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1 Einleitung

Zytokine sind l6dliche, 120-200 Aminosduren lange, tetrahelikale Proteine, welche as
interzellulére Botenstoffe wirken und an Rezeptoren der |mmungl obulin-Familie binden (Rose-
John, 2002). Sie moderieren verschiedene wichtige Prozesse im Immunsystem (Hurst, et al., 2001),
im Nervensystem (Bolin, et a., 1995, Hirota, et al., 1996, Klein, M. A., et d., 1997, Marz, et al.,
1999), wie auch bei der embryonalen Entwicklung (O'Shea, et al., 2002, Rose-John, 2002).

Im Allgemeinen werden Zytokine erst auf einen bestimmten Stimulus hin synthetisiert (Heinrich, et
al., 1998) und nur ausnahmsweise in intrazellul&ren Granula oder der extrazelluléren Matrix (ECM)
gespeichert. Zytokine kénnen autokrin oder parakrin wirken (Leonard, et al., 2000). Grundsétzlich
sind sie bei Gesunden in sehr geringen Konzentrationen im Serum vorhanden und entfalten ihre
Wirkung daher meist nur lokal (Simpson, et a., 1997). Man unterscheidet zwischen zwei Gruppen
von Zytokinen: Typ-l-Zytokine (Interleukine und Colony Stimulating Factors (CSFs)) und
Typ-11-Zytokine (Interferone) (Leonard, et al., 2000, Ozaki, et a., 2002, Sprang, et al., 1993).
Erythropoietin (EPO), Growth Hormone (GH), Thrombopoietin und Prolaktin sind keine
klassischen Zytokine, haben aber eine ahnliche Struktur und Signalisierungsmechanismen wie
Typ-I-Zytokine. Das Grundverstandnis fir die Typ-I1-Zytokin-Rezeptorinteraktionen basiert daher
auch auf Vergleichen mit dem Growth Hormone (de Vos, et a., 1992). Viele Zytokine haben
pleiotrope und Uberlappende Wirkungen, (Leonard, 1994, Metcalf, 1993) was sich einerseits aus
der Fahigkeit einiger Zytokine, Uber verschiedene Rezeptorkomplexe zu signalisieren erklart.
Andererseits besitzen auch einige Rezeptoren die Mdglichkeit, mit verschiedenen Zytokinen zu
interagieren (Metcalf, 1993, Ozaki, et a., 2002).

1.1 Interleukin-6-artige Zytokine

Die Familie der Interleukin-6-artigen Zytokine stellt eine Gruppe neuro- und hdmatopoeti scher
Zytokine dar, zu denen Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11 (IL-11), Ciliary Neurotrophic
Factor (CNTF), Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), Oncostatin M (OSM), Cardiotrophin-1 (CT-1)
(Heinrich, et a., 2003), Cardiotrophin-like Cytokine (CLC) (Elson, et al., 2000, Heinrich, et a.,
2003, Senaldi, et al., 1999), Interleukin-27 (IL-27) (Lucas, et a., 2003, Pflanz, et al., 2004, Pflanz,
et a., 2002, Trinchieri, et al., 2003), Interleukin-31 (IL-31) (Dillon, et al., 2004) und Neuropoietin
(NPN) gehdren (Derouet, et al., 2004). Bei Neuropoietin handelt es sich um ein bei der Maus
vorkommendes Zytokin. Zudem existiert ein, durch das humane Herpesvirus-8 (HHV-8) kodiertes,
virales Interleukin-6 (vIL-6), welches ein IL-6-Anaogon darstellt (Chow, et al., 2001, Molden, et
a., 1997, Moore, et al., 1996, Neipel, et a., 1997).

Allen Mitgliedern der IL-6-Familie gemeinsam ist die fir hamato- und neuropoetische Zytokine
typische ,4-Helix-Bundel“ -Struktur. Hierbei sind die A- und B- sowie die C- und D-Helix jeweils
Uber eine lange Schleife verbunden, B- und C-Helix hingegen durch eine kurze Schleife. Dies fuhrt
zur charakteristischen ,up-up-down-down* Orientierung der Helices (s. Abbildung 1). Die
dreidimensionale Struktur von IL-6 wurde sowohl rontgenkristallographisch (Boulanger, et al.,
2003, Somers, et al., 1997) a's auch durch Magnetresonanz-(NM R)-Spektroskopie gel 6st (Xu, et
al., 1997).

Eine weitere Gemeinsamkeit der Interleukin-6-artigen Zytokine liegt in der Bildung multimerer
Rezeptorkomplexe. In diesen ist stets das 130 kD grof3e Glykoprotein gpl30 enthalten. Gp130 wird
auchas BARezeptor bezeichnet und ist auf allen K érperzellen vorhanden (Grétzinger, 2002,
Grotzinger, et al., 1999).
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Abbildung 1. Schematische Dar stellung der ,, 4-Helix-Bundel-Zytokine*. Die Helicessind mit A, B, C
und D angegeben. Sie zeigen die typische,, up-up-down-down*“ Topologie. Rechtsim Bild ist die
réaumliche Orientierung der Helices dar gestellt.

1.1.1 Biologische Funktionen von IL-6

Interleukin-6 kann von verschiedenen Zellen synthetisiert werden. Hierzu gehdren Monozyten,
Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, Chondrozyten, Synoviozyten, Osteoblasten,
Kupfferzellen und glatte Muskelzellen. Stimulatoren fr die IL-6 Synthese sind unter anderem IL-1
(Sironi, et al., 1989, Van Damme, et a., 1987), Tumor-Nekrose-Faktor- % (TNF &) (Kohase, et al.,
1986) und Lipopolysaccharid (LPS) (Harre, et a., 2002). Inhibitoren der IL-6 Synthese sind, neben
weiteren, IL-4, 1L-10 und Glucocorticoide (Heinrich, et al., 1998).

IL-6 besitzt, wie die anderen Mitglieder der Interleukin-6-Familie, ein ple otropes Wirkungsmuster
(Taga, Tetsuya, et ., 1997). Verstandlich wird diese Eigenschaft durch die Moglichkeit des
sogenannten Transsignaling (s. Kapitel 1.1.4.). Dies bedeutet, dassIL-6 inder Lageist, Zellen die
selbst keinen membranstandigen I1L-6R besitzen, Uber einen |6slichen IL-6R zu aktivieren.

Alle Mitglieder der IL-6-Familie, insbesondere IL-6 selbst, sind Induktoren der hepatischen
Akute-Phase-Reaktion (Benigni, et al., 1996, Gabay, et a., 1999, Heinrich, et a., 2003). Daruber
hinaus kommt ihnen eine wichtige Funktion in der Hamatopoese (Audet, et a., 2001, Fischer, et al.,
1997, Peters, Malte, et al., 1998), der Neuroentwicklung und -regeneration (Elson, et al., 2000), der
Regulation des Immunsystems (Galandrini, et al., 1991, Ming, et al., 1989) sowie der Kardiogenese
zu (Pennica, et a., 1995). Des Weiteren spielen IL-6, IL-11 und LIF eine Rolle im
Knochenstoffwechsel (Sims, et al., 2004, Udagawa, et al., 1995).
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Abbildung 2. Uberblick (iber einige der biologischen Funktionen von I1-6. (Entnommen aus Simpson,
et al.,1997.)

1.1.2 PathophysiologiedesIL-6

Eine Uberraschende Vielzahl von Krankheiten ist mit der Familie der IL-6-artigen Zytokine eng
verknUpft, was durch die M églichkeit des Transsignaling verstandlich wird. Hierzu gehdren unter
anderem das Multiple Myelom, der Morbus Crohn, die Rheumatoide Arthritis wie auch einige
andere, vornehmlich Autoimmunkrankheiten. Neuerdings finden sich zahlreiche Hinwelise fur eine
Rolle von IL-6 im Zusammenhang mit soliden Tumoren, inshesondere dem Prostatakarzinom (Lee,
et a., 2003, Nelson, et a., 2003, Zerbini, et al., 2003, Zoran Culig, 2005), dem K olonkarzinom
(Atreya, et a., 2005, Becker, et al., 2005, Clinchy, et al., 2007, Grivennikov, et al., 2009, Jones,
Simon A., et al., 2005, Klouche, Mariam, et a., 2004), dem Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom
(Dawadi, et al., 2005, Gao, et al., 2007, Grivennikov, et al., 2008, Yeh, et al., 2006), dem
hepatozelluldren Karzinom (Naugler, et al., 2007, Prieto, 2008) sowie dem Mammakarzinom
(Lieblein, et al., 2008, Sansone, et a., 2007, Studebaker, et al., 2008). Damit weisen alle der
weltweit haufigsten malignen Tumoren Veranderungen der IL-6 abhangigen Biologie auf, die
anscheinend ursachliche oder mindestens prognosti sche Bedeutung haben.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber Erkrankungen, bei denen sich veranderte Serumspiegel von IL-6
finden. (Ausfuhrliche Darstellung der Pathophysiologiein: Kallen, K.J., et. al., 1997, Kallen, K.J. ,
et. al., 1999b, Kallen, K.J., et. a., 2002).
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Tabelle 1 : Ubersicht Uber potentziell IL-6 abhangige Erkrankungen oder pathophysiologische
Zustande

Multiples Myelom (Plasmozytom) (Hideshima, et a., 2004, Klein, B, et a., 1995)
Morbus Castelman (Belec, et al., 1999, Staskus, et al., 1999)
Kaposi Sarkom (Aoki, et al., 1999, Staskus, et al., 1999)
POEMS Syndrom (Belec, et al., 1999, Kallen, K. J. , et al., 1997)
Primére Erguss L ymphome (Staskus, et al., 1999)

Morbus Crohn (Atreya, et d., 2000, Hosokawa, et al., 1999,

Jostock, et al., 2001, Y amamoto, et al., 2000)

Experimentelle  Autoimmune Enzephalitis| (Mendedl, et al., 1998)
(EAE)

Mesangial-proliferierende Glomerulonephritis (Horii, et a., 1989)

Rheumatoide Arthritis (Choy, et al., 2002, Sugimoto, et a., 2005)
Morbus Still, juvenile rheumatoide Arthritis (Choy, et ., 2002, Fishman, et al., 1998)
Osteoporose (Hayashi, et a., 2002, Manolagas, et al., 1995)
M orbus Paget (Hoyland, et al., 1994)

Kardide Ischamie (Kukielka, et al., 1995)

Wasting Syndrom von  Tumor-  und (Cahlin, et al., 2000, Emilie, et al., 1994, Inui,
HIV-infizierten Patienten bzw. Patienten mit 1999, Kotler, 2000, Poli, et al., 1990)
chronischen Erkrankungen

Sepsis (Riedemann, et al., 2003, Waage, et al., 1989)
Prostatakarzinom (Giri, et al., 2001, Lee, et a., 2003, Nelson, et

al., 2003, Qiu, et al., 1998, Ueda, et a., 2002,
Zerbini, et al., 2003, Zoran Culig, 2005)

Systemische Sklerose (Hasegawa, et al., 1999)

Mixed Connective Tissue Disease (Kawaguchi, et al., 1999)

Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom (Dawadi, et a., 2005, Gao, et d., 2007,
(NSCLC) Grivennikov, et al., 2008, Yeh, et a., 2006)
Kolonkarzinom (Atreya, et a., 2005, Becker, et al., 2004,

Becker, et a., 2005, Clinchy, et al., 2007,
Grivennikov, et al., 2009, Jones, Simon A., et
al., 2005, Klouche, Mariam, et al., 2004)

Mammakarzinom (Lieblein, et a., 2008, Sansone, et d., 2007,
Studebaker, et al., 2008)
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1.1.3 Struktur und Signaltransduktion

In Abhangigkeit vom jeweiligen Zytokin wird die intrazellul&re Signal kaskade entweder Uber ein
gp130-Homodimer (IL-6, IL-11) oder ein Heterodimer aus gp130 und L1F-Rezeptor (LIFR) (LIF,
OSM, CNTF, CT-1, NNT-1) aktiviert. OSM kann dartiber hinaus auch ein aktives Heterodimer aus
gp130 und OSM-Rezeptor (OSMR) formen.

Zur Bildung eines aktiven Rezeptorkomplexes bendtigen IL-6, IL-11, CNTF, CLC und CT-1 einen
spezifischen ®Rezeptor, der selbst nicht an der Signaltransduktion beteiligt ist (Taga, T., et d.,
1989). Erst durch die Bindung an den ®-Rezeptor wird bei diesen Zytokinen die Rekrutierung der
beiden ARezeptoren und konsekutiv die Signaltransduktion erméglicht. In Analogie zu IL-12
(Gubler, et al., 1991, Wolf, et a., 1991), IL-23 (Oppmann, et a., 2000) und IL-27 (Lucss, et d.,
2003, Pflanz, et d., 2002, Trinchieri, et a., 2003) lassen sich die zuletzt genannten Zytokine daher
auch as heterodimere Zytokine oder ,,composite cytokines* verstehen. Hierbei entspricht IL-6 der
Untereinheit p35 von IL-12 bzw. p19 von IL-23. Der IL-6R entspricht p40 von IL-12 (Kalai, et a.,
1997). Fur die genannten Zytokine gilt, dass die jeweilige Zytokineinheit allein keine biol ogische
Aktivitat aufweist. Erst durch die Interaktion zwischen Zytokineinheit und Rezeptoreinheit entsteht
der biologisch aktive Komplex. Im Gegensatz zu den oben genannten Zytokinen benétigen LIF,
OSM und vIL-6 keinen -Rezeptor. Sie konnen die ARezeptoren direkt rekrutieren (Chow, et al.,
2001, Heinrich, et al., 2003, Heinrich, et al., 1998, Molden, et al., 1997). Tabelle 2 gibt einen
Uberblick tber die Interleukin-6-artigen Zytokine und die von ihnen verwendeten Rezeptoren.

Tabelle 2: Interleukin-6-artige Zytokine mit den jeweils zugehorigen Rezeptoren.
Zytokin o.Rezeptor B1Rezeptor B Rezeptor
IL-6 IL-6R gp130 gp130
IL-11 IL-11R gp130 gpl130
CNTF CNTFR gpl30 LIFR
CLC CLF oder gp130 LIFR
CNTER
Neuropoietin CNTFR gp130 LIFR
CT-1 CT-1R gp130 LIFR
OSM - gp130 LIFR oder
OSMR

LIF - gp130 LIFR
IL-27 - gp130 WSX-1UTCCR
IL-31 IL-31RA OSMR

= ¢gpl30 like

Receptor

(Diveu, et dl.,

2004)
vIL-6 - gp130 gp130

Die Dimerisierung der BRezeptoren fiihrt zur Autophosphorylierung und Aktivierung der
konstitutiv an die ARezeptoren gebundenen Januskinasen (JAK 1, JAK2, TYK2). Die Januskinasen
phosphorylieren Tyrosinreste des ARezeptors, wodurch es zur Bindung der Transkriptionsfaktoren
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STAT1 und STAT3 (Signa Transducer and Activator of Transcription) kommt. Auch diese werden
durch die Januskinasen phosphoryliert und somit aktiviert. Die aktivierten STAT Faktoren
trand ozieren zum Zellkern, wo sie nach Bindung an Cytokine Responsive Elements (CREsS) die
Aktivitét ihrer Zielgene modulieren (s. Abbildung 3) (Heinrich, et al., 2003, Heinrich, et al., 1998,
Stahl, et al., 1994). Die Phosphorylierung der  ARezeptoren |6st auRBerdem die Aktivierung der
MAP-Kinase (Mitogen Activated Protein Kinase) aus (Heinrich, et a., 2003, Heinrich, et a.,
1998). Durch die MAP-Kinase und die Januskinasen werden NF-I1L-6 (Nuclear Factor IL-6) und
AP-1  (Activator Protein-1)  aktiviert. Diese  kooperieren mit  diversen  anderen
Transkriptionsfaktoren (Heinrich, et al., 2003, Heinrich, et al., 1998, Stephanou, et al., 1998).

Abbildung 3. IL-6 abhangige Signaltransduktion tber gp130/Jak/STAT. IL-6 bindet zun&chst an den
a-Rezeptor, anschlieRend werden die beiden BRezeptoren (gp130) rekrutiert. Die Dimerisierung der
BRezeptoren fiihrt zur Autophosphorylierung und Aktivierung der an sie gebundenen Januskinasen
(Jak). Diese widerum phosphorylieren Tyrosinrestedes ~ ARezeptors, wodur ch es zur Bindung der
Tanskriptionsfaktoren STAT1 bzw. STAT3 kommt. Auch diese werden von den Januskiansen
phosphoryliert und somit aktiviert. Die aktivierten STAT-Faktoren bilden Homo-oder Heterodimere
und trandozieren zum Zellkern, wo sie die Aktivitét ihrer Zielgene modulieren.

1.1.4 Transsignaling

Der membransténdige IL-6R wird lediglich auf einer kleinen Anzahl von Zellen exprimiert. Dies
sind im Wesentlichen Hepatozyten, Neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und
einige Lymphozyten (Y amasaki, et al., 1988). Gp130 ist dagegen auf allen Zellen vorhanden.
Neben der Mdglichkeit, Uber den membransténdigen ®Rezeptor zu binden, hat IL-6 auch noch die
Fahigkeit Zellen, die keinen IL-6R exprimieren, Uber einen |glichen IL-6R (sIL-6R) zu stimulieren
(s. Abbildung 4). Dieser Vorgang wird als ,, Transsignaling” bezeichnet (Rose-John, et al., 1994)
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und bedeutet einen Unterschied zu vielen |6slichen Zytokinrezeptoren, die als Antagonisten zu
ihrem Zytokin wirken. Weitere agonistisch wirksame |6dliche Rezeptorformen sind unter anderem
auch fur den IL-11R (Baumann, et al., 1996) sowie den CNTFR (Davis, et al., 1993) bekannt.

Erst durch die Mdglichkeit des Transsignaling wird die enorme Vielfalt der IL-6 abhangigen
physiologischen- wie auch pathophysiologischen Prozesse verstandlich (Jones, Smon A, et al.,
2005, Kallen, K. J., 2002). So kommt es zum Beispiel Uber Transsignaling zur Aktivierung glatter
Muskel zellen, obwohl diese normal erweise nicht durch IL-6 stimulierbar sind. Dieser Prozess spielt
eine mogliche Rolle bei Vaskulitiden, Atherosklerose oder der Transplantatabstol3ung, alsoin
Entziindungsreaktionen, bei denen das Gefalisystem eine entscheidende Rolle spielt (Klouche, M.,
et al., 1999).

Signal

Shedding von
membranstindigem IL-6R.

Translation aus alternativ gesplicter mRNA

Abbildung 4. Die Abbildung zeigt das so genannte ,Transsignaling”. Hierdurch konnen Zellen
stimuliert werden, die selbst iber keinen membranstandigen |L-6-Rezeptor verfligen. Der 16diche
IL-6R kann entweder von der Zelloberflache abgespalten werden (“Shedding“) oder durch
alternatives Splicing erzeugt werden.

Der sIL-6R entsteht entweder durch alternatives Splicing oder durch proteolyti sche Spaltung von
der Zelloberflache. Die proteolytische Spaltung wird u.a. durch Proteinkinase C (PKC) Aktivierung
beeinflud. Der durch alternatives Splicing entstandene sIL-6R wird auch as DS-sIL-6R
bezeichnet, der durch proteolytische Spaltung als PS-sIL-6R (Jones, Simon A., et a., 2001). Beide
Formen kommen abhéngig vom Alter, dem entzindlichen Zustand und dem Stadium einer
Erkrankung in unterschiedlicher Menge im Serum vor (Jones, S. A., et a., 2002).
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1.1.5 Negative Regulation der Signaltransduktion

AlsIndiz fir die enorme Wirkungsstarke der Zytokinstimulation steht dieser ein umfangreicher

M echanismus zur Antagonisierung entgegen. Die negative Regulation der Signaltransduktion von
IL-6 wird auf unterschiedlichen Ebenen und Uber verschiedene Mechanismen realisiert: Erstens auf
extrazellularer Ebene, zweitens auf Membranebene und zuletzt auch im Bereich der intrazelluldren
Signaltransduktion.

Die Bildung des Rezeptorkomplexes scheint, dhnlich wie bei Insulin (De Meyts, 1994), eine
selbstinhibitorische Wirkung als Antwort auf einen Uberschuss von IL-6 zu haben. Einer
Hypothese nach wird bei niedrigen Konzentrationen von IL-6 ein aktiver tetramerer Komplex
gebildet, wahrend hohe Konzentrationen zur Bildung eines inaktiven Hexamers fihren (s.
Abbildung 5.) (Grétzinger, et a., 1999, Kallen, K. J., 2002, Schroers, et al., 2005).

5 A

B
D3
D2 D3

gp130 IL-6 IL-6R

Abbildung 5. Modell des Tetramer-Hexamer Ubergangs des |L-6-Rezeptorkomplexes.
(A) Modell der Interaktion des|L-6/IL-6R-Komplexes mit gp130. Voraussetzung des M odellsist ein
symmetrisches, préfor miertes gp130-Homodimer in der Plasmamembran (links). An dieses bindet
zunéchst nur ein IL-6/1L-6R-K omplex, wodurch ein Tetramer gebildet wird (Mitte). Dieses bindet
dann einen weiteren IL-6/IL-6R-Komplex, wodurch ein Hexamer entsteht (rechts). Die drei
NH-terminalen gp130 Doménen sind rot (D1, 1g-artige Doméane), gelb (D2) und orange (D3) markiert.
Die beiden Domanen des |L-6R-CBM sind hellgrau (D2) und dunkelgrau dargestellt (D3). IL-6ist griin
markiert. Die Rezeptor-Bindungsepitope (Site I-111) des IL-6-Rezeptors sind mit |, 11 und Il
gekennzeichnet.

(B) Darstellung der fr gp130, IL-6 und IL-6R benutzten Symbole. (Abbildung Gbernommen aus
Groétzinger, et al., 1999).
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Abbildung 6. Bildung einestetrameren oder hexameren | L-6-Rezeptorkomplexesin Abhangigkeit von
der IL-6 Konzentration. Die Kurveist eine schematische Darstellung der von Aarden (Aarden, 1989)
gefundenen Beziehung zwischen der Proliferation muriner B9-Zellen und der verwendeten
Konzentration von IL-6. Die Symbole wurden wie in Abbildung 5. verwendet. (Abbildung
Ubernommen aus Gr 6tzinger, et al., 1999) .

AuRerdem bestimmt das Verhdltnis zwischen IL-6R und der Anzahl der auf der Zelloberflache
exprimierten gp130 Molekiile, ob eine Zelle durch IL-6 stimulierbar ist oder nicht: Man geht davon
aus, dass gp130 auf alen Zellen vorkommt und die Expression keiner wesentlichen Regulation
unterliegt (Taga, Tetsuya, et a., 1997). Der IL-6R dagegen wird nur auf bestimmten Zellen
exprimiert und seine Expression wird von Glucocorticoiden reguliert (Rose-John, et al., 1990). Das
Verhdtnisvon gpl30 zu IL-6R kann somit von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich sein. Zellen, die
keinen membranstandigen IL-6R besitzen, kdnnen nur durch die Kombination aus IL-6 und dem
[6dlichen IL-6R (sIL-6R) stimuliert werden. Eine Stimulation durch IL-6 aleinist nicht méglich.
Beispiele hierflr sind hdmatopoetische Vorléuferzellen (Peters, M., et a., 1997), Endothelzellen
(Romano, et al., 1997), neuronale Zellen (Mérz, et a., 1998) und Osteoklasten (Yasuda, et al.,
1998). Die IL-6-abhéngige Stimulierbarkeit von Zellen, die weniger IL-6R a s gp130 exprimieren,
kann durch sSIL-6R gesteigert werden. Beispiele fur solche Zellen sind Hepatozyten und
Plasmozytomzellen. Auf Zellen, die IL-6R und gp130 in ausgeglichenem Vehéltnis exprimieren,
ergibt sich keine Veranderung durch Zugabe von sIL-6R. Schliefdlich wére auch eine Hemmung
durch sIL-6R denkbar, wenn auf der Zellmembran relativ mehr IL-6R al's gp130 exprimiert
wirden, dadann vermehrtinaktive Komplexe mit lediglich einem gpl30 entstehen wirden
(s. Abbildung 7) (Peters, Malte, et al., 1998).
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Abbildung 7. Das Verhéltnis zwischen gp130 und | L-6R auf der Zelloberflache bestimmt, ob eine Zelle
durch IL-6 stimulierbar ist. (A) OhnelL-6R ist eine Stimulation durch IL-6 alleine nicht mdglich.
Diese Zellen sind jedoch durch IL-6/sIL-6R stimulierbar. (B) Die Stimulierbarkeit von Zellen, die
relativ weniger IL-6R alsgp130 exprimieren, kann durch IL-6/sIL-6R gesteigert werden. (C) Bei
Zellen, diegp130 und IL-6R in ausgeglichenem Verhaltnis exprimieren, ergibt sich kein Unterschied
durch Zugabe von slL-6R. (D) Auch ware eine Hemmung durch sIL-6R denkbar, wenn relativ mehr
IL-6R alsgpl30 exprimiert wirde.

Durch gpl30-abhédngige Internalisierung des IL-6R kommt es zur Verminderung der
Rezeptordichte (Dittrich, et al., 1996, Heinrich, et a., 1998). Die Dephosphorylierung stellt einen
Mechanismus zur Inaktivierung der STAT-Faktoren dar (Haspel, et al., 1999, Heinrich, et a., 1998,
ten Hoeve, et a., 2002). Zudem wurde die Entdeckung eines al's PIAS3 (Protein Inhibitor of
Activated STAT3) bezeichneten Proteins beschrieben (Chung, et a., 1997). Dieses blockiert die
Bindung von aktiviertem STAT3 an DNA und verhindert die STAT3 abhangige Genaktivierung.
Vermutlich existieren auch fur die anderen STAT-Faktoren solche spezifischen Proteine (Liu, et
a., 1998). Ein weiterer Mechanismus der negativen Riickkopplung besteht in der 1L-6-abhangigen
Expression der Suppressor-Of-Cytokine-Signalling Proteine (SOCS). Diese auch as
Jak-Binding-Proteins (JAB) oder STAT-induced-STAT-inhibitors (SSIs) bezeichneten Faktoren
stellen eine Familie von negativen Rickkopplungsinhibitoren dar, daihre Transkription von IL-6
bzw. LIF induziert wird. Sie inhibieren die Tyrosinphosphorylierung von gp130, STAT1 und
STAT3 (Heinrich, et al., 2003, llangumaran, et al., 2004, Wormald, et al., 2004).

1.1.6 Loslichesgp130 als Antagonist zum Transsignaling

Die durch den Komplex aus IL-6 und sIL-6R vermittelte Signal ibertragung wird durch eine
l6diche Form des gpl30 (sgpl30) kompetitiv antagonisiert (Mdiller-Newen, et al., 1998).
Bemerkenswerterweise inhibiert sgpl30 aber nicht die Uber den membranstdndigen IL-6R
zustandekommende Wirkung (Jostock, et al., 2001). Der 1L-6-Spiegel im Serum ist bei Gesunden
kaum nachweisbar (<1pg/ml) und erreicht bei manchen Krankheiten einen um das 1000-fache
erhdhten Spitzenwert von bis zu 5 ng/ml. Dies liegt in einem Bereich der maximalen Aktivitét von
IL-6 bei invitro Versuchen (Kallen, K. J., 2002). Die Normalwerte von sIL-6R im Plasma liegen
zwischen 75 und 80 ng/ml bei gesunden Testpersonen (Honda, et al., 1992, Montero-Julian, 2001)
und sind bei zahlreichen Erkrankungen erhtht (Jones, S. A., et al., 2002). Allerdings steigen die
Plasmaspiegel von slL-6R und sgp130 zwischen Gesunden und Kranken lediglich ungeféhr um den
Faktor 2 (Gustot, et al., 2005, Montero-Julian, 2001). Einfache physikalisch-chemische
Uberlegungen zeigen, dass selbst bei sehr hohen IL-6-Spiegeln (5ng/ml) lber 98 % der
IL-6/sIL-6R Komplexe als inaktive Komplexe mit sgp130 vorliegen (Kallen, K. J., 2002).
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1.2 Struktur der Rezeptoren

Die Rezeptorenvon IL-6, IL-11 und CNTF gehdren zur Superfamilie der hdamatopoeti schen
Rezeptoren. Sie bestehen aus zwei Fibronektin-Typ-I11 (FNIII)-artigen Doménen, die die Kriterien
der Zytokinrezeptor-Homologie-Region erfullen: die N-terminale Doméne (D2) weist vier
konservierte Cysteine, die C-terminale (D3) ein WSXWS (Trp-Ser-beliebig-Trp-Ser)-Motiv auf
(Bazan, 1990a, 1990b, Idzerda, et a., 1990). Doméne-2 (D2) und 3 (D3) bilden das
Zytokinbindende Modul (CBM). Das Zytokinbindende Modul stellt die minimale und ausreichende
Struktur fur viele Zytokinrezeptoren dar.

Wie flr den IL-6- ®Rezeptor (gp 80) gezeigt werden konnte, ist die C-terminale Doméne D3 fir
ca. 90 % der Bindungsaktivitat verantwortlich. Allerdings vermag diese Doméne alein nicht den
a-Rezeptor zu ersetzen, daes zwar zur Bindung, nicht aber zur Signaltransduktion kommt (Ozbek
et al. 1998). Somit scheint D2 eine essentiell wichtige Rolle bei der Initiierung des aktiven
Rezeptorkomplexes zuzukommen. Eine dritte, 1g-artige Doméane (D1), befindet sich N-terminal.
Sieist fur das Zustandekommen eines funktionellen Rezeptorkomplexes nicht wichtig (Y awata, et
a., 1993), spielt aber fir die Stabilisierung des Rezeptors wahrend des intrazelluldren Transportes
sowie fur das so genannte Shedding eine Rolle (Vollmer, et a., 1999).

Die ARezeptoren der IL-6-artigen Zytokine (gpl30, LIFR, OSMR) besitzen ebenfalls eine
Ig-Doméne und ein zytokinbindendes Modul (CBM). Darlber hinaus verfligen sie, im Gegensatz
zu den o-Rezeptoren, Uber drei weitere FNIII-artige Doméanen zwischen dem C-terminalen CBM
und der Transmembranregion sowie eine zytoplasmatische Doméne mit sieben Tyrosinresten in
konservierten Sequenzmotiven, die Box 1-3 genannt werden (Groétzinger, et al., 1999, Heinrich, et
al., 1998).

Die drei membran-proximalen FNIll-artigen Doménen der ARezeptoren sind nicht an der
Signaltransduktion beteiligt. Mutationen oder Austausch mit anderen FNIIl-artigen Doménen
konnen aber zum Verlust ihrer Aktivitét fihren (Hammacher, et al., 2000, Kurth, et a., 2000).

Der LIFR verflgt Uber ein zweites CBM, NH >-termina der Ig-artigen Doméne. Der OSMR
hingegen hat lediglich eine zusétzliche Domédne mit WSXWS-Motiv. am NH2-Terminus
(Grotzinger, et a., 1999).
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Abbildung 8. Die Abbildung zeigt die ver schiedenen Rezeptoren der |L-6-Familie. Die lg-artigen
Domanen sind kariert. Die Fibronektin-Typ-I11-artigen Domanen sind als Kreise dargestellt. Die
horizontalen Linien in den CBM s stellen die konservierten Cysteine (diinne Doppel-Linien) bzw. das
WSXWS-Motiv (dicke Linien) dar.

Extensive Mutationsstudien mit IL-6, CNTF und LIF zeigten, welche Epitope dieser Zytokine
welche Untereinheiten der Rezeptorkomplexe kontaktieren (Aasland, et a., 2002, Aasland, et al.,
2003, Ehlers, et al., 1995, Ehlers, et d., 1994, Ehlers, et a., 1996, van Dam, et al., 1993).

Die Bindung eines spezifischen  a-Rezeptors Uber Site-1 ist bel verschiedenen Zytokinen der
IL-6-Familie Voraussetzung furr die Rekrutierung der beiden  ARezeptoren. Site-Il dientin allen
IL-6-artigen Zytokinen zur Rekrutierung von gp130. Uber Site-111 kommit es, abhéngig vom
Zytokin, zur Bindung eines weiteren gpl30 oder aternativen ARezeptors (LIFR, OSMR)
(Grétzinger et al. 1997). Interessanterweise wird die Bindung zwischen Site-111 und dem LIFR bzw.
gp130 hauptsachlich Uber die Ig-artige Doméane realisiert, wahrend die Bindung zwischen gpl130
und Site-11 vor allem Uber das Zytokinbindende Modul zustande kommt. Die Bindung von LIF an
den LIFR konnte 2007 von Huyton et al. réntgenkristallographisch dargestellt werden (Huyton, et
a., 2007). Site'llll vermittelt demnach einen wichtigen Teil der Spezifitdt der IL-6-artigen
Zytokine.
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Abbildung 9. Links abgebildet ist ein Balkenmodell von 1L -6. Die Bindungsepitope sind wie folgt
markiert: Site-l orange, Site-1l blau, Site-111 gelb. Site-111 ist wiederum in die 3 Bereiche A, B und C
unterteilt: Teil A entspricht dem Anfang der AB-Schleife, Teil B der BC-Schleife, Teil C dem Ende der
CD-Schleife und einem Teil der D-Helix. Rechtsim Modéll ist die Bindung zwischen den einzelnen
Epitopen und den jeweiligen Rezeptor en dar gestellt.

Wie in ener friheren Arbeit gezeigt werden konnte, stellt dieses spezifitdtvermittelnde
Bindungsepitop ein potentziell austauschbares Modul dar: IC7 ist ein auf IL-6 basierendes
Designerzytokin. Durch den Austausch der Site-111 von IL-6 gegen die Site-111 von CNTF entstand
€in neues Zytokin mit veranderten Eigenschaften: 1C7 bindet weiterhin an den IL-6R, bildet aber
im Gegensatz zu IL-6 ein aktives Heterodimer aus gp130 und LIFR (s. Abbildung 9).

Abbildung 10. IC7 bindet an den IL-6R und bildet ein aktives Heterodimer ausgp130 und LIFR.

Auf Zellen, die den IL-6R sowie gp130 und LIFR exprimieren, hat IC7 eine vergleichbare Aktivitét
Zu IL-6. Dagegen ist es nicht aktiv auf Zellen, die zwar gp130, aber keinen IL-6R bzw. keinen
LIFR exprimieren. Dies steht in Analogie zu CNTF, das fir volle Aktivitét auf die Prsenz seines
spezifischen a-Rezeptors wie auch des spezifischen ARezeptors (LIFR) angewiesen ist. Zellen, die
lediglich CNTFR und gp130 exprimieren, sind durch CNTF nicht stimulierbar (Kalen, K. J., et al.,
1999a). Somit scheint Site-111 von CNTF ein LIFR-spezifisches Bindungsepitop darzustellen, das
auf IL-6 Ubertragbar ist. Im Unterschied zu den anderen, Uber ein Heterodimer aus LIFR und gp130
signalisierenden Zytokinen der IL-6-Familie, kann OSM zusétzlich ein alternatives Heterodimer
aus gp130 und OSMR bilden. Dies zeigt, dass die Bindung zwischen Site-lll und dem  ARezeptor
nicht notwendigerwei se absolut spezifisch ist.

Fragestellung:
In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob mit der Ubertragung der Site-I11 von CNTF auf

IL-6 auch deren Spezifitét gegeniiber dem LIFR erhalten bleibt. Eine Spezifitétserweiterung
gegenilber weiteren ARezeptoren erschien aufgrund der oben ausgefiihrten experimentellen
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Befunde im Bereich des Moglichen. Ferner sollten die Faktoren, die die Spezifitét der Bindung
zwichen Liganden und Rezeptoren der |L-6-Familie bestimmen, weiter analysisert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 PCR-Ligations-PCR

Die Klonierung der Konstrukte IC15 sowie CIR2 mittels PCR-Ligations-PCR wurde nach dem
Protokoll von Ali und Steinkasserer (Ali, et al., 1995) durchgefiihrt.

Samtliche Reaktionen wurden in 250 ul Reaktionsgefalden in einem Gesamtvolumen von
50 pl wasseriger Losung nach folgendem Schema durchgef tihrt:

1-5 ng Template (DNA)

250 UM sense Primer

250 1Y antisense Primer

je125 pmol der vier Desoxynukleotide
5 pl 10-fach Polymerase Puffer
1 U Polymerase

ad 50 ul H20

Mit diesem Ansatz wurden 25 Reaktionszyklen nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Schritt Zeit Temperatur
Erste Denaturierung 300s 95°C
Primer Hybridisierung 45s 47-63 °C
DNA-Strangsynthese 45s 72°C
Denaturierung 45s 95°C
Letzte DNA-Strangsynthese 180s 72°C

Hierbei wurde die Hybridisierungstemperatur der einzelnen Reaktionen nach den verwendeten
Oligonuklectiden variiert.
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Verwendete PCR-Primer:

Template DNA Name des Primers Primer in sense Richtung Primer in antisense Richtung
CNTF SB100 5’-cat ccc atc cge aga gtc ¢-3°
CNTF SB200 5-ccagtg gca agc act gat ¢-3°
CNTF SB300 5’-acg aag gtc atg gat gg-3
CNTF SB400 5’-tcg ctc tgc ctc got cag-3
IL-6 SB500 5’-ctg gtg aaa atc atc act gg-3°
IL-6 SB600 5’-ctacat ttg ccg aag age-3
IL-6R SB700 5’- gga atc ttg cag cct gat ¢-3°
CNTFR SB800 5’-gaa ctc gtc aaa ggt gat ag-3”
pSVL SB900 5’-gct ctaaac cgg atc gat ¢-3°

pCDM8-rp 5’-cca cag aag taa ggt tec tt -3
T7 Forward 5’-taatac gac tcactatag gg-3
CNTFR SB101 5’-gct caa cgg ctc tcaget gg-3°
IL-6R SB201 5’-ctg gecartct ggt cgg ttg tgg-3°
CNTFR SB101 5’-gct caa cgg ctc tcaget gg-3°

2.1.2 DNA- Verdau durch Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionsverdaus doppelstrangiger DNA wurden mit dem vom Hersteller beigeftigten, for
das Enzym spezifischen Puffer, bei 37 °C fur 1-12 Stunden nach folgendem Schema durchgefihrt.

0,1-5ug DNA

20mM Spermidin

S.0. Restriktionsendonuklease

1/10 des Endvolumens 10-fach konzentrierter Reaktionspuffer
ad H20 auf 20 - 50 pl Gesamtvolumen

Fir einen vollstandigen Verdau wurden dabei die Enzymmenge und die Inkubationsdauer so
gewdhlt, dass das Produkt aus Enzymaktivitét (units) und Zeit (h) grofRer oder gleich dem
10-fachen der DNA-Menge (ug) war.

2.1.3 Dephosphorylierung von 5 -DNA Enden

Vor der Ligation zweier DNA-Fragmente zu einem zirkul&ren Plasmid wurde das jeweils |éangere
mit Alkalischer Phosphatase (CIAP, Fermentas), am 5 -Ende dephosphoryliert, um eine Religation

zu verhindern:

1-2 Vo] DNA

1 U Alkalische Phosphatase

10 pl 10-fach konzentrierter AP-Puffer
ad 100 il H0

Temperatur 37 °C, Zeit: 30 Minuten.
Anschlief3end wurde die Alkalische Phosphatase, durch Erhitzung der Probe auf 85 °C fir 15
Minuten, inaktiviert.
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2.1.4 Phosphorylierung von 5-DNA Enden

Da DNA-Ligasen phosphorylierte 5°-Enden flir eine Ligation benétigen, wurden fir die weiteren
Klonierungsschritte die 5 Enden der PCR-Fragmente mittels T4-Polynukleotidkinase (PNK)
phosphoryliert.

05 ug PCR-DNA
5 U T4-PNK

3 ul 10-fach PNK-Puffer
3 ul ATP (20 mM)
ad30 H,O

Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlief?end wurde die DNA durch Zugabe
von zweifachem Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat fir 2 Stunden bei

- 20 °C gefdllt. Anschliefiend wurde der Ansatz bei 13.000 rpm abzentrifugiert, zweimal mit 70 %
Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und in 250 pl H.O aufgenommen.

2.1.5 DNA-Ligation

Dephosphorylierte V ektoren und phosphorylierte Inserts wurden durch ein Agarosegel aufgetrennt
und aus demsel ben ausgeschnitten. Die DNA wurde dann unter Verwendung des QIAEX-Kits (Fa.
Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers aus dem Gel extrahiert.

Die Ligationsreaktionen wurden nach folgendem Schema angesetzt:

100 ng Vektor- DNA

in 3-5-fachem Uberschuss zur VVektor DNA Insert-DNA

1 pl 10-fach Ligationspuffer
10 U T4-DNA-Ligase

ad 10 pl H.0

AlsKontrolle diente ein Ansatz ohne Insert-DNA. Fur Vektoren, die mit nur einem Enzym
geschnitten wurden, dienten drei Ansétze ohne Insert-DNA als Kontrolle: einer ohne Enzymzusatz,
einer mit Ligase sowie einer mit Ligase und Polynukleotidkinase. Erstere durften as
Negativkontrollen keine Kolonien liefern. Letzterer diente als Positivkontrolle. Die Inkubation der
Ligationsansdtze erfolgte bei 22 °C fur 2 Stunden bzw. bei 16 °C fur 12 Stunden.

2.1.6 DielLR-Klonase-Reaktion

Die LR-Klonase-Reaktion ist eine Rekombinationsreaktion aus einem Ausgangs-Klon und einem
Ziel-Vektor, die durch verschiedene Rekombinationsenzyme vermittelt wird. Ziel ist die
Herstellung eines Expressionsvektors. Hierbel wird die Zielsequenz nicht mittels
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen, sondern Gber  APhagen-spezifische ~ Schnittstellen
ausgeschnitten und ligiert. Dieses Rekombinationssytem wird natlrlicherweise von
A-Bakteriophagen benutzt, um zwischen lytischem und lysogenem Zyklus zu wechseln. Die
Rekonbinationsstellen attL1 und attR1 bzw. attL2 und attR2 rekombinieren und bilden ein
Co-Integrat. Die Co-Integrate werden dann durch eine zweite Rekombinationsreaktion zu zwei
Tochtermolekllen aufgel 6st. Diese haben die gleiche Struktur, unabhangig wel ches Paar von
Rekombinationsstellen (attL 1 und attR1 oder attL 2 und attR2) zuerst miteinander reagiert, um das
Co-Integrat  zu bilden. Durch Transformation des Rekombinations-Mix in kompetente
E. coli-Bakterien und Inkubation in ampicillinhaltigem Medium werden die Expressionsklone
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selektioniert. Nur die Plasmide ohne ccdB-Gen (welches fiir ein fir E. coli toxisches Protein
codiert) und Ampicillin-Resistenz fiihren zu Kolonien (s.Abbildung 11).

Mittels der oben beschriebenen Reaktion wurden die Vektoren CIR2-pENTR-1A und
CIR2A 1g-pENTR-1A in die Vektoren p409, pDCC- und plRES umkloniert (in der Arbeitsgruppe
vorhandene V ektoren).

Destination
Veclor

Expression
Clene

Apr

o o
@ ® @ selectAp colonies

@ Transiorm E. cofi and

Abbildung 11. Die Abbildung zeigt schematisch die L R-Klonase Reaktion. Erlauterungen s. Text.
(Entnommen aus I nstruction M anual Gateway ™ Cloning Technology, Invitrogen BV, Groningen,
Niederlande).

2.1.7 DNA Fragmentanalyse mittels Agar osegelelektr ophorese

Zur Auftrennung von DNA Fragmenten wurden horizontale Agarosegele (0,5 — 2 % Agarose, 0,5 X
TBE-Puffer) verwandt. Diese Gele wurden anschlieffend in einer Ethidiumbromid ésung
[0,5 pg/ml] geférbt. Das Ethidiumbromid interkaliert in DNA-Doppel stréngen und kann durch
UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Vor dem Auftragen der DNA-L 6sung wurde diese mit 1/6 Volumen 6-fach DNA-Probenpuffer
versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 110 V und 400 mA in 0,5-fach TBE Puffer. Zur
L angenbestimmung wurden Standardl 6sungen der Firma Roche bzw. Fermentas verwendet.
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0,5-fach TBE Puffer DNA-Probenpuffer
Tris-Base 0,54 % Ficoll 10%
Bohrsaure 0,215 % SDS 1%
EDTA pH 8,0 1mM TBE 0,6 %
InHO Bromphenolblau 0,01 %

2.1.8 Herstellung kompetenter Bakterien

LB-Medium
NaCl 5 g/l
Hefe Extrakt 5 g/l
Bactotrypton 10 g/l
Tris’/HCI pH 8,0 10 mM
MgSO4 1 mM
VitaminB1 1% 1 ml

Eine dicht gewachsene 100 ml Bakterien-Schittelkultur wurde auf eine OD 600 VONn 0,02 in 500 ml
LB-Medium verdinnt und bel 37 °C bis zu einer ODsp von 0,3 inkubiert. Diese
Bakteriensuspension wurde 15 Minuten auf Eis abgekthit und fir 5 Minuten mit 4.000 *g bei 4 °C
pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in 125 ml einer 4 °C kalten 50 mM CaCl > resuspendiert und
erneut 20 Minuten auf Eis gekuhlt. Nach einem zweiten 5-mintigen Zentrifugationsschritt bel
4.000 *g wurde das Pellet in 25 ml 50 mM CaCl > mit 50 % Glycerol aufgenommen. Die Bakterien
wurden schliefdlich zu je 500 pl aiquotiert, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C
bis zum Gebrauch gelagert.

2.1.9 Bakterientransformation

Agarplatten
Agar 1,5%
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/mi
in LB-Medium

K ompetente Bakterien wurden mit Plasmid DNA transformiert, indem 100 pl der aufgetauten
Bakteriensuspension mit 1 ng des zu transfizierenden Plasmids griindlich vermischt wurden. Dieser
Ansatz wurde fir 30 Minuten auf Eis gekuhlt, fir 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt und dann unter
Zugabe von 300 pl LB-Medium fir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dieser Ansatz wurde mit
4.000 *g fir 3 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 100 ml LB-Medium
resuspendiert. Die Suspension wurde auf Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am néchsten Tag wurden einzelne Bakterienkolonien von der Platte gepickt und in 2 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin, bzw. 50 pg/ml Kanamycin, bei 37 °C zu dichtem
Wachstum inkubiert.
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2.1.10 Plasmid-DNA Praparation aus L B-Schittelkulturen

Losung 1 L dsung 2 Losung 3
50 mM Glukose 0,2M NaOH 3M Natriumacetat pH 4,8
10 mM EDTA 1% SDS
25mM TrisBase pH
8,0
4 mg/ml Lysozym

Zur Gewinnung der DNA aus 2 ml Bakterienkulturen wurden diese bei 10.000 *g fur 2 Minuten
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl von Lésung 1 resuspendiert.
200 pl von Losung 2 wurden dazugegeben und der Ansatz vorsichtig gemischt. Schliefdlich wurden
Losung 3 sowie 1 pul RNAse (10 mg/ml) zugegeben, sorgféltig durchmischt und fir 20 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieflend bei 10.000 *g fir 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, mit 1 ml Ethanol versetzt und furr 5 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Die dabei ausgefallene DNA wurde bei 20.000 *g fur 15 Minuten
pelletiert, zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und in 20 pl H>O
aufgenommen. Mit der so gewonnen DNA konnten Restrikti onsfragmentanalysen durchgefihrt
werden. Um DNA in gréf3eren Mengen zu gewinnen, wurde Plasmid-DNA aus 500 ml LB-Medium
Schittelkulturen nach dem Protokoll von Sambrook et al. (Sambrook J., 1989) gewonnen.

2.1.11 DNA Fallung

DNA wurde mit 1/10 des Volumens 3 M Na-Acetat und 2/3 des Volumens Ethanol versetzt und
dann bei — 20 °C fir 1 Stunde gelagert. Die DNA wurde durch 20-minitige Zentrifugation mit
10.000 *g bei 4 °C pélletiert. Danach wurde die DNA zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, bei
Raumtemperatur getrocknet und in H >0 aufgenommen. Anschlief3end wurde die Konzentration der
DNA-L6sung durch Messung der Absorption bei 260 nm photometrisch bestimmit.

2.1.12 DNA Phenolextraktion

Um die DNA von Proteinverunreinigungen zu trennen, wurde eine Phenol extraktion durchgefiihrt.
Hierzu wurden zu 500 pl DNA/Protein Lésung 500 pl mit H»O geséttigtes Phenol gemischt und die
DNA-enthaltende wassrige Oberphase nach 2 minltiger Zentrifugation bei 10.000 *g
abgenommen. Die DNA-H O-Lésung wurde anschlielfend mit Phenol/Chloroform, dann mit
Chloroform extrahiert. Schliefdlich wurde die DNA aus der letzten Oberphase gefallt.
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2.1.13 DNA Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenz der hergestellten Konstrukte wurde mit einem automatischen Sequenziergerét
der Firma Applied Bio Systems GmbH, Weiterstadt (ABI Prism® 310 Genetic Analyzer) analysiert.
Hierzu wurde die zu sequenzierende DNA mittels vier verschiedener, an dNT Ps gekoppelten,
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Dafir jedes dNTP ein eigener Farbstoff verwendet wurde, konnte
die Sequenzierreaktion in einem einzigen Gefal3 und einer einzigen Elektrophorese durchgeftihrt
werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden wéhrend der Elektrophorese von einem im Gerét
befindlichen Laser angeregt und gemessen. Die Auswertung der Signale und Umsetzung auf eine
entsprechende DNA -Sequenz erfol gte automati sch.

Die Sequenzierreaktion wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

0,5-1 ug Template (DNA)

3,2 pmol sense Primer

2 pl Premix (Big Dye Terminator Fa. Applied Biosystems)
ad 10 ul H20

Mit diesem Ansatz wurden 25 Reaktionszyklen nach folgendem Programm durchgeftihrt:

Schritt Zeit Temperatur
Erste Denaturierung 300s 96 °C
Primer Hybridisierung 20s 55°C
DNA-Strangsynthese 240 s 60 °C
Denaturierung 30s 96 °C

2.1.14 DieKlonierungvon IC15

Als Ausgangsprodukt fur die Klonierung von IC15 diente das Konstrukt IC7 im Vektor pRSET-5d
(Kallen, K. J,, et a., 1999a). In diesem wurde der restliche fur die AB-Schleife kodierende Teil von
IL-6 durch den korrespondierenden Teil von CNTF ersetzt. Hierzu erfolgte eine PCR mit den
Primern T7 Fwd und SB 100 auf dem Vektor IC7-pRSET-5d sowie eine PCR mit den Primern

SB 200 und SB 300 auf dem Vektor CNTF-pRSET-5d. Die hieraus gewonnen DNA-Fragmente
wurden ligiert und es erfolgte eine Ligations-PCR mit den Primern T7 Fwd und SB 400. Das
hieraus entstandene DNA-Fragment wurde wiederum mit einem DNA-Fragment aus einer PCR mit
den Primern SB 500 und SB 600 auf dem Vektor CNTF-pRSET-5d ligiert. Die nunmehr zweite
Ligations-PCR erfolgte mit den Primern T7 Fwd und SB 600 (s. Abbildung 12). Das aus der
zweiten Ligations-PCR erhaltene DNA-Fragment wurde Uber eine Xba l-Schnittstelle in den
Vektor IC7-pRSET-5d hineinkloniert (s. Abbildung 13). Als Testverdau diente der
Restriktionsverdau der VVektor-DNA mit den Enzymen Bcl | und Hind 111, der bei dem Konstrukt
IC15-pRSET-5d ein 363 bp langes DNA-Fragment hervorbrachte. Im Gegensatz dazu fuhrte der
gleiche Restriktionsverdau bei IC7-pRSET-5d nicht zur Fragmentierung des Vektors, da hier keine
Hind IlI-Schnittstelle vorhanden ist. Die Richtigkeit der Sequenz wurde anschlief3end durch
Sequenzierung des Produktes bestétigt.
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Abbildung 12. Die Abbildung zeigt schematisch die PCR- und Ligationsschritte zur Konstruktion von
IC15. Die Primer sind jeweilsin Leserichtung angegeben.
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Xba |

IC 7 pRSET 5d

2. Ligati

/

~

Xba |
Xba |

Abbildung 13. Die Abbildung zeigt die Klonierungsstrategie fiir 1C15. Das Ligationsprodukt der
PCR-Ligations-PCR wurde mit Xbal geschnitten und in den Vektor pRSET-5d eingebracht.
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IC 7 IHA

1 ETG OC& GTa OCC CCA GFd A AT TCC ARA GBT GTA FOC GOC CCA CAC AR CAF CCA CTC ATC TCT TCA 34 CkE 75
i1 P v P P » E D 8 K D ¥ & & P H R 9 P L T 3 3 E PR E5

W AIT GAC Add CAR AIT CF> TAC ATC CTC AC R0 ATC TCA FOC CTe A-f &4 TCC TAT T AAG CAT CA- G0 CT: 150
®%I1 D K ¢ I R ¥ I L D I 8 & L B E 28 %¥ YW K H 0 & L 50

151 AAC AR ARC AIC ARC CTE Wl TCT U AT Hxr AT ARC AAC CT ARC OOT CCA ARG A: UT AR ARA AT GRA 225
N K W I W L D % &4 D * M W W L W L F K M &2 E K DI & 75

£86 TR TTC C3A TCT ek TTC AT GAF GaEF AT TH: CTE @'l AdA 2TC ATC ACT T CTT TTG FaF TTT &3> GTA TAC 200
TC F Qg 3 = F W E E T C L W K I I T = L L E F E W ¥ 100

201 CTA &> TAC IC TTa AR Al CAF CAF FIG- CAT TTT ACC CCA ACC AR & GAC TIC CAT CAR GCT ATA M- GCT 275
mL E ¥ L L E D O o W H F T P T E & D F H o & I EB & 125

I T CAF ATC AT ACA &AR GC CTE ATC CAFTTC CTx CAF AL Al (LA AM- ART CTA AT GCA ATA ACC ACC CCT 450
v o M &5 T K ¥ L I 9 F L 0 KE K & K W L D & I T T P 150

351 FAC OC& ACC A0 AT CC AL CTH CTE ACF A8 CTE Gd T 6T GET CTC TTT 3 ARG 24> CTh THr 2 CTA 525
ls2nD P T T W & %8 L L T K L + I &+ = L F E K K L W > L 175

SE6 BAn T CTG O AGC TTT Adr &G TTC CTG CAF TCC AGC CTx &> GOT CIT C&> Caa ATG T 555
1K W L R 8 T K E F L @ % 8 L R & L E 0 M =* 196
CHTF- D

1 &> GCT TTC A& =&k CAT TCA CCE CTG &CC CCT CAC CGT OB A&C CTC TG AT CGC TCT A'C Ter (TA GC&A & 75
i1 & r T E H %8 P L T P H R R D L £ 3 BB 3 I W L & PR £5

W Al AT CGT TCA &C CT> AT GCT CTT &CF G&A TCC TAT GTH Ade CAT Ca3r G0 CT: ARC 24 AAC A'C A7 CT: 150
®%=¥K I B 3 D L T & L T E 3 ¥ W K H o # L N E H I H L io

151 =&C TCT CF AT r> ATF CCA FIE LA AGC AT GAT CAG THr AGT BAF CTE ACC GAG GLA GAF CFE CTC CAR GAF ZE5
L2nD 3 A D - M P W & 2 T D O W & E L T E & E B L 0o E 75

E36 BAC IT Ca& GCT TAT CGT ATC TTC CAT GTT TTE TTx >0C &6 CTC TT& @&k &0 Cidr CAF I CAT TIT ACC CCA 200
"W L 9 & ¥ R T T H ¥ L L & R L L E D © Qo ¥ H F T F 1lm

201 ACC A GGT GAC TTC CAT C&A T 2TA CAT ACC CTT CTT CTC Ca4 GTC T CC TIT GCA& TAC CAG ATA FAF GAE 275
$lT E & D F H Qo & I H T L L L @ W & &4 F & % 0 I E E 125

76 TTA AT AT& CTC CTl @&k TAD Al ATC OCC OGO AT e T F&T i ATe CCT ATT AAT GIT Hxd =30 HFT W 350
»L ¥ I L L E ¥ K I P R W E & D - M P I H W < D > & 150

451 CTC TIT =&F AdF Al CTE THr H:0 CTA A3F FTe CTe CAF A CTT TCA CAF TH> ACA GTA AR TOC ATC CAT GAC 525
51L. F E K K L W ¢+ L K ¥ L o E L ¥ @ W T %W R 3 I H D 175

536 CTT 0T TTC AT TCT TCT CAT CAG &TT Gz &TC CCA 04 COT > AFC CAT TAT ATT T ARG 2AC A AR4 2TG &S00
1%L B ¥ I 8 8 H o T + I P & B & 3 H ¥ I & K W K K M :zZW0

GOl Tax Gz
Z01 * Z0L1

Abbildung 14. DNA-Sequenzen von IC 7 und CNTF. Der aus|C 7 entfernteund durch CNTF ersetzte
Teil ist gelb markiert.
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2.1.15 DieKlonierung von CIR2

Als Ausgangsprodukt fiir die Klonierung von CIR2 dienten der IL-6R im Vektor pPENTR-1A sowie
der CNTFR im Vektor pSVL. Zunéchst wurde eine PCR mit CNTFR im Vektor pSVL und den
Primern SB 900 und SB 800 sowie eine PCR mit dem IL-6R im Vektor pENTR-1A und den
Primern SB 700 und pCDM 8rp durchgefihrt. Die hieraus gewonnen DNA-Fragmente wurden
ligiert und in einer Ligations-PCR mit den Primern SB 101 und SB 201 amplifiziert (s. Abbildung
15). Der IL-6R im Vektor pENTR-1A wurde mit den Restriktionsendonukleasen Sal | und Msc |
gedffnet. Dieser Teil wurde durch ein mittels der beiden Restriktionsendonukleasen Xho | und
Xcm | ausdem CNTFR im Vektor pSVL dargestelltes DNA-Fragment ersetzt. Dies war moglich,
da die Restriktionsendonukleasen Sal | und Xho | bzw. Msc | und Xcm | jeweils gleiche Uberhange
haben. Das so klonierte CIR2 Zwischenprodukt in pENTR-1A wurde wiederum mit den
Restriktionsendonukleasen Sac |1 und Sac | verdaut. Schliefdlich wurde das so ausgeschnittene
DNA-Fragment durch en mit den gleichen Enzymen geschnittenes Stick aus dem
PCR-Ligations-PCR-Produkt ersetzt. Als Test fur die erfolgreiche Klonierung diente der Verdau
mit Xbal, der fur den Vektor CIR2-pENTR-1A ein 1524 bp grofies Insert ergibt, fir CIR2
Zwischenprodukt in pPENTR-1A dagegen ein 1850 bp grof3es Insert. Schliefdich wurde die Sequenz
von CIR2 durch Sequenzierung bestétigt.

CNTF-R pSVL e T LA H

L I Wl
> 4

SB 900 SB 800 g "~ pCDM8Ip

>

SB 101 B 201

Abbildung 15. Zeigt schematisch die PCR-Ligations-PCR. Die Primer sind jeweilsin Leserichtung
angegeben.
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Msc | Sac |
Xho | Sac Il Xcm

Sal | Xho |, Xba | ] Xbal

IL-6R pENTR 1A

Msc | Sac |
Sal| Xho I, Xba |

y
IL-6R pENTR 1A Xho | STHI Xem |
\_ %
Y
Sac |l Sac |

Sal | Xho I, Xba |

Sac Il Sac |
CIR 2 Zw.Prod.
PENTR 1A
- J aionsprodukt
e
Sacll Sacl

sal | Xho I, Xba |

CIR 2 pENTR 1A

Abbildung 16. Die Abbildung zeigt die Klonierungsstrategie von CIR2. Der IL-6R im Vektor
PENTR 1A wurde mit den Restriktionsenzymen Sal | und Msc | getffnet und das Fragment durch ein
mittels Xhol und M sc | gewonnenes Fragment er setzt. Dieses Zwischenprodukt wurde dann mit Sac I

und Sac | gedffnet und mit dem durch gleiche Enzyme gewonnenen Stiick des Ligationsproduktes
geschlossen.
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HTT-F. IHA

E01 AZEAAT CT CT Hr A A2 62 AT T AT T TTE GI> TET (X0 Cidr T TEd AxA4F AT GCT T CCT GIC CCE 281
1 M ¢ L W C > Q@ W * M &4 &4 F W F 3]

E5 THr GCC TRC TET T FIF OT @OC GCC GCC FCC FC0A GTT FTC TAC HOC CAF ARA CAC AR CCA CA- AF BCA CCC 256
"W & ¢ C & W L & & A & & W VYV ¥ A 0 R H 3 P 00 E & F 21

257 CAT Tr Cdr TAC 3x CFC (T 0 TCT GAC TR ACA CTGE CCA TGT &z A0S CA 247 TEr AT T GO &G ACE 401
22H W ¢ ¥ E R L & 8 D ¥ T L P C & T & W W I & & W T 56
&% Tor CFHr FTA ART &RF ACE AL CTF OO F&C CT= CTC &AC =L TCT CAF CTH GTE CTC CAT A0 CTHF &d CTF 306
D L L W &+ 3 § L W L H & L E L Gl

" g

S0 GEC CAC AT G0 CTC TAC GOC TC TTC CAC CGFT FAC TCC TEr CAC CTE OFC CAC CA4 FIC CTG CT- CAT &6 &:C 551
i R I 3 W H L B H 9 ¥ L L H V¥V & 106

53 TT CCEx COx CGe 3x CCT G CTC &GC TGO CGC TCC ARC ACT TAC CCOC A3 (¢ TTC TA TEC AGD TeHx> CET CTE 656
mx»wL * P R E F W L 8 C B 8 W T ¥ FP K & F % € 3 M H L 1l

E57 CCC ACC COC ACC TAC ATT OCC AAC ACC TTIC ART FTF ACT BT CTH CAT GEC TCOC ARA AIT ATG FIC TET G- &8 T2l
1 T PP T ¥ I P W T T W ¥ T W L H + & K I K W C E K 1

TIE GAC CC& GOC CTC AM: AAC O TGEC CAC AT CGC TAC ATG CAC CT TTC TCC ACC ATC A%- TAC A4 GTC TCC ATA J06
lsro F & L K W R C H I R ¥ M H L F 8 T I K %¥ K W =& I 151

GO0 AGT TC AGD AAT OC CTE GHC CAC AT T ACA GCT ATC ATC TIT &AC & TTC &CC AT GTe &4F OCT &&T CCT  S51
s W 3 N & L F H W &4 T & I T F I E F T I ¥ K F I F Z06

G CCA GAd AT e GTA GCC O#FF CCA GTE CCC AFC AAC CCT CEC CFr CTE B> FTe ACK Tor CAF ADC CCC TO- ACC 256
g E W ¥ ¥ & R P W P ¥ W P B R L E W T W 0o T P 3 T Z21

G5 THx OCT AC OTT G&F TCT TIT CCT CTC A& TTC TIT CTE CRC TAC C&A COC CTC ATC CTH 80 CAF TE- CAF CAT 1021
g&gwW P D P E 8 F P L K F F L B ¥ B FP L I L D 0 W Q H 25

103 FTE G&r CTr TOC GAC 0 MDA GCA CAC ACC ATC ACAE AT GO0 TAC CC o6 &AM M- TAC AT ATC CAF FTF ZCA 1106
g7 w E L 3 D & T & H T I T D & %¥ &4 = K E ¥ I I 0 W & &8l

1107 GOC A BT ART G- ATT G- ACA TGE AT GAC T AF0 GTa GO0 00 CA0 GCT A0F CCC THr ACT GAr F88 COF 1151
g & K D W E I #® T W &% D W & W A & H &4 T FP W T E E F 206

115 Cd CAC CTC &C ACHE FaAF GOC Cax GCT GCF Gar &CC ACE ADC AGD ACC AOC &G TOC CTx GC& CCC OCA CCT ACC 1256
TR H L T T E & B & & E T T T 3 T T & 3§ L & P P F T il

1257 ACG A3 ATC TET GAC CCT GHr A CTh B ARC GGC G % CCC TCGE @0& CCC TTC TTGx GTC AXC GTC CCC ATC 123l
22T K I ¢ nbp P = E L & 3 = & = PP 3 & P T L W 3 W P I 256

LI¥E ACT OI6 IC TF GCT #CC GCT GCC GOC ACT IC &GC &GT CIC TTE ATC Tieéd HICCHEHCACCCC
27T L & L & & & & & T & B 2 L L I *

Abbildung 17. DNA-Sequenz des CNTFR. Diein CIR2 enthaltene Sequenz ist gelb markiert.
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THE ThE CCGRMAEGARGT ATG CTG GOC @C &R0 TED 455
= H L A W & € &

456 GOF CTG CT6 GCT GOC TG CTG 0 GOG 00 GGA QUG GOG T¢ GOC OCA MG C6C TEC OFT GOG CAG GAE &6 LA 520
4 L L A& A L L & & P ¢ A A L A P B B C P A @ E W A& 21

521 At GEC GTC CTG A0C AFT CTG CCA GGA GAC AGC DG ACT (TG ACC THC 06 G5k GTA GAG COG GAA GAC AMT GOC 505
2R & ¥ L T 3 L P & D 3 ¥ T L T €C P & W E P E D H & 355

EDE MT GIT CX THr @G CTC AGe AN COF G0T LA GGC TOC CALC COC AGC MR TRy o0T GGC ATG GGA AGG MF CTG 650
T ¥ @ w v L R K FP & &4 ¢ 3 A P 38 R W & ¢ H ¢ R R L &L

55l CTe CTG AGe TCHr @6 CAG CTC CAC GAC TCT Gd ARC TAT TCA TeC TAC CGG (OC GGC ORC CCA OCT U6 ACT GIC 755
2L L R 3 ¥V L R P 3 & F Y 8 C ¥ R A & FE F A & T V¥ 1

T56 CAC TT¢ CTG BTG AT GTT COCC COC GAG GAG CCC Che CTC TCC TGC TTC ORF ARG AGC CCC COC AGC ART @IT GIT 530
¥ L L v Db ¥vw P P EE P @ L 2 CrFr R K2 FP L 2§ v UV 1.1

221 TE G TGF GGT OCT CEF AGC ADC CCA TCC CT¢ MG ACA ARG GLT FTG OOIC TTG GT¢ AGF ARG TTT CAG AC AGT 305
¢ E W & P R 3 T P 3 L T T K A Vv L L v R E I @ ¥ 3 158
205 COF GOC GRA GAC TTC TH CAF TAT TCC CAG GG TCC CAG AAG TTC TCC TGC CAZ TTA GCA &C CCG 380
179 & E D T

i
N

¢ ¢ ¥ 8 0 E 3 4 M P 2 C @ L A W P 181
A BT TCC ATG TeC GIC GOC AGT AT GIC GGk AGC AAGTTC AGC ARM ACT CAM 1055
¥ 3 M C ¥ & 2 3 VY E FE K F B2 KT Q 208

N!a c-&
“E
b |

F61 GAG G G AEC TCT
WBEE & b 3 3

1056 ACC TTT CAG GGT THT G6& ATC T CAG O GAT COF CCT GOC AM ATC ACA GTC AT GOC GTG GOC &G AAC CCC 1130
T PR € & IOL 0 F D P PR OFEIOTUT MY KR NP 21

1171 CGC Tee CPC AGT &IC ACC To> CAA GAC COCC CAC TOC TG&- MAC TCATCT TIC TAC Atk CTA OFF TTT M- CIC AGA 1205
3k W L B YT W Qg IEF K E2 B EF BT Y¥T RL R IPPE L R 2N

1208 TAT OGF ¢IT GAA OG- TCA AM: ACA TTC ACA ACK TGH MG GTC AAG GAC CTC CAG CAT CAC T GTC M CAC GNT 1280
5T R A E R O3 KT O T DM R W OX DL G HE M QW I XD 2ar

1261 GOC TGEF ARC GEC TG AEF CAC GG GIG CAG CTT O GOC CAGF GAG GAG TTC GRE CRA GEC GHF TG ART GAG TEF L1355
MAe ¥ 2 LR XY YR L R A4gEEF G QO OFE W O3 E T s

1386 AGC COG GAC GOC ATG SGC AD: COT TOF ACA GAA TOC AGG AT COCT CCA BT GAG AX GAG TG TCC ACC CCC ATG 1420
wrE P E A M ¢ T P BT E ® R 3P P AT ¥ L VY 3T P B XRL

1431 CAG GCA CTT ACT ACT AAT AMA GAC GIT GAT RAT MIT CTC TTC AGA GMT TCT SCA AN GOG ACA AGC CTC CCA 6T 1505
®¥2g & L T T'H K D DDP X I L PR D Z &N AT I L P U I

1505 CAN GMT T TCT TCA GTA CCA CTG OOC ACATTC CTe 61T GCT GbA GGk AGC CTe GOC TTC GFA ACG CTC CTC TGC 1580
HTQ D 3 ¥ SV PR LFT PFPL VWV & & &3 L AT & T L L C L

L5561 KT CC AT GIT CIe M TIC ARG AN ACG TOr MM CTe OFF GCT CTG AN GRA GOC ARG FCA AGC BTG CAT CCe L5355
WEI M I ¥ L R T'"XKX ¥ T W KL B ML K I & X T 3 E XK P 9

1556 CCH TAC TOX TTG &6F CAF CIV GTC COF GAG ARG OO CGA OCC AOC CCA GTE OOT GIT CCT OOC ATC TOC CCA CCF 1930
arrF ¥ 8 L &4 L' P E 'R P R P T'PF Y LE Y L T B P F @

1731l T TCC COC ARC AGC CTF GGHe TCT GAC ART ACC TCG AGC CAC AN COoA CCA GAT GCC AGG GAC CCA CRF AFC CCT 1A05
gy 2P R R L G B D NT E 2 R XN EFD ARDEF R 3 P 43

1806 TAT AC AIC ARC AT ACA GAC TAC TIC TTC COC AGA TAG OTGGCTEFFTGFCACCAGCAGCCTGRACOCTGTGR AT ACA ARA 1555
4Ty B I 2 2T D T P T P R ® H T HE 2

Abbildung 18. DNA-Sequenz des IL-6R. Diein CIR2 enthaltene Sequenz ist gelb markiert.
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2.1.16 DieKlonierungvon CIR2Mg

Zur  Klonierung von CIR2Mlg  wurde der Vektor CIR2-pENTR-1IA  mit  den
Restriktionsendonukleasen Sma | und Sac |1 gedffnet und durch ein mit den gleichen Enzymen
gewonnenes, 207 bp groRes, Insert aus CIR1L A 1g-pESK ersetzt. Als Test firr die erfolgreiche
Klonierung diente der Verdau mit Xbal, welcher im Falle von CIR2 ein 1524 bp grof3es Insert
lieferte, im Gegensatz dazu ein 1275 bp groRRes Insert bei CIR2 |g.

2.1.17 Bakterienstamme

Eswurden Zellen der folgenden E. coli —Stdmme verwandt:

E. coli Verwendungszweck
DH5¢ Klonierung und Amplifikation
BL21-LysS Expression von IC15 in pRSET-5d

2.1.18 Plasmide und cDNAS

Samtliche Klonierungs- und Expressionsversuche wurden in den Vektoren pCDM8, pENTR-1A,
pDCC-, p409, pRSET-5d (Invitrogen BV, Groningen, Niederlande), pSVL (Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH, Freiburg) und pIRES (BD Biosciences, Heidelberg) durchgefiihrt.

2.1.19 Enzyme

Samtliche Restriktionsenzyme wurden von den Firmen MBI Fermentas GmbH (St.Leon-Rot) bzw.
New England Biolabs GmbH (Bad Schwal bach/Taunus) erworben. Die Alkalische Phosphatase
sowie die Polynukleotidkinase stammten von MBI Fermentas GmbH (St.Leon-Rot). Deep Vent
Polymerase und T4-DNA-Ligase wurden von New England Biolabs GmbH (Bad
Schwal bach/Taunus) bezogen. Die Sequenzierreaktionen wurden mit einem Sequenzierkit der
Firma Applied Biosystems GmbH (Weiterstadt) durchgefiihrt.
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2.2 Proteinbiochemische M ethoden

2.2.1 Saugerzellen

Die Zellen wurden bei 37 °C in einer wasserdampfgeséttigten Atmosphdare mit 5 %-iger
Kohlendioxidsattigung kultiviert.

COS-7-Zdlen sind Nierenzellen der grinen Meerkatize. Sie wurden zur Expression der
Rezeptorkonstrukte eingesetzt.

HepG2-Zellen entstammen einer humanen Hepatom Zelllinie. Nach Stimulation durch Zytokine
werden sie zur Produktion von Akute-Phase-Proteinen angeregt. Diese Reaktion entspricht der
physiologischen Reaktion von Leberzellen wahrend einer Entziindungsreaktion.

BaF/3 ist eine murine Pr&-B-Zdlllinie, die in Abhangigkeit von IL-3 zum Wachstum angeregt
werden kann. Durch Transfektion von Zytokinrezeptor-cDNA und anschlief3ende Selektion mit
dem entsprechenden Zytokin, das die Funktion von IL-3 als Wachstumsfaktor tbernimmt, kénnen
stabile Zelllinien hergestel It werden.

Fir die Experimente wurden bereits etablierte BaF/3- Zelllinien verwendet, die entweder gp130
und IL-6R oder gp130, IL-6R und LIFR bzw. gp130 und das Konstrukt RILLIFAZ2 exprimierten.

2.2.2 Zdlkulturmaterialien

Die Zdllinien WurQen, falls nicht anders angegeben, in DMEM-Medium der Firma PAA
Laboratories (Linz, Osterreich), versetzt mit 10 % FCS, 60 pg/ml Penicillin und 100 pg/mi
Streptomycin, kultiviert.

2.2.3 Proteinexpression in E. coli Bakterienzellen

Dieim pRSET-5d Vektor vorliegende, fur IC15 kodierende cDNA wurdein E. coli-BL21-LysS
exprimiert. Zuerst musste der Vektor in BL21-LysS-Zellen transformiert werden (Stratagene
GmbH, Heidelberg). Hierzu wurden mehrer BL21-LysS-Kolonien in 200 pl TFB suspendiert, mit
100 ng der zu transformierenden Plasmid DNA vermischt und 10 Minuten auf Eis gekihlt. Nach
dem Erhitzen des Ansatzes auf 42 °C fir 90 Sekunden, wurde dieser auf einer LB-Agarplatte mit
50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte
die Proteinexpression. Hierzu wurden die, durch den ampicillinhaltigen Agar selektionierten, fur
das transformierte Konstrukt positiven, BL21-LysS-Kolonien gepickt und in je 100 ml
LB-Ampicillin (50 pg/ml) Vorkulturen biszu eine OD 600 VOn 0,5 bei 37 °C inkubiert. Diese
wurden bei 4.000 *g fur 10 Minuten pelletiert, einmal mit PBS-Puffer gewaschen und schliefdlich
auf 500 ml LB-Ampicillin (50 pg/ml) Schittelkulturen zu einer OD 00 Von 0,05 verdinnt. Bei eine
ODeéoo von 0,4-0,5 wurde die Kultur durch Zugabe von 0,4 mM IPTG (Isopropylthiogalactosid) zur
Expression angeregt. IPTG ist ein chemisches Analog der Laktose, welches durch die
RGalactosidase nicht gespalten werden kann. Eswird als Induktor beim lac-Operon verwendet, da
es an den lac-Repressor bindet und ihn inaktiviert. Es dient dazu, die Expression von Genen, diein
den E. coli lac-Operon einkloniert wurden, zu verstérken . Nach einem Wachstum von 4 Stunden
wurden die Bakterien bei 4.000 *g fir 10 Minuten pelletiert.
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2.2.4 Proteinaufreinigung aus E. coli Bakterienzellen

Das Pellet (s. 2.2.3) wurde in PBS-Puffer pH 7,4 resuspendiert. Durch dreimaliges Schockgefrieren
in flissigem Stickstoff, mit anschlief3endem Auftauen und viermaligem durchlaufen einer French ®
Press bel 1500-2000 psi, wurde die Bakterienmembran zerstort.

Die French® Press erzeugt in einem Stahl zylinder einen Druck von bis zu 40.000 psi, wobei auch
der intrazelluldre Druck ansteigt. Durch den plotzlichen Druckabfall, bei passieren eines
kleinlumigen Auslassventils, werden die Zellmembranen der Bakterien durch den hohen
Druckgradienten rupturiert.

Das Protein IC15 wurde, nach dem Zentrifugieren der Suspension mit 9.000 *g und Umpufferung
in TrisHCI-50-mM-pH-7,4, mittels GroRenausschlusschromatographie aus dem Uberstand
gewonnen. Zur Kontrolle der Expression wurden nach jedem Schritt Proben genommen und auf
12,5 %-igen SDS-Polyacrylamidgelen analysiert.

2.2.5 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen mittels Zentrifugalfilterr dhr chen

Zur Aufkonzentrierung der aus dem Uberstand gewonnenen Proteinlésung wurde ein
Zentrifugalfilterrohrchen (Centriprep YM-10) der Firma Millipore GmbH (Schwalbach) benutzt.
Dieses Rohrchen besteht aus einer uferen Kammer, die mit einer zentralen Kammer Uber eine
Filtermembran verbunden ist. Die zu konzentrierende Lésung wird in die aufl3ere Kammer gefllt,
bevor die zentrale, etwas hoher stehende Kammer eingesetzt wird. Durch den in der Zentrifuge
erzeugten Druck auf die Wassersaule aquilibriert sich der Spiegelstand in der inneren und auf3eren
Kammer, wobei das Wasser durch die, fur die Proteine undurchléssige, Filtermembran gepresst
wird.

2.2.6 Grolenausschlusschromatographie

Die Grolenausschlusschromatographie beruht auf der unterschiedlichen Verteilung von Molekilen
zwischen einem Gelkompartiment und dem umgebenden Medium.

Die Probe wird auf eine Saule mit pordsen Kigel chen aufgetragen, welche aus einem unl 6slichen,
aber stark hydratisierten Polymer bestehen. Kleine Molekile kdnnen in die Kigelchen eindringen,
grof3e dagegen nicht. Somit verteilen sich die kleinen Mol ekile sowohl in der wéssrigen Losung
innerhalb der Kiigelchen als auch zwischen denselben. Grof3e Mol ekiile hingegen bleiben auf das
waéssrige Medium zwischen den Kiigel chen beschrénkt. Daraus folgt, dass grof3e Molekile die
Saule schneller verlassen, weil ihnen nur ein kleines Volumen zugénglich ist.

IC15 wurde, gel6st in Tris-HCI-50-mM-pH-7,4, auf der Superdex-75-Saule der Firma Amersham
Biosciences Europe GmbH (Freiburg) aufgetrennt. Die hierbel gewonnenen Fraktionen wurden
automatisch bei 260- und 280 nm gemessen und anschlief3end gesammelt. Dadurch war es moglich,
die einzelnen Proteinfraktionen als solche zu erkennen und Rickschlisse auf etwaige
DNA-Verunreinigungen zu ziehen.

Die gesammelten Fraktionen wurden zur weiteren Untersuchung auf ein 15 %-iges SDS-Gel
aufgetragen und zusétzlich im CD-Spektrometer gemessen.

2.2.°7 Stabile Transfektion von BaF/3-Z€llen

Um BaF/3-Zellen zu generieren, die neben dem IL-6R und gp130 auch OSMR exprimieren,

wurden BaF/3-[gp130, IL-6R]-Zellen mit dem OSMR stabil transfiziert. Hierzu wurden 5x10 6
BaF/3-[gp130, IL-6R]-Zellen zusammen mit 30 upg linearisierter OSMR-Plasmid-DNA
(Expressionsvektor p409) bei 0°Cin 400 pl RPMI-Medium mit 10 % FCS aufgenommen und unter
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Vermeidung von Luftblasenbildung in eine Elektroporationskiivette gegeben. Nach einer Ruhezeit
von 5 Minuten. wurden die Zellen mit dem Elektroporationsgerédt (Gene Pulser, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) bei einer Kapazitét von 960 pF und unter einer Spannung von 250
Volt elektroporiert. Dann wurden die Zellen in je 5 ml Medium mit 10 ng/ml OSM aufgenommen
und in Zellkulturflaschen bei 37 °C kultiviert. Die transfizierten Zellen wurden regel massig unter
dem Mikroskop inspiziert. Sobald die Zellzahl zunahm, wurden die Zellen mit RPMI gewaschen
und erneut bei 37 °C in RPMI/10-%-FCS inkubiert und mit 10 ng/ml OSM stimuliert.
Kontrollzellen wurden ohne OSM inkubiert um auszuschliessen, dass die Zellen
zytokinunabhangig geworden waren.

2.2.8 Proliferationsversuche mit BaF/3-Zellen

BaF/3-Zellen wurden bei 150 *g pelletiert, dreimal mit PBS gewaschen und anschlief3end gezahit.
Die Zellen wurden dann so in DMEM/10-%-FCS Medium resuspendiert, dass sich eine
Konzentration von etwa 5.000/50 pl ergab und mit 50 pl/Loch auf einer 96-L och-Platte ausgesét.
Hierzu wurden die zu testenden Zytokine in ansteigenden Dosierungen hinzugegeben. Die so
behandelten Platten wurden Uber drei Tage bel 37 °C inkubiert. Anschlieffend wurden
0.25 uCi/Loch [3H]-Methyl-Thymidin hinzugegeben und tiber weitere 4 Stunden inkubiert. Die
Zéellen wurden nachher in einem Cell-Harvester (Inotech, Dottikon, Schweiz) auf Glasfaserfilter
(Printed Filtermat A, Wallac, Turku, Finnland) geerntet. Diese Glasfaserfilter wurden schliefflich in
Szintillatorflissigkeit (Betaplate 1450 Scint, Wallac, Turku, Finnland) getrénkt und der
Thymidineinbau im Liquid Scintillation & Luminescence Counter 1450 Microbeta (Wallac, Turku,
Finnland) gemessen.

2.2.9 Transiente Transfektion von HepG2-Zellen

Am Tag vor der Transfektion wurden die HepG2-Zellen auf 20 cm ? Kulturschalen so gesplittet,
dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz von 20-50 % besal3en. 60 Minuten vor
Beginn der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlief3end in
DMEM + Glucose bei 37 °C weiter inkubiert. 10-20 uyg DNA wurden in 62 pl ener
2 M CaCl,-L 6sung aufgenommen, mit 500 pl 2-fach HBS versetzt und mit 10 ml Medium (DMEM
+ Glucose) gut durchmischt. Die Mischung wurde auf zwei 20 cm ? Kulturschalen verteilt und fir
weitere 12 Stunden inkubiert. Danach wurde das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen zweimal
gewaschen und in DM EM-Nut-Mix-F12-M edium aufgenommen.

2.2.10 Stimulation von HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden so auf 96 Loch Platten ausgesét, dass sie am néchsten Tag zu etwa 80 %
konfluent waren. Nun wurde das M edium gegen FCS-freies M edium ausgetauscht und die Zellen
fur weitere 5 Stunden inkubiert. Anschlief3end wurden die Zytokine, verdinnt in FCS-freiem
Medium, zugegeben und fir weitere 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Schliefdich wurden die Zellen
in Lysepuffer aufgenommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Lyse der Zellen
wurden diese auf Eis aufgetaut und dann fir eine Stunde bei 4 °C rotiert. Schliefdlich wurde eine
Immunprézipitation mit gegen phosphorylierte Tyrosinreste gerichteten Antikorpern durchgefihrt
(s.2.2.15).

2.2.11 Transiente Transfektion von COS-7-Z€llen

Zur Transienten Transfektion von COS-7-Zellen wurde die Dimethylsulfoxid-(DM SO)-M ethode
angewandt (Mc Mahan et a. 1991). Dazu wurden, am V ortag gesplittete, COS-7-Zellen bei
60-80 % Konfluenz zweimal mit PBS (NaCl: 140 mM, KCl: 2,7 mM; Na 2PO. 6,5 mM; KH 2POx:
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1,5mM) gewaschen und mit 5 ml 75uM Chloroquin-haltigem DMEM/10-%-FCS-Medium
Uberschichtet. In die Kulturschalen wurden die Transfektionsansétze, bestehend aus 5-13 g
Plasmid DNA, 435ul DMEM/10-%-FCS/75 uM Chloroquin und 65 pl DEAE-Dextran (4 mg/ml in
PBS) langsam einpipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 4-6 Stunden bel 37 °C erfolgte ein
DMSO-Schock. Hierzu wurden die Zellen fir 4-6 Minuten bei Raumtemperatur in
DMEM/10-%-FCS mit 10 % DM SO inkubiert. Zuletzt wurden die Zellen zweimal vorsichtig mit
PBS gewaschen und dann in DMEM/10-%-FCS 12 Stunden bei 37 °C kultiviert. Am folgenden
Tag wurde das Medium erneuert.

2.2.12 Kontrolleder transienten COS-7-Transfektion

Die Effizienz der transienten Transfektion in COS-7-Zellen wurde durch Transfektion des fir das
,grun fluoreszierendes Protein’ (GFP) kodierenden Vektors pPCDNA 3.1-GFP kontrolliert (erhalten
von Dipl.-Biol. Bjorn Schuster). Je 5 pg dieses Vektors wurden parallel zu den anderen Ansétzen
nach der DMSO-Methode transfiziert. Nach 72-stindiger Kulturdauer wurde die
Transfektionseffizienz unter dem Fuoreszenzmikroskop kontrolliert. Hieraus ergibt sich eine
durchschnittliche Transfektionseffizienz von 50-60 %. Fir dieim pIRES-V ektor exprimierten
Rezeptorkonstrukte konnte die Transfektionseffizienz direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop
bestimmt werden. Da es sich um einen bizystronischen Vektor handelt, unterliegt die Expression
des griin fluoreszierenden Proteins wie auch die des zu exprimierenden Rezeptorkonstruktes, der
Kontrolle des gleichen Promoters.

2.2.13 Metabolische Markierung von Proteinen mit [*°9]

Lyse Puffer
5 mi TrisHCl 10 mM pH 7,4
2 g Desoxycholséaure 0,4 %
60,5 ml EDTA 60 mM
15 ml SDS0,3%inHO
5 g Igepal 1 %
2 pl PMSF
40 pl/ml Protease-Inhibitor (Complete ™; Fa. Boehringer, Mannheim),

1 Tabl./2 ml H0

Nachdem durch das Fluoreszenzmikroskop eine effektive Transfektion nachgewiesen werden
konnte, wurden die Zellen zweima mit PBS gewaschen und das DM EM/10-%-FCS Medium gegen
ein FCS-freies Mangel medium (ohne Methionin und Cystein) ausgetauscht. In diesem wurden die
Zéellen fur 1 Stunde kultiviert. Anschliefend wurde das Medium erneuert und 10 mCi/ml
Trans[*S]-Label ([ **S] Methionin/Cystein) zugegeben. Die so behandelten Zellen wurden fiir

2 Stunden inkubiert. Anschlief3end wurde das radioaktive Medium gegen ein DMEM/10-%-FCS
Medium ausgetauscht und fir weitere 2 Stunden inkubiert. Schliefdlich wurde das Medium
abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen und die Zellenin 1 ml Lysepuffer gel 0st.

2.2.14 Radiochemikalien

Trang ®S]-Label wurde von ICN Biomedicals GmbH (Meckenheim) bezogen.
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2.2.15 Immunprazipitation

Folgende Antikdrper kamen zu Anwendung:

Name des Antikorpers Zielstruktur Hersteller
6.2 IL-6R (Stoyan, et al., 1993)
sc659 LIFR Santa Cruz Biotechnology
Inc. (Heidelberg)
OSMR Bereitgestellt von Hugues
Gascan, Angers, Frankreich
sc655 gpl30 Santa Cruz Biotechnology
Inc. (Heidelberg)
#21320 STAT3 BD Biosciences (Heidel berg)
4G10 Anti-Phosphotyrosin Upstate Biotechnology (Lake
Antikorper Placid, New Y ork)

Diein Lysepuffer gel 6sten Zellen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren, anschlief3end bei
4 °C schonend aufgetaut, bei 10.000 * g zentrifugiert und der Uberstand jeweilsin ein neues
Raéhrchen Uberfhrt. Hierzu wurden 100 pl Pansorbin hinzugegeben, um Proteine, die mit dem
Fc-Teil von Antikorpern reagieren, auszuféllen und die Lésung bei 4 °C fir 1 Stunde rotiert.
Anschlief}end wurde mit 10.000 *g fur 2 Minuten zentrifugiert, der Uberstand in ein neues
Rdéhrchen tberfuhrt und jeweils 1 ug/ml des entsprechenden Antikérpers zugegeben, welcher bei

4 °C fir 12 Stunden inkubiert wurde. Zur Fallung der Immunkomplexe wurde dann 100 ul
gequollene Protein-A-Sepharose zugegeben und unter Rotation bei 4 °C fur 1 Stunde inkubiert.
Schliefdich wurde die Protein-A-Sepharose mit den gebundenen Immunkomplexen bei 10.000 *g
abzentrifugiert, einma mit PBS und einmal mit Lysepuffer gewaschen und dann in 30 ul
Lammli-Puffer aufgenommen. Durch Erhitzung auf 95 °C fur 10 Minuten wurden die Proteine
denaturiert und die Immunkomplexe von der Protein-A-Sepharose gelost, welche dann bel
10.000 *g abzentrifugiert wurde. Die Analyse der Proteine erfolgte durch Auftrennung von 15 pl
des Uberstandes auf einem 7,5 %-igen SDS-Gel und anschlief}ende i ntensivierende Fluorographie.
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2.2.16 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

L ammli-Puffer

TrisBasepH 6,8 100 mM
Dithiotreitol (DTT) 200 mM
SDS 4 %
Bromphenolblau 0,2 %
Glycerol 20 %

Acrylamidldsung

Acrylamid 30 %
Bisacrylamid 0,8 %
Elektrophoresepuffer
TrisBasepH 6,8 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 %
Gelzusammensetzungen
4% 75% 10% 125 %
Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel
Trig’HCI 0,5M pH 6,8 25 mi
TrigHCI 1,5M pH 8,8 - 1,7 ml 1,9 ml 3 ml
SDS (10 % in H20) 100 pl 67 pl 75 pl 120 ul
Acrylamidlésung 1,33 ml 1,7 ml 25 ml 5 ml
H.O 6,1 ml 33 ml 3 mi 3,75 ml
TEMED 50 pl 7 pl 3 pl 6 ul
APS (10 % in H20) 10 pl 70 pl 75 pl 120 ul

Proteinldsungen wurden unter Verwendung von 7,5-12,5 %-igen Trenngelen und 4 %-igen
Sammel gelen aufgetrennt. Die Proben zu je 10 pl wurden im Verhdtnis 1:1 mit Lammli-Puffer
gemischt, fir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 40-80 mA fir 40-90 Minuten. Nach dem Lauf wurden die Proteine entweder mit
Coomassie-Blau oder Silber gefarbt bzw. mit intensivierender Fluorographie sichtbar gemacht.
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2.2.17 Proteingelfarbung mit Silber

Fixierlosung | Fixierlosung 11 Farbeldsung
Methanol 40 % Ethanol 10% AgNOs 0,29
Essigsaure 10% Essigsdure 15%
in H0 inH0O in 100 ml

H0

Entwicklerldsung Stoppldsung
N&a.COs 15,59 Essigsaure 7%

Formaldehyd 400 pl
in 500 ml H>O inH0

Reduktiondésung

Farmerscher Abschwéacher 0,4
%
in 100 ml H-.O

Das Polyacrylamidgel wurde nach erfolgter Elektrophorese fir 5 Minuten in Fixierlésung I
geschwenkt, dann fur weitere 5 Minuten in Fixierlésung 1. Nach funfmaligem Waschen in 60 °C
H-O fir je 1 Minute wurde das Gel fur 30 Sekunden in die Reduktionsl 6sung getaucht und
anschlief?end sechsmal mit 60 °C H.O gewaschen. Anschlief?end wurde es bei 20 °C fir
12 Minuten in Férbel 6sung geschwenkt und fir 2 Minutenin 20 °CH 2O gewaschen. Das Gel
wurde bis zur gewlinschten Intensitét der Proteinbanden in der Entwicklungsl sung belassen.
Durch Behandlung mit der Stopplésung liel3 sich die Farbereaktion am gewinschten Punkt
beenden.
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2.2.18 Proteingelfarbung mit Coomassie-Brilliant-Blue

Farbeltsung Entférbeltsung
Coomassie Brilliant 0,259 Methanol 40 %
Blue
Methanol 45 ml Essigsaure 10%
Essigsdure 10 ml
H.O 45 ml in H20

Das Proteingel wurde nach erfolgter Elektrophorese fir 1 Stunde in Farbel 6sung, die zugleich als
Fixierlosung fungierte, geférbt und dann fir bis zu 24 Stunden entfarbt.

2.2.19 Intensivierende Fluorographie

Die SDS-Gele wurden nach der erfolgten Elektrophorese fir 30 Minuten in 40 % Methanol/10 %
Essigsaure fixiert, dann fur weitere 30 Minuten in H>O gewaschen und schliefdich fur wiederum 30
Minuten im Szintillatior-Kit Amplify ™ inkubiert. Danach wurde das Gel fur eine Stundein einer
BioRad Geltrockungsanlage getrocknet und schliefdlich bei —70 °C fir bis zu 48 Stunden auf einen
Rontgenfilm aufgel egt.

Ein Szintillator ist eine Substanz, die, durch ionisierende Strahlung aktiviert, Licht emittiert. Dieses
Prinzip macht sich die intensivierende Fluorographie zunutze. Im Falle von *Swird relativ
niedrigenergetische A Strahlung abgestrahlt, welche die Probe kaum verlassen und den Film zu
schwérzen vermag. Durch die Umsetzung der ionisierenden Strahlung in ultraviolettes Licht erfahrt
die Schwérzung des Filmes eine Zunahme um einen Faktor von ungefédhr 10. Um die
Empfindlichkeit des Filmes fir das sehr schwache Licht zu erhéhen, wird dieser auf —70 °C
heruntergekihlt. Da sich bel dieser geringen Temperatur Eiskristalle bilden, die das Gel zerstéren
und somit die Aufldsung verschlechtern konnen, wird das Gel zuvor getrocknet.

2.2.20 Rontgenfilme

Rdntgenfilme zur intensivierenden Fluorographie stammten von der Kodak GmbH (Stuttgart). Zur
Anwendung kam das Modell Kodak Biomax MR.

2.2.21 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie ist eine Methode, um strukturelle und sogar dynamische Informationen
(Konformationsdnderungen durch Ligandenbindung oder denaturierende Agenzien) (ber
biologische Makromolekiile, insbesondere Proteine zu erhalten. Optisch aktive Substanzen
zeichnen sich dadurch aus, dass links- und rechts- zirkular polarisiertes Licht verschieden stark
absorbiert wird und sich mit verschiedener Geschwindigkeit ausbreitet. Diesist dann der Fall, wenn
das Molekul einen Chromophor in chiraler Umgebung besitzt. Im CD-Spektrometer wird links- und
rechts- zirkular polarisiertes Licht erzeugt, welches die Testsubstanz durchl&uft. Wird nun eine der
beiden Komponenten unterschiedlich stark absorbiert, so resultiert in der Uberlagerung der
resultierenden Strahlung eine elliptische Polarisierung. Die Differenz der Extinktionskoeffizienten
wird as Dichroismus bezeichnet. Das CD-Spektrum entsteht durch die Auftragung des
Dichroismus als Funktion der Wellenlange.

Hierbei ergeben sich charakteristische Kurven:
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A-Helices besitzen je ein typisches Minimum bei 208 und 222 nm sowie ein Maximum bei 192 nm.
K néuel strukturen dagegen haben bei 195 nm ein Minimum und ein Maximum bei 220 nm.

R Faltblatt-Strukturen lassen sich im CD-Spektrometer etwas weniger gut beurteilen, dasie nicht so
regelmal3ig sindwie o-Helices und weniger stark zum CD-Spektrum beitragen. Sie haben ein
Minimum bel 216-218 nm und ein Maximum bei 195-200 nm.

CD-Banden von Proteinen erscheinen in zwei spektralen Regionen. In der Fern-UV- oder
Amid-Region (170-250 nm) dominieren die Peptidbindungen, wohingegen CD-Banden in der
Nah-UV-Region (250-300 nm) von den aromatischen Aminosduren stammen. Zusétzlich
erscheinen noch CD-Banden, die von Disulfid-Briicken stammen, im Bereich um 250 nm. Diese
zwel Regionen geben unterschiedliche Information Uber die Proteinstruktur: CD-Banden in der
Fern-UV-Region enthalten Information Uber die Peptidbindungen und Sekundéarstrukturelemente
von Proteinen. Sie werden haufig benutzt, um Anderungen in der Sekundarstruktur im Verlauf von
strukturellen Ubergangen (z.B. Proteinfatung, Konformationsanderungen bei Bindung von
Substrat) zu verfolgen.

IC15 wurde mit dem Gerdt J720 der Firma Jasco Labor- und Datentechnik GmbH
(Grof3-Umstadt), gel st in Tris-HCI-50-mM-pH-7,4, im Bereich von 180-250 nm gemessen.

2.2.22 Chemikalien

Alle nicht néher bezeichneten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Chemie (Deisenhofen),
Merck KGaA (Darmstadt), Serva Feinbiochemika (Heidelberg) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
bezogen. Das Szintillator-Kit fur die intensivierende Fluorographie Amplify™ stammte von der
Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg).
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3 Ergebnisse

3.1 Phosphorylierung des OSMR auf HepG2-Zellen durch IC7

OSM kann tber Site-111 entweder den LIFR oder den OSMR aktivieren. CNTF und LIF aktivieren
ebenfalls den LIFR Uber Site-111, allerdings sind beide Zytokine nicht in der Lage, den OSMR zu
aktivieren. IC7 ist ein auf 1L-6 basierendes Designerzytokin, auf welches das LIFR-Bindungsepitop
von CNTF, also Site-l11, Uibertragen wurde. Es sollte die Frage geklart werden, ob die Spezifitét der
CNTF-Site-l11 gegeniiber dem als ARezeptor agierenden LIFR in IC7 erhalten bleibt oder ob es
durch den verénderten mol ekularen Kontext zu einer Promiskuitét der CNTF-Site-I11, &hnlich der
Site-111 von OSM kommt. Anders ausgedriickt, es sollte geklart werden, ob die CNTF-Site-l11 in
IC7 den OSMR aktivieren, das heif3t phosphorylieren kann.

HepG2-Zellen exprimieren unter anderem gpl30, IL-6R, LIFR und OSMR. Sie stellen daher ein
geeignetes natlirliches Zellsystem fir Stimulationsversuche mit Zytokinen der IL-6-Familie dar.
Um eine mogliche Aktivierung des OSMR durch IC7 zu untersuchen, wurden daher HepG2-Zellen
mit IC7 stimuliert. Anschlief3end wurden die Zellen lysiert und eine Immunprézi pitation mit einem
gegen den OSMR gerichteten Antikorper durchgefiihrt. Dieser Antikdrper war erst einige Zeit
zuvor entwickelt worden und machte somit den Versuch erst in dieser Form moglich. Danach
wurde mit gegen phosphorylierte Tyrosinreste gerichteten Antikorpern geblottet. Hierbei zeigte
sich eine dosisabhangige Phosphorylierung des OSMR (s. Abbildung 19). Obwohl die
Phosphorylierung des OSMR schwécher als nach Behandlung mit OSM ist, spricht das Ergebnis
fir eine Aktivierung des OSMR durch IC7, das heil3t durch Site-I1l von CNTF.

Dies steht jedoch im Gegensatz zum bisherigen Kenntnisstand, dass Site-111 von CNTF, zumindest
im molekularen Kontext von CNTF, nicht in der Lageist, den OSMR zu aktivieren. Weiterhin
wurde bislang angenommen, es handle sich beim OSMR um einen OSM-spezifischen ~ ARezeptor
(Mosley, et a., 1996). Beide Annahmen missen auf Grund der hier gewonnenen Ergebnisse
relativiert werden. Interessanterwei se wurde, nach Fertigstellung der experimentellen Grundlagen
dieser Arbeit, mit IL-31 ein weiteres Zytokin der IL-6-Familie bekannt, welches ebenfalls den

OSMR aktiviert. Im Gegensatz zu allen anderen Familienmitgliedern ist hier gp130 aber kein
Bestandteil des Rezeptorkomplexes (Dillon, et al., 2004).

Aufgrund der deutlich stérkeren Phosphorylierung des OSMR nach Stimulation von HepG2-Zellen
durch OSM, sollte das Ergebnis dieses Versuches in einem anderen Zellsystem Uberprift werden.
Hierbei sollte gleichzeitig eine Aussage Uber die Stérke der durch IC7 zu erzielenden Aktivierung
des OSMR erméglicht werden.

AuRerdem warf das Ergebnis die Frage nach der Ursache fir das beobachtete Phénomen auf.
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Abbildung 19. HepG2-Zellen wurden mit steigenden Dosierungen von IC7 stimuliert. Anschlief3end
wur de eine mmunprazipitation mit anti-OSM R Antikor pern durchgefiihrt. Schlief3lich wurde mit
gegen phosphorylierte Tyrosinreste gerichteten Antikérpern geblottet. Ab einer Schwellendosisvon
10-100 ng kommt es zu einer eindeutigen Phosphorylierung desOSMR. Linksim Bild zum Vergleich
unbehandelte Zellen sowie Zellen, die mit 10 ng OSM stimuliert wurden. Das Ergebnis spricht fir eine
Aktivierung des OSMR durch IC7, wasim Gegensatz zu bisherigen Erfahrungen steht.

3.2 Etablierung einer stabilen BaF/3-Z€lllinie mit gp130, IL-6R und OSMR

Da HepG2-Zellen dle klassi schen signaltransduzierenden Rezpetoren der IL-6-Familie (gpl130,
LIFR, OSMR) exprimieren, besteht prinzipiell eine Kompetition verschiedener Rezeptoren um die
Stimulation durch Zytokine wie z. B. OSM, die Gber unterschiedliche Rezeptorkomplexe zelluldre
Aktivitdt ausl6sen kdnnen.

BaF/3-Zellen sind abhangig von IL-3. Steht dieses nicht zur Verfligung, gehen sie in Apoptose. Sie
exprimieren naturlicherwei se keinen der Rezeptoren der IL-6-Familie. Allerdings lassen sie sich
durch stabile Transfektion von Rezeptoren der 1L-6-Familie jedoch abhdngig von der Stimulation
durch Zytokine der IL-6-Familie machen. Auf diese Weise lassen sich artifizielle Zdlllinien
schaffen, in denen nur definierte Rezeptorkomplexe durch Zytokinstimulation aktiviert werden
konnen. M 6glicherwei se stdrende Einfllisse durch andere Rezeptoren werden so ausgeschlossen.

Die bereits existierende BaF/3-[gpl30, IL-6R]-Zelllinie (stabil mit gpl30 und dem IL-6R
tranfiziert) wurde daher zusétzlich mit dem OSMR transfiziert, wie in 2.2.7 beschrieben. Die Zellen
wurden anschlief3end mit OSM selektioniert, das heif3t nur Zellen, die neben gp130 auch den
OSMR exprimierten, erhielten einen anti-apoptotischen Reiz. Die Ubrigen Zellen ohne OSMR
starben im Verlauf ab. Die neu entstandene Zelllinie erhielt die Kurzbezeichnung GIOR-Zdlllinie.
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In Stimulationsversuchen mit unterschiedlichen Zytokinen der IL-6-Familie wurde gezeigt, dass die
GIOR-Zéllen sowohl mit OSM als auch mit IL-6 stimulierbar sind (s. Abbildung 20). Maximale
Wirkung von OSM und IL-6 wurde ab einer Konzentration von ca 10 ng/ml beobachtet, was sehr
gut mit der im Schrifttum beschriebenen Wirkung Ubereinstimmt. Die Dosis-Wirkungsbeziehung
hat den fur viele Zytokine typischen glockenférmigen Verlauf. Weder LIF noch die Kombinaton
von CNTF und lddichem CNTFR (sCNTFR) entfaten eine Wirkung im untersuchten
K onzentrationsbereich der Zytokine, der sich um mehr al's einen Faktor 10° unterschied.

Die Stimulierbarkeit der Zellen sowohl durch IL-6 as auch durch OSM beweist die gleichzeitige
Expression von gp130, IL-6R und OSMR: IL-6 ist zur Signaltransduktion auf das Vorhandensein
von gpl30 und IL-6R angewiesen. OSM bendtigt neben gp130 den OSMR.
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Abbildung 20. Proliferation einer BaF/3 Zéllinie (GIOR) mit verschiedenen Zytokinen der
IL-6-Familie: Murine BaF/3-Zellen wurden mit gp130, IL-6R, OSMR und LIFR stabil transfiziert und
mit ver schiedenen Zytokinen stimuliert. IL-6 und OSM zeigen typische Aktivitatsmuster. Im Fall von
SCNTFR/CNTF bzw. LIF zeigt sich dagegen keinerlei Aktivitat, da der LIFR als Bindungspartner fur
Site-111 nicht vorhanden ist. In einem parallel durchgefiihrten Experiment mit BaF/3-[gp130, LIFR]
Zellen konnte die grundsétzliche Aktivitat der gleichen Chargen von LIF bzw. CNTF/sCNTFR
(Mensch) demonstriert werden (vgl. Abbildung 21). Hierausfolgt, dassweder LIF noch CNTF in der
Lage sind, den OSMR zu aktivieren. Auch kann die M dglichkeit der Bildung eines aktiven K omplexes
aus zwei gp130 und CNTF/sCNTFR bzw. L1F ausgeschlossen wer den.

In Kontrollexperimenten mit BaF/3-[gp130, LIFR]-Zellen war zuvor eine wirksame Dosis des
SCNTFR ermittelt worden (s. Abbildung 21). Bei einer konstant gehaltenen K onzentration von
CNTF (100 ng/ml) wurde die Konzentration des |6slichen CNTFR auf bis zu 500 ng/ml erhéht. Ab
einer Konzentration von ca 100 ng/ml des 16slichen CNTFR naherte sich die Proliferation der
BaF-Zellen dem Maximalbereich an.
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Abbildung 21. BaF/3-Zellen mit gp130 und L1FR wurden mit 10 ng/ml L1F bzw. 100 ng/ml CNTF
stimuliert. Zur Optimierung des Verhaltnissesvon CNTF/SCNTFR wurde der |6diche CNTFR in
steigender Dosierung zugegeben.
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3.3 Stimulationsversuche mit BaF/3-[gp130,IL-6R,O0SMR]- (GIOR)-Zelen und
BaF/3-[gp130, IL-6R, LIFR]- (GIRL)-Z€len

Die neu etablierte GIOR-Z€lllinie wurde mit LIF, OSM, IL-6 und den Designerzytokinen IC5 und
IC7 stimuliert. 1C5 enthélt im Gegensatz zu IC7 nicht die komplette Site-I1l von CNTF: die
BC-Schleife stammt von IL-6 (auch als Site-111-B bezeichnet), wahrend Site-111-A (Anfang der
AB-Schleife) und Site-111-C (Ende der CD-Schleife) von CNTF stammen (Kallen, K. J,, et al.,
1999a). Im Gegensatz zu IC7, das auf Zellen mit geeigneter Rezeptorausstattung so aktiv ist wie
IL-6 und LIF, ist IC5 um den Faktor 100 weniger aktiv auf Zellen, die gp130, IL-6R und LIFR
exprimieren (Kalen et al 1999).

Die Stimulation der GIOR-Zellen mit OSM zeigt einen typischen Verlauf mit Erreichen der
maximalen Proliferation der Zellen zwischen 1 und 10 ng/ml (s. Abbildung 22), wahrend die Zellen
etwas sensibler auf Anregung mit IL-6 reagieren. Eine weitere Erhdhung der Konzentration von
IL-6 und OSM auf Uber 100 ng/ml bringt keine weitere Steigerung der Proliferation, eher zeigt sich
ein leichter Rickgang der Proliferation. Eine derartiger glockenférmiger Verlauf der
Dosis-Wirkungskurve ist fr viele Zytokine bekannt und wurde ebenfalls mehrfach fir Zytokine
der IL-6-Familie beschrieben (Kallen, K. J., et al., 1999a). Wie erwartet ist LIF nicht aktiv auf
GIOR-Zéllen, dadiese nicht den LIFR exprimieren.

Genauso wie auf HepG2-Zellen erweist sich IC7 auf GIOR-Zellen aktiv. Allerdings wird Aktivitat
erst ab einer gewissen Schwellendosis beobachtet. Dann wird jedoch, bei steilem Anstieg,
maximale Aktivitét bel einer Konzentration erreicht, die ca. eine bis anderthalb Grossenordnungen
hoher, as die von OSM ist. Uberraschend zeigt IC5 eine mit IC7 identische
Dosis-Wirkungsbeziehung. Bemerkenswert ist, dass sowohl IC5 a's auch IC7 eine Tendenz zu
supramaximaler Aktivitédt (im Vergleich zu OSM) aufweisen und erst bei einer Konzentration von
1000 ng/ml eine gewisse Abflachung der Dosis-Wirkungskurve zeigen.
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Abbildung 22. BaF/3-[gp130, IL-6R, OSMR] Zelen wurden mit verschiedenen Zytokinen der
IL-6-Familie stimuliert. LIF zeigt keinerlei Aktivitat. IC5und IC7 sind ab einer Schwellendosis von
1-10 ng etwa gleich stark aktiv. Beide zeigen eine Tendenz zu supramaximaler Aktivitat. Die
DosisWirkungsbeziehung von IL-6 und OSM beschreiben dagegen einen flir Zytokine typischen
glockenférmigen Verlauf.



Ergebnisse

-B1-

AlsKontrolle wurden in einem Parallelansatz BaF/3-[gp130, IL-6R, LIFR] (GIRL-) Zellen mit

IL-6, LIF, OSM, CNTF, IC5 und IC7 stimuliert.

IL-6, LIF und IC7 haben praktische gleiche Wirksamkeit, wéhrend OSM etwas stérker aktiv ist.
Wie bereits zuvor beschrieben (Kallen, K. J,, et al., 19993), ist IC5 um einen Faktor 100 weniger
aktiv aslIL-6, LIF, IC7 und OSM (s. Abbildung 23). CNTF zeigt im Gegensatz zu GIOR-Z€llen
auf GIRL-Zellen, trotz Abwesenheit des CNTFR, bei hoheren Dosen Aktivitét. Eine Erklérung fir
dieses Phanomen wurde in der Bindung von CNTF an den humanen IL-6R gefunden, die dann die
Bildung eines signalisierenden LIFR/gp130-Homodimers erlaubt (Schuster, et a., 2003).
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Abbildung 23. BaF/3-[gp130,

——|L-6
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——0OSM
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¥ |C5
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IL-6R, LIFR]-Zellen wurden mit verschiedenen Zytokinen der

IL-6-Familie sowie IC5 und IC7 stimuliert. IC7 zeigt eine um den Faktor 50-100 starke Aktivitat als
IC5. Ansonsten gleicht die DosisWirkungsbeziehung der Chiméren den dbrigen verwendeten
Zytokinen. Erstaunlicherweise ist CNTF in hoher Dosierung trotz fehlendem CNTFR aktiv. Dies

wur de zwischenzeitlich durch Bindung von humanem CNTF an den humanen IL-6R erklart (vgl.

Schuster, et al., 2003).
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3.4 Stimulationsver suche mit BaF/3-[gp130, RILLIFA2]-Zellen

Die oben geschilderten Experimente zeigten, dass die CNTF-Site-lll in einem von IL-6
stammenden Gerust (IC7) tber den OSMR zelluldre Aktivitéat auslsen kann, wahrend sie dies als
Bestandteil von CNTF nicht kann (s. Abbildung 20 und Abbildung 23). Ein weiterer interessanter
Befund ist, dass IC5 und IC7 auf Zellen, die gp130 und OSMR assigndisierende  ARezeptoren
exprimieren, gleich aktiv ist. Dagegen ist IC5 auf Zellen, die gp130 und LIFR als signalisierende
ARezeptoren exprimieren, wesentlich weniger aktiv (s. Abbildung 23). Im Vergleich zu LIFR hat
der OSMR lediglich ein inkompl ettes NH2-terminal es zytokinbindendes Modul (s. Abbildung 8).
Ferner hat IC5 im Gegensatz zu IC7 noch die BC-Schleife von IL-6 (Kallen 1999). Somit wére eine
verminderte Affinitét von IC5 gegenuber dem LIFR denkbar, wodurch das Zustandekommen eines
aktiven Rezeptorkomplexes erschwert wirde.

Um diese Mdglichkeit zu Uberprifen, wurden IC5 und IC7 mit der Rezeptorchimére RILLIF A2
getestet. RILLIF A2 ist ein Rezeptorkonstrukt, in dem das COOH-terminal e Zytokinbindende
Modul (CBM-II) des LIFR gegen das Zytokinbindende Modul des IL-6R ersetzt wurde (s.
Abbildung 24) (Aasland, et al., 2002).
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Abbildung 24. Schematische Dar stellung von RILLIF A2. Das Zytokinbindende M odul 2 (CBM-I11) des
LIFR (gelb) wurde gegen das Zytokinbindende M odul des|L-6R (grun) ausgetauscht.

Auf Zellen, die neben gpl130 die Rezeptorchiméare RILLIF A2 exprimieren, zeigen IL-6, IC7 und
OSM jeweils ab einer Dosis von ungefahr 1 ng/ml maximale Aktivitét (s. Abbildung 25). Dabei
reagieren die Zellen etwas sensitiver auf IL-6 und IC7 als auf OSM, wahrend OSM etwas hthere
maximale Aktivitét zeigt. Hingegen bleiben sowohl die Aktivitét als auch die auf GIRL-Zellen
beobachtete Dosis-Wirkungsbeziehung von 1C5 und IC7 erhalten. Das Experiment zeigt, dass
RILLIFA2 zugleich ds - (IL-6, IC5, IC7) und ARezeptor (OSM, IC5, IC7) fungieren kann. Das
Fehlen der BC-Schleife von CNTF in IC5 verhindert anscheinend eine zu vollstandiger Aktivitét
fuhrende Interaktion mit den NH-terminalen Doménen von RILLIFAZ2.
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Abbildung 25. BaF/3-[gp130, RILLIF AZ2]-Zellen wurden mit OSM, IL-6, IC5und IC7 stimuliert.
Hierbei bleibt der deutliche Aktivitatsunter schied zwischen IC5 und IC7 erhalten. IL-6 und OSM sind

ebenfalls aktiv.

3.5 Klonierungder IL-6/CNTF ChiméarelC15

Die N-terminale Doméne der, aus drei extrazelluléren Doménen bestehenden,. &Rezeptoren der
IL-6-Familieist nicht notwendig fir die Bindung des Zytokins und die Initiierung eines aktiven
Rezeptorkomplexes (s. 1.2). Fir den IL-6R ist bekannt, dass die membrannahe, dritte Doméne des
IL-6R 90 % zur Bindungsaffinitdt von IL-6 an seinen ®Rezeptor beitragt, jedoch alleine nicht
hinreichend fiir die Bildung eines aktiven Rezeptorkomplexes mit gp130 ist (Ozbek et al 1998). Die
dritte Doméane berthrt den C-terminalen Teil der D-Helix von IL-6, wahrend die zweite Doméne an
die AB-Schleife bindet. Die Interaktion zwischen der AB-Schleife des Zytokins und der zweiten
Domane des a-Rezeptors konnte zur Stabilisierung der AB-Schleife des Zytokins und damit auch
der Site-l1l fuhren, was einen Einflufd auf deren Funktionalitét haben kdnnte. Zusétzlich konnte die
im IL-6-Rezeptorkomplex beschriebene Interaktion zwischen a-Rezeptor und dem an Site-111
bindenden ARezeptor (Boulanger, et al., 2003) EinfluR auf die Funktionalitat und Spezifitat der
Site-111 haben.

Um den ersten Teil dieser Hypothese zu Uberprifen, wurden anhand eines dreidimensionalen
Computermodelles weitere Zytokin- und Rezeptorchiméren entworfen. 1C7 wurde mit der
kompletten AB-Schleife von CNTF ausgestattet und als 1C15 bezeichnet (s. Abbildung 26). Der
IL-6R wurde um die beiden N-terminalen Doménen verklrzt. Diese wurden entweder durch die
beiden entsprechenden Doménen des CNTFR (Rezeptorchimére CIR2) oder nur durch die
Doméane-2 des CNTFR (Rezeptorchimére CIR2A 1) ersetzt (s. Abbildung 30).

Nach den oben ausgefiihrten Uberl egungen wiirde die membrannahe Doméne der
Rezeptorchiméren den grossten Teil der Bindungsaffinitét zur Verfligung stellen. Die vom CNTFR
stammenden Doméanen wirden die von CNTF stammende AB-Schleife von IC15 stabilisieren. Bei



Ergebnisse -54 -

Richtigkeit des Modells wiirde das neue Designerzytokin 1C15 in Kombination mit den

a-Rezeptorchiméren in der Lage sein, ein signalisierendes Heterodimer aus gp130 und LIFR zu
induzieren.
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Abbildung 26. Dar gestellt ist ein dreidimensionales M odell der Zytokinchimére | C15 (linksim Bild)
sowie der Rezeptor chimére CIR2. Dieaus|L-6 bzw. IL-6R stammenden Teilesind in grin, die aus
CNTF bzw. CNTFR stammenden Teile in orange gehalten. Durch den Kreis gekennzeichnet ist der zur
Site-] gehérende Teil der AB-Schleife. Im Computer modell er gibt sich eine mdégliche I nter aktion
zwischen der AB-Schleife (Kreis) und der Doméne-2 des Rezeptor s (orange). Hierdurch kommt es

moglicherweise zu einer Stabilisierung, die eine Rekrutierung von verschiedenen  BRezeptoren iiber
Site-l11 ermdglicht.
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3.6 Expressionvon IC15in E. coli Bakterienzellen

IC15 wurde, wiein 2.1.14 beschrieben, kloniert, in E. coli Bakterien exprimiert und durch
Zerstérung der Zellmembranen mittels French® Press aus dem Uberstand gewonnen. Die vor und
nach der Stimulation mit IPTG gewonnen Proben wurden auf ein 15 %-iges SDS-Gel aufgetragen
und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Hierbei zeigen sich Banden im Bereich von 21-23 kD, was

der zu erwartenden Grof3e des Proteins entspricht (s. Abbildung 27Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden.).
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Abbildung 27. IC15 wurde in E. coli Bakterien exprimiert. Proben wurden vor und nach der
Stimulation mit IPTG sowie aus dem ersten Uberstand des Zell-L ysates (SN 1) genommen. Diese
wurden mit Lammli-Puffer angeféarbt und auf ein 15 %-iges SDS-Gel aufgetragen. Nach
Elektrophorese und Coomassie-Farbung zeigt sich bei etwa 20 KD eine Bande. Dieseist in der Probe
nach Stimulation mit IPTG deutlich starker. Bemerkenswerterweise findet sich IC15 also im
Uber stand. Dies spricht dafiir, dass es nicht wie IL-6 in Form von Inclusionbodies ausfallt. Zum
Grolenvergleich linksim Bild ein Langenstandard (Angaben in kD).
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3.7 GroRenausschlusschromatographie von 1C15

Durch GrdéfRenausschlusschromatographie wurde das zuvor mittel s Centri prep® konzentrierte
Protein aufgereinigt. Die photometrisch al's Protei nfraktionen erkannten Proben wurden
anschlief¥end, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, mit Lammli-Puffer angeféarbt und
elektrophoretisch aufgetrennt. Auch hier zeigen sich Banden in der zu erwartenden Grof3e. Die
stérkste Proteinfraktion, Fraktion 15, wurde fir die weiteren Experimente ausgewahlt (s. Abbildung
28.).
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Abbildung 28. Die Abbildung zeigt die mittels GroRenausschlusschromatographie gewonnenen
Proteinfraktionen. Diese wurden mittels Elektrophor ese auf einem 15 %-igen SDS-Gel getrennt und
anschlief?end mit Coomassie-Blau gefarbt. Zum Vergleich wurde ein L angenstandar d mitaufgetragen.
Dieim Weiteren verwendete Fraktion 15 weist eine Gro3e von ca. 20 kD auf.
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3.8 CD-Spektroskopische Untersuchung von 1C15

Im CD-Spektrometer lassen sich strukturelle Informationen Uber Proteine gewinnen. Die Messung
des durch GrofRenausschlusschromatographie aufgereinigten Proteins IC15 ergibt ein Spektrum mit
einem Maximum bei 192 nm sowie zweier Minimabel 208- und 222 nm (Abbildung 29. ). Dieses,
fur c-helikale Strukturen typische, Absorptionsmuster spricht fir die korrekte Faltung des Proteins.
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Abbildung 29. CD-spektroskopische Aufhahme von 1C15. Das char akteristische M aximum bei 192 nm
sowie die beiden Minima bei 208- und 222 nm sprechen fir eine  ®helikale Struktur und somit fur die
korrekte Faltung des Proteins.
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3.9 DieKlonierung der Rezeptorchimaren CIR2 und CIR2Mg

Sowohl der IL-6- dsauch der CNTF  ®Rezeptor bestehen aus drei Doménen. Die C-terminal
gelegenen Doméanen-2 (D2) und -3 (D3) bilden das Zytokinbindende Modul (CBM). D1 ist eine fir
die Funktion nicht essentielle, 1g-artige Doméne (Y awata et al. 1993). Durch Austausch der
Doméne-2 des IL-6R gegen die korrespondierende des CNTFR entstand die Rezeptorchimére CIR2
(s. Abbildung 30).

II.-sR CNTFR CIR2 CIR2alg
& Wi
D1 Domine
D2 i
CBM
D3

Abbildung 30. Schematische Dar stellung des L -6R (gelb), des CNTFR (orange) sowie der beiden
Rezeptorchimaren CIR2 und CIR2A4g.

Zunéchst wurde aus IL-6R-pENTR-1A und CNTFR pSVL ein Ausgangsvektor fur CIR2 kloniert,
der as CIR2-Zwischenprodukt-pENTR-1A bezeichnet wurde (s. Abbildung 16). Mittels
PCR-LigationssPCR wurde ein geeignetes Stick DNA hergestellt, welches Uber
Restriktionsschnittstellen in CIR2-Zwischenprodukt-pENTR-1A eingebracht werden konnte (s.
Abbildung 16 bis 19). Die Richtigkeit der Sequenz von CIR2 wurde durch Sequenzierung bestétigt.
In CIR2A 1g wurde die Ig-artige Doméane eliminiert und das Signal peptid von CNTFR direkt an die
Doméne-2 angeschlossen. Mittels der LR-Klonase-Reaktion wurden die im pENTR-1A
befindlichen Konstrukte schliefdich in die Expressionsvektoren p409, pDCC- und pIRES
umkloniert. Der Erfolg dieser Umklonierung konnte durch geeignete Testverdaus gezeigt werden.

3.10 Expression der Rezeptorchiméaren CIR2 und CIR2Mgin COS-7-Zellen

Diein den Vektoren p409, pDCC- und pIRES befindlichen Konstrukte wurden in COS-7-Zellen
exprimiert und radioaktiv markiert. Durch Immunprézipitation mit geeigneten Antikorpern,
anschlieffender Auftrennung auf SDS-Gelen und intensivierender Fluorographie wurden die
exprimierten Rezeptorkonstrukte sichtbar gemacht. Insgesamt wird das CIR2Alg-Konstrukt in allen
Vektoren stérker exprimiert als das CIR2-Konstrukt (s. Abbildung 31.).

Der Ig-Doméane kommt eine wichtige Rolle beim intrazelluldren Transport zu (Vollmer, et a.,
1999). Moglicherweise liefert dies auch eine Erklarung fur die unterschiedlich starke Expression.
Ansonsten sprechen die Ergebnisse fur die unterschiedlich starke Expressionskapazitét der
verwendeten V ektoren. Die stérkste Expression ergab sich bei Verwendung des V ektors p4009.
Dieser wurde daher als Expressionvektor fir die anschlieffenden Experimente ausgewahit.
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Abbildung 31. CIR2, CIR2 AlgundIL-6R Adg, jeweilsim Vektor p409, wurden in COS-7-Zellen
exprimiert, radioaktiv markiert und schliefflich mit dem Antikorper 6.2 aus dem Zell-Lysat
prazipitiert. Anschliel3end wurden die Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen und mittels Elektr ophorese
aufgetrennt. Die Banden wurden schliefdlich mittelsintensivierender Fluorographie sichtbar gemacht.
Linksim Bild ist ein Langenstandard eingetragen (Angabein kD).

3.11 Coexpression von CIR2 und CIR2AIg mit gp130 und LIFR in COS-7-Zellen

Um die Moglichkeit der Coexpression der Rezeptorchiméaren mit gp130 und LIFR zu Uberprifen
und die Bedingungen fur spétere Versuche zu etablieren, wurden CIR2 und CIR2 Algjewells
zusammen mit gpl30 und LIFR transfiziert. Alle Rezeptoren befanden sich hierbei im
Expressionsvektor p409. Anschlief3end wurden die jeweiligen Rezeptoren mit den Antikérpern 6.2
(anti-IL6R), sc-655 (anti-gpl30) und sc-659 (anti-LIFR) aus den Zell-Lysaten ausgeféllt. Durch
Auftrennung auf SDS-Gelen und intensivierende Fluorographie wurden die exprimierten
Rezeptoren sichtbar gemacht. Dabei zeigen sich, jeweilsim Vergleich zu einem Langenstandard,
Banden in der zu erwartenden Grof3e (s. Abbildung 32. ). Auf diese Weise wurden Bedingungen
gefunden, unter denen es zur Coexpression aller drei Rezeptoren kam.
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Abbildung 32. CIR2 und CIR2 Alg wurden jeweils zusammen mit gp130 und LIFR in COS-7-Zellen
transfiziert und anschlief3end radioaktiv markiert. Als Expressionsvektor diente hierbei der Vektor
p409. Eingesetzt wurden jeweils 5 pg DNA. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und mit dem
jewells angegebenen Antikor per (anit-1L6R: 6.2; anti-gp130: sc655; anti-L 1 FR: sc659) prazipitiert.
Nach elektrophor etischer Trennung auf einem SDS-Gel wurden die Banden mittelsintensivierender
Fluorographie sichtbar gemacht. Alle Rezeptoren werden exprimiert, wobei CIR2  Alg eine starkere
Expression als CIR2 zeigt. LIFR wird am schwéchsten exprimiert. Hierdurch konnte die M dglichkeit
der Coexpression der Rezeptorchimaren mit den  BRezeptoren gp130 und L1FR gezeigt werden. Zur
Grolenorientierung linksein Gr63enmarker (Angabein kD).

3.12 Transfektion der Rezeptorchiméren CIR2 und CIR2AIg in BaF/3-Zellen

Der Versuch, die Rezeptorchiméren in BaF/3-[LIFR, gp130] Zellen zu transfizieren, scheiterte
wiederholt. Die Schwierigkeiten hierbei resultierten moglicherweise aus einer Inkompatibilitét der
Wildtyprezeptoren mit den Rezeptorchiméren.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Interaktion zwischen Liganden und Rezeptoren IL-6-artiger
Zytokine besser zu verstehen. Wichtig erschien diese Frage, weil ihre Beantwortung die
Entwicklung spezifischer Inhibitoren bzw. Stimulatoren von Zytokinen der IL-6-Familie
ermdglichen kdnnte. Bel der in der Einleitung aufgezeigten grol3en Bedeutung dieser Molekilein
der Pathophysiologie einer Vielzahl menschlicher Erkrankungen hétten derartige Modulatoren ein
erhebliches therapeutisches Potenzial . Ein spezifischer Agonist bzw. Antagonist konnte die Form
eines kleinen zirkul&ren Peptides oder chemischen Molekiils haben (Kallen, K. J., et a., 2000). So
konnten Doyle et al. mit dem Agonisten SB-247464 zeigen, dass ein kleines Molekiil in der Lage
sein kann, einen Zytokinrezeptor selektiv zu binden und zu stimulieren. Hierbei handelt es sich um
ein kleines Mol ekill, das den Granul ocyte col ony-stimulating factor receptor binden und aktivieren
kann (Doyle, et al., 2003). Bei entsprechender Modifikation wére zweifelsohne auch eine
spezifische Inhibition redlisierbar. Damit bestiinde die Mdglichkeit, die Komplexbildung wie auch
die Immunogenitét mit folglicher Elimination des Agens zu umgehen (Kallen, K. J., 2002, Kallen,
K.J. ,eta., 1997, Kalen, K. J., et d., 1999b). Sowohl die Komplexbildung als auch die
Immunogenitédt hatten in der Vergangenheit erhebliche Probleme in der Etablierung von
inhibitorisch wirksamen Therapieansitzen bereitet (Bataille, et al., 1995, Lu, et al., 1995,
Wendling, et al., 1993).

Voraussetzung fur die erfolgrei che Entwicklung eines solchen Agensist das genaue Versténdnis
der Interaktion zwischen Zytokin und Rezeptor. Die heutigen Modelle fir die Interaktion zwischen
IL-6, IL-6R und den 3Rezeptoren basieren auf strukturellen Informationen einerseits und
funktionellen Studien andererseits. Aulerdem dienten Vergleiche zu anderen, bereits zuvor
erforschten Modellen, vor allem des Growth Hormone (Wachstumshormon) (de Vos, et al., 1992).
Dieses zeigt ahnliche Struktur- und Signalisierungsmechanismen wie die Typ-I-Zytokine, zu denen
die Interleukine gezahlt werden (Ozaki, et al., 2002).

Strukturelle Informationen konnten sowohl aus rontgenkristallographischen- as auch
magnetresonanzspektroskopischen Studien gewonnen werden. Hierbei gelangen Xu et al. 1997 die
Auflésung der Struktur von IL-6 mittels Magnetresonanzspektroskopie (Xu, et a., 1997), wahrend
Somers et a. im gleichen Jahr die Struktur mittels Rontgenkristallographie darstellten (Somers, et
a., 1997). Boulanger et al. konnten 2003 rontgenkristallographisch einen hexameren Komplex aus
IL-6, IL-6R und gpl30 darstellen. Huyton et a. publizieten im Jahr 2007 die
rontgenkristallographische Struktur eines Komplex aus LIF und LIFR (Huyton, et al., 2007).
Basierend auf den strukturellen Informationen wurden in der Vergangenheit dreidimensionale
Modelle entwickelt, um bestimmte Epitope abzugrenzen. Die Richtigkeit der Modelle wurde dann
jeweils mittels M utationsstudien gepruft. Allerdings beweist die Funktionslosigkeit eines mutierten
Zytokins nicht notwendigerwei se die Zerstérung eines Epitops, da die Einfligung einer Mutation
auch zu einer veranderten Architektur und dadurch bedingten Funktionslosigkeit des Proteins
fuhren kann. Eine interessante Alternative hierzu kénnte der Austausch ganzer Modul e zwischen
Proteinen sein, wie er fur IL-6-artige Zytokine erfolgreich angewandt wurde. Bei Austausch eines
funktionell wichtigen Bereiches eines Zytokins durch den gleichartigen Bereich eines anderen
entsteht ideal erweise ein funktionstlichtiges Zytokin mit veranderten Eigenschaften. Eine mdogliche
Denaturierung oder ahnliche Veranderungen der Zytokinarchitektur als Ursache fir eine
anschlieffende Funktionsl osigkeit kdnnen dann ausgeschl ossen werden.

Ausgangspunkt der experimentellen Arbeiten waren die Designerzytokine IC5 und IC7. Bei diesen
wurden die gp130-bindende Site-111 von IL-6, bzw. Teile davon, durch das entsprechende, an den
LIFR bindende Epitop von CNTF ersetzt. Fur diese Designerzytokine konnte gezeigt werden, dass
sie die Fahigkeit, Uber ein gp130-Homodimer zu signalisieren, verloren haben und stattdessen
Bioaktivtat Uber ein gpl30/LIFR-Heterodimer auslosen (Kalen, K. J., et a., 1999a). Eine
zwischenzeitlich erschienene Arbeit hatte gezeigt, dass menschliches CNTF, im Gegensatz zu der
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zuvor algemein akzeptierten Auffassung, auch den IL-6R zur Bildung eines aktiven
Rezeptorkomplexes benutzen kann (Schuster, et al., 2003). Hinsichtlich der Aktivierung des OSMR
ging man bislang von einer Exklusivitét der Bindung zwischen OSM und OSMR aus (Mosley, et
al., 1996). Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine mdgliche Aktivierung des OSMR durch IC7
untersucht werden, also geklart werden, ob das von CNTF stammende LIFR-Bindungsepitop von
IC7 auf einem IL-6-Hintergrund zur Interaktion mit dem OSMR in der Lage ist.

Uberraschenderwiese ergab sich, dass IC7 auf HepG2-Zellen in der Lage ist, eine Phosphorylierung
des OSMR zu induzieren (s. Abbildung 19). Diese ist allerdings deutlich schwécher as die durch
OSM hervorgerufene Phosphorylierung, die bereits bel einer sehr viel geringeren Dosis
nachweisbar ist. Problematisch ist, dass HepG2-Zellen auch den LIFR exprimieren, der ebenfalls
Teil eines durch IC7 induzierten Rezeptorkomplexes sein kann. Es wurden daher auf BaF/3-Zellen
basierende Zdllinien generiert, dielber einen genau definierten Besatz aus Rezeptoren der
IL-6-Familie verfligen (BaF/3-[gp130, IL-6R, OSMR]- oder ,, GIOR"-Zellen, s. Abbildung 22). Mit
diesen GIOR-Zé€llen konnte das Ergebnis aus dem Experiment mit den HepG2-Zellen bestétigt
werden: sowohl IC5 als auch IC7 zeigten klare Aktivitét, sind also beidein der Lage, ein
signalisierendes Heterodimer aus gp130 und OSMR zu induzieren. Der Aktivitétsverlauf von IC5
und IC7 auf GIOR-Zellen zeigt jedoch einige Besonderheiten.

Zunéchst fallt auf, dass IC5 und IC7 auf GIOR-Zellen gleiche Aktivitét zeigen (s. Abbildung 22).
Dies steht im Gegensatz zu dem von Kallen et a. (Kallen, K. J., et al., 1999a) beschriebenen, ca.
100-fachen Aktivitatsunterschied von IC5 und IC7 auf BaF/3-[gpl30, IL-6R, LIFR]-Zellen
(,GIRL"-Zellen). Dieser konnte auch in den in dieser Arbeit durchgefliihrten Experimenten
nachvollzogen werden (s. Abbildung 23). Vergleicht man die Wirkung von IC5 und I1C7 auf
GIOR-Zdllen (s. Abbildung 22) mit der auf GIRL-Zéellen (s. Abbildung 23), sind sowohl IC5 als
auch IC7 bei niedrigen Dosen weniger aktiv als IL-6 und LIF. Im direkten Vergleich miteinander
entfalten sie etwa gleiche Aktivitdt. Verglichen mit der Situation auf GIRL-Zellen entspricht dies
einem relativen Aktivitatsverlust von IC7 auf GIOR-Zellen. Allerdings erreichen sowohl IC5 as
auch IC7 auf GIOR-Zéellen die gleiche Maximalaktivitat wie LIF und IL-6. Tatséchlich wurde fir
IC5 und IC7 auf GIOR-Zellen sogar eine Uberschief3ende ,, Supramaximal aktivitat” bei héheren
Dosen beobachtet.

Einvon Aadland et al. (Aasdand, et al., 2003) vorgeschlagenes Modell fir die Interaktion von IC7
mit dem Rezeptorkonstrukt RILLIF A 11 (Konstruktion von RILLIF A1l dargestellt in Abbildung 24)
schien zunéchst eine mogliche Erklarung fur die beobachteten Dosisabhangigkeiten zu liefern.
Nach diesem Modell bindet die Ig-artige Doméne des Konstrukts an Site-111 des Zytokins. Das
membrannahe, vom IL-6R stammende, CBM-Il bindet hingegen an Sitel. Das vom LIFR
stammende CBM-I wiederum macht einen Kontakt zu gp130. In diesem Modell kénnte die zur
Site-111 gehdrende BC-Schleife zusétzlich einen Kontakt zum N-terminalen CBM-I machen. Fur
das Maodell wird die gleiche Anordnung fir die Position von LIFR und OSMR in einem aktiven
Rezeptorkomplex aus IL-6R, gp130 und LIFR bzw. OSMR angenommen. IC7, dessen BC-Schleife
aus dem LIFR-bindenden Epitop von CNTF stammt, kdnnte dann auf GIRL-Zellen mit der
BC-Schleife den Kontakt zum N-terminalen CBM-I des LIFR herstellen. IC5 ware dazu nicht in
der Lage, da es noch die BC-Schleife von IL-6 besitzt. Da ein solcher Verlust einer Bindungsstelle
zu ener verringerten Gesamtaffinitdt des Rezeptorkomplexes fihrt, lieRe sich so der
Aktivitétsunterschied von IC5 und IC7 auf GIRL-Zellen erklaren. Dader OSMR nur ein verkurztes
N-terminales CBM besitzt und somit dieser Kontakt wegfiele, wirde man gleiche, allerdings
insgesamt verringerte Aktivitét fir IC5 und IC7 auf GIOR-Zéellen erwarten, wasin der Tat in dieser
Arbeit beobachtet wurde. Bei hoheren Dosen wirden sich dann doch genligend aktive
Rezeptorkomplexe bilden kénnen, um Zellen maximal zu stimulieren.

Obwohl das von Aasland et a. vorgeschlagene Modell scheinbar eine einfache Erklérung fur die
beobachteten Daten liefert, macht die zwischenzeitlich gel 6ste Kristallstruktur der Bindung von
LIF an die ersten fiinf Domanen des LIFR (Huyton, et al., 2007) das Modell obsolet. In dem von
dieser Struktur abgeleiteten Modell des aktiven Komplexes aus LIF, LIFR und gp130 befindet sich
das C-terminale CBM-I1 in raumlicher N&he zum CBM von gp130. Die Ig-artige Doméne des
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LIFR kontaktiert die Site-111 von LIF, wahrend die Doméanen des N-terminalen CBM-I scheinbar
nicht in Kontakt zu LIF stehen (Huyton, et al., 2007).

Verglichen zu der Kontaktstelle zwischen Site-111 von IL-6 und gp130, ist der Kontakt zwischen
LIF und der |g-artigen Doméane des LIFR ausgedehnter (1890 zu 1276 A %). Dieskonnte die
fehlende Notwendigkeit eines -Rezeptors fir die Bildung eines aktiven L1F-Rezeptorkomplexes
erkléren. Besonders wichtig fir den Kontakt sind die Aminosauren Pro-59 (AB-Schleife) sowie
Lys-153, Phe-156 und Lys-159 (CD-Schleife). Ferner machen die Aminoséuren der BC-Schleife
von LIF einen Konktakt zu einer Einbuchtung in der 1g-artigen Domane des LIFR und zur Doméne
D4 (Teil des CBM-II) des LIFR, der zu der insgesamt vergrofRerten Konaktflache beitrégt. Die
BC-Schleife von 1L-6 spielt fur die Bildung des IL-6 Rezeptorkomplexes dagegen keine
entscheidende Rolle (Boulanger, et a., 2003).

Im Gegensatz zu LIF bindet OSM zuerst an gp130, bevor der OSMR gebunden wird, gpl30 it hier
aso der ,, Bindungsrezeptor” (Olivier, et a., 2000). Esist daher denkbar, dass die BC-Schleife von
OSM eine geringere Rolle fur das Zustandekommen eines Rezeptorkomplexes mit dem OSMR
spielt. Dies kénnte moglicherweise den fehlenden Unterschied in der Bioaktivitét von IC5 und IC7
erklaren, obwohl diese, vor Bindung an die signaltransduzierenden Rezeptoren gp130 bzw. OSMR,
zuerst an den IL-6R binden.

Die Bindungsenergie eines Rezeptorkomplexes reflektiert die Summe der Bindungsenergien der
einzelnen Kontaktstellen in einem Komplex. Da sich der Gesamtkomplex sequentiell bildet, lief3e
sich das verzogerte Ansprechen auf die Stimulation mit IC5 bzw. IC7 as Ausdruck einer
suboptimalen  Interaktion einer frihen Kontakistelle mit geringem Beitrag zur
Gesamtbindungsenergie des Komplexes interpretieren. Bel hoheren Konzentrationen kénnte es
dann trotzdem noch zur Bildung eines voll funktionsfahigen Komplexes kommen, wie esauch in
dieser Arbeit beobachtet wurde.

In einer jlingst erschienenen Arbeit konnten Skiniotis et al (Skiniotis, et a., 2008) mit einem
elektronenmikroskopischen Ansatz die Struktur des extrazellul&ren CNTF-Rezeptorkomplexes
klaren. Die Position des LIFR im CNTF-Rezeptorkomplex entspricht dabei der von Huyton et al
beschriebenen Position im LIF-Rezeptorkomplex. Die membrannahen FNII1-Doménen sind dabel
so arrangiert, dass die Juxtamembran- und Transmembrandoméanen nach Ligandenbindung immer
eng miteinander assoziiert sind. Diese starre Anordnung dient anscheinend dazu, strukturelle
Information, also Anderungen durch Ligandenbindung, mit hoher Empfindlichkeit durch die
Membran zu transportieren und Janus-Kinasen zu aktivieren. Hinsichtlich der beobachteten
Uberschiessenden Maximal aktivitdt sowohl von IC5 als auch IC7 lief3e sich spekulieren, dass
leichte strukturelle Abweichungen der Position der Juxtamembran- und Transmembrandoménen
von gpl30 und OSMR im IC5- bzw. |C7-Rezeptorkomplex, verglichen mit dem natiirlichen
OSM-Rezeptorkomplex, den Effekt einer ,, gain-of-function® Mutation haben kénnten.

Bemerkenswertestes Ergebnis dieser Arbeit ist die Beobachtung, dass das L IFR-Bindungsepitop
von CNTF in einem von IL-6 stammenden Gertst mit dem OSMR agieren kann, wahrend CNTF
gebunden an den CNTFR hierzu nicht in der Lageist. Zur Erkl&rung dieses Phdnomens wurde
folgende, auf der gelosten Struktur des IL-6-Rezeptorkomplexes (Boulanger, et al., 2003)
basi erende Hypothese aufgestellt: Im IL-6-Rezeptorkomplex stellt die Ig-artige Doméne von gpl130
einen K ontakt zur Site-111 von IL-6 her, der eine Gesamtflache von 1276 A 2 hat. Allerdingsist dies
nicht der einzige Kontakt der Ig-artigen Doméne. Sie stellt zusétzlich einen 473 A 2 grof3en Kontakt
zur zweiten Doméanedes  -Rezeptors von IL-6 her. Fir Zytokine, die den LIFR als Teil ihres
aktiven Rezeptorkomplexes besitzen, ware daher denkbar, dass ebenfalls ein Kontakt zwischen der
Ig-artigen Doméne desLIFR und Doméne-2des  ®Rezeptors existieren konnte. Dieser Kontakt
konnte ebenfalls einen Einfluld auf die Spezifitét austiben.

Um die dargestellte Hypothese zu Uberprifen, wurden ein artifizielles Liganden-Rezeptorpaar,
bestehend aus dem Designerzytokin 1C15 sowie den IL-6R/CNTFR-Chiméren CIR2 und CIR2 Alg
geschaffen. IC15 ist von IC7 abgeleitet und besitzt im Unterschied zu diesem die komplette
AB-Schleife von CNTF (s. Abbildung 26). In den CIR-Chiméren sind die Doménen D1 und D2 des
IL-6R durch die Doméanen D1 bzw. D1 und D2 des CNTFR ersetzt (s. Abbildung 30). Diesen
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Konstrukten liegen folgende Uberlegungen zugrunde: Aus frilheren Untersuchungen ist die
Tatsache bekannt, dass die Doméane-3 des IL-6R zwar fur 90 % der Bindungsenergie verantwortlich
ist, diese Bindung allein aber nicht fir das Zustandekommen eines aktiven Rezeptorkomplexes
ausreicht (Ozbek, et al., 1998). Eine Interaktion zwischen I1L-6-Site-] und Domane-1 oder -2 des
IL-6R spielt also offensichtlich eine entscheidende Rolle. Y awata et al. konnten zeigen, dass
Domane-1 fir die Aktivitét des IL-6R nicht wichtigist: Die Deletionsmutante IL-6R Alg zeigt eine
dem natirrlichen Rezeptor vergleichbare Aktivitét. Bei dieser Deletionsmutante fehlt die Ig-artige
Doméne-1 (Y awata, et a., 1993). Folglich findet eine funktionell wichtige Interaktion zwischen
IL-6-Site-1 und IL-6R-Doméane-2 statt und zwar zwischen der zur Site-l von IL-6 gehdrenden
AB-Schleife und der Doméane-2 des IL-6R. Diese Interaktion konnte die AB-Schleife stabilisieren,
das hei}t deren der Bindung des ARezeptors entgegenwirkende kinetische Energie so weit
herabsetzen, dass die Interaktion zwischen Site-l11-A, die Teil der AB-Schleifeist, und dem

R Rezeptor realisiert werden kann. Damit nun tiberpriift werden kann, ob ein Kontakt zwischen der
Ig-Doménedes ARezeptorsund der Domane-2des  a-Rezeptors wichtig fir die Spezifitat ist,
wurde die Doméne-2 des IL-6R durch die des CNTFR ersetzt und, zur Ermdglichung eines
Kontaktes zur AB-Schieife, die komplette AB-Schleife von CNTF in IC7 eingesetzt. Zusétzliche
wurde ein Rezeptorkonstrukt (CIR2) entworfen, dass ebenfalls die Ig-Doméne des CNTFR trégt.
Auf Zellen, die gp130 und LIFR sowie eine der CIR-Chiméren exprimieren, sollte IC15 so aktiv
seinwie LIF. Auf Zellen mit gleicher Ausstattung, aber mit dem OSMR anstelle des LIFR, sollte
IC15 dagegen keine Aktivitat besitzen.

Bei der Verfolgung dieses Ansatzes traten erhebliche experimentelle Schwierigkeiten auf, die
letztlich eine Beantwortung der Hypothese im zeitlichen Rahmen dieser medizinischen Arbeit
verhinderten. Im Gegensatz zu IL-6 fallt IC15 bei der Expressionin E. coli nicht in Inclusionbodies
aus, was eine einfache Aufreinigung durch Waschen und Refolding der Inclusionbodies verhindert.
Stattdessen musste ein aufwendigerer Weg Uber chromatographische Verfahren gegangen werden
(vrgl. Kapitel 2.2.6). Dieses konnte erfolgreich bewdltigt werden. CD-spektrometrisch lief3 sich
zeigen, dass das hochgereinigte IC15 das typische Spektrum eines korrekt gefalteten tetrahelikalen
Zytokins enthdlt. In COS7-Zellen wurde die Expression der Chiméren CIR2 und CIR2Alg
erfolgreich demonstriert. Anschlief3end wurden BaF3-[gp130, LIFR]-Zellen entweder mit CIR2
oder CIR2Alg transfiziert und der V ersuch gemacht, erfolgreich transfizierte Zellen mit IC15 zu
selektionieren. Trotz zahlreicher Versuche gelang es nicht, BaF3-[gp130, LIFR, CIR2] oder
BaF3-[gp130, LIFR, CIR2Alg]-Zellen =zu etablieren. Als Alternative wurde eine
Triple-Transfektion von COS7-Zellen mit gpl30, LIFR und CIR2 bzw. CIR2AIg durchgefihrt. Ziel
war, das Zustandekommen aktiver Rezeptorkomplexe nach Stimulation mit 1C15 durch Nachweis
der Phosphorylierung der  ARezeptoren zu demonstrieren. Durch geeignete Variierung der zur
Transfektion verwandten DNA-Mengen der Rezeptoren bzw. Rezeptorkonstrukte konnten optimale
Transfektionsbedingungen gefunden werden, womit der experimentelle Teil dieser Arbeit
abgeschlossen wurde.

Riickblickend miissen zu dem hier skizzierten Ansatz einige kritische Anmerkungen gemacht
werden. In der Vergangenheit war die Herstellung von BaF/3-Zellen mit definierter Expression von
Rezeptoren bzw. Rezeptorchiméren der I1L-6-Familie sehr erfolgreich verfolgt worden. Allerdings
wurde hier immer nur entweder ein mutierter Ligand oder ein mutiertes Rezeptorkonstrukt
verwandt, wahrend in dieser Arbeit versucht wurde, ein mutiertes Rezeptorkonstrukt mit eéinem
neuen Ligandenkonstrukt zu selektionieren. Dies setzte stillschweigend voraus, dass beide neuen
Konstrukte funktionell intakt waren. Eine Vermutung die auch falsch sein kann. Daher kann der
genannte Fehlschlag Ausdruck funktionell inaktiver Mutanten sein. Ferner konnte in COS7-Zellen
zwar die Expression der Rezeptorkonstrukte nachgewiesen werden, Prasenz auf der Oberflache
wurde aber nicht formal nachgewiesen. Da sich somit ein positives, nicht jedoch ein negatives
Ergebnis interpretieren lasst, erscheint der experimentelle Ansatz rickblickend als
verbesserungswurdig.

Eine bessere Alternative bestiinde darin, IC15 als Fusionsprotein mit CIR2 bzw. CIR2  Alg analog
zur Konstruktion von Hyper-IL-6 (Fischer, et a., 1997) zu exprimieren. In Hyper-1L-6 ist IL-6 Uber
einen flexiblen Aminoséaurenlinker mit dem CBM des IL-6R verbunden. Ein solcher Ansatz
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umginge alle oben geschilderten Probleme. Wirde man ein solches Hyperkonstrukt aus IC15 und
CIR2 bzw. CIR2 Alg am C-terminus von |C15 mit einem Tag versehen, z.B. einem Protein C-Tag
(Schuster, et a., 2003), lief}e es sich einfach aus dem Uberstand von COS7-Zellen reinigen. Dieses
lieRe sich dann hinsichtlich Funktionalité direkt auf BaF3-[gpl30, LIFR]- bzw.
BaF3-[gp130, OSMR]-Zellen testen. Wére ein solches Konstrukt auf BaF3-[gp130, LIFR]-, nicht
aber BaF3-[gp130, OSMR]-Z€llen aktiv, liefe sich daraus schlief3en, dass eine Interaktion der
Doméne D2 des CNTFR mit der Ig-artigen Doméne des OSMR zu funktioneller Inaktivitét flhrt.
Man konnte dann noch ein neues Konstrukt klonieren, bei dem, bis auf die die AB-Schleife von
IC15 kontaktierenden Bereiche der Domane D2 des CNTFR, alle anderen Aminosauren des
-Rezeptorteils vom IL-6R  stammen  wirden. Wéare dies dann wieder auf
BaF3-[gp130, OSMR]-Zellen aktiv, hétte man ein starkes Argument fir die Hypothese, dass die
Sperzifitét der Interaktion von Site-111 des Zytokins mit der Ig-artigen Domane des  ARezeptors bei
den Zytokinen der IL-6-Familie, die einen ©-Rezeptor zur Induktion eines aktiven
Rezeptorkomplexes bendtigen, auch Uber den Kontakt zwischen der Domane D2 des  -Rezeptors
und der Ig-artigen Doméne des ARezeptors bestimmt wird.



Zusammenfassung - 66 -

5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zum besseren Verstandnis der komplexen Interaktionen
zwischen Zytokinen und Rezeptoren Interleukin-6-artiger Zytokine leisten.

Ausgangspunkt fir die experimentellen Arbeiten waren die zuvor beschriebenen Designerzytokine
IC5und IC7. Bei diesen war die Glykoprotein 130 (gp130)-bindende Site-111 von Interleukin-6
ganz bzw. teillweise durch das entsprechende Leukemia Inhibitory Factor-Rezeptor
(LIFR)-Bindungsepitop von Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) ersetzt worden. Hierdurch waren
neue Zytokine entstanden, die ihre Bioaktivitét nun nicht mehr Uber ein Homodimer aus gp130,
sondern Uber ein Heterodimer aus gpl130 und LIFR entfalten. Eine mogliche Aktivierung des
Oncostatin M-Rezeptors (OSMR) durch IC7, das heifdt ein Verlust der Spezifitét fir den LIFR, war
bidlang nicht untersucht worden.

Das uberraschende Ergebnis dieser Arbeit ist, dass das LIFR-Bindungsepitop von CNTF nach
Ubertragung auf ein IL-6-Gerlist in dem Designerzytokin IC7 in der Lage ist, eine Aktivierung des
OSMR auf humanen HepG2-Zellen zu induzieren. Experimente mit BaF/3-[gpl30, IL-6R,
OSMR]-Zéellen, einer neu generierten Zelllinie, die neben gpl30 und IL-6R zusétzlich den
OSM-Rezeptor exprimiert, bestétigten den initialen Befund. Zusétzlich fand sich, dassdiein einer
fruheren Arbeit auf BaF/3-[gpl30, IL-6R, LIFR]-Zellen beschriebene ca. 100-fach stérkere
Aktivitét von IC7 gegentiber IC5 auf BaF/3-[gp130, IL-6R, OSMR]-Zellen verschwindet. Der
Verlauf der Aktivitatskurven spricht fur einen relativen Aktivitésverlust von 1C7 auf
BaF/3-[gp130, IL-6R, OSMR]-Zellen. Allerdings erreichen beide Zytokinchiméren in htherer
Dosierung die gleiche Aktivitéat und sogar eine Uberschieflfende ,, Supramaximal aktivitét”.

Anhand der geldsten 3-D-Struktur des IL-6/1L-6R-K omplexes wurde folgende Hypothese fir das
verdnderte Verhalten der Site-111 aufgestellt: Durch eine Interaktion zwischen der Doméne D2 des
Interleukin-6-Rezeptors (IL-6R) und einem Teil der zur Site-| gehdrenden AB-Schleife von IL-6
kommt es zu einer Stabilisierung derselben. Dies ermoglicht die Interaktion zwischen Site-ll1, die
ebenfalls zum Teil aus der AB-Schleife besteht, und der |g-Doméne des B-Rezeptors. Diesist
maoglicherweise Voraussetzung fur eine Bindung zwischen der Doméne-2 des a-Rezeptors und der
Ig-artigen Doméne des B-Rezeptors. Insgesamt konnte eine Interaktion der Doméne-2 des
a-Rezeptors mit der Ig-artigen Doméne des -Rezeptors bei alen Interleukin-6-artigen Zytokinen,
dieeinen o-Rezeptor zur Signaltransduktion bendtigen, Einfluld auf die Spezifitéat der Site-l1l
haben.

Zum AbschluR dieser Arbeit wurden die experimentellen Grundlagen zur Uberpriifung dieser
Hypothese durch die Konstruktion des Designerzytokins IC15 sowie die Rezeptorchiméren CIR2
und CIR2AIg gelegt. IC15 besitzt im Unterschied zu IC7 die komplette AB-Schleife von CNTF. In
den Rezeptorchiméren sind die Doménen D1 und D2 des IL-6R durch die Doménen D1 bzw. D1
und D2 des CNTFR ersetzt. Auf Zellen, die gp130 und LIFR sowie eine der Rezeptorchiméren
exprimieren, sollte IC15 so aktiv sein wie LIF. Auf Zellen mit gleicher Ausstattung, aber mit dem
OSMR anstelle des LIFR, sollte IC15 dagegen keine Aktivitét besitzen. IC15 wurdein E. coli
exprimiert, gereinigt und durch Circular Dichroism die strukturelle Integritdt nachgewiesen. Fur die
Rezeptorchiméren CIR2 und CIR2AIg wurden, as Basis fur weiterfiihrende Experimente, optimale
Expressionsbedingungen ermittelt und gezeigt, dass sich diese auch in Kombination mit den
signaltransduzierenden Untereinheiten gp130 und LIFR in Zellen exprimieren lassen.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse tragen zu enem besseren Verstdndis der
Rezeptor-Liganden-Interaktion bei und sollen somit langfristig zur Entwicklung spezifischer
Agonisten bzw. Antagonisten Interleukin-6-artiger Zytokine beitragen. Angesichts der Vielzahl
menschlicher Erkrankungen, bei denen Interleukin-6-artige Zytokine eine entscheidende Rolle
spielen, hétte eine Modulation der Zytokinwirkungen ein erhebliches therapeutisches Potenzial .
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