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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die IL-6-Typ-Zytokine: Eigenschaften, Rezeptorkomplexe, Signal-

transduktion

1.1.1 Zytokine

Eigenschaften von Zytokinen [1]

Zytokine sind kleine, in der Regel sezernierte Proteine, von denen einige jedoch auch als
membranstindige Varianten vorkommen konnen. Sie werden von vielen verschiedenen
Zelltypen in nahezu jedem Gewebe hergestellt. Zytokine dienen der Kommunikation
zwischen Zellen und regulieren hierbei die Immunantwort, Entziindungsprozesse und die
Bildung und Reifung der Blutzellen (Himatopoese). Als Antwort auf Stimuli werden die
entsprechenden Zytokine de novo produziert. Sie werden oft durch N- und/oder O-
Glykosylierung und intramolekulare Disulfidbriicken stabilisiert. Zytokine wirken im
Allgemeinen iiber kurze Distanzen und kurze Zeitintervalle in sehr niedrigen Konzentrationen
(nano- bis picomolar). Sie beeinflussen Zellen durch Bindung an spezifische
Membranrezeptoren, welche in den Zellen Signalkaskaden auslosen, die zu einem verdnderten
Profil der Genexpression flihren. Diese verdnderte Genexpression 16st zum Beispiel eine
Steigerung oder Verringerung der Expression von Membranrezeptoren aus, flihrt zur

Zellproliferation, Differenzierung oder zur Sekretion von Effektormolekiilen.

Zytokine konnen auf die Zellen wirken, von denen sie sezerniert werden oder auf
Nachbarzellen des gleichen Zelltyps (autokrine Wirkung), auf Nachbarzellen eines anderen
Zelltyps (parakrine Wirkung) oder auch auf weiter entfernte Zellen (endokrine Wirkung). In
ithrer rdumlichen Beziehung zwischen Entstehungs- und Wirkungsort unterscheiden sich die
Zytokine weitestgehend von den glanduliren Hormonen, wie Schilddriisen- oder
Steroidhormonen. Die Hormone werden in Driisen von wenigen spezialisierten Zellen
hergestellt und wirken fast ausschlieBlich endokrin, sie beeinflussen also nach Verbreitung

uber den Blutkreislauf weit entfernte Zielzellen.

Es ist moglich, dass verschiedene Zelltypen das gleiche Zytokin produzieren. Des Weiteren
kann ein bestimmtes Zytokin mehrere verschiedene Zelltypen stimulieren und dort
unterschiedliche Reaktionen auslosen. Diese Eigenschaft wird als Pleiotropie bezeichnet.

Manchmal sind die Aktivititen der Zytokine redundant, was bedeutet, dass &hnliche
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Zellantworten von verschiedenen Zytokinen induziert werden. Zytokine werden oft in einer
Kaskade produziert; ein Zytokin kann in seiner Zielzelle die Produktion weiterer Zytokine
induzieren. Dariiber hinaus konnen zwei oder mehr Zytokine synergistisch oder

antagonistisch auf Zellen wirken.

Biologische Wirkungen der Zytokine auf ihre Zielzellen

Die vielfiltigen, biologischen Wirkungen von Zytokinen konnen in drei Hauptbereiche

unterteilt werden:

e Regulation der angeborenen Immunantwort durch  Koordination von
Entziindungsreaktionen des Organismus. Hierbei aktivieren die Zytokine Phagozyten,
induzieren die Synthese von Akut-Phase-Proteinen und fiihren zur Permeabilisierung
des Endothels.

e Regulation der adaptiven Immunantwort auf bakterielle oder virale Infektionen. Hier
steuern die Zytokine die Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von B- und T-
Zellen.

e Kontrolle der Hématopoese, wobei die Zytokine die Entwicklung und Reifung
unterschiedlicher Blutzellen aus hdmatopoetischen Stammzellen vermitteln.

Daneben haben Zytokine wichtige Funktionen bei der Steuerung der Emryonalentwicklung

und der Fertilitét.

