Primarantikorpers
. - . 2ca.5mL 2ca. 5mL >3mL
Sekundarantikorperlosun
P & |e 5mLMilch-TBS-T* o 5 mL Milch-TBS-T* e 2mLTBS

2,5uL POD
konjugierter
Sekundarantikorper
(1:2000) (a-rabbit-

2,5 uL POD
konjugierter
Sekundarantikorper
(1:2000) (a-rabbit-

1 mL Intercept TBS (LI-
COR)

0,3 uL
Sekundarantikorper-

1gG/a-mouse- fluoreszenzgekoppelt
IlgG/a-mouse-1gG
18G/a-goat-lgG/a- g6/ gG) (1:10 000)
hFc) 6 uL Tween20
Inkubationszeit des 2h 2h Lh
Sekundarantikorpers
3x Waschen mit TBS-T nach | ja ja ja

Inkubation des
Sekundarantikérpers, zuletzt
Zugabe von TBS

*Milch-TBS-T: 5% Magermilchpulver in TBS-T (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

**LI-COR-Puffer: 2 mL TBS + 1 mL Intercept TBS (LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
***BSA-Losung 5% BSA in TBS-T (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

***¥Ausnahme: Der Primdrantikorper a-hIL12RB2 biotinyliert (R&D Systems GmbH, Minneapolis) wird folgendermaRen
dosiert: 10 pL in 3 mL BSA-TBS-T

2.2.2.5 Coomassie Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Coomassie Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen diente zur Untersuchung der Proteinreinheit. Die
in dieser Arbeit exprimierten Designerzytokine (pIL35 und plIL19) wurden einer Reinigung (Protein-A-
Affinitdtschromatografie) unterzogen, danach mittels SDS-PAGE ihrer molekularen GroRe nach
voneinander getrennt und durch die Coomassie Farbung auf dem Gel visualisiert. Das Coomassie G250
bindet hierbei an die basischen Aminosduren des im Gel linearisierten Proteins. Hierzu wurde das
Polyacrylamidgel in die Farbeldsung eingelegt, in die Mikrowelle gegeben (30 Sekunden, 900 Watt)
und flir 15 Minuten bei Raumtemperatur leicht schittelnd inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Entfarbung in iterativen Zyklen, um nicht-interkalierte Coomassie-G-250-Farbstoffmolekiile aus dem
Gel zu entfernen. Dabei wurde das Gel in der Entfarbeldsung bei 900 Watt fir 30 min entfarbt. Das
gewaschene Gel wurde auf einer Leuchtplatte (Rex, Blaustein, Deutschland) dokumentiert (iPhone
13Pro, Apple, Cupertino, USA).

2.2.2.6 Protein-A-Affinitatschromatografie

Die Zellkulturiiberstande von Expi293-Zellen mit sekretiertem Fc-Tag versehenen Proteinen (pIL35 und
plL19) wurden Uber eine Affinitdtschromatografie mittels Protein-A gereinigt. Protein A, welches
urspriinglich aus der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus aureus stammt, bindet spezifisch den
Fc-Teil von IgG-Antikorpern pH-abhangig. Die HiTrap MabSelect PrismA Protein-A-Saule (Cytiva,
Pasching, Osterreich) im Proteinreinigungssystem (AKTA Start GE, Healthcare, Chicago, USA) bindet
entsprechend durchlaufende Fc-Fusionsproteine an die Sdulenmatrix. Vor dem Einsatz wurde die
Protein-A-Saule mit H,0 und PBS adquilibriert, um 30 mL Zellkulturiiberstand mit einer Durchflussrate
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von 0,5 mL/min zu beladen. Die Siule wurde mit 20 Sdulenvolumen (sv) PBS zur Beseitigung von
Verunreinigungen gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine zweistufige Elution des gebundenen Proteins
durch die Senkung des pH-Wertes mittels Citratpuffer. Das eluierte Fc-Fusionsprotein (Eluat E) wurde
in zwei Fraktionen gesammelt, in welchen 1 mL 1 M Tris pH 11,0 zur Neutralisierung des sauren Milieus
vorgelegt wurde. Proteinhaltige Fraktionen wurden mittels NanoDrop Messung bestimmt, vereinigt
und mit Hilfe eines Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filters (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) bei
4.000xg, 4°C auf ein Gesamtvolumen von 1500 pL konzentriert. Im Anschluss erfolgte der
Pufferaustausch zu PBS mittels NAP-25-Saule (GE Healthcare, Chicago, USA) entsprechend der
Herstellerangaben mit einer Bestimmung der Proteinkonzentration. Die gereinigten Fusionsproteine
pIL35 und plL19 wurden via Western Blotting detektiert und der Reinheitsgrad lberprift (Coomassie
Farbung).

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Ba/F3-Suspensionszellen wurden in 10 cm Petrischalen in 10 mL DMEM** mit humanem Hyper-IL-6
(10 ng/ml) kultiviert. Die Passage fand alle sieben Tage im Verhéltnis 1:10.000 statt.

Adhdrente C2C12-, HEK293T-, Hepal-6-, HepG2- und Phonix-Zellen wurde alle drei bis vier Tage im
jeweiligen Medium (vgl. Tabelle 26) passagiert.

Tabelle 26: Kultivierungsmedien.

Zelllinie Kultivierungsmedium
Ba/F3 DMEM*/*
C2C12 DMEM*/*
Expi293 Expi293 Expression Medium + GlutaMAX
HEK293-T DMEM*/*
Hepal-6 (£IL-6R) DMEM*/*
HepG2 HepG2-Medium DMEM/F-12 (1:1) (1X) +
GlutaMAX-I
Phénix-Eco DMEM*/*

Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO, (Ausnahme: Expi293-Zellen auf dem Orbitalschiittler mit
110 rpm bei 8% CO,) in gesattigter Wasserdampfatmosphare kultiviert.

Die drei bis vier-tagige Passage der adharenten Zellen ist voneinander unterscheidbar.

Die C2C12- und Hepal-6-Zellen wurden gesplittet, wenn eine Konfluenz von 50-60% erreicht wurde.
Dazu wurden die adhdrenten Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst und mit frischem Medium
verdiinnt. Es wurden 1 - 1,2 - 10° C2C12-Zellen in eine 10 cm Tissue culture (TC)-Schale mit einem
finalen Gesamtvolumen von 310 mL bzw. 1,2 - 10 Hepal-6(+IL-6R)-Zellen in eine T75-Flasche mit
einem finalen Gesamtvolumen von 20 mL ausgesat.

Fir die Passage von HEK293-T- und Phonix-Eco-Zellen wurden die Zellen bei einer 70-90%igen
Konfluenz mit 1 mL PBS abgel6st und von der Zellsuspension 80 puL HEK293T- bzw 250 pL-Phonix-Eco-
Zellen in eine neue 10 cm TC-Schale mit einem finalen Gesamtvolumen von 10 mL nach Verdiinnung
mit frischem Medium transferiert.

Bei der Passage von HepG2-Zellen wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen und mit 5 mL einfacher
Trypsin/EDTA-Losung abgelost und mit frischem Medium in eine neue T75-Flasche mit 520 mL
transferiert.

Fir die drei- bis viertagige Passage in von Expi293-Zellen wurde die Zellzahl automatisch bestimmt und
eine Zelldichte von 0,3 - 10° Zellen/mL in Kolben mit einem finalen Gesamtvolumen von 530 mL
ausgesit. Eine Passage war nicht indiziert, sofern die Zellkonzentration < 3 - 10° Zellen/mL betrug.

Retroviral transduzierten Zelllinien wurden Selektionsantibiotika beim Passagevorgang zugesetzt (vgl.
Tabelle 27).
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Tabelle 27: Selektionsantibiotika und Zytokine mit Konzentration c bei der Passage retroviral transduzierter
Zelllinien.

Zelllinie Selektionsmedium

Ba/F3 gp130, IL-12RB2, IL-6R Hygromycin B (c=2 mg/mL) + hIL-6 (c=20 ng/mL)
die ersten zwei Wochen nach retroviraler
Transduktion

Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R Hygromycin B (c=2 mg/mL) + hIL-6 (c=20 ng/mL)
die ersten zwei Wochen nach retroviraler
Transduktion

Hepal-6;.6r Puromycin (c=3 pug/mL) bei jeder Passage

2.2.3.2 Differenzierung von C2C12-Zellen

Bei einer Konfluenz von >85% beginnt der Differenzierungsvorgang von C2C12-Zellen. Um die
Differenzierung einzuleiten, wurde C2C12-Differenzierungsmedium nach einem PBS-Waschvorgang
auf 80%-konfluente Zellen gegeben. Fir die darauffolgenden Tage wurde das Medium taglich, nach
dem 4. Tag alle 12 h gewechselt.

2.2.3.3 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

Die Kryokonservierung von Suspensions- und adhdrenten Zellen unterscheidet sich in der
Mediumzusammensetzung, wie in Tabelle 28 aufgefihrt.

Tabelle 28: Kryokonservierungsmedien.

Zellen Kryokonservierungsmedium
Ba/F3-Zellen 90% FBS, 10% DMSO
Adharente Zellen (C2C12, Hepal-6, HepG2) 20% FBS, 10% DMSO, 1% Penicillin/Streptomycin,

Ba/F3-Suspensionszellen wurden zentrifugiert (5 min, 1500 rpm, RT). AnschlieRend wurde das
Zellpelllet in 2 mL Kryokonservierungsmedium resuspendiert und je 1 mL in ein Kryoréhrchen
transferiert. Adharenten Zellen wurden mit PBS gewaschen und entsprechend von der Platte gel6st.
Nach einer die Zentrifugation (5 min, 1400 rpm, RT) wurden die Zellen mit einer definierten Zellzahl
von 5 - 10° Zellen im Kryokonservierungsmedium in ein Kryordhrchen Uberfihrt, in einem
Gefrierbehalter Mr. Frosty (Thermo Sientific, St. Leon-Rot, Deutschland) bei -80°C durch Isopropanol-
Isolation im Behalter langsam heruntergekiihlt und anschlieBend in fliissigem Stickstoff bei -196°C
gelagert.

2.2.3.4 Chemische Transfektion von adhdrenten Zellen (Hepal-6-, HEK293T-, Phonix-Eco-
Zellen)

HEK293T-Zellen wurden im Rahmen von Testexpression und Co-Immunoprezipitation, Phonix-Eco-
Zellen zur retroviralen Transduktion chemisch transient transfiziert.

An Tag -1 wurden 2 - 10° Hepa1-6 -Zellen pro 10 cm TC-Schale in 10 mL Kulturmedium ausgesit, sodass
am Folgetag (Tag 0) eine Konfluenz von lediglich 50-60% erreicht war. An Tag O erfolgte die
Transfektion: Es wurden 5 pg pDNA mit 10 uL Turbofect Transfektionsreagenz (Thermo Scientific, St.
Leon-Rot, Deutschland) in 1 mL DMEM” gegeben, fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 48 h Inkubation wurden Zelllysate fiir eine
anschlieRende Western-Blot-Analyse hergestellt.

Am Tag -1 wurden Phonix-Eco-Zellen in einem 6-Well von 4 - 10° Zellen in 2 mL DMEM** ausgesat. An
Tag 0 erfolgte die Transfektion: 2 pg pMOWS-DNA mit 4 pL Turbofect wurden in 200 pL DMEM™”
verdinnt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension
tropfenweise auf die Phonix-Eco-Zellen gegeben. Nach 6 h erfolgte ein Mediumwechsel zu 2 mL
DMEM*/* mit 30% FBS erfolgte die retrovirale Transduktion von Ba/F3 und Hepal-6-Zellen mittels des
Phonix-Zelliberstandes.
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2.2.3.5 Retrovirale Transduktion (Ba/F3- und Hepal-6-Zellen)

Flr eine retrovirale Transduktion wurden 250 pL des Phonix-Eco-Zellliberstandes (5 min, 1500 rpm,
RT) mit 3 pL Polybrene (c=10 mg/mL) und 50 pL mit PBS gewaschener Ba/F3- bzw. Hepal-6-
Zellsuspension (1 - 10° Zellen) gemischt. AnschlieBend wurde fiir 2,5 h, 1800 rpm bei RT zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 5 mL DMEM** mit 10 ng/mL Hyper-IL-6 aufgenommen und in einer 6-Well
Zellkulturschale kultiviert. Transduzierte Zellen wurden durch eine Antibiotikaselektion mit 1 mg/mL
Hygromycin B (24 h nach Transduktion) und/oder 1,5 pg/mL Puromycin (48 h nach Transduktion) tGber
2-3 Wochen selektiert.

2.2.3.6 Elektroporation

Als weitere Methode fir transiente Transfektion wurde die Elektroporation angewendet. Hierbei
wurde die Membran von Zellen fir DNA durchlassig, indem ein elektrisches Feld diese kurzzeitig
permeabilisierte. Durchgefiihrt wurde die Elektroporation entsprechend der Herstellerangaben mit
Hilfe des Nucleofector Kit SF Cell Line Solution Box, large Volume (Lonza, Basel, Schweiz).

2.2.3.7 Durchflusszytometrie

Mithilfe von Durchflusszytometrie wurde die Expression von Zelloberflachenproteinen analysiert.

Flr die Analyse wurden je zwei Antikorper verwendet. Der Primarantikorper bindet den Rezeptor auf
der Zelloberflache. Der Sekundarantikorper, welcher den Fc-Teil des Primarantikorpers bindet, ist mit
einem Fluorphor fir die Detektion gekoppelt. Die Intensitdt des resultierenden Fluoreszenzsignals ist
proportional zur Anzahl der auf der Zelloberflache befindlichen Rezeptoren.

Adhédrente C2C12- und Hepal-6-Zellen wurden zundchst mit 1 mL Accutase (GibcoTM StemProTM
AccutaseTM, Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) geldst und durch 9 mL DMEM** in
Suspension gebracht. 5 - 10° Zellen wurden in 50 pL FACS-Puffer inkl. Primarantikdrper fiir 1 h bei RT
inkubiert. Im Anschluss wurde 1 mL FACS-Puffer zum Waschen gegeben und das Pellet in 50 pyL FACS-
Puffer inkl. Sekundéarantikorper fir 1 h bei RT lichtgeschuitzt inkubiert. Nachfolgend wurde 1 mL FACS-
Puffer hinzugegeben, zentrifugiert und in 500 puL FACS-Puffer resuspendiert. Die Analyse erfolgte am
BD FACS Canto Il (Becton Dickson GmbH, Heidelberg, Deutschland) mithilfe der Software Flowlo_V10.

2.2.3.8 Proliferationsassay

Proliferationsassays wurden zur Charakterisierung von plIL35 und pIL19 sowie zur Kontrolle der stabil
transduzierten Rezeptoren auf Ba/F3-Zellen durchgefihrt.

Hierbei wurden die 0.g. Chiméaren und rekombinante Zytokine auf die Zellen gegeben, so dass bei
passender Zytokinrezeptorinteraktion eine Proliferation der Zellen zu erwarten ist.

Hierbei wird durch die Zugabe von Resazurin dessen Reduktion zum fluoreszierenden Resorufin
gemessen, welches in der Reagenz CellTiter-Blue enthalten ist. Die Detektion von Resorufin bei 560 nm
erfolgte mit einem Tecan Infinite M200 PRO Reader.

Nur vitale, metabolisch aktive Zellen verfligen Uber intakte Dehydrogenaseenzyme, welche die
Reduktion von Resazurin zu Redorufin katalysieren. Die Fluoreszenzintensitat ist proportional zur
Anzahl der vitalen Zellen, riickschlieBend zur Zytokin-induzierten Proliferation.

Hierzu wurden Ba/F3-Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und anschlieBend eine Zellkonzentration von
1 - 10° Zellen/mL eingestellt. 200 pL Zellsuspension (in DMEM**) wurden mit 200 pL zytokinhaltigem
DMEM** vermengt. Aus der mit Zytokin versetzten Zellsuspension (5400 pL) wurde ein Volumen von
100 pL in eine Kavitat einer 96-Well-Platte als Triplikate gegeben. Es folgte eine 72 stiindige Inkubation
bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Wasserdampfatmosphare. Nach der Zugabe von 20 uL CellTiter-Blue
pro Well erfolgte die oben beschriebene Messung zum Zeitpunkt t=0 min, t=40 min, t=60 min, t=80
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min, t=100 min und t=120 min. Die Werte zum Zeitpunkt t=0 min wurden bei der Auswertung von den
t=120 Min-Werten abgezogen. Der Versuch erfolgte in Drei- bis Vierfachbestimmung.

2.2.3.9 Stimulationsassay

Die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren ist Folge einer Zytokin-induzierten Zellstimulation. In
den durchgefiihrten Stimulationsassays wurde die Phosphorylierung von STAT3 und Akt untersucht.
Stimuliert durch Zytokine, Chiméaren und bioaktive Peptide (vgl. 2.1.3) wurden Ba/F3-, C2C12-, Hepal-
6 und HepG2-Zellen. Die 5x PBS gewaschenen Zellen wurden in 10 mL DMEM” im CO,-Inkubator
HERAcell®150 (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) in 10 cm Schalen inkubiert. Fir Ba/F3-
Zellen erfolgt das Starving Giber 3 h, flir adharente Zellen fiir 4 h. Die Zellen wurden mit dem jeweiligen
Zytokin fur entsprechende Zeiten von 15 — 30 min stimuliert, pelletiert und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Adharante Zellen wurden vor Beendigung der Stimulation mittels TE von der Platte
gelost.

2.2.3.10 Proteinexpression in Expi293-Zellen

Die Kultivierung von Expi293-Zellen erfolgte nach Herstellerangaben.

Am Tag der Transfektion wurde eine Zelldichte von 2,8 - 10° Zellen/mL eingestellt.

1,5 mL Opti-MEM | (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) wurden mit 40 ug pDNA vermengt.
Ein weiterer Ansatz mit 1,5 mL Opti-MEM | wurde mit 160 pL Polyethylenimin (PEIl) versetzt. Die
Mischung wurde 5 min Inkubation bei RT vermischt und nach 15 min tropfenweise unter Schwenken
zu den Zellen gegeben. Nach 15 h Inkubation (37°C, 8% CO,, 110 rpm) wurde 850 pL 20% Trypton
zugesetzt. Nach insgesamt 6 Tagen erfolgte die Ernte der Fc-Fusionsproteine plL35 und plL19.

Der Zellkulturiiberstand wurde durch zweimalige Zentrifugation (5 min 400xg und 10 min 4000xg 4°C)
gewonnen. Der Uberstand wurde durch sterilfiltriert (Rotilabo-Spritzenfilter, PVDF, steril, PorengroRRe
0,22um und 0,45um; Carl Roth, Karlsruhe Deutschland) und bis zur Reinigung der Proteine (vgl. 2.2.2.6)
bei -80°C gelagert.

Parallel wurden 100 pL des Zellkulturiiberstandes, sowie eine Probe des Zellpellets flir eine Western-
Blot-Analyse aufbewahrt.

2.2.3.11 Immunprazipitation (IP)
Die Co-Immunprazipitation dient dem Nachweis von Ligand-Rezeptor-Interaktionen.

Transfizierte HEK293T-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion in 400 pL IP-Lysepuffer 90 min auf Eis
lysiert. Mit Fokus auf die Ligand-Rezeptor-Interaktionen, wurden die Lysate vermischt, 80 puL wurden
mit (5x) Limmli aufgekocht (10 min, 95°C). Diese diente als Input-Control. Der restliche Uberstand
wurde mit 30 plL anti-Fc-Beads (Protein-A-Agarose) versetzt und Uber Nacht (leichte Agitation, 4°C)
inkubiert. Die Beads wurden drei Mal mit IP-Lysispuffer (+Triton) gewaschen. Am Folgetag wurde 80
pL Uberstand fiir die sog. Non-Bound-Fraction abgenommen und mit 5x Limmli aufgekocht (10 min,
95°C). Im Folgenden wurde das Pellet drei Mal mit IP-Lysispuffer (ohne Triton) gewaschen. Das unter
Einsatz der Hamilton-Pipette liquidfrei gewonnene Beads-Pellet wurde in 50 pL 2,5x-Lammli
resuspendiert (,,IP“) und gekocht (10 min, 95°C). Mit der Input-Control, Non-Bound-Fraction und der IP
wurde eine Western-Blot-Analyse in Hinblick auf Ligand-Rezeptor-Interaktionen durchgefihrt.

2.2.3.12 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie

Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (Surface Plasmon Resonance, SPR) diente der
Analyse von Ligand-Rezeptor-Interaktionen auf proteinbiochemischer Ebene.

Das grundlegende Oberflaichenplasmonenresonanzsystem erlaubt detaillierte Aussagen zur Affinitét,
Bindungskinetik, Konzentration und Spezifitdt in Echtzeit und basiert auf Massenanderungen bei
Interaktionen zwischen den zu analysierenden Molekiilen.
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Oberflachenplasmonen (longitudinalen Schwingungen entlang der Metalloberfliche, hier Gold)
entstehen durch kollektive Anregung (z.B. durch Licht) der freien Elektronen im Metall. Es resultiert
eine erhohte elektrische Feldstarke im Raum oberhalb der sich entlang des Metalls ausbreitenden
Wellen.

Das Biacore-System verfligt tiber drei wesentliche Komponenten: Einen Sensorchip, ein Microflow-
System und eine SPR-Detektionseinheit.

In dieser Arbeit wurde ein Fc-spezifischer Protein-A-Chip verwendet. Es binden lediglich Fc-
Fusionsproteine, die im Rahmen des sogenannten Capture-Screens bestimmt werden. Die Fc-
Fusionsproteine (Liganden) sind damit auf dem Chip immobilisiert.

Falls ein loslicher Analyt an den auf dem Chip immobilisierten Liganden bindet, dndert sich die Masse,
die am Chip gebunden ist. Nun ist Gber die Protein-A-Matrix nicht nur der Ligand, sondern auch der
Analyt gebunden.

Durch diese Massendanderung verandert sich die SPR und damit der Brechungsindex des Chips, sodass
sich der Winkel des reflektierten Lichts verandert.

Die SPR-Spektroskopie wurde mit einem Protein-A-Chip (Sensor Chip Protein-A, Cytiva, Freiburg im
Breisgau, Deutschland) im Biacore X100 Instrument (Cytivia, ehemals GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg im Breisgau, Deutschland) wahrend einer Multi-Cycle Analyse durchgefihrt. Die Experimente
wurden in PBS pH=7,4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM HPO,* und H,PO*) zugesetzt mit 0,05% (v/v)
P20 (GE Healthcare) bei 25°C durchgefiihrt, indem die Fc-Fusionsproteine auf dem Protein-A-Chip mit
200 Response units (RU) nicht-kovalent gebunden wurden. Die Analyten shlL-6R, shiL-12RB2, shlL-23R
wurden mit einer Flussrate von 30 pL/min in einer 1:2-Stoffmengenkonzentrations-Verdiinnungsreihe
(500 -0,98 nM und 0 nM) mit einem technischen Replikat 15,625 nM fir 120 s injiziert. Die Assoziation
der Analyten wurde fiir 120 s und die Dissoziation fiir 400 s konzentrationsabhéngig gemessen. Die
finalen Bindungskurven wurden mittels 1:1 Binding Mode der Biacore X100 Software, Version 2.0.1
interpoliert.
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3 Ergebnisse

Basierend auf den Arbeiten von Kallen et al. [1] und der Vorarbeit in der Arbeitsgruppe (AG) Scheller
sollten chimare Zytokine, sog. Cytokimera [1], generiert, exprimiert und charakterisiert werden, die
Rezeptoren von IL-6- und IL-12-artigen Zytokinen miteinander kombinieren. In den Vorarbeiten
wurden Chiméare aus zwei IL-6-artigen Zytokinen (IC7 [1], GIL-6, GIO-6 und GIL-11 [354]) generiert.
Designt wurden zwei neuartige Cytokimera: pIL35 (IL-6 und p35) und plL19 (IL-6 und p19), ebenfalls
als Fc-Fusionsproteine (syn.: pIL35Fc und plL19Fc), analog zum IC7Fc von Findeisen et al. [351].
Entsprechend des IC7 wurde die Bindestelle-lll vom IL-6-Grundgeriist gegen eine andere
strukturhomologe humane Untereinheit, p35 bzw. p19, die a-Untereinheiten von IL-12 und IL-23,
ausgetauscht. AnschlieBend wurden plIL-35 und plL-19 auf ihre biologische Aktivitat hin charakterisiert;
auBerdem wurden fir die bereits bekannten, biologisch aktiven, Cytokimera IC7, GIL-6, GIO-6 und GIL-
11 weitere in vitro-Aktivitatsanalysen auf metabolisch relevanten Zelllinien (muskuldre C2C12- und
hepatische HepG2- und Hepal-6-Zellen) durchgefiihrt. Ziel der in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro-
Analysen zu den Cytokimera sind die weitere Erprobung in vivo bis perspektivisch zum therapeutischen
Einsatz metabolischer Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2.

3.1 Cytokimera
3.1.1 |Insilico-Design der Cytokimera

Das in silico-Design von pIL35 und pIL19 wurde in Vorarbeiten der AG Scheller erstellt und basiert auf
Strukturhomologien [347, 354]. Unter anderem auch aus der Arbeit von Kallen et al. [1] ist bekannt,
dass die Zytokine der IL-6-Familie eine starke Strukturhomologie aufweisen. Die vier a-helikale Struktur
der IL-6-artigen Zytokine kann in der a-Untereinheit der IL-12-artigen Zytokine wiedergefunden
werden [5].

Strukturen von Proteinen werden bspw. durch Réntgenanalyse oder Kryo-Elektronenmikroskopie
ermittelt, weisen jedoch Unscharfe/undefinierte Regionen insbesondere in den Loop-Regionen
aufgrund des hohen Bewegungsgrades auf. Computergestiitzte, auf kiinstlicher Intelligenz basierende,
Strukturvorhersageverfahren wie AlphaFold kdonnen diese experimentellen Methoden erginzen,
indem sie auch flr experimentell schwer zugangliche Proteinbereiche Strukturmodelle liefern.

Fiir den strukturbasierten Austausch ist eine llickenlose Strukturvorhersage notwendig, die alleinig
durch die Réntgenanalyse und Kryo-Elektronenmikroskopie nicht zu bewerkstelligen ist. Die Struktur-
Vorhersage bspw. der Loop-Regionen erfolgte webbasiert liber Protein homology analogy recognition
engine (PHYRE2) [363]. PHYRE2 verfligt Gber eine breite Datenbank. Visualisiert wurde diese
Strukturvorhersage mittels der Software UCSF Chimera 1.14. Fir den strukturbasierten Austausch
wurden die vorhergesagten Strukturen optisch Ubereinandergelegt (unter Verwendung des
Needleman-Wunsch-Algorithmus sowie einer BLOSUM-62 Matrix). Eine Strukturhomologie ist anhand
von Uberlagerungen zu erkennen. In diesem Falle ist ein Austausch der Domanen ohne Verlust der
urspriinglichen Proteinfaltung moglich.

Die Festlegung der auszutauschenden Abschnitte erfolgte nach der Vorlage IC7. Im IC7 definierte
Kallen et al. [1] Regionen im IL-6, die den Ausschnitt der Site Ill aus dem IL-6 heraus mit Neueinsatz der
CNTF-Site Il lickenlos moglich machten (vgl. Kapitel 1.6, Abb. 2 und Abb. 8).

Die Grenzstellen im IL-6 fur das Design von plL35 und pIL19 sind in dieser Arbeit analog zu diesen im
IC7. Beim plIL35 wurde die a-helikale p35-Untereinheit abschnittsweise (nicht in ihrer ganzlichen
Aminosauren-Ldnge) eingesetzt (vgl. Abb. 9 und 10). Die PHYRE2-Strukturvorhersage betrug lediglich
74% (Confidence >90%), da in der Datenbank keine bekannte Struktur fir p35 hinterlegt war. Beim
pIL19 musste die a-helikale p19-Untereinheit vor Einsatz in das IL-6 modifiziert werden bzw. hatten
nach dem Prinzip von Kallen et al., mit seinen fest definierten Grenzstellen, nur begrenzte Teile des
p1l9 in das IL-6-Grundgerist transferiert werden sollen. Problematisch erschien hier aber, dass
ausgelassene p19-Teile eine fiir die Rezeptorbindung wichtige Aminosaure beinhalteten. Die fir die
p19/IL-23-Bindung wichtigen drei Aminosauren sind: Glutaminsaure (E) an Stelle 58, Tryptophan (W)
an Stelle 156 und Lysin (K) an Stelle 164 [172, 176]. Dem rein strukturbasierten Prinzip von Kallen et
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al. zur Folge, hatte E58 ausgelassen und nicht in das IL-6 hinein transferiert werden sollen. Dies hatte
eine fehlende Bindung des plIL19 an den IL-23R sehr wahrscheinlich gemacht. Um eine p19/IL-23R-
Bindung theoretisch moglich zu machen, wurde — entgegen des Prinzips nach Kallen et al. — auch die
Aminosdure E58 mit zwei proximal des zu Ubertragenden p19-Abschnittes liegenden Aminosauren
(Arginin (R)56 und E57) transferiert; pIL19-Strukturvorhersage 99% (Confidence >90%). Abbildung 9
und 10 zeigen das Sequenz-Alignment und die schematische Darstellung der Sequenzabschnitte fir
den Site lll-Austausch fir plIL35 und plL19.

PIL35 und plL19 wurden weiter modifiziert:

Sowohl bei pIL19 als auch bei pIL35 wurde C-terminal ein Aminosaure (AS)-Linker (Glycin(G)-G-G-G-
Serin(S)) eingebracht. Nach Umklonierung soll sich C-terminal des Linkers ein Fc-Tag befinden (vgl. 1.6)
Der Linker verbreitert die rdumliche Distanz zwischen Chimar und Fc-Tag, um etwaige sterische
Interferenzen zwischen eben genannten Komponenten zu reduzieren. Ebenso erméglicht der Linker,
welcher nur aus kleinen, unverzweigten Aminosauren besteht, eine Rotation des angehangten Fc-Tags
um deren Langsachse. Dies verleiht dem Fc-Tag eine besondere Beweglichkeit, was sich als vorteilhaft
flr die Protein-A-Reinigung darstellt [351, 364].

Die den neuen Proteinen zugrundeliegenden Sequenzen wurden in cDNA umgeschrieben und extern
durch BioCat GmbH (Heidelberg, Deutschland) synthetisiert (Chimarinsert pIL35 bzw. pIL19 mit Linker
ohne Fc-Tag).
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Aminosauren-Position: 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
A hiIL6: A .\IIPPGEDSKDVIIQAPHRQPLTS?—ERIDKQIRYTLDGISALRK]?TCNKSNMCESISKEALAENNIINLPKM.AEKDGICFQSGF—NEE':FCLVKIITGLITE——
piL35: .. . .VPPGEDSKDVAAPHRQPLTSS-ERIDKQIRYILDGISALRE----~ FYPC-TSEEIDHENNLNLPKMAEKDGCFQSGF-NEETCLVKIITGLLE--
60 72
hp35: ?FYPCTSEEIDH]?
130 140 150 160 170 180 190 200 210
Fortsetzung hiL-6: - FEVYLEYL?NRFESSEEQII\RAVQMSTKVIT IQFLQKKAKI]ILDAITTPDP'II'TNASL— —LTKL?AQNQWLQDMII'THL ILRS FK]i:FLQSSLRAm?QM
Fortsetzung pIL35: ~ ~FEVYLEYLLLMDPKRQIFLRAVOMSTKVLIQFLOKKAKNLDAITTPDPTTNASL--LT-~~-~-~ KTKIKLCILLRSFKEFLQSSLRALRQMGGGGS
145 155 199
Fortsetzung hp35: ?LNDPKRQIFIF KTKIKLCILII.
Aminosduren-Position: 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
B hiL-6: YPPGEDSKDVIPAPHRQPLTS?ERIDKQIRYTLDGISALRK?TCNKSN‘MCE?SKEALAEN'NJi,NLPKMAEKDl?CFQSGF——NEETCLVKIITGLI'.EFEVYL—
piL19: VPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQIRY ILDGISALRAHPL-———=-—~ VGHMDLREENL--PKMAEKDGCFQSGF--NEETCLVKI ITGLLEFEVYL-
hp19: 41|ZHPLVGHM ——————— DL 3%

130 140 150 160 170 180 190 200 210
Fortsetzung hIL-6: EYL?NRFES --SEEQARAVOMSTKVLI QFLQKKAIQ]ILDAITTPDPTTNASLLTKL?AQNQWLQDM’TTHLILRS FKli: FLQOS SLRAL%{QM
[ |
Fortsetzung plL19: EYLFTGEPSLLPDSPVRAVOMSTKVLIQFLOKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLS--QPWQRLLLRFKILRSFKEFLQSSLRALRQMGGGGS

109 121 153 166
Fortsetzung hp19: JTGEPSLLEDSEY §OPWQRLLLRFKIL

Abb. 9: Sequenz-Alignment zum Chimar-Design.

A) Sequenz-Alignment von humanem (h) IL-6, hp35 und plIL35. Dargestellt sind die Aminosdure-Sequenzen von
hIL6, hp35 und plL35. Fir das Design des Chimars plIL35 wurde ein IL-6-Backbone verwendet. Demnach ist die
Sequenz von hIL-6 und pIL35 zu grofRen Teilen kongruent (blau). Die rot markierten Abschnitte im pIL35 sind
allerdings zum hIL-6 abweichend, jedoch zum hp35 deckungsgleich. Hier hat der Austausch der Site Il
stattgefunden. Die Sequenzabschnitte der Site Ill des hlL-6 (magenta, vgl. Abb. 2), wurden nicht in das plL35
integriert; stattdessen wurden strukturhomologe Abschnitte des hp35 in entsprechende Bereiche des plL35
implementiert (rot). Die nicht in das pIL35 transferierten hp35-Abschnitte sind grau dargestellt. Gelb markiert ist
die Aminosdure Y189, das Analogon im hlL-6 ist ocker-farbig dargestellt. Y189 wurde additiv in das plL35
Ubertragen. Grund hierfiir ist, dass Y189 wahrscheinlich fiir die IL-12RB2-Bindung bendtigt wird [185]. Am C-
Terminus des pIL35 befindet sich der Glycing-Serin-Linker (schwarz). B) Sequenz-Alignment von hIL-6, hp19 und
pIL19. Dargestellt sind die Aminosauresequenzen von hiL6, hp19 und plL19. Fiir das Design des Chimars pIL19
wurde ein IL-6-Backbone verwendet. Demnach ist die Sequenz von hIL-6 und pIL19 zu groRen Teilen kongruent
(blau codiert). Die rot markierten Abschnitte im plL19 sind allerdings zum hIL-6 abweichend, jedoch zum hp19
deckungsgleich. Hier hat der Site lll-Austausch stattgefunden. Die Sequenzabschnitte der Site Ill des hIL-6
(magenta, vgl. Abb. 2), wurden nicht in das plIL19 integriert; stattdessen wurden strukturhomologe Abschnitte
des hp19 in entsprechende Bereiche des plL19 implementiert (rot markiert). Die nicht in das pIL19 transferierten
hp19-Abschnitte sind grau dargestellt. Gelb markiert sind die drei Aminosauren R56, E57 und E58 des hp19,
Analoga im hIL-6 sind ocker-farbig dargestellt. R56, E57 und E58 wurden additiv — trotz topologischer
Abweichungen der Struktur-kongruenten auszutauschenden Abschnitte —in das pIL19 ibertragen. Grund hierfir
ist, dass die Aminosauren E58 fir die IL-23R-Bindung bendtigt wird [172, 176]. Am C-Terminus des plL19 befindet
sich der Glycins-Serin-Linker (schwarz). Die Chimar-Sequenz ist hier ohne Signalpeptid, Myc-Tag und ohne Fc-Tag
dargestellt. Die N-terminalen Aminosaduren des hiL-6 (MNSFSTSAFG PVAFSLGLLL VLPAAFPAP), des hp35
(MCPARSLLLV ATLVLLDHLS LA)und des hp19 (MLGSRAVMLL LLLPWTAQG), wurden der Ubersicht halber
nicht dargestellt. Created with multalign.toulouse.inra.fr.
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Abb. 10: Sequenzabschnitte von hiL-6 und hp35 bzw. hp19 fiir den Site lll-Austausch zum Chimardesign von
pIL35 und piL19.

Ausgetauscht wurde die gp130-bindende IL-6-Site Il (Site I1IA: K69-E87, Site I11B: Q130-A140, Site I11IC Q180-L195;
vgl. Abb. 2 und Abb. 8) gegen Abschnitte von humanem (h) p35 (A) bzw. p19 (B) unter Beriicksichtigung des
Einschlusses von rezeptorbindenden Aminosauren (in gelb dargestellt) und dem entsprechenden Pendant im hiL-
6 (ocker-farbig). Im Falle von p35 wurde Y189 in den Transfer inkludiert, im Falle von p19 R57, E58, E59. In der

rechten Spalte ist die schematische Darstellung der gewiinschten Rezeptorkonstellationen orientierend
illustriert. Created in https://BioRender.com.
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Die neu designten Cytokimera plIL35 und pIL19 sind in Abbildung 11 mit ihren entsprechenden
Rezeptoren dargestellt. Es gibt keine natiirlichen Zytokine, die diese Rezeptorkonstellationen binden.
Voraussetzung flir eine biologische Wirksamkeit ist das Vorhandensein aller bendtigten Rezeptoren
auf der Zelloberflache.

A hiL-12
p40
WO 4 Q\cﬁ ;
n L ; ; I
gp130 hiL6Ra |9P130 hIL-12RB1I gp130 hiL-6Ra
hiL-23
B p40!
W
11
DI ; o g
—_——
e esson
gp130| FILGRE lgp13o hIL-12RR1T hIL-23R gp130| hiL-6Ra [ NIL23R

Abb. 11: Schematische Darstellung der generierten Cytokimera plIL35 und pIL19 mit ihren gewiinschten
spezifischen Rezeptorkomplexen.

A) pIL35: Site | des hIL-6-Proteins soll, wie auch das natirliche hiL-6, an den hIL-6Ra binden, Site Il an gp130, Site
Il an hIL-12RB2. Die signaltransduzierenden Rezeptoren gp130 und IL-12RB2 befanden sich durch die plL35-
Bindung in rdumlicher Nahe, genauso wie ihre assoziierten Januskinasen. Eine potenzielle Signaltransduktion
konnte durch Kinasentransphosphorylierung in Gang gesetzt werden.

B) pIL19: Site | des hlL-6-Konstrukts soll, wie auch das natirliche hIL-6, an den hIL-6R binden, Site Il an gp130, Site
Il an den hIL-23R. Die signaltransduzierenden Rezeptoren gp130 und IL-12RB2 befanden sich durch plIL19-
Bindung in rdumlicher Nahe, genauso wie ihre assoziierten Januskinasen. Eine potenzielle Signaltransduktion
kdnnte durch Kinasentransphosphorylierung in Gang gesetzt werden. Created in https://BioRender.com.
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3.1.2 Klonierung, Expression und Reinigung der Cytokimera pIL35 und pIL19

Die von BioCat GmbH (Heidelberg, Deutschland) synthetisierte cDNA (Chimaérinsert pIL35 bzw. pIL19
mit Linker ohne Fc-Tag) wurde in einen pcDNA3.1(+)-Expressionsvektor subkloniert. Er beinhaltet das
im Rahmen der Klonierung herauszuschneidende DNA-Insert ,5‘-Signalpeptid/Myc-Tag/sIL-11R/IL-
11/Fc-Tag-3‘“. Fur eine anschlieBende Subklonierung mit Verbleiben des ,,5'-Signalpeptids/Myc-Tag*
und des , Fc-Tag-3‘“ im pcDNA3.1(+)-Vektor, wurden entsprechende Restriktionsstellen eingebaut (5'-
Hindlll und 3‘-Notl). Das Insert der umklonierten pcDNA lautet wie folgt: ,5'-Signalpeptid/Myc-
Tag/plL35 mit Linker/Fc-Tag-3‘“ bzw. ,5'-Signalpeptid/Myc-Tag/plL19 mit Linker/Fc-Tag-3‘“. Illustriert
ist das Klonierungsschema in Abbildung 12. Methodisch kontrolliert wurde die Umklonierung durch
Restriktionsspaltung, ColonyPCR und externer Sequenzierung bei Microsynth (Balgach, Schweiz).

Hindlll (911 bp) Hindlll

Restriktionsspaltung
pIL35 in pcDNA3.1(+) A plL35-Insert
5859 bp 532 bp™*
Notl (1443 bp)* Notl
Ligation
v
Sl;:cDNA3.1(+2_ R pcDNA3.1(+)
_myc____Fc > SP_myc_plL35_Fc
Backbone linearisiert Hindlll 6728 bp***

6196 bp

sIL-11R/IL-11-Insert
1399 bp

Notl

Abb. 12: Klonierungsschema exemplarisch fiir pIL35.

Als Ausgangsplasmid diente der im hiesigen Institut vorhandene pcDNA3.1(+)-Expressionsvektor 5°-
Signalpeptid(SP)_myc-Tag_sIL-11R/IL-11_Fc-Tag-3‘. Das Signalpeptid ist schematisch in rosa, das Myc-Tag in gelb
und das Fc-Tag in schwarz dargestellt. Der initiale, das Chimarinsert (pIL35) umfassende pcDNA3.1(+)-Vektor
wurden extern von BioCut, Heidelberg, Deutschland synthetisiert. Nach Restriktionsverdau mit Hindlll (5) und
Notl (3‘) wurde das unter Verwendung der Primer DF87 und DF17 mittels PCR amplifizierte plL35-Insert in den
linearisierten 5-SP_myc___ Fc-3‘-Backbone ligiert. Analoges gilt fiir die Klonierung von plIL19, Abweichungen sind
mit * gekennzeichnet: *Die Notl-Restriktionsstelle fiir pIL19 liegt bei 1455 Basenpaare (bp), **Das plL19-Insert
besitzt eine Ldnge von 544 bp. ***Der resultierende Vektor pcDNA3.1(+) SP_myc_pIL19 Fc besitzt 6740 bp. Die
subklonierten Plasmide pcDNA3.1.(+) SP_myc_plL35_Fc und pcDNA3.1(+) SP_myc_pIL19_Fc wurden letztlich in
Expi293-Zellen transfiziert.

Die Aminosauresequenzen der resultierenden Designerzytokine pIL35 und plL19 sind in Abbildung 13
dargestellt.
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pLL35:

LVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQIRYILDGISALREFYPCTSEEIDHENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEFEVYL
EYLLLMDPKRQIFLRAVOMSTKVLIQFLOKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTYKTKIKLCILLRSFKEFLQSSLRALROMGGGGS
AAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

pLL19:

LVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQIRYILDGISALRAHPLVGHMDLREENLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEFEVYLEYL
FTGEPSLLPDSPVRAVOMSTKVLIQFLOKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLSQPWQRLLLRFKILRSFKEFLOSSLRALROMGGGGS
AAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Abb. 13: Aminosauresequenzen von piL35 und piL19.

Schematische Darstellung der Aminosduresequenzen der Fusionsproteine pIL35 und plIL19 mit Signalpeptid
(rosa), Myc-Tag (gelb), Chimarsequenz (lila), GGGS-Linker (grau) und Fc-Tag (schwarz). Die Aminosdure
Methionin (M) ist in rot dargestellt; diese kann Ausgangspunkt einer verkiirzten Translation mit Verlust des N-
terminalen Abschnittes sein.

Das N-terminal gelegene Signalpeptid (24 AS) vermittelt den Transport nach extrazellular, sodass die
Cytokimera sezerniert und im Zellkulturiberstand zu finden sind. C-terminal des Signalpeptids befindet
sich das Myc-Tag (11 AS: EQKLISEEDL + K), welches der Detektion im Zellkulturiiberstand dient. Der
sterisch bewegliche Fc-Tag (35 kDa) ist zur Detektion und fiir die Protein-A-Reinigung notwendig. Das
Gesamtmolekulargewicht von plL35, einschlieflich der beiden Tags, betragt ~47,7 kDa, dieses von
pIL19 ~48,1 kDa.

Eine Testexpression erfolgte zundchst in HEK293T-Zellen. Die Expression zur Reinigung wurde
anschlieRend in Expi293-Zellen durchgefihrt.

In beiden Fallen wurden der Kulturiiberstand mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western Blot
analysiert, dasselbe wurde mit dem Zelllysat durchgefiihrt, um ggf. zytoplasmatische Cytokimera zu
detektieren, deren Sekretion scheiterte. Die Chimare konnten im a-myc und a-Fc (Primarantikorper)-
Western Blot detektiert werden. Final wurden die Cytokimera rein im Zellkulturiiberstand der Expi293-
Zellen bei zu erwartenden ~50 kDa identifiziert. Die Expression von plL35 war starker als von plL19. Die
Nebenprodukte bei ~35 kDa im a-Fc-Blot sind am ehesten auf C-terminale Anteile der neuen Proteine
einschlieRlich des Fc-Tags zurickzufiihren, was auf eine Instabilitdt und Degradation der Proteine
hinweist (vgl. nachfolgende Abb. 14 oben). Die Nebenprodukte in sowohl a-myc als auch a-Fc-Blot bei
~150 kDa deuten auf unspezifische Aggregationen der Fc-Fusionsproteine hin.
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a-myc a-Fc

Abb. 14: Expression der Cytokimera plL35 und pIL19 in Expi293-Zellen.

Es wurden 50 pg Expi293-Zelllysat und 45 pl Expi293-Uberstand aufgetragen. Verwendet wurde der PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) zur Verifizierung der
Molekulargewichte von plL35 (47,7 kDa) und plL19 (48,1 kDa). Bei der Negativkontrolle (Negative Control, NC)
handelt es sich um nicht-transfizierte Expi-293-Zellen. A) Detektion a-myc. Die Chimaren befinden sich auf einer
Hohe von ~50 kDa. Ein Nebenprodukt von 150 kDa ist detektierbar, a.e. handelt es sich um unspezifische
Aggregationen. B) Detektion a-Fc. Die Chimaren befinden sich auf einer HoGhe von ~50 kDa. Ein Nebenprodukt
von 150 kDa ist detektierbar, auRerdem Eines von 35 kDa (Fc-Tag ohne Chimar). n=1. kDa: Kilodalton.

Die Fc-Fusionsproteine pIL35 und pIL19 wurden mittels Protein-A-Saule gereinigt. Hierbei wurden die
Proteine in zwei Fraktionen eluiert (Elutionsfraktion 1 und 2 bzw. Eluat 1 und 2) und vereinigt. Es
ergaben sich folgende Proteinkonzentrationen fur pIL35: c(Eluat 1)=10 pg/mL und c(Eluat 2)=3 pg/mL,
welche auf eine eher geringe Ausbeute hinweisen. Letztendlich konnte eine Endkonzentration von 111
pg/mL fur pIL35 und von 105 pg/mL fur pIL19 erzielt werden. Die gemessene Konzentration spiegelt
nicht zwingend die tatsachliche Menge der produzierten Cytokimera wider, weil co-eluiertes
Fremdprotein die Bestimmung verfédlschen kann. So zeigt pIL19 bereits in den initialen Western Blots
(a-myc und a-Fc) in Abb. 14 (oben) — erkenntlich an der herabgesetzten Bandenintensitat — eine
starkere Verunreinigung, was zudem in Abb. 15 (unten, rechts) in der Coomassie-Farbung bestatigt
wird. Am ehesten zu begriinden ist dies durch eine fehlerhafte Proteinfaltung von pIL19 (vgl. 4.1.1).
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a-myc a-Fc Coomassie

Abb. 15: Protein-A-Reinigung von den Fc-Fusionsproteinen plL35 und pIL19.

Analysiert wurde der Zellkulturiberstand (Input, 30 mL) von pIL35- bzw. pIL19-exprimierende Expi293-Zellen, sowie die
erste und zweite Elutionsfraktion (Eluat 1 und 2, jeweils ca. 1 mL). Pro Spur wurden jeweils 45 pL aufgetragen. Verwendet
wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) zur Verifizierung der
Molekulargewichte. Die Cytokimera sind durch einen Pfeil (orange) markiert A) plIL35: Detektion im Westernblot a-myc
(links) sowie a-Fc (mittig); Coomassie rechts. B) plL19: Detektion im Westernblot a-myc (links) sowie a-Fc (mittig);
Coomassie rechts. n=1. kDa: Kilodalton.

3.1.3 Erzeugung responsiver Ba/F3-Zielzellen

Da die Charakterisierung der designten Cytokimera auf Ba/F3-Zellen stattfinden sollte, mussten diese
die entsprechenden Rezeptorkonstellationen exprimieren. Zwei Ba/F3-Zelllininen waren im Labor
bereits etabliert und wurden als Ausgangspunkt genutzt: Ba/F3 gp130, IL-12RB2 sowie Ba/F3 gp130,
IL-23R. Die verwendeten Ba/F3-Zellen exprimieren ausschlieRlich die angegebenen (humanen, h)
Rezeptoren.

Beide Zelllinien wurden retroviral mit dem hIL-6R transfiziert. Die zwei neuen Zelllinien Ba/F3 gp130,
IL-12RB2, IL-6R sowie Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R verfliigen (ber die benétigten
Rezeptorkonstellationen fiir eine Charakterisierung von pIL35 und pIL19.

Hierzu wurde das Insert hIL-6R in einen offenen pMOWS-Expressionsvektor mit Hygromycin-
Resistenzgen zur Selektion kloniert (vgl. Abb. 16), beides lag in der AG Scheller bereits geschnitten
(Restriktionsenzym Pmel) vor (Kontrolle: ColonyPCR, Restriktionsspaltung, externe Sequenzierung
durch Microsynth, Balgach, Schweiz).
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hIL-6R-3xHA-Insert
1852 bp

Ligation

pMOWS-hygro-

pMOWS-hygro-MCS —> hIL-6R-3xHA

Backbone linearisiert
6149 bp

8001 bp

Abb. 16: Retroviralen Transduktion des hIL-6R.

Das subklonierte Plasmid pMOWS-hygro-hIL-6R-3xHA wurde retroviral in zwei Zelllinien Ba/F3 gp130, hIL-12RB2
und Ba/F3 gp130, hIL-23R transfiziert. Das Insert hIL-6R-3xHA (1852 Basenpaare (bp) mit dreifachem HA-Tag in
zyan markiert) wurde unter Verwendung der Primer DF86 und DF534 mittels PCR amplifiziert und in den
linearisierten pMOWS-Vektor mit Hygromycin (hygro)-Resistenzgen zwecks Selektion ligiert.

Die erfolgreiche retrovirale Transduktion mit Oberflachenprasentation des hIL-6R auf den Ba/F3-Zellen
wurde anhand FACS-Analysen sowie durch Proliferationsassays (vgl. Abb. 17) und Stimulationsassays
verifiziert.
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Abb. 17: Verifizierung der korrekten Rezeptorkonstellationen auf der Ba/F3-Zelloberfliche.

A) FACS-Analyse. Pro Ansatz wurden 5 - 10° Ba/F3-Zellen analysiert. Die Intensitdtszunahme der Fluoreszenz
(Rechts-Shift auf der x-Achse) reprasentiert das Mal} der Rezeptoroberflichenprdsentation. Die gegen den
Rezeptor gerichteten Antikorper verfiigen Gber ein Fluorophor mit Emission spezifischer Wellenldnge. Die y-
Achse zeigt die Zellzahl. n(hIL-6R)=2, n(hIL-12RB2)=1, n(hIL-23R)=1. B) Proliferationsassay. Ba/F3-Zellen
proliferieren unter Zytokinstimulation, sofern die entsprechenden Rezeptoren auf der Zelloberflache
reprasentiert werden. Stimuliert wurden vier verschiedene Ba/F3-Zelllinien (Ba/F3 gp130, IL-12RB2; Ba/F3
gp130, IL-23R; Ba/F3 gp130, IL-12RB2, IL-6R; Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R) mit humanen Zytokinen: HIL-11 (100
ng/mL), HIL-23 (200 ng/mL), HIL-12 (200 ng/mL) und IL-6 (10 ng/mL). Die Negativkontrolle (NC) blieb ohne
Zytokin-Zusatz. Normalisierung in Bezug auf die Positivkontrolle HIL-11. Angegeben sind der Mittelwert und der
Standardfehler. Reprasentative Abbildung aus n=2 Experimenten.

Die erfolgreiche Oberflachenprasentation des hIL-6R auf den Zelllinien Ba/F3 gp130, IL-12RB2, IL-6R
(Abb. 17A links, in orange) und Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R (Abb. 17A links, in griin) nach erfolgter
retroviraler Transduktion wird durch die Zunahme der Fluoreszenzintensitat (grafisch als
Rechtsverschiebung dargestellt) bestatigt. Beide Zelllinien zeigen zudem eine Proliferation unter IL-6
(vgl. Abb. 178, lila), was die Expression des transduzierten hIL-6R verifiziert.

Eine Proliferation unter HIL-23 zeigt sich bei den Zelllinien Ba/F3 gp130, IL-23R und Ba/F3 gp130, IL-
23R, IL-6R (vgl. Abb. 17B, griin), obwohl diese Zellen den IL-12RB1 nicht exprimieren (vgl. Kapitel 1.4.4

50
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und Abb. 6). In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bei hohen IL-23-Konzentrationen auch
IL-23R-Homodimere signaltransduzierend sind [331, 332].

Die erhohte Proliferation der Zelllinie Ba/F3 gp130, IL-12RB2, IL-6R unter HIL-12 (vgl. Abb. 17B, orange
und Abb. 18A, lila) konnte im Wiederholungsexperiment nicht dargestellt werden. Auch eine
Phosphorylierung von STAT3 unter HIL-12 konnte in dieser Zelllinie, die den IL-12RB1 nicht exprimiert,
nicht nachgewiesen werden (vgl. Abb. 18B). Weitere Untersuchungen hierzu werden angeschlossen.

3.1.4 Charakterisierung der Cytokimera
3.1.4.1 plL35 und plL19 sind biologisch inaktiv

Die funktionelle Analyse fand mit den zwei retroviral transduzierten Zelllinien Ba/F3 gp130, IL-12RB2,
IL-6R und Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R statt. Als Negativkontrolle dienten Ba/F3-Zelllinien, welche
lediglich gp130 exprimieren.

Durchgefiihrt worden sind konzentrationsabhangige Stimulations- und Proliferationsassays.

Beide Assays weisen auf eine Inaktivitat von plL19 und plL35 hin. Es ist keine Proliferation unter pIL35
bzw. pIL19 nachweisbar, genauso wenig wie eine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3,
welcher u.a. auch eine etwaige Proliferation vermitteln wiirde [365, 366]. Auch eine simultane
Stimulation mit p40, der B-Untereinheit von IL-12 und IL-23, zeigte keinerlei Chimaraktivitat.
Hintergrund der simultanen Zugabe von p40 ist eine vermutete, noch nicht definitiv erforschte,
Interaktion mit dem IL-12RB2 bzw. IL-23R [176]. Fir die Bindung von p35/p19 an den IL-12RB2/IL-23R
bzw. die biologische Aktivitat scheint p40 obligat zu sein [322, 367] (vgl. Kapitel 4.1.4 und Abb. 31);
daraus hergeleitet wurde fiir die experimentelle Co-Stimulation mit p40 zur Funktionsanalyse von
plIL35 und pIL19.

Da in den murinen pra B-Zellen nur zytokinabhéngig eine Signaltransduktion zur Teilung (weitergehend
Proliferation) induziert werden kann, diente als Positivkontrolle die Stimulation mit HIL-11 bzw. HIL-6,
als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Auswahl der Kontrollzytokine richtete sich nach
den fir pIL35 und plL19 involvierten Rezeptoren: hiL-6, hHIL-12, hHIL-23 (vgl. Abb. 11).

ErwartungsgemaR zeigte sich unter HIL-11 bzw. HIL-6 -Stimulation bei jeder untersuchten Ba/F3-
Zelllinien eine Phosphorylierung von STAT3 und eine Proliferation (vgl. Abb. 18). Die unbehandelten
Zellen zeigten entsprechend weder ein Signal im Stimulations- noch im Proliferationsassay (vgl. Abb.
18). Nach Behandlung mit den Kontrollzytokinen zeigten sich reguldre STAT3-Phosyphorylierungen
und Proliferationen, sofern die analysierte Zelllinie tiber den entsprechenden Rezeptor verfiigte:
Demnach zeigte sich eine Proliferation und eine Stimulation bzw. Signaltransduktion (STAT3-
Phosphorylierung) fiir die Zelllinie Ba/F3 gp130, IL-12RB2, IL-6R neben der Positivkontrolle unter hiL-6
und fur die Zelllinie Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R ebenfalls unter hiL-6 (vgl. Abb. 18). (p) STAT3 ist im
Western Blot bei ~79,86 kDa zu identifizieren.
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Abb. 18: pIL35 und pIL19 sind auf Ba/F3-Zellen biologisch inaktiv.

A) Proliferationsassay. Trotz korrekter Rezeptorprasentation auf der Zelloberflache der jeweiligen Ba/F3-Zelllinie
ist keine Proliferation unter pIL35 (100 ng/mL und 1000 ng/mL) oder pIL19 (100 ng/mL und 1000 ng/mL)
detektierbar, unabhangig von der Chimarkonzentration und dem Zusatz von p40 (im 1:10-Volumenverhaltnis zu
pIL35 bzw. plL19). Eine entsprechende Proliferation unter den humanen Kontroll-Zytokinen HIL-6 (0,2
Volumenprozent), HIL-12 (200 ng/mL), HIL-23 (200 ng/mL) und IL-6 (10 ng/mL) bestdtigt die adaquate
Rezeptorexpression. Die Negativkontrolle (NC) blieb unbehandelt. Die Normalisierung erfolgte in Bezug auf die
Positivkontrolle HIL-11 (100 ng/mL). Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. Die Reprasentanz
ergibt sich aus n=4 Experimenten. B) Stimulationsassay. Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3 und a-
STAT3. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg Protein. Nach 15-minitiger Zytokin-Stimulation mit HIL-6 (0,2
Volumenprozent) als Positivkontrolle, HIL-12 (200 ng/mL), HIL-23 (200 ng/mL) und IL-6 (10 ng/mL) erfolgt bei
aktiver Ligand-Rezeptor-Interaktion eine Phosphorylierung von STAT3. Zur Referenz der Molekulargewichte von
STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St.
Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Obwohl die Zelllinie Ba/F3 gp130, IL-23R, IL-6R nicht iber den IL-12RB1
verfligt, ist eine Phosphorylierung von STAT3 nach HIL-23-Stimulation erkennbar. Grund hierfir ist am ehesten
eine IL-23R-Homosimerisierung mit konsekutiver Signaltransduktion bei Zugabe von hohen [L-23-
Konzentrationen. Es ist keine Phosphorylierung von STAT3 nach plL35/plL19-Stimulation (100 ng/mL und 1000
ng/mL) nachweisbar, konzentrationsunabhangig.

3.1.4.2 Cytokimera binden teilweise an die Rezeptoren

Um eine mogliche Ursache der Inaktivitat von plL35 und plIL19 zu eruieren, wurden Analysen zur
Bindungskinetik angeschlossen. Durchgefihrt wurde eine Immunprazipitation und eine
Oberflachenplasmonenresonanz-Analyse (Surfaceplasmonresonance, SPR) im Biacore-System.
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3.1.4.2.1 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation (IP) diente als alternative Methode zur Analyse von Interaktionen zwischen
Liganden und Rezeptoren auf zelluldrer Ebene. HEK293T-Zellen wurden jeweils einzeln mit pcDNA3.1
flr I6sliche Zytokine (pIL35, pIL19, hiL-6Fc) und membranstdndige Rezeptoren (hIL-6R-HA, hlL-12R[2,
hIL-23R) transfiziert. Die pcDNA3.1 fir gp130 wurde nicht transfiziert. Analysiert wurden Zelllysate, da
vorherige Testexpressionen in HEK293T-Zellen eine gesteigerte intrazelluldre Expression der
sekretorischen Chimare zeigten. Mit dem Hintergrund der Analyse von Zytokin-Rezeptor-Interaktion
wurden entsprechende Lysate gemischt (vgl. Tabelle 29), einige blieben unvermischt (,ohne
Zytokin/ohne Rezeptor”).

Tabelle 29: Analysierte Konditionen in der Inmunprazipitation mit Molekulargewicht.

Zytokin  IL-6Fc (48,7 kDa) pIL35 (47,7 kDa) pIL19 (48,1 kDa) ohne Zytokin
Rezeptor
hiL-6R-HA X X X X
(55,2 kDa)
hiL-12RB2 X X
(99,8 kDa)
hiL-23R X X
(74,4 kDa*)
ohne Rezeptor X X X

Protein-A-Agarose-Beads (45 kpa)

*das berechnete Molekulargewicht des hIL-23R liegt bei 74,4 kDa. Aufgrund von acht posttranslationales Glykosilierungen [368] ist das
tatsachliche Molekulargewicht erhéht.

Die IP-Kondition , hIL-6Fc+hIL-6R“ diente als Positivkontrolle.

Analysiert wurden pro IP-Kondition drei Proben: Input (1), Non-Bound-Fraktion (NB) und die eigentliche
IP unter Verwendung von Protein-A-Agarose-Beads (IP). Der Input stellt eine Probe des (gemischten)
Lysats dar, die Non-Bound-Fraktion ist jene Fraktion, die im Gegensatz zur IP-Probe nicht an die
Protein-A-Agarose-Beads bindet. Alle Proben wurden nach erfolgter Immunprazipitation mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert.

Die verwendeten Primérantikorper sind a-HA (zur Detektion des hIL-6R), a-hlL-12RB2 und a-hlL-23R.
Zur Kontrolle der erfolgten Immunprazipitation wurden auch die Beads an sich a-Fc detektiert.

Mithilfe der Immunprazipitation konnte die Bindung des plL35 an den hIL-6R nachgewiesen werden.
Zudem konnten weitere Rezeptorbindungen ausgeschlossen werden: pIL35 bindet nicht an den IL-
12RB2. pIL19 bindet weder an den IL-6R noch an den IL-23R (vgl. Abb. 19).
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Abb. 19: Nachweis der Bindung von pIL35 an den hIL-6R und Ausschluss anderer plL35/plL19-Rezeptor-
Bindungen durch Immunprazipitation.
Es wurden HEK293T-Zellen mit einzelnen Plasmiden (Fc-Fusionsproteine: hlL-6Fc, pIL35 und plL19; Rezeptoren:
hIL-6R-HA, hlIL-12RB2, hIL-23R) transfiziert. Zur mikroskopischen Kontrolle wurde mit pEGFP transfiziert. Die
Zellen wurden lysiert. Teilweise wurden Zelllysate der single-plasmid-transfizierten Zellen gemischt. Nach
Zentrifugation wurde ein Teil des Uberstandes (Non-Bound-Fraktion; NB) abgenommen. Das Zelllysat wiederum
wurde teils mit Protein-A-Agarose-Beads versehen (Immunprézipitation, IP), der andere unversehene Teil diente
als Input-Probe (Lysat, L) und wurde keiner Immunprazipitation unterzogen. Verwendete Primarantikorper: a-
HA, a-hlL-12RB2, a-hIL-23R und a-Fc. Verwendet wurde auRerdem der PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) zur Verifizierung der Molekulargewichte von hiL-6Fc (48,7 kDa),
pIL35 (47,7 kDa), pIL19 (48,1 kDa), hIL-6R-HA (55,2 kDa), hIL-12RB2 (99,8 kDa) und hIL-23R (74,4 kDa). A)
Positivkontrolle. hiL-6Fc bindet an den HA-getagten hIL-6R. B) pIL35 bindet an den hIL-6R, aber nicht an den hlL-
12RB2. C) pIL19 bindet weder an den hIL-6R noch an den hIL-23R. Ein reprasentatives Ergebnis von n=2 (flr A, B,
C) ist dargestellt. kDa: Kilodalton.

Dieselben Ergebnisse konnten mittels SPR-Analyse im Biacore-System validiert werden.
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3.1.4.2.2 Oberflichenplasmonenresonanz zur Bindungsanalyse der Chimdre

Die SPR-Spektroskopie diente der Analyse von Ligand-Rezeptor-Interaktionen auf biophysikalischer
Ebene. Ein MaR der Interaktion zwischen Proteinen ist die Bestimmung der Dissoziationskonstante
(Kp). Die Kp stellt Gber folgende Formel den Zusammenhang zwischen der Assoziations- k, und
Dissoziationskonstante kq her:
kq

Kp = —
Je kleiner die Kp ist, desto hoher ist die Affinitat zwischen den Interaktionspartnern, da die Assoziation
einen hoheren Wert als die Dissoziation aufweist.

Die Zytokine hIL-6, pIL35 und plIL19 als Fc-Fusionsproteine wurden auf einem Protein-A-Chip nicht-
kovalent gebunden (Nomenklatur unten: hlL-6Fc, plL35, pIL19). Die Analyten wurden in einer 1:2
Verdiinnungsreihe (0,9765 — 500 nM) angesetzt, die Assoziation fiir 120 s und die Dissoziation fir 400
Sekunden aufgezeichnet (vgl. Abb. 20).
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Abb. 20: Bindungskinetik von pIL35 und pIL19 an die I6slichen Rezeptoren sIL-6Ra und sIL-23R.

Die Fc-fusionierten Liganden (hIL-6Fc/HIL-23Fc/plL35/plIL19) wurden an einem Protein-A-Chip gekoppelt, so dass
eine Response Unit (RU; y-Achse) von bis zu 200 RU analysiert werden kann. Die Bindungsinteraktion der I6slichen
Rezeptoren (Analyten) wurde in absteigenden Konzentrationen (500 nM bis 0,9765 nM und 0 nM, interne
Kontrolle von 15,63 nM) gemessen. Die Assoziation wurde fiir 120 s und die Dissoziation fiir 400 s aufgenommen
(x-Achse: Zeit, englisch: , Time" in Sekunden, s). A) Bindung von sIL-6Ra an hIL-6Fc (links) und sIL-23R an HIL-23Fc
(rechts). B) Bindung von sIL-6Ra (links oben), sIL-12RB2 (rechts oben; Der Peak im Graphen ist durch einen
abweichenden Puffer des darin gelosten hIL-12RB2 (Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland) bedingt) und in
Kombination sIL-6Ra und sIL-12RB2 (mittig) an plIL35. C) Bindung von sIL-6Ra (links) und sIL-23R (rechts) an plIL19.
Cartoons Created in https.//BioRender.com.

Zunachst wurde die Affinitat von hIL-6Fc und sIL-6Ra mit einer Kp = 27,47 nM und HIL-23Fc zu slIL-23R
mit einer Kp = 0,8419 nM bestimmt, welches als endogene Kontrolle fiir die synthetischen Zytokine
diente (vgl. Abb. 20A). Eine dhnliche Affinitat des IL-6/IL-6R-Komplexes von Kp =22 nM (immobilisierter
sIL-6R) wurde bereits durch Baran et al. beschrieben [207]. AnschlieBend wurde die Bindungskinetik
von plL35 and den sIL-6Ra und sIL-12RB2 untersucht (vgl. Abb. 20B). Die Affinitat von 26,54 nM von
plIL35 zu slL-6Ra war vergleichbar mit der Affinitat von IL-6Fc zu sIL-6Ra (Kp = 27,47 nM) — wéhrend
keine Bindung zu sIL-12RB2 nachgewiesen wurde. Die Bindung von pIL35 an den sIL-12RB2, wie es bei
IL-12 der Fall ist, konnte nicht nachgewiesen werden.

Zudem wurde die Affinitdt von pIL35 zu beiden Rezeptoren slL-6Ra und sIL-12RB2 untersucht (vgl. Abb.
20B mittig). Die Kp von 1,62 nM wies eine hohere Assoziation und niedrigere Dissoziation auf, was auf
eine unterstiitzende Konformationsanderung beider Rezeptoren beruhen kénnte. Dies deutet auf eine
unveranderte Bindungsstelle | im hIL-6-Grundgerist des pIL35 hin, da die Bindung zum slL-6Ra mit
dem natdirlichen hlL-6 vergleichbar ist.

Zur Analyse der Bindungskinetik des plL19 wurden sIL-6Ra und sIL-23R jeweils einzeln gemessen (vgl.
Abb. 20C). Das synthetische Zytokin plL19 bindet weder den sIL-6Ra noch den hIL-23R. Die
Bindungsstelle | des IL-6-Grundgeriistes sowie die zu p19 ausgetauschte Bindungsstelle Ill scheinen
ihre korrespondierende Rezeptorbindung (hIL-6R und hIL-23R) verloren zu haben.
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Die generierten Chimare plL35 und plIL19, mit denen die Rezeptoren der IL-6- und IL-12-artiger
Zytokine kombiniert werden sollten, indem die Bindestelle Il des IL-6-Backbones strukturhomolog
gegen p35 bzw. pl19, die a-Untereinheiten von IL-12 und IL-23, ausgetauscht wurde, zeigten
zusammenfassend  keinerlei  biologische  Aktivitit weder in  Stimulations- noch in
Proliferationsanalysen. Die Untersuchung zur Bindungskinetik (Immunprazipitation und
Oberflachenplasmonenresonanz) zeigten eine Bindung des pIL35 an den hIL-6R mit vergleichbarer
Affinitat wie der natirliche IL-6/sIL-6R-Komplex (Kp: 26,54 nM vs. 27,47 nM). Damit scheint die Site |
des IL-6-Backbones im plL35 strukturell nicht beeinflusst worden zu sein. Die hohe Assoziation von
plL35 an den slL-6R, wenn zeitgleich sIL-12RB2 vorliegt (vgl. Abb. 20B mittig), kdnnte auf eine
unterstitzende Konformationsdnderung beider Rezeptoren hinweisen, wobei eine alleinige Bindung
von plL35 an den sIL-12RB2 nicht nachgewiesen werden konnte. Fiir pIL19 konnte weder eine Bindung
an den slL-6R noch an den slIL-23R gezeigt werden, was die Inaktivitat begriindet.

3.2 Aktivierungsmuster metabolisch relevanter Zielzellen

Ziel dieser Arbeit war neben der Generierung der neuen Cytokimera pIL35 und pIL19 nach dem Vorbild
von IC7Fc die weiterflihrende in vitro-Charakterisierung der biologisch aktiven Cytokimera GIL-6, GIO-
6 und GIL-11. Die biologische Aktivitat von GIL-6 und GIO-6 wurde bislang ausschlieBlich in murinen
Ba/F3-Zellen mit entsprechender humaner Rezeptorexpression untersucht. Die Stimulation dieser
Zelllinien induziert STAT3- und ERK-Phosphorylierung sowie Proliferation und belegt damit die
Funktionalitat der Cytokimera [354].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde geprift, ob GIL-6 und GIO-6 (GIL-11 war aufgrund von
Verunreinigungen nur eingeschrankt einsetzbar) auch in metabolisch relevanten Zelllinien eine
Signaltransduktion und Proliferation auslésen. Langfristiges Ziel ist, analog zu IC7Fc, eine potenzielle
Anwendung in in vivo-Mausmodellen und perspektivisch in der Therapie des Typ-2-Diabetes mellitus
zu evaluieren (vgl. Kapitel 1.6.1).

Untersucht wurden die etablierten Zelllinien C2C12 (murine Mpyoblasten), HepG2 (humane
Hepatozyten) und Hepal-6 (murine Hepatozyten) als metabolisch reprasentative Modelle. Zunachst
wurden Stimulationsassays durchgefiihrt, um die Expression der fir die Signaltransduktion
erforderlichen Rezeptoren zu prifen. Bei nachweisbarer Stimulierbarkeit durch GIL-6, GIO-6 (und
gegebenenfalls GIL-11) sollten nachfolgend Analysen des Energiestoffwechsels mittels Seahorse-Assay
erfolgen.

Die Stimulation erfolgte mit humanen und murinen Zytokinen der IL-6- und IL-12-Familie, den
entsprechenden Cytokimera sowie Insulin. Dabei ist zu berlicksichtigen, dass zwischen humanen und
murinen Zytokinrezeptorkonstellationen Crosstalks sowie zwischen Mitgliedern verschiedener
Zytokinfamilien funktionelle Promiskuitivitdten bestehen (vgl. Kapitel 1.5).

3.2.1 Muskuldre C2C12-Zellen

C2C12-Zellen sind murine Myoblasten. Bei den an Tag 0 (TO) 80%-konfluenten C2C12-Zellen wurde das
DMEM**-Medium gegen C2C12-Differenzierungsmedium getauscht (vgl. Differenzierung von C2C12-
Zellen im Kapitel 2.2.3.2). Hierdurch wird der Differenzierungsvorgang eingeleitet. Die C2C12-Zellen
entwickeln sich zu kontraktilen, spindel-férmigen Myotuben. Die Differenzierung kann neben der
Kultivierung in niedrig-Serum-Leveln (geringerer pro-proliferativer Anteil an Wachstumsfaktoren im
Serum ausgewachsener Pferde im Vergleich zum Wachstumsfaktor-Anteil in fetalem Kélberserum)
durch Elektrostimulation (Kontraktion und Kontaktinhibition (Konfluenz >85%)) induziert werden
[369]. Der Folgetag nach initialem Mediumwechsel ist als (Differenzierungs-) Tag 1 (T1) definiert, der
zweite Tag nach initialem Mediumwechsel als T2. Es wurde bis T7 bzw. T14 differenziert.

Vor dem Hintergrund, dass chronisch erhéhtes IL-6 im Rahmen einer Meta-Inflammation, wie diese
bei Typ 2 Diabetes mellitus auftritt, zum Verlust von Muskelmasse fihrt [370-372] wahrenddessen
akut erhohtes IL-6, welches bei Muskelkontraktion autokrin von den Myozyten sezerniert wird und zu
Satellitzelldifferenzierung und Myozythypertrophie fihrt [259, 261], wurden die muskuldren C2C12-
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Zellen mit IL-6 artigen Zytokinen stimuliert, genauso wie mit IL-12 artigen Zytokinen, den Cytokimera
IC7, GIL-6 und GIO-6, aullerdem mit Insulin.

Auf eine Signaltransduktion hin analysiert wurden C2C12-Zellen sowohl im undifferenzierten als auch
im differenzierten Stadium, da sich mit Differenzierungsgrad auch die Signaltransduktionsstarke [373]
und die Rezeptorexpression dieser Zellen, wie aus dieser Arbeit hervorgeht, verandert. Das durch IL-6
-artige Zytokine induzierte Signalling ist vorwiegend der JAK1/2-STAT3- in C2C12-Myoblasten [373-
375], auRerdem der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg [374], allerdings weniger stark ausgepragt. IL-12-artige
Zytokine aktivieren ebenfalls den JAK-STAT-Signalweg [376]. Durch Zytokinstimulation der C2C12-
Zellen mit konsekutiver Signaltransduktion wird wiederum die Proliferation, der Differenzierungsgrad
und die damit einhergehende Rezeptorexpression beeinflusst [374]. Serumdepriviert wurden die
adhédrenten Zellen Uber vier Stunden, stimuliert Gber 15 Minuten. Als Positivkontrolle fur die STAT3-
Aktivierung (Phosphorylierung) wurden die Zellen mit HIL-11 oder HIL-6 behandelt, fir die Akt-
Aktivierung mit humanem (h) Insulin. Die Negativkontrolle blieb unbehandelt.
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Abb. 21: C2C12-Zellen sind in verschiedenen Differenzierungsstadien durch LIF, OSM und Insulin stimulierbar.
Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3 und a-STAT3. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg Protein. Die
undifferenzierten (TO) und sieben-tagig differenzierten (T7) C2C12- Zellen wurden lber 4h gestarvt. Nach 15-
minUtiger Zytokin-Stimulation (hLIF (10 ng/mL), hiL-6 (10 ng/mL), hiL-11 (100 ng/mL), hHIL-12 (200 ng/mL), hHIL-
23 (200 ng/mL), mHIL-27 (50 ng/mL), hOSM (10 ng/mL), mOSM (50 ng/mL), hCNTF (100 ng/mL), IC7 (100 ng/mL),
GIL-6 (200 ng/mL), GIO-6 (200 ng/mL), pIL35 (1000 ng/mL und 100 ng/mL), pIL19 (1000 ng/mL und 100 ng/mL))
erfolgt bei aktiver Ligand-Rezeptor-Interaktion eine Phosphorylierung von STAT3 bzw. Akt. Zur Referenz der
Molekulargewichte von STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) und Akt sowie pAkt (beides 60 kDa) wurde der
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Als
Negativkontrolle (-) gelten Zytokin-unbehandelte Zellen. Als Positivkontrolle fiir die STAT3-Phosphorylierung
dient die Stimulation mit hHIL-11 (100 ng/mL) oder hHIL-6 (0,2 Volumenprozent). HIL-11/6 bindet an das auf
allen kernhaltigen Zellen reprasentierte, signaltransduzierende gp130. Als Positivkontrolle fiir die Akt-
Phosphorylierung dient hinsulin (500 ng/mL). A) Undifferenzierte (TO) C2C12-Zellen: Eine STAT3-
Phosphorylierung wurde nach Stimulation mit hLIF, hOSM und mOSM nachgewiesen. B) Differenzierte (T7)
C2C12-Zellen: Eine STAT3- und Akt-Phosphorylierung wurde nach Stimulation hLIF und mOSM nachgewiesen.
Lediglich eine leichte nach hOSM und eine nicht konsistente STAT3-Phosphorylierung nach hIL-6, hiL-11, hHIL-
12, hHIL23 und hCNTF -Stimulation wurde dargestellt. Auch unstimulierte T7-C2C12-Zellen weisen pSTAT auf,
was auf eine konstitutive Aktivierung von STAT im Rahmen einer erhdhten Passagenzahl (hier: 10) oder auf eine
unvollstandige Serum-Deprivation nach 4h Starvation der adharenten Zellen hinweisen kénnte. n=3. kDa:
Kilodalton.

pAkt
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Die T7-C2C12-Zellen zeigen mehr STAT3-Aktivierung als die undifferenzierten Zellen. Neben pSTAT3
(79,86 kDa) nach hLIF-, hOSM- und mOSM-Stimulation, welche auch bei den T0O-Zellen nachweisbar ist
(vgl. Abb. 21A und B), wird STAT3 auch unter hlIL-6, hlL-11, hHIL-12, hHIL23 und hCNTF in den
differenzierten Zellen nicht konsistent phosphoryliert (vgl. Abb. 21B). In diesen kommt es unter hLIF
und mOSM nicht nur zu einer STAT3-, sondern auch zu einer Akt-Phosphorylierung (60 kDa) (vgl. Abb.
21B).

Da die T7-Zellen nach hIL-6-Stimulation nur eine geringe Aktivierung zeigten (geringe pSTAT3-
Bandenintensitat (vgl. Abb. 21B)) und kein pSTAT3 nach Stimulation mit den aktiven Cytokimera IC7,
GIL-6 und GIO-6, die allesamt zur Induktion einer Signaltransduktion den IL-6R bendtigen, detektierbar
war, wurden weitere Untersuchungen zum Screening auf den mlL-6R auf den C2C12-Zellen
angeschlossen. Als weitere Untersuchungen wurden ein IL-6-spezifischer Stimulationsassay (vgl. Abb.
22), eine gPCR- (vgl. Abb. 23) und FACS-Analyse (vgl. Abb. 24) durchgefiihrt.

In den IL-6-spezifischen Stimulationsassays (Abb. 22) wurden die C2C12-Zellen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien mit h-IL6 stimuliert (Negativkontrolle: unstimulierte Zellen; Positivkontrolle:
HIL-6). Ziel war die Erfassung von pSTAT3/pAkt im Western Blot, hergeleitet aus der Hypothese, dass
die mIL-6R-Expression vom Differenzierungsstadium der C2C12-Zellen abhangt.

A Ba/F3 gp130 Ba/F3 gp130, hiL-6R C2C12 (T8) C2C12 (T14)
pSTAT3
STAT3
B
cac12 55 o e * - oy pAkt

Abb. 22: Stimulationsassay. hiL-6-Stimulation von C2C12-Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien.
Phosphorylierung von STAT3 ab dem achten Differenzierungstag, von Akt ab dem fiinften Differenzierungstag.
Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3, a-STAT3 sowie a-pAkt und a-Akt. Aufgetragen wurden pro Spur 50
ug Protein. Die undiffererenzierten (TO) und differenzierten (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T11, T12, T13, T14)
C2C12- Zellen wurden uber 4h gestarvt. Nach 15-minutiger hlL-6-Stimulation (20 ng/mL fir (p)STAT3 und 10
ng/mL fir (p)Akt) erfolgt bei aktiver und ausreichender Ligand-Rezeptor-Interaktion eine Phosphorylierung von
STAT3 bzw. Akt. Zur Referenz der Molekulargewichte von STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) und Akt sowie
pAkt (beides 60 kDa) wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St. Leon-Rot,
Deutschland) verwendet. Als Negativkontrolle (-) gelten Zytokin-unbehandelte Zellen. Als Positivkontrolle fiir die
STAT3-Phosphorylierung dient die Stimulation mit hHIL-11 (100 ng/mL) oder hHIL-6 (0,2 Volumenprozent). HIL-
11/6 bindet an das auf allen kernhaltigen Zellen reprasentierte, signaltransduzierende gp130. Als Positivkontrolle
fur die Akt-Phosphorylierung dient hinsulin (500 ng/mL). A) Differenzierte (T8 und T14) C2C12-Zellen zeigen eine
STAT3-Phosphorylierung nach hlL-6-Stimulation. Als Positivkontrolle eine aktiven hiL-6 wurde die Zellinie Ba/F3
gp130, hlL-6R stimuliert. n=1. B) Eine Phosphorylierung von Akt nach hlL-6-Stimulation tritt bei C2C12-Zellen auf,
die funf Tage (T5) oder mehr (T6, T7, T8, T12, T13, T14) differenziert worden waren. Auch unstimulierte T14-
C2C12-Zellen weisen pAkt auf, was auf eine konstitutive Aktivierung von Akt im Rahmen einer erhéhten
Pasagezahl (hier: 14) hinweisen konnte oder unvollstindige Serum-Deprivation nach 4h Starvation der
adhédrenten Zellen. n=1. kDa: Kilodalton.

In den IL-6-spezifischen Stimulationsassays (Abb. 22) zeigen sich eine Phosphorylierung von Akt ab T5,
von STAT3 ab T8, wobei pSTAT3 fiir T5 nicht vergleichend untersucht wurde. Die Beobachtungen sind
mit der aufgestellten Hypothese vereinbar. Um zu verifizieren, dass der mIL-6R ab Differenzierungstag
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5 in einer zur Signaltransduktion (pSTAT3/pAkt) flhrenden Menge exprimiert wird, wurden eine gPCR
und eine FACS-Analyse angeschlossen.

Normiert wurden die zu untersuchende Expression des mlL-6R auf die Expression des House-Keeping-
Genes Glycerin-Aldehyd-3-Phophat-Dehydrogenase (GAPDH). Als Negativkontrolle gilt die Zelllinie
Ba/F3 gp130, sie verfiigt Gber keinen h/mlIL-6R. Simultan wurden qPCRs zur Detektion der
Differenzierungsmarker MyoD (Myoblast determination protein 1) und Myog (Myogenin)
durchgefiihrt. Beide Marker sind Regulatoren der Myogenese. |hre Expression steigt im Verlauf der
Differenzierung von Myoblasten zu kontraktilen Myotuben. MyoD und MyoG werden nicht in
undifferenzierten Myoblasten exprimiert.
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Abb. 23: gPCR. Screening auf den miL-6R auf der C2C12-Oberflache in verschiedenen Differenzierungsstadien.
Der mIL-6R wird auf C2C12-Zellen exprimiert, die fiinf oder mehr Tage differenziert worden waren.

Es wurde die RNA aus den Zelllysaten von Ba/F3 gp130 -Zellen und aus C2C12-Zellen unterschiedlicher
Differenzierungsstadien (TO, T2, T5, T7, T12, T14) isoliert. Die Zelllinie Ba/F3 gp130 prasentiert keinen IL-6R auf
ihrer Zelloberflache und dient somit als Negativkontrolle (NC). Relativiert wurde auf die RNA-Quantitat des
House-Keeping-Genes Glycerin-Aldehyd-3-Phosphoat-Dehydrogenase (GAPDH). A) Genexpression des miIL-6R.
Undifferenzierte oder zweitagig differenzierte C2C12-Zellen exprimieren keinen miIL-6R. Die quantitative mIL-6R-
Expression nimmt im weiteren Verlauf der Differenzierung (ab T5) zu. n=1. B) Der Marker MyoD (Myoblast
determination protein 1) steigt mit zunehmender Differenzierung. T12 wurde exkludiert. n=2. C) Der Marker
Myog (Myogenin) steigt ebenfalls mit zunehmender Differenzierung. n=2.

Die Daten der Genexpressionsanalyse mittels qPCR zeigten eine Expression des mIL-6R ab dem flinften
Differenzierungstag (T5). Diese Expression nimmt bis T14 zu. Dies deutete sich in den
vorangegangenen Stimulationsassays (vgl. Abb. 22) bereits an. In der nachfolgenden FACS-Analyse
wurde die Prasentation des mIL-6R auf der Zelloberflache untersucht (vgl. Abb. 24).
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Abb. 24: FACS-Analyse. Der mIL-6R wird auf sieben-tagig differenzierten C2C12-Zellen exprimiert.
Pro Ansatz wurden 5 - 10° Ba/F3-Zellen analysiert. Die Intensitidtszunahme der Fluoreszenz (Rechts-Shift auf der
x-Achse) reprasentiert das Mall der mlL-6R-Oberflichenprasentation. Der gegen den mlL-6R gerichtete
Antikorper verfligen tber ein Fluorphor mit Emission spezifischer Wellenldange (Emissionsmaximum bei 576 nm).
Die y-Achse zeigt die auf den absoluten Maximalwert normalisierte Zellzahl. n=1.

Vergleichend untersucht wurden TO- und T7-Zellen. Die adharenten Zellen wurden zum Schutz der
Oberflachenproteine mittels Accutase zwecks Analyse gelost. Es wurde ein a-mlL-6R (CD126)
Phycoerythrin (PE)-gekoppelter Primarantikorper verwendet. Eine Zunahme der PE-Emission bei 576
nm zeigt das Vorhandensein des mIL-6R auf der C2C12-Zelloberflache an. Diese wird durch den Rechts-
Shift des Graphen visualisiert. Damit wurden die Ergebnisse der Stimulationsassays (vgl. Abb. 21 und
22) und der Genexpressionsanalyse (QPCR) (vgl. Abb. 23) verifiziert: Die Expression des mIL-6R nimmt
im Differenzierungsvorgang der C2C12-Zellen zu und ist ab T5 insbesondere durch sensitive Verfahren
(qPCR und IL-6-spezifischer Stimulationsassay) nachweisbar.

Da die C2C12-Zellen den mlIL-6R erst im Verlauf ihres Differenzierungsvorgangs auf ihrer Oberflache
mit zunehmender Tendenz prasentieren, sind diese nicht einheitlich durch die aktiven Cytokimera IC7,
GIL-6 und GIO-6 stimulierbar (vgl. Abb. 21), obgleich die ebenfalls notwendigen LIF- und OSM-
Rezeptoren in jedem Differenzierungsstadium exprimiert werden. Damit sind die C2C12-Zellen fir
weitere GIL-6/Gl0-6-Analysen Uber Alterationen im Energiemetabolismus ungeeignet.

3.2.2 Hepatozellulare HepG2- und Hepal-6 -Zellen

Zwecks weiterer Charakterisierung von GIL-6 und GIO-6 wurden im Folgenden die Aktivierungsmuster
(pSTAT3) von Hepatozyten (humanen HepG2- und murinen Hepal-6-Zellen) analysiert. Die Hepatoma-
Zellen stellen ebenfalls metabolisch relevante Zelllinien dar und wurden mit Zytokinen der IL-6- und IL-
12-Familie sowie mit Cytokimera stimuliert. Die Stimulierbarkeit der Hepatoma-Zellen durch aktives
GIL-6 und GIO-6 — als Pendant zum aktiven IC7Fc — stand angesichts des finalen Seahorse-Assays
(Analyse der Metabolismusalteration nach Cytokimera-Stimulation) im Fokus.

3.2.2.1 HepG2-Zellen

HepG2-Zellen sind Hepatoma-Zellen humanen Ursprungs. Die durchgefligten Stimulationsassays
zeigen eine STAT3-Phosphorylierung und damit Stimulierbarkeit durch hiL-6, hiL-11, hLIF, hOSM
folglich ebenfalls durch IC7Fc, GIL-6, GIO-6 und GIL-11. Als Positivkontrolle wurde HIL-6 verwendet.
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Abb. 25: Stimulationsassay von HepG2-Zellen.

Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3 und a-STAT3. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg Protein. HepG2-
Zellen wurden lber 4 h gestarvt. Nach 15 -minutiger Stimulation (h-IL6 (10 ng/mL), hiL-11 (100 ng/mL), hLIF (10
ng/mL), hOSM (10 ng/mL), IC7 (100 ng/mL), GIL-6 (100 ng/mL), GIO-6 (100 ng/mL), GIL-11 (100 ng/mL)) erfolgt
bei aktiver und ausreichender Ligandrezeptorinteraktion eine Phosphorylierung von STAT3. Zur Referenz der
Molekulargewichte von STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Als Negativkontrolle (-) gelten Zytokin-unbehandelte
Zellen. Als Positivkontrolle fiir die STAT3-Phosphorylierung dient die Stimulation mit hHIL-6 (0,2
Volumenprozent). HIL-6 bindet an das auf allen kernhaltigen Zellen reprasentierte, signaltransduzierende gp130.
Eine STAT3-Aktivierung ist nachweisbar nach Stimulation unter hIL-6, hiL-11, hLIF, hOSM, IC7, GIL-6, GIO-6 und
GIL-11. n=3. kDa: Kilodalton.

Die fiir den finalen Seahorse-Assay etablierten HepG2-Zellen eignen sich dem zufolge aufgrund der
Stimulierbarkeit durch die Cytokimera IC7Fc, GIL-6 und GIO-6, was hinweisend ist flir die Expression
des hIL-6R [377], hLIFR und des hOSMR zur weitere metabolische Analyse.

3.2.2.2 Hepal-6-Zellen

Hepal-6-Zellen sind das murine Aquivalent zu HepG2-Zellen. Die durchgefiihrten Stimulationsassays
zeigten keine Signaltransduktion unter hiL-6 sowie den IL-6-artigen Cytokimera IC7Fc, GIL-6 und GIO-
6 (vgl. Abb. 28A), was hinweisend auf eine fehlende Expression des mIL-6R ist.

Die fehlende IL-6- und Cytokimera-Stimulierbarkeit machte diese Zelllinie unbrauchbar fiir weitere
Charakterisierungen der Designerzytokine. Folglich wurde eine neue Hepal-6-Zelllinie, die den hIL-6R
stabil exprimiert, generiert.

3.2.2.2.1.1 Generierung einer murinen Hepal-6-Zelllinie, die den humanen IL-6R exprimiert

Die neue Zelllinie Hepal-6 sollte zwecks angestrebter Stimulierbarkeit durch die Cytokimera zur
weiteren Charakterisierung derer den humanen IL-6R (3xHA-getagt) auf der Zelloberflache
exprimieren. Methodisch erfolgte dies auf drei verschiedene Weisen: Transient via Elektroporation
und chemischer Transfektion, stabil via retroviraler Transduktion.

Kontrolliert wurden die einzelnen Methoden durch a-HA Western Blot sowie durch Stimulationsassays
(siehe Abb. 26, 27 und 28). Stimuliert wurde mit IL-6-artigen Zytokinen und den aktiven Cytokimera.
Die stabile Transduktion des hIL-6R wurde zuséatzlich mittels FACS-Analyse (vgl. Abb. 29) verifiziert.

3.2.2.2.1.2 Elektroporation

Verwendet wurde ein pMOWS-Vektor mit Puromycin-Resistenz, welche zur anschlieRenden Selektion
diente. Die elektroporierten Zellen zeigten im Western Blot ein HA-Antigen, was auf eine erfolgreiche
Nucleofection hindeutete, genauso wie eine neu nachweisbare STAT3-Phosphorylierung nach hiL-6-
Stimulation.
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Abb. 26: Elektroporation des hIL-6R in Hepal-6-Zellen.

Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3 und a-STAT3. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg Protein. Hepal-
6-Zellen wurden Uber 4 h gestarvt. Nach 15-mintiger hlL-6-Stimulation (10 ng/mL) erfolgt bei aktiver und
ausreichender Ligand-Rezeptor-Interaktion eine Phosphorylierung von STAT3. Zur Referenz der
Molekulargewichte von STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Als Negativkontrolle (-) gelten Zytokin-unbehandelte
Zellen. Als Positivkontrolle fiir die STAT3-Phosphorylierung dient die Stimulation mit hHIL-6 (0,2
Volumenprozent). HIL-6 bindet an das auf allen kernhaltigen Zellen reprasentierte, signaltransduzierende gp130.
Eine STAT3-Aktivierung ist in den nukleofizierten Zellen nachweisbar nach Stimulation unter hiL-6. Demnach wird
der neu elektroporierte hlIL-6R (transient) auf der Hepal-6-Zelloberfliche prasentiert. Dies ldsst sich
entsprechend durch den a-HA-Blot bestatigen. n=1. kDa: Kilodalton.

3.2.2.2.1.3 Chemische Transfektion

Verwendet wurde ein pcDNA3.1-Vektor. Die transfizierten Zellen zeigten im Western Blot ein HA-
Antigen, was auf eine erfolgreiche Transfektion hindeutet, genauso wie eine neu nachweisbare STAT3-
Phosphorylierung nach hiL-6-Stimulation.
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Abb. 27: Chemische Transfektion des hIL-6R in Hepal-6-Zellen.

Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3 und a-STAT3. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg Protein. Hepal-
6-Zellen wurden Uber 4h gestarvt. Nach 15-mindtiger hlL-6-Stimulation (20 ng/mL) erfolgt bei aktiver und
ausreichender Ligand-Rezeptor-Interaktion eine Phosphorylierung von STAT3. Zur Referenz der
Molekulargewichte von STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) sowie von hIL-6R-HA (55,2 kDa) wurde der
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Als
Negativkontrolle (-) gelten Zytokin-unbehandelte Zellen. Als Positivkontrolle fiir die STAT3-Phosphorylierung
dient die Stimulation mit hHIL-6 (0,2 Volumenprozent). HIL-6 bindet an das auf allen kernhaltigen Zellen
reprasentierte, signaltransduzierende gp130. Eine STAT3-Aktivierung ist in den transfizierten Zellen nachweisbar
nach Stimulation unter hlIL-6. Demnach wird der neu transfizierte hIL-6R (transient) auf der Hepal-6-
Zelloberflache prasentiert. Dies lasst sich entsprechend durch den a-HA-Blot bestatigen. n=1. kDa: Kilodalton.
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3.2.2.2.1.4 Retrovirale Transduktion

Die retrovirale Transduktion flihrte zu einer stabilen Expression des hIL-6R auf der Hepal-6-
Zelloberflache. Hiermit wurde die neue Zelllinie Hepal-6xi-6r mit dem Ziel etabliert, im nachfolgenden
Seahorse-Assay zur weiteren Charakterisierung der Cytokimera Anwendung zu finden. Verwendet
wurde fir die anschlielende Selektion derselbe pMOWS-Vektor mit Puromycin-Resistenzgen wie bei
der Elektroporation. Zur Kontrolle der erfolgreichen retroviralen Transduktion wurde hier neben a-HA
Western Blot und Stimulationsassay (Abb. 28) auch eine FACS-Analyse (Abb. 29) angeschlossen.
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Abb. 28: Retrovirale Transduktion des hIL-6R in Hepal-6-Zellen.

Fluoreszenzbasierter Western Blot a-pSTAT3 und a-STAT3. Aufgetragen wurden pro Spur 50 pg Protein. Hepal-
6-Zellen wurden Uber 4h gestarvt. Nach 15-minutiger Stimulation (hIL-6 (10 ng/mL), hLIF (10 ng/mL), hOSM (10
ng/mL), hCNTF (10 ng/mL), IC7 (100 ng/mL), GIL-6 (100 ng/mL), GIO-6 (100 ng/mL), GIL-11 (100 ng/mL)) erfolgt
bei aktiver und ausreichender Ligand-Rezeptor-Interaktion eine Phosphorylierung von STAT3. Zur Referenz der
Molekulargewichte von STAT3 und pSTAT3 (beides 79,86 kDa) sowie von hIL-6R-HA (55,2 kDa) wurde der
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Als
Negativkontrolle (-) gelten Zytokin-unbehandelte Zellen. Als Positivkontrolle fiir die STAT3-Phosphorylierung
dient die Stimulation mit hHIL-6 (0,2 Volumenprozent). HIL-6 bindet an das auf allen kernhaltigen Zellen
reprasentierte, signaltransduzierende gp130. A) Hepal-6: Eine STAT3-Aktivierung in Hepal-6-Zellen zeigt sich
deutlich nach hLIF-Stimulation, schwach nach Stimulation mit GIL-11 und hOSM. Es ist keine STAT3-
Phosphorylierung nach Stimulation mit hiL-6, IC7, GIL-6, GIO-6 und CNTF nachweisbar. n=4. n(GIL-11)=3. B)
Hepal-6nii-6r: Eine STAT3-Aktivierung ist wie bei der Zelllinie Hepal-6 nach Stimulation mit hLIF, GIL-11 und
hOSM nachweisbar; auBerdem nach hlL-6, IC7, GIL-6, GIO-6 und hCNTF -Stimulation, was hinweisend ist fur eine
erfolgreiche Transduktion und Expression des hIL-6R. Dies ldsst sich entsprechend durch den a-HA-Blot
bestatigen. n=1. kDa: Kilodalton.

Hepal-6-Zellen zeigen eine deutliche STAT3-Phosphorylierung nach hLIF-Stimulation sowie eine
schwache Aktivierung nach GIL-11 und hOSM. Eine Signaltransduktion unter hlL-6, hCNTF sowie IC7Fc,
GIL-6 und GIO-6 ist nicht nachweisbar. Dies spricht fiir die Expression von mLIFR und mIL-11R. Die
fehlende STAT3-Phosphorylierung nach hlL-6 und den IL-6-basierte Cytokimera weist auf eine
Abwesenheit des mIL-6R hin, die fehlende Aktivierung durch hCNTF auf eine Absenz des CNTFR (vgl.
Abb. 28A).

Nach stabiler Expression des humanen IL-6R (Hepal-64-6r) Wird eine STAT3-Phosphorylierung unter
hIL-6, IC7Fc, GIL-6 und GIO-6 induziert, was die erfolgreiche Transduktion bestatigt. Zusatzlich
reagieren diese Zellen auf hOSM und hCNTF mit pSTAT3 (vgl. Abb. 28B).

Die hOSM-induzierte Signaltransduktion ist mLIFR-vermittelt [192-194, 378], da hOSM nicht an den
mOSMR bindet [192]. Eine mOSMR-Expression kann daher funktionell nicht validiert werden. GIO-6
wirkt entsprechend Uber hIL-6R und mLIFR [354].
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Die schwache hCNTF-Antwort tritt ausschlieBlich in den transduzierten Zellen auf und ist daher hlL-6R-
vermittelt (Rezeptor-Promiskuitivitat, vgl. Kapitel 1.5) [3, 139, 334-336], nicht mCNTFR-abhangig.

Zur weiteren Validierung der hlL-6R-Transduktion in die Hepal-6p-6r-Zellen wurde eine FACS-Analyse
angeschlossen (vgl. Abb. 29).
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Abb. 29: FACS-Analyse. Der hiIL-6R wird auf den transduzierten Hepal-6,..-sr-Zellen prasentiert.
Pro Ansatz wurden 5 - 10° Hepal-6-Zellen analysiert. Die Intensitdtszunahme der Fluoreszenz (Rechts-Shift auf
der x-Achse) reprdsentiert das MalR der hIL-6R-Oberflachenprasentation. Der gegen den hIL-6R gerichtete

Antikorper verflgt Gber ein Fluorophor (Emissionsmaximum 520 nm). Die y-Achse zeigt die auf den absoluten
Maximalwert normalisierte Zellzahl. n=1.

Die erfolgreiche hlL-6R-Transduktion in die Hepal-6-Zellen konnte durch Stimulationsassays und FACS-
Analyse bestatigt werden.

Die neue Zelllinie Hepal-6n1.6r sind also responsiv auf die aktiven Cytokimera IC7Fc, GIL-6 und GIO-6
und GIL-11. Die neue Zelllinie kann demnach fiir die weitere Charakterisierung mit Fokus auf durch
Cytokimera induzierte metabolische Alterationen im Seahorse-Assay im Rahmen nachfolgender

Arbeiten Verwendung finden, denn fir diese Methodik bestehen bereits etablierte Protokolle fir
Hepal-6-Zellen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue chiméare Zytokine (die Cytokimera pIL35 und pIL19) aus
zwei strukturell verschiedenen Zytokin-Familien, der IL-6- und der IL-12-Familie, generiert und auf ihre
biologische Aktivitat hin analysiert. Die Struktur der IL-6-artigen Zytokine im Classic-Signalling ist
monomerisch (vier-a-helikal) (vgl. 1.3.3) [153, 154, 379], wahrend diese der IL-12-artigen Zytokine
dimerisch, aus einer ebenfalls vier-a-helikalen a-Untereinheit [322, 325] und einer B-Untereinheit, die
einem l6slichen IL-6-artigen Rezeptor dhnelt [5], ist (vgl. Kapitel 1.4.3). Das Design der neuen Chimare
pIL35 und pIL19 wurde —analog zu IC7— durch den moglichst deckungsgleichen Austausch von
Abschnitten vier-a-helikaler Strukturen vorgenommen. So wurde die Site Ill des hlL-6 durch struktur-
homologe, Rezeptor-bindende Abschnitte des p35 bzw. des p19 (a-Untereinheit des hlL-12 bzw. des
hIL-23) ausgetauscht. Das neue chimare Zytokin pIL35 soll somit mit seiner IL-6-artigen Site | und Site
Il den nicht-signaltransduzierenden humanen (h) IL-6Ra bzw. den signaltransduzierenden B-Rezeptor
hgp130 binden. Mit der transferierten Site Ill (p35-Abschnitt) soll der hIL-12RB2 gebunden werden.
Analoges gilt fur plL19, hier sollte die Site Ill den korrespondierenden Rezeptor hIL-23R binden (vgl.
Abb. 11). Mit den Cytokimera werden demnach kalkulierte Rezeptorkonstellationen spezifisch
adressiert. Damit wird die responsive Zellpopulation gesteuert eingegrenzt, und damit die Tragweite
der Effekte beschrankt — im Gegensatz zu den pleiotropen und teils redundanten ggf. damit
einhergehenden amplifizierenden Wirkungen der natirlichen Zytokine [336, 380]. Da die Cytokimera-
bindenden Rezeptorkonstellationen von keinem natirlichen Zytokin gebunden wirden, sind
modifizierte Signallings mit konsekutiv verdnderten Outcomes zu erwarten. Vor diesem Hintergrund
wurden die im hiesigen Institut bestatigt aktiven Cytokimera (GIL-6, GIO-6, GIL-11) in dieser Arbeit
weiter charakterisiert. Die Bioaktivitdt und Spezifitdt von GIL-6, GIO-6 und GIL-11 wurde bisher nur auf
retroviral transduzierten Ba/F3-Zelllinien, die sicher die passenden humanen Rezeptoren exprimieren,
untersucht. Zur weiteren Charakterisierung sollte nun die Stimulierbarkeit metabolisch relevanter
Zelllinien (muskuldare murine C2C12-, sowie hepatische murine Hepal-6- und hepatische humane
HepG2-Zellen) untersucht werden. Die Aktivierungsmuster dieser Zelllinien wurden referierend durch
weitere IL-6- und IL-12-artiger Zytokine analysiert. In diesem Zusammenhang zu beachten sind
Rezeptor-Promiskuitivititen und Interspezies-Crosstalks (vgl. Kapitel 1.5). Durch Kenntnis der
Stimulierbarkeit kénnen die Cytokimera-responsiven Zelllinien zukinftig im Seahorse-Assay
Verwendung finden, und so die Cytokimera-induzierten Alterationen im intrazellularen Metabolismus
untersucht werden; mit dem perspektivischen Ziel des therapeutischen Einsatzes im metabolischen
Syndrom/T2DM, &hnlich zum IC7Fc von Findeisen et al. [351] (vgl. Kapitel 1.6.1), nachdem dem
Seahorse-Assay angeschlossene in vivo-Studien (z.B. in der Maus) zur Erforschung systemischer
Outcomes erfolgt sind.

4.1 Die neu generierten Cytokimera pIL35 und plIL19 sind inaktiv

Das molekulare (in silico)-Design, die Expression und Reinigung der beiden in dieser Arbeit generierten
Cytokimera pIL35 und plIL19 sind in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Die funktionelle Analyse (Kapitel
3.1.4) zeigte keine biologische Aktivitdt. Die Chimare plL35 zeigte allerdings eine Bindung an den hiL-
6R (vgl. Abb. 19 und Abb. 20), was auf eine partiell korrekte Faltung (im Bereich der Site I) hindeutet
und kdnnte damit Ausgangspunkt flr weitere Optimierungen sein.

4.1.1 Insilico-Design von plL35 und plIL19

Das Design der Chiméaren pIL35 und plL19 erwies sich aufgrund der strukturellen Unterschiede
zwischen IL-6-artigen Zytokinen und den Untereinheiten der IL-12-Familie als komplexer als bei GIL-6,
GIO-6 und GIL-11. Beim Transfer der vier-a-helikalen p35- bzw. p19-Untereinheit in das IL-6-
Grundgerist wurden strukturelle Elemente unter Erhalt der fir die IL-6-typische Tertidrstruktur
relevanten Bereiche Gbernommen. Ziel war eine moglichst IL-6-konforme Faltung, da eine intakte
Tertiarstruktur Voraussetzung fiir die Bindung an IL-6Ra (Site I) und gp130 (Site Il) ist. Ebenfalls
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mussten die fur die Rezeptorbindung (des IL-12RB2 bzw. IL-23R) relevanten Stellen (Aminosauren)
beim Transfer der Site Il berlicksichtigt werden (vgl. 3.1.1).

Neben der Ligand-Rezeptor-Affinitat ist fiir die Signaltransduktion auch die korrekte rdaumliche
Anordnung der Rezeptoren entscheidend nach erfolgter Konformationsianderung einzelner
Rezeptoren nach Ligandenbindung, die die weitere Komplexierung zugehoriger Rezeptoren
beglinstigt. pIL35 bzw. plIL19 vermitteln (theoretisch) die Bildung eines trimolekularen
Rezeptorkomplexes (IL-6Ra/gp130/IL-12RB2 bzw. IL-23R). Der Abstand der assoziierten Rezeptoren
beeinflusst die JAK-Transphosphorylierung; bei zu groRer Distanz ist keine effiziente
Signalweiterleitung moglich. Auch die Distanz zwischen Ligand und Zellmembran spielt eine Rolle, wie
fir andere IL-6-Familienrezeptoren beschrieben (vgl. Stalk-Region des IL-6Ra, des IL-11Ra [163, 381]
und des IL-23R [2]) (vgl. Kapitel 1.3.4 und 1.4.4).

Das strukturbasierte Design erfolgte analog zum IC7-Konzept. Beim pIL19 wurde ein groRerer Abschnitt
transferiert, um die fiir die IL-23R-Bindung essentielle Aminosdure E58 sowie die zwei davon proximal
liegenden Aminosauren (E57 und R56) einzuschlieBen, was sich im leicht erhéhten Molekulargewicht
widerspiegelt. Fiir p35 war die Tertidrstruktur zu Beginn der Arbeiten im Rezeptorkomplex nicht
vollstandig aufgeklart; die Auswahl des Transfersegments erfolgte daher unter Unsicherheit beziiglich
der IL-12RB2-bindenden Regionen (vermutet wird a-Rezeptor-bindende Aminosadure Y189 im p35
[172]). Entsprechend lag die Strukturvorhersage-Konfidenz (PHYRE2) bei 74% fiir pIL35 gegeniiber 99%
far plL19.

Beide Chimaren wurden C-terminal Gber einen flexiblen GGGGS-Linker mit einem humanen IgG-Fc-
Fragment fusioniert. Der Linker dient der Reduktion sterischer Interaktionen und ermdoglicht eine
flexible Orientierung des Fc-Anteils, was sowohl die Rezeptorbindung als auch die Protein-A-Reinigung
beglinstigen kann. Aufgrund der GroRRe des Fc-Tags (~25 kDa vs. plL35=24,9 kDa) ist eine potenzielle
sterische Beeinflussung der Rezeptorbindung theoretisch denkbar, insbesondere im Bereich der C-
terminalen D-Helix (Site 1) [1]. Ein solcher Effekt erscheint unter Berlicksichtigung der bestehenden
Literatur sowie praktischer Erfahrungen mit Fc-Fusionsproteinen und Chimaren im hiesigen Institut
unwahrscheinlich. Friihere Studien berichten tibereinstimmend, dass Fc-Fusionen keine substanziellen
Einschrankungen der Bioaktivitdt verursachen [351, 364, 382-384]. Vor diesem Hintergrund erscheint
es unwahrscheinlich, dass die Fusion mit einem Fc-Tag globale Strukturverschiebungen verursachte.
Globale Strukturveranderungen, die zu einer fehlenden Liganden-Rezeptor-Interaktion fiihren und
damit die Chimar-Inaktivitat begriinden kénnten, sind wahrscheinlicher auf ein fehlerhaftes in silico-
Design zurlickzuftihren.

4.1.2 Fc-Fusionsproteine plL35 und plIL19 sind verunreinigt und instabil

Es wurde das Fc-Design bewusst analog zum IC7Fc [351] gewahlt. Friihere Arbeiten zeigen, dass Fc-
Fusionen Liganden-Rezeptor-Interaktion [382] und die Bioaktivitat [382] nicht beeintrachtigen und in
bestimmten Kontexten sogar von Aviditatseffekten [385, 386] im Rahmen einer extrazelluldren Fc-
Dimerisierung profitieren kdnnen: Hierbei flihrt die bivalente Bindung desselben Antigens (in diesem
Falle die Chimar-vermittelte Rezeptorbindung) zur erhéhten Bindungsstarke (Aviditat=Affinitat x
Valenz) [387, 388]. Das wiirde in einer starkeren Chimar-Rezeptorbindung resultieren. Darliber hinaus
bietet das Fc-Tag entscheidende praktische Vorteile: vereinfachte Protein-A-Reinigung [382, 385, 386],
sensitive Detektion, erhohte Stabilitdt [385] sowie eine verlangerte Halbwertszeit [389] in vivo [351].

Fc-Fusionsproteine liegen intrazelluldr [385] sowie nach Sekretion durch die Ausbildung von
Disulfidbriicken in der Hinge-Region liberwiegend als Homodimere vor (vgl. Abb. 30) [390]. Unter
physiologischen, oxidativen Bedingungen bleiben diese Disulfidbindungen bestehen, sodass die
Chimare im Stimulationsassay liberwiegend als Fc-vermittelte Dimere agieren. Diese Dimerisierung
erhoht die molekulare GroRe [352, 391] der ohnehin sehr kleinen plLs drastisch, was zu einer
sterischen Hinderung der Bindung und Komplexierung dreier Rezeptoren pro Ligandenmonomer
fihren konnte, obgleich die hydrophile Oberflache des IgG die Loslichkeit der Proteine erhoht. Die in
dieser Arbeit beobachteten Aggregationen (vgl. Abb. 14 und Abb. 15), die im Rahmen der Chimar-
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Expression auftraten, konnen nur bedingt auf Fc-vermittelte Mechanismen (Fc-vermittelte
Dimerisierung) zuriickgefiihrt werden und sind eher Ausdruck suboptimaler Proteinfaltung.

Sekretion
9 IIQ OII 9
S IN A

Fc-Tag
Die exprimierten Monomere formieren sich
noch intrazelluldr durch Ausbildung von

Disulfidbriicken zu Homodimeren und werden
als solche sezerniert

Expression

Abb. 30: Expression und Sekretion der neuen Chimare pIL35 und pIL19.

Reprasentativ dargestellt ist die Expression und Sekretion des chimaren Fc-Fusionsprotein plL35; Analoges gilt
flir pIL19. N-Terminal wurde bei der Umklonierung ein Signalpeptid (Expression eines sekretorischen Proteins)
sowie ein Myc-Tag (zwecks Detektion) bericksichtigt, C-Terminal ein Fc-Tag (zwecks Detektion und
Proteinreinigung). In der ribosomalen Protein-Biosynthese entstehen monomere Fc-Fusionsproteine. Im
Zytoplasma der Expi-293-Zelllen formieren sich durch das oxidative Milieu Dimere mit Ausbildung von
Disulfidbriicken an der Hinge-Region des humanen IgG-Fc-Teils durch Oxidation der Thiol-Gruppen an den
konstanten schweren Ketten (Cy, in rot dargestellt). Sezerniert werden die Proteine also als Homodimer, was
die biologische Aktivitdt beeintrdachtigen kdnnte. Monomere entstehen erst im reduktiven Milieu, z.B. bei der
analytischen Probenbereitung fiir den Western Blot. Damit werden im Western Blot Monomere der urspriinglich
sezernierten Dimere visualisiert. Created in https://BioRender.com.

Die Expressionsexperimente zeigten Unterschiede zwischen pIL35 und plL19. Wahrend plIL35 in
Expi293-Zellen mit héherer Ausbeute produziert werden konnte, war die plL19-Expression gering und
mit mehr Nebenprodukten (,Verunreinigung”) assoziiert (vgl. Abb. 15). Die beobachtete ~35 kDa-
Bande deutet auf eine verkiirzte Translation mit N-terminalem Verlust hin, wéhrend ~100 kDa-Banden
nicht-reduzierte Dimere reprasentieren konnen. Die ~35 kDa-Bande (vgl. Abb. 15) zeigt womaglich ein
verkirztes, Fc-gebundenes Fusionsprotein (~35 kDa = ~10 kDa unvollstandiges Chimar + ~25 kDa Fc-
Domaéne). Aufgrund dessen sind die ~35 kDa-Banden nur im a-Fc-, jedoch nicht im a-myc-Blot, zu
erkennen (vgl. Abb. 15). Der geringen plL19-Ausbeute kann neben der Verunreinigung (Entstehung
vieler Nebenprodukte) auch eine intrazelluldre Resilienz zugrunde liegen. Auch Oppmann et al. [322]
konnte in seinen Arbeiten kein ,getagtes” p19 im Zellkulturiiberstand von HEK293T-Zellen, dafiir aber
im Lysat, nachweisen. Grund hierfiir kénnte eine fehlerhafte Proteinfaltung sein, die eine Sekretion
verhindert. Von einer erfolgreichen Faltung sekretorischer Proteine wird jedoch durch die Detektion
im ZellkulturGberstand (vgl. Abb. 14) und durch die erfolgte Protein-A-Reinigung ausgegangen, denn
fehlerhaft gefaltete Proteine mit drastischen Fc-einbegreifenden Strukturverdnderungen kdnnen nicht
mittels Protein-A-Sepharose Matrix gereinigt werden [392], eine leichte Strukturverdnderung kann
aber nicht ausgeschlossen werden. Auch die Protein-A-Reinigung selbst kann durch die Verwendung
saurer (pH=3,2) und alkalischer (pH=11) Lésungen (vgl. Kapitel 2.2.2.6) zu Anderungen in der
Proteinfaltung und damit zu Denaturierung und Proteininstabilitat [393-395] flihren, was in einem
veranderten Bindungsverhalten und ggf. herabgesetzter Aktivitat resultieren kann [393]. Eine
alternative StrepTactin®XT-Reinigung ware schonender [396] und wirde u.U. zu weniger
Aktivitatsverlusten fliihren [396].
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Letztendlich hdngt es von vielen Faktoren ab, ob das Protein (hier das Cytokimer) nach Fc-Fusion seine
Bioaktivitat behalt oder nicht [385].

4.1.3 plL35 und plL19 induzieren keine Signaltransduktion

In Ba/F3-Zellen, die die gewlinschten humanen Rezeptorkonstellationen (IL-6Ra/gp130/IL-12RB2 bzw.
IL-23R) exprimieren, konnte keine biologische Aktivitat von plL35 und pIL19 nachgewiesen werden.
Weder eine STAT3-Phosphorylierung noch eine proliferative Antwort wurde induziert (vgl. Abb. 18).
Die Analyse fokussierte sich auf den STAT3-Signalweg als primaren gp130-assoziierten Signalweg [57].

Die ausbleibende Signaltransduktion kann auf eine gestorte Ligand-Rezeptor-Bindung, eine ineffiziente
Rezeptorkomplexierung oder eine insuffiziente intrazellulare Signalweiterleitung zurlickzufiihren sein.
Um dies weiter zu untersuchen, wurden Analysen zur Bindungskinetik angeschlossen.

4.1.4 plL35 und plIL19 binden nicht vollstandig an die notwendigen Rezeptoren

Zur Analyse der initialen Liganden-Rezeptor-Bindung wurden eine Immunprazipitation (IP; Analyse auf
zellularer Ebene) und eine Oberflachenplasmonenresonanz-Analyse (Surfaceplasmonresonance, SPR;
Analyse auf proteinbiochemischer Ebene) durchgefihrt.

Sowohl in der IP als auch in der SPR konnte gezeigt werden, dass pIL35 an den nicht-
signaltransduzierenden hlL-6Ra bindet (vgl. Abb. 19 und 20). Die Bindung des plL35 an den hlL-6Ra hat
eine vergleichbare Affinitdt wie die des natiirlichen IL-6. Diese Site |-Bindung begiinstigt vermutlich
eine unterstiitzende Konformationsanderung beider Rezeptoren IL-6Ra und IL-12RB2, was aus der
hohen Assoziation im Kombinationslauf (siehe Abb. 20B unten mittig; pIL35 auf dem Protein-A-Chip
immobilisiert, sIL-6R und sIL-12RB2 als simultane Analyten) ableiten lasst. Nichtdestotrotz bleibt eine
adaquate Bindung des IL-12RB2 (in der Einzelanalyse, vgl. Abb. 20B rechts) aus. pIL19 bindet hingegen
nicht an den hiIL-6Ra und auch nicht an den IL-23R (auch hier wurde gp130 nicht Gberprift; vgl. Abb.
19 und 20). Damit fehlt in beiden Fallen essenzielle Rezeptorpartner fiir die Formation des trimeren
Signalrezeptorkomplexes und erklart die ausbleibende Signaltransduktion in Kapitel 4.1.3.

Mechanistisch spricht die erhaltene pIL35/hIL-6Ra-Bindung fiir eine intakte Site | im IL-6-Backbone,
wahrend die fehlenden plL19-Rezeptor-Bindungen auf eine globale Konformationsdnderung (trotz
theoretisch beabsichtigtem unverédnderte Site-l1 und Il -Design) hindeutet, vermutlich ausgeldst durch
den groBeren p19-Transfer in Site Ill, da trotz Transfers aller den IL-23R-bindenen Aminosauren im p19
eine Rezeptorbindung der Site Ill ausblieb. Fir die fehlende Site 1lI-Bindung kann also eine alterierte
Tertiarstruktur der Site lll selbst oder des gesamten Molekiils verantwortlich sein. Fiir eine fehlende
IL-12RB2-Bindung via Site Ul kommen auBerdem unvollstindig Ubertragene/unklare
Bindungsdeterminanten (bzgl. p35) in Betracht, hier bedarf es weiterer Strukturaufklarungen. Eine
verdnderte Tertiarstrukturen des gesamten Molekiils durch den Transfer von p35/p19 kann zudem die
Bindungseigenschaften von Site I-und Site Il beeintrachtigen. Ob zuséatzlich eine fehlende gp130-
Bindung (Site 1l) konformative Effekte beitragt, bleibt offen und sollte durch gp130-Bindungsanalysen
(IP/SPR) uUberprift werden; gerade in Hinblick auf die Komplexierung der drei notwendigen
Rezeptoren, fir deren Rekrutierung (Lateraldiffusion in der Zellmembran) unterstiitzende
Konformationsdanderungen der einzelnen Rezeptoren und die damit einhergehende raumlich Ndhe der
Rezeptoren obligat fiir ein suffizientes Signalling (JAK-Transphosphorylierung) sind.

Rezeptorkomplex-Konformations- und Stabilisierungseffekte fiir eine suffiziente Ligandenbindung und
konsekutiver Signaltransduktion von IL-23 (und moglicherweise analog von IL-12) gehen zudem auf
p40 zurick [172, 322]. p40 bindet als gemeinsame B-Untereinheit des IL-12 und IL-23 an den
gemeinsamen IL-12RB1 [172, 176, 397]. P40 ist trotzdem an der p19/IL-23R-Bindung beteiligt [172,
176]: IL-23 bindet initial Gber seine a-Untereinheit p19 an die D1-Domane des IL-23R [172].
Entscheidend hierfir sind die Aminosauren E58, K164 und insbesondere W156 (im murinen IL-23p19
W157), das als funktionelles und sterisches Zentrum der Bindung gilt [172, 185]. W156 liegt in einer
strukturell sensiblen Region der N-terminalen D-Helix (Ubergang von a-Helix zu 310-Helix) und fungiert
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als Konformations-Hotspot [172]. Die initiale p19/IL-23R-Interaktion, maRgeblich vermittelt durch
W156, triggert eine globale Konformationsdanderung des gesamten IL-23-Molekiils einschlieBlich der
B-Untereinheit p40 [172] (vgl. Abb. 31).

Das p40 interagiert ebenfalls mit der D1-Domane des IL-23R [172] und stabilisiert sowohl die Liganden-
als auch die Rezeptorkonformation. Erst diese p40-abhdngige Stabilisierung [398] ermdglicht die
Rekrutierung von IL-12RB1 und damit die vollstdndige Bildung des signaltransduzierenden
Rezeptorkomplexes [172]. Ohne einer der beiden Zytokineinheiten kann keine adaquate
Rezeptordimerisierung stattfinden [176]. P19 allein ist biologisch inaktiv [322], p40 alleine interagiert
nicht mit dem IL-23R [176]. Die fehlende pIL19/1L-23R-Bindung l&sst sich daher wahrscheinlich durch
das Fehlen der p40-vermittelten Konformations- und Stabilisierungseffekte erklaren. Selbst durch
separate p40-Zugabe (vgl. Kapitel 3.1.4.1) konnte keine Aktivitat von plL35 und pIL19 induziert werden,
da fiir eine addquate IL-23R-Interaktion p40 und p19 komplexiert vorliegen miissen [172, 176]. Obwohl
plIL19 die fir die IL-23R-Bindung obligaten Aminosduren enthalt, fehlt die p40-getriggerte strukturelle
Umlagerung, die fiir eine stabile Rezeptorbindung und Komplexbildung notwendig ist. Zusatzlich
konnen wie oben beschrieben strukturelle Verdnderungen des p19 und des gesamten IL-6-Gerlstes
nach Transfer der a-Untereinheit die Ligandenbindung an Site | bis Ill weiter beeintrachtigen.

hiL-23 hiL-23
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Abb. 31: Konformationsidnderungen des IL-23 und des IL-23R nach Bindung. Modifiziert nach Bloch et al. [172]
und Glassman et al. [176].

Aufbau des nativen hIL-23R: Der IL-23R ist Hamatopoetin Typ 1-Rezeptor. N-terminal befindet sich die
Immunglobulin (Ig)-Domane (D1), die fiir die initiale Ligandenbindung verantwortlich ist. Membran-proximaler
befinden sich die Fibronektin (FN) Ill-Dom&nen D2 und D3. Der IL-23R besitzt keine membrannahen FN IlI-
Domanen, stattdessen eine Stalk-Region. D1 und D2 stehen nahezu linear aufeinander, D3 fast orthogonal dazu.
Dieser D2-D3-Knick ist fur Klasse-lI-Hdmatopoetinrezeptoren strukturell konserviert und funktionell bedeutsam
fir die Ligandenbindung. Aufbau des nativen Heterodimers hlIL-23 aus der a-Untereinheit p19 und der B-
Untereinheit p40: Die B-Untereinheit p40 dhnelt dem Aufbau eines lI6slichen Hamatopoetin Typ 1-Rezeptors. Sie
besitzt die drei FN lll-Domanen D1, D2, D3, die typisch zueinander orientiert sind (vgl. IL-23R). Die vier-a-helikale
a-Untereinheit p19 ist Gber Disulfidbriicken an p40 in der Region des D2-D3-Knicks gebunden. Mechanismus der
IL-23/1L-23R-Bindung mit simultaner Konformationsianderung beider Komponenten: p19 bindet initial
(vermutlich weniger stark) an die D1 des IL-23R, es entsteht zun&chst ein bindrer p19/IL-23R-Komplex. Diese
initiale Bindung an den IL-23R bewirkt in derselben Region, die strukturell durch einen Helix-Wechsel
gekennzeichnet ist, eine Konformationsdnderung (Bindungs-getriggerte Helix-Verdrehung). Diese p19-
Konformationsanderung breitet sich auf das gesamte IL-23-Molekdl aus, sodass auch das komplexierte p40 seine
Konformation dndert. p40-D1 und -D3 knicken um 5°-10° gegeniiber D2 ab. p40-D3 schwingt dabei in Richtung
p19, p40-D1 nahert sich der IL-23R-D1. Das konformierte p40 kann somit an die D1 des IL-23R binden. Die p40/IL-
23R-D1-Interaktion bewirkt ein konformatorisches Abknicken der IL-23R-D1 in Richtung des interagierenden p40.
Zu beachten hierbei ist, dass die IL-23R-D1, welche gerade konformiert (abgenickt) ist, weiterhin die initiale
Bindung zum p19 ausbildet. Durch die IL-23R-D1-Konformationsdnderung (IL-23R-D1-Abknicken) verandert sich
vermutlich auch die IL-23R-D1/p19-Interaktion: Die IL-23R-D1/p19-Interaktionsflache konnte sich verbreitert
haben, was in einer festeren (finalen) p19/IL-23R-Bindung resultiert. Zudem stabilisiert die IL-23R-
Konfonformationsdanderung die (neue) Konformation des p40. Das strukturell stabil (#fluktuierend) konformierte
p40 kann dann den IL-12RB1 binden. Damit ist die D1 des IL-23R nicht nur fir die initiale 1g(D1)-vermittelte
Zytokinbindung wichtig, sondern auch — wie die konservierten Domadnen D2 und D3 — funktionell, im
strukturellen Sinne, fir eine feste Ligandenbindung (p19) und Stabilisierung der Ligandenkonformation (p40)
bedeutsam. Die Rezeptorrekrutierung von IL-23 weicht somit vom klassischen 1-2-3-Paradigma IL-6-artiger
Zytokine ab. Created in https.//BioRender.com.
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Das Design eines Hyperzytokins (z.B. plL19 + p40) wire wahrscheinlich keine suffiziente
Optimierungsstrategie, da p40 im Komplex die exakt selbe Konformationsdanderung durchlaufen
misste wie durch die native p19/IL-23R-Bindung hervorgerufen. Dies ist aufgrund sterischer und
struktureller Veranderungen des plL19 (IL-6-Backbone), von denen bereits jetzt ausgegangen wird,
unwahrscheinlich; zudem fehlt im plIL19 die natirliche p19-Bindestelle fir das p40. Auch eine Fusion
von p40 an den IL-23R ware funktionell nicht zielfiihrend, da in der Literatur explizit beschrieben ist,
dass p19 zeitlich vor p40 an den IL-23R binden muss [172].

Ein fehlender IL-12RB1 erklart die ausbleibende p19/IL-23R-Bindung nicht, da p19 nicht mit IL-12RB1
interagiert [176, 398]; ausschlieRlich p40 bindet IL-12RB1 [176] und im Komplex mit p19 zusatzlich IL-
23R [176].

Fir IL-12 wird ein analoger p40-abhdngige Mechanismus diskutiert (p35-Y189 als funktionelles
Analogon zu p19-W156 [172, 185]), jedoch unterscheiden sich die p40-Interaktionsflichen zwischen
IL-23 und IL-12 [399], sodass eine direkte Ubertragbarkeit weiterer struktureller Validierung bedarf.

Zusammenfassend scheint der alleinige Transfer der a-Untereinheiten p35 respektive p19 von IL-12
bzw. IL-23 in die Site lll des IL-6-Backbones nicht ausreichend fiir eine addquate Site /-
Rezeptorbindung (an den IL-12RB2 bzw. IL-23R) zu sein. Begriindet werden kann dies durch Interaktion
der beiden Untereinheiten im IL-12 bzw. im IL-23. Die sich im Vorgang der Rezeptorbindung
verschiebende Interaktionsflache von p35 bzw. p19 zu p40, scheint eine gewisse Bindungsenergie flr
die finale Liganden-Rezeptorbindung beizusteuern. Das Design eines Hyperzytokins (z.B. pIL19 + p40)
scheint aus sterischen Griinden nicht erfolgversprechend zu sein und wird daher nicht weiterverfolgt.

4.2 Aktivierungsmuster metabolisch relevanter Zelllinien
4.2.1 C2C12-Aktivierungsmuster

Aus den Daten dieser Arbeit geht hervor, dass C2C12-Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien
eine stadienabhangige Stimulierbarkeit gegentiber IL-6- und IL-12-artigen Zytokinen zeigen. Dies weist
auf eine differenzierungsabhingige Regulation der Rezeptorexpression hin. Zur Uberpriifung wurde
exemplarisch die Expression des murinen IL-6R untersucht (siehe unten).

Undifferenzierte C2C12-Zellen (TO) zeigten nach hlL-6-Stimulation keine STAT3-Phosphorylierung (vgl.
Abb. 21A), wahrend 7 Tage differenzierte Zellen (T7) eine leichte STAT3-Aktivierung aufwiesen (vgl.
Abb. 21B). Unter hLIF-, hOSM- und mOSM-Stimulation war in TO-Zellen eine moderate STAT3-
Phosphorylierung nachweisbar, die in T7-Zellen deutlich starker ausfiel. Dies unterstiitzt die Annahme
einer mit dem Differenzierungsgrad zunehmenden Rezeptorexpression.

Der pradominante Signalweg der IL-6-artigen Zytokine ist der JAK-STAT- [374], fur Insulin der PI3K-Akt-
Pathway [400, 401]. Gp130 vermittelt kann durch IL-6 ebenfalls der PI3K-Akt-mTORC1-Signalweg
eingeschlagen werden [402] und in C2C12-Zellen zur erhohten Proteinsynthese fiihren [402] und ist
damit von zentraler Bedeutung flir Muskelhypertrophie [402]. Gao et al. [402] zeigten, dass der PI3K-
Akt-mTORC1-Signalweg bzw. die gemessene erhdhte Proteinsynthese insbesondere nach Stimulation
mit hohen IL-6-Konzentrationen und langerer Stimulationsdauer (im Vergleich zur STAT3-
Phosphorylierung) induziert wurde. Eine Induktion des PI3K-Akt-mTORC1-Signalweges durch IL-6,
welches eigentlich primar via JAK-STAT signalisiert, ist also bspw. durch einen starken Stimulus im
Sinne einer hohen Ligandenkonzentration und -stimulationsdauer méglich. Ein starkerer Stimulus bzw.
eine erhohte Sensitivitat auf einen Stimulus kénnte ebenfalls durch eine erh6hte Rezeptorexpression
(z.B. des mIL-6R in differenzierten C2C12-ellen) dargestellt werden, was neben einer sensitiven STAT3-
Phosphorylierung analog zum oben Genannten auch zu einer Akt-Phosphorylierung fiihren wiirde.

Entsprechend wurde in T7-Zellen unter hLIF- und mOSM-Stimulation neben STAT3 auch Akt
phosphoryliert (vgl. Abb. 21B). Dies wiirde fiir eine erhéhte mLIFR-Expression sprechen, da sowohl
hLIF als auch mOSM den mLIFR binden [192] (vgl. Kapitel 1.5).
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hOSM bindet ausschlieBlich an den mLIFR [192] und induziert lediglich eine Phosphorylierung im
sensitiveren STAT3-Signalweg, in dieser Arbeit jedoch keine Akt-Phosphorylierung. Im Gegensatz
dazu fuhrt die hoch affine hLIF/mLIFR-Interaktion [403, 404] zur Aktivierung beider Signalwege.

Die starke Aktivierung von STAT3 und Akt nach mOSM-Stimulation in T7-Zellen spricht zusatzlich fur
die Expression des mOSMR. Zwar bindet mOSM auch an den mLIFR, jedoch mit geringer Affinitat
[340]. Die vergleichbare Signalstarke von hLIF und mOSM lasst daher auf eine additive
Signallbertragung liber den hochaffinen mOSMR schliefRen.

Die differenzierten (T7)-C2C12-Zellen zeigen insgesamt eine erhohte Aktivierbarkeit. Diese ist primar
durch eine erh6hten Rezeptorexpression erklarbar. Allerdings muss berlicksichtigt werden, dass in
einzelnen Blots eine leichte Basalphosphorylierung von STAT3 bzw. Akt auch in unstimulierten
Kontrollen nachweisbar war (siehe Abb. 21B: pSTAT unter siebentagig differenzierten (T7)
unbehandelten C2C12-Zellen der Passagenzahl 10 und vgl. Abb. 22B: pAkt unter vierzehntagig (T14)
unbehandelten C2C12-Zellen der Passagenzahl 14). Mogliche Ursachen sind eine unvollstandige
Serum-Deprivation (4 h Starvation, jedoch im Bereich publizierter Protokolle [405]) oder eine erhdhte
Passagenzahl. Brown et al. [406] zeigte bspw. eine erhohte Akt-Phosphorylierung in replikativ
,gealterten” C2C12-Zellen (Passagezahl 44 bis 48). Sharples et al. [407] beschreiben in ,gealterten”
C2C12-Zellen  (Passagezahl 58) eine erhohte  Zellzyklusprogression und  weniger
Differenzierungpotential, was unter anderem mit dem Verlust des Zellzyklusregulators p16 [374] und
damit einhergehendem reduzierten G1-Phasen-Austritt assoziiert sein konnte. Generell sollte daher
die Verwendung hochpassagierter C2C12-Zellen kritisch hinterfragt werden.

Zur Uberpriifung der Hypothese einer differenzierungsabhingigen Rezeptorregulation wurde
exemplarisch der mIL-6R analysiert. In IL-6-spezifischen Stimulationsassays zeigte sich eine Akt-
Phosphorylierung bereits ab Differenzierungstag 5 (siehe Abb. 22B), wahrend in friiheren Stadien keine
klare Aktivierung nachweisbar war. Die mlL-6R-Expression ab T5 wurde durch gPCR (vgl. Abb. 23)
bestdtigt und die Oberflachenprdsentation mittels FACS (vgl. Abb. 24) verifiziert. Unterschiede
zwischen einzelnen Western Blots (z.B. fehlendes pAkt nach hIL-6-Stimulation bei T7-Zellen (vgl. Abb.
21B) im Vergleich zu T5-Zellen (siehe Abb. 22B) sind wahrscheinlich auf methodische Unterschiede wie
Zytokinkonzentration (10 vs. 20 ng/mL) oder Belichtungsbedingungen zurlickzufihren.

Die IL-6R-Expression ist, wie in dieser Arbeit gezeigt, differenzierugsabhangig. Diese Beobachtung steht
im Einklang mit bereits beschriebener Myokinabhangigkeit (Konzentration und der Expositionsdauer):
Flr primare humane Myoblasten wurde gezeigt, dass IL-6 initial in niedrigen Konzentrationen die IL-
6R-Expression induziert (positiver Feedback-Mechanismus), wahrend eine lange Expositionsdauer sie
zur Vermeidung von Uberstimulation reduziert [374]. IL-6 wirkt in hohen Konzentrationen
differenzierungsférdernd, in niedrigen Konzentrationen proliferationsférdernd [374]. Im biologischen
Kontext erscheint dies plausibel: Bei erhdhter Muskelkontraktion entstehen transient hohe mylL-6-
Serum-Peaks [371, 402] (vgl. 1.3.8.1.1), die initial die IL-6R-Expression [374] erhéhen und ein Signalling
initiieren, welches die Differenzierung [371, 374] und die Proteinsythese [373, 402] der Muskelzellen
von Myoblasten durch Fusion [125, 408] lber multinukledare [409, 410] Myotuben bis hin zu
kontraktilen [410], proteinreichen [373, 408], Muskelfasern férdern, im Sinne eines positiven
Feedback-Loops. Bei anhaltend hohem IL-6-Leveln (z.B. im Rahmen der Meta-Inflammation) bleiben
die differenzierenden Effekte aufgrund reduzierter IL-6R-Expression aus, langanhaltend hohe IL-6-
Level kdnnen sich sogar negativ, z.B. im Sinne einer Atrophie [371, 402] duBern. IL-6 zeigt bei der
Stimulation von Muskelzellen also eine deutliche Kontextabhidngigkeit (Konzentration und
Expositionsdauer) [374, 402].

Ahnlich zu IL-6 wurden fiir andere Myokine ebenfalls positive Feedback-Loops festgestellt: Xiao et al.
[411] zeigten eine OSM-mediierte verstarkte OSMR-Expression in C2C12-Muskelzellen, Kamohara et
al. [412] eine LIF-vermittelte erhohte LIFR-Expression im Tumorzell-Modell. Eine Expression des mLIFR
[413] auf C2C12-Zellen wurde bereits beschrieben.

Zusammenfassend exprimieren murine C2C12-Zellen sicher den mLIFR und vermutlich den mOSMR.
Der mlL-6R wird erst ab Differenzierungstag 5 deutlich exprimiert und nimmt mit dem
Differenzierungsgrad bis Tag 14 (Ende der Messung) weiter zu. Mit steigender Rezeptordichte erhoht
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sich die zellulare Zytokin-Responsivitat. Ein ausreichender Stimulus induziert zunachst STAT3-
Phosphorylierung; ein starkerer Stimulus aktiviert zusatzlich den PI3K-Akt-Signalweg.

Die zunachst geringe mlL-6R-Expression in friihen Stadien erklart die fehlende Stimulierbarkeit durch
IL-6-basierte Designerzytokine (IC7, GIL-6, GIO-6). Damit war die C2C12-Zelllinie — zumindest in frilhen
Differenzierungsstadien — fiir weiterflihrende funktionelle Charakterisierungen dieser Konstrukte nur
eingeschrankt geeignet.

4.2.2 HepG2-Aktivierungsmuster

HepG2-Zellen zeigen eine STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation mit hiIL-6, hlL-11, hLIF, hOSM
sowie mit den IL-6-basierten Cytokimera IC7, GIL-6, GIO-6 und GIL-11. Aufgrund bekannter Rezeptor-
Promiskuitaten (vgl. Kapitel 1.5) kann aus einer pSTAT3-Induktion jedoch nicht direkt auf die
Expression des jeweils namensgebenden Rezeptors geschlossen werden.

Die Signaltransduktion nach IC7-, GIL-6- und GIO-6-Stimulation belegt die Expression des hIL-6R auf
der Zelloberflache, da in dieser Arbeit kein sIL-6R verwendet wurde. Die IL-6Ra-Expression wurde in
der Literatur schon beschrieben [414, 415]. Die pSTAT3-Aktivierung durch hLIF sowie durch GIL-6 und
GIL-11 spricht zudem fiir die Expression des hLIFR. Die STAT3-Phosphorylierung nach hiL-11 bestatigt
die Oberflachenprasentation des hIL-11R.

Ob zusatzlich ein hOSMR exprimiert wird, bleibt aufgrund der Promiskuitat von hOSM, GIO-6 und IC7
(Bindung an hOSMR und hLIFR [192, 354] (vgl. 1.5)) unklar. Zur eindeutigen Klarung wére eine
funktionelle Blockade des hLIFR mit anschlieRender hOSM-Stimulation erforderlich.

4.2.3 Hepal-6 -Aktivierungsmuster

Hepal-6-Wildtypzellen zeigen eine deutliche STAT3-Phosphorylierung nach hLIF-Stimulation sowie
eine schwache Aktivierung nach GIL-11 und hOSM. Eine Signaltransduktion unter hiL-6, hCNTF sowie
IC7Fc, GIL-6 und GIO-6 ist nicht nachweisbar. Dies spricht fiir die Expression von mLIFR und mlIL-11R.
Die fehlende STAT3-Phosphorylierung nach hIL-6 und den IL-6-basierte Cytokimera weist auf eine
Abwesenheit des mIL-6R hin, die fehlende Aktivierung durch hCNTF auf eine Absenz des CNTFR (vgl.
Abb. 28A).

Nach stabiler Expression des humanen IL-6R (Hepal-64-6r) Wird eine STAT3-Phosphorylierung unter
hiL-6, IC7Fc, GIL-6 und GIO-6 induziert, was die erfolgreiche Transduktion bestatigt. Zusatzlich
reagieren diese Zellen auf hOSM und hCNTF mit pSTAT3 (vgl. Abb. 28B).

Die hOSM-induzierte Signaltransduktion ist mLIFR-vermittelt [192-194], da hOSM nicht an den mOSMR
bindet [192]. Eine mMOSMR-Expression kann daher funktionell nicht validiert werden. GIO-6 wirkt
entsprechend (iber hIL-6R und mLIFR [354].

Die hCNTF-Antwort tritt ausschliefRlich in den transduzierten Zellen auf und ist daher hiL-6R-vermittelt
(Rezeptor-Promiskuitivitat) [3, 139, 334-336], nicht mCNTFR-abhangig.

Zusammenfassend exprimieren Hepal-6-Wildtypzellen sicher mLIFR und mIL-11R (vgl. Abb. 28), jedoch
keinen funktionellen mIL-6R oder mCNTFR. In der transduzierten Zelllinie ist der hIL-6R stabil integriert,
was durch die FACS-Analyse (Abb. 29) validiert wird.
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4.3 Ausblick
4.3.1 plL35 und plL19: Zukinftige Optimierungen

Die generierten Cytokimera pIL35 und pIL19, welche IL-6- und IL-12-Familienstrukturen kombinieren,
erwiesen sich als biologisch inaktiv. Fiir pIL35 wurde jedoch eine suffiziente Bindung an hlL-6Ra (Site |)
nachgewiesen, was darauf hinweist, dass ein partieller Austausch der IL-6-Site lll prinzipiell moglich ist,
ohne die Gesamtstruktur zwingend zu destabilisieren. Zukinftig sollte die gp130-Bindung (Site Il)
funktionell und kinetisch Gberprift werden.

Die fehlende pIL19/hIL-6Ra-Bindung spricht dagegen fiir eine global veranderte Tertidrstruktur infolge
des Strukturaustauschs. Ein optimiertes in silico-Design misste einen strukturhomologeren p19-
Abschnitt identifizieren, der die IL-23R-bindenden Aminosauren umfasst, ohne die IL-6-typische
Gesamtfaltung zu storen. Auch Fusionsrezeptor-Strategien oder das Design von Hyper-Zytokinen
stellen keine (iberzeugende Alternative dar.

Selbst bei erfolgreicher trimarer Rezeptorbindung misste die korrekte raumliche Anordnung der
Rezeptoren gewdhrleistet sein, da die Transphosphorylierung der assoziierten Kinasen (z. B. gp130 mit
IL-12RP2 oder IL-23R) nur bei ausreichender Ndhe maglich ist. Als funktionelle Referenz sollten native
IL-35- (gp130/IL-12RB2) und IL-39-Signalwege (gp130/IL-23R) hinsichtlich Bindungskinetik und
Bioaktivitat vergleichend untersucht werden.

Die fehlende Bindung beider Chimaren an IL-12RB2 bzw. IL-23R konnte auf das Fehlen der B-
Untereinheit p40 zurlckzufiihren. Im nativen [L-12/IL-23 stabilisiert p40 durch eigene
Rezeptorinteraktionen die finale Ligandenbindung. Die Generierung von Hyperzytokinen (plL35+p40
bzw. plL19+p40) erscheint konzeptionell denkbar, ist jedoch strukturell problematisch, da die p40-
abhidngigen Konformationsdanderungen exakt reproduziert werden missten. Zudem fehlt im plIL19 die
native p19-Site | (p19 Site | bindet an p40-D2 und p40-D3) fiir eine korrekte p40-Komplexierung. Auch
Fusionsrezeptor-Strategien (IL-23R + p40) stellen keine (iberzeugende Alternative dar.

Selbst bei erfolgreicher trimarer Rezeptorbindung misste die korrekte raumliche Anordnung der
Rezeptoren gewahrleistet sein, da die Transphosphorylierung der assoziierten Kinasen (z. B. gp130 mit
IL-12RB2 oder IL-23R) nur bei ausreichender Ndhe maglich ist. Als funktionelle Referenz sollten native
IL-35- (gp130/IL-12RB2) und IL-39-Signalwege (gp130/IL-23R) hinsichtlich Bindungskinetik und
Bioaktivitat vergleichend untersucht werden.

4.3.2 GIL-6 und GIO-6 in der Zukunft

GIL-6, GIO-6 und GIL-11 sind bioaktive Cytokimera. Ihre Signalinduktion (pSTAT3, teilweise pAkt) wurde
zunachst in murinen Pra-B-Lymphozyten, die humane Rezeptoren sicher exprimieren, und im Rahmen
dieser Arbeit zusatzlich in metabolisch relevanten Zelllinien untersucht (murine C2C12- und Hepal-6-
Zellen sowie humane HepG2-Zellen).

Zukinftig sollten weitere Signalwege wie PI3K und NF-kB analysiert werden, da diese flir metabolische
[64] bzw. inflammatorische [416] Prozesse besonders relevant sind. Aufgrund der guten
Stimulierbarkeit der HepG2- und Hepal-6..-6r -Zellen eignen sich diese flr Seahorse-Analysen zur
Untersuchung zytokininduzierter metabolischer Verdanderungen.

Therapeutisch zielt insbesondere GIL-6 darauf ab, Uber einen IL-6R-abhdngigen, LIF-dhnlichen
Signalweg proinflammatorische IL-6-Effekte zu reduzieren und gleichzeitig glinstige metabolische
Effekte zu erhalten. Sollten im Seahorse-Assay vorteilhafte metabolische Verdnderungen bestétigt
werden, konnten nach Validierung in primaren Zellen und in vivo-Studien Anwendungen bei
metabolischen Erkrankungen wie metabolischem Syndrom oder Typ-2-Diabetes erwogen werden.

Im Gegensatz zu IC7 werden fiir GIL-6 weniger Anti-Drug-Antikérper erwartet, da LIF physiologisch
extrazellular vorkommt, im Gegensatz zum CNTF. Damit besitzt insbesondere GIL-6 potenziell
therapeutischen Wert.
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4.4 Schlussfolgerungen

Durch diese Forschungsarbeit konnte — trotz biologischer Inaktivitdat der Chimaren — ein
Erkenntnisgewinn Uiber Ligand-Rezeptor-Interaktionen gewonnen werden. Des Weiteren stehen nun

zwei Zelllinien (HepG2 und Hepal-6n168) zur weiteren Charakterisierung der biologisch aktiven
Cytokimera zur Verfligung.
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