Klassifizierung der Zytokine

Zytokine sind anhand verschiedener Merkmale klassifiziert worden. Sie wurden aufgrund
ihrer biologischen Wirkungen den pro- oder anti-inflammatorischen Zytokinen zugeordnet.
Weiterhin wurden sie hinsichtlich ihrer Rezeptoren oder ihrer drei-dimensionalen Struktur
eingeteilt. Bazan [2] hat als erster die Zytokine, die eine Vier-Helix-Biindelstruktur
aufweisen, zu einer Familie zusammengefasst. Eine Vier-Helix-Biindelstruktur ist
charakterisiert durch vier in einem Biindel angeordnete a-Helices, bezeichnet mit A, B, C und
D, die durch Polypeptid-Schleifen in einer auf-auf-ab-ab Topologie miteinander verbunden
sind. Die Mitglieder dieser Familie wurden spéter in kurz- und langkettige Vier-Helix-
Biindel-Zytokine unterteilt [3]. Zu der letztgenannten Gruppe zdhlen neun Zytokine, die die
Rezeptor-Untereinheit Glycoprotein (gp) 130 zur Signaltransduktion verwenden und als
»1L-6-Typ-Zytokine“ [4] bezeichnet werden (Abb. 1). Da im Mittelpunkt der vorliegenden
Arbeit die Hemmung zweier IL-6-Typ-Zytokine, ndmlich Interleukin-6 (IL-6) und leukemia
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inhibitory factor (LIF), steht, wird im Folgenden ndher auf die Gruppe der IL-6-Typ-Zytokine

eingegangen.

1.1.2 IL-6-Typ-Zytokine

Struktur und Wirkungen

Die Familie der IL-6-Typ-Zytokine umfasst neun Polypeptide mit einer GroBle von etwa 20-
45 kD [4]. Hierzu zdhlen: IL-6, nach dem die Familie benannt wurde, IL-11, IL-27 [5], LIF,
Oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF), -cardiotrophin-1 (CT-1),
cardiotrophin-like cytokine (CLC), [6], und Neuropoetin (NP) [7]. Alle Zytokine dieser
Gruppe nutzen die Rezeptor-Untereinheit Glykoprotein 130 (gp130) zur Signaltransduktion
[8, 9]. Die meisten IL-6-Typ-Zytokine sind sekretorische Proteine, die mit N-terminalen
Signalpeptiden synthetisiert werden. Die Tertidrstrukturen von LIF [10], CNTF [11], OSM
[12] und IL-6 [13, 14] sind mittels Rontgenstrukturanalyse oder NMR Spektroskopie
aufgeklart worden. Die Wirkungen der IL-6-Typ-Zytokine konnen sowohl pro- als auch anti-
inflammatorisch sein. Die IL-6-Typ-Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Akut-Phase-
Reaktion, der Immunabwehr, der Himatopoese, der Regeneration von Leber und Neuronen,

der Embryonalentwicklung und der Fertilitét [15].

Interleukin-6

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, das viele verschiedene biologische Funktionen bei der
Immunregulation, Himatopoese, Entziindung, Wundheilung, dem Knochenmetabolismus und
der Onkogenese ausiibt. Es wird bei Infektionen und Verletzungen von unterschiedlichen
Zelltypen sezerniert, nimlich von Makrophagen, Monozyten, Kupffer-Zellen, Neutrophilen,
Mastzellen, B- und T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, vaskuldren, glatten
Muskelzellen, Osteoblasten und intestinalen Epithelzellen [16]. IL-6 kann sowohl pro- als
auch anti-inflammatorisch wirken. Es ist der wichtigste Mediator bei der Induktion der
Genexpression der Akut-Phase-Proteine, fiihrt zur Differenzierung von B-Zellen zu Plasma-

Zellen [17] und hat viele weitere Funktionen.

Es spielt dariiber hinaus eine wichtige Rolle bei akuter Sepsis, chronisch-entziindlichen
Erkrankungen, wie rheumatoider Arthritis und Morbus Crohn, sowie bei
Autoimmunkrankheiten (z. B. multiple Sklerose), Krebserkrankungen (z. B. multiples

Myelom) und der Castleman-Erkrankung [18, 19].
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Leukemia inhibitory factor

LIF wurde entdeckt, gereinigt und kloniert aufgrund seiner Fahigkeit, die Differenzierung der
Monozyten-Zelllinie M1 in vitro zu reifen Makrophagen zu induzieren [20, 21]. Spéter wurde
gezeigt, dass LIF eine Vielzahl von Funktionen in unterschiedlichen Zell-Typen ausiibt, z.B.
in Adipozyten, Hepatozyten, Megakaryozyten, Neuronen und Osteoblasten [22]. Des
Weiteren verhindert LIF die Differenzierung von embryonalen Stammzellen [23, 24]. LIF
spielt darliber hinaus eine wichtige Rolle bei der Implantation von Embryonen. Miuse, in
denen das LIF-Gen deletiert ist, sind nicht dazu féhig, ihre ansonsten normal entwickelten

Blastozysten zu implantieren [25].

1.1.3 Die Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine

Die verschiedenen Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine

IL-6-Typ-Zytokine wirken auf ihre Zielzellen durch die Bindung an spezifische Rezeptoren
auf der Zelloberfliche. Diese Rezeptoren gehoren zu den Typ-I-Membranproteinen, die durch
einen extrazelluliren N-Terminus, ecine einzelne Transmembrandomidne und einen
zytoplasmatischen C-Terminus gekennzeichnet sind. Eine Ausnahme bildet der CNTF-
Rezeptor, der mit der Plasmamembran durch einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker
verbunden ist [26]. Alle Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine gehdren zur Familie der
hidmatopoetischen Zytokinrezeptoren. Die Rezeptoren dieser Familie besitzen mindestens ein
Zytokin-bindendes Modul (cytokine binding module, CBM, [27]), das aus zwei Fibronektin-
Typ-IlI-dhnlichen Dominen (FNIII-Domédnen) besteht. Die N-terminale FNIII-Doméne
enthdlt vier konservierte Cystein-Reste, wihrend die C-terminale FNIII-Doméne ein
WSXWS-Motiv besitzt [2]. Fast alle Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine weisen eine
Immunglobulin (Ig)-dhnliche Domine auf, die entweder an ihren N-Termini oder, im Falle
des LIFR und des OSMR, zwischen den beiden CBMs lokalisiert ist. Das N-terminale CBM
des OSMR ist allerdings unvollstindig. Die signaltransduzierenden Rezeptoren besitzen
zusitzlich drei membran-proximale FNIII-Doménen. Zusétzlich gibt es nicht-
signaltransduzierende Rezeptoren, die als a-Rezeptoren bezeichnet werden. Sie binden an
bestimmte  Zytokine, welche dadurch erst eine Bindungsaffinitit zu ihren
signalweiterleitenden Rezeptoren erlangen. Verglichen mit den nicht-signalisierenden
a-Rezeptoren haben die signalweiterleitenden Rezeptoren einen bedeutend lédngeren

zytoplasmatischen Teil, der ihre Funktion in der Signaltransduktion widerspiegelt (Abb. 1).

Da gp130 gemeinsamer Bestandteil aller Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine ist [8],

iiberschneiden sich die biologischen Wirkungen der verschiedenen Familienmitglieder [4].
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Unterschiede werden jedoch durch die zusétzliche Rekrutierung spezifischer Rezeptorketten
vermittelt (Abb. 1). IL-6 und IL-11 signalisieren iiber ein gpl30-Homodimer [28, 29],
wiahrend CNTF, LIF, CT-1, CLC und NP ein Heterodimer aus gp130 und LIFR rekrutieren.
IL-27 nutzt ein Heterodimer aus gp130 und WSX-1 zur Signaltransduktion und OSM hat die
besondere Eigenschaft, im humanen System sowohl iiber ein gp130/OSMR-Heterodimer als
auch tiiber ein gpl30/LIFR-Heterodimer signalisieren zu konnen. Murines OSM kann
hingegen nur das Rezeptorheterodimer aus gp130 und OSMR nutzen. Im Falle von IL-6,
IL-11, CNTF, CLC und NP muss das entsprechende Zytokin an einen spezifischen o-
Rezeptor binden, bevor ein Komplex mit den signalisierenden Rezeptorketten gebildet
werden kann. Die nicht-signalisierenden a-Rezeptoren sind IL-6-Rezeptor a (IL-6Ra) fiir IL-
6 [30], IL-11Ra fiir IL-11 [31], und CNTFRa fiir CNTF [26], CLC und NP [7]. Obwohl
gp130 ubiquitér exprimiert wird, reagieren nur wenige Zellen auf eine Stimulation mit einem
bestimmten IL-6-Typ-Zytokin. Das liegt daran, dass nur bestimmte Zelltypen die anderen
Rezeptoruntereinheiten exprimieren und die Expression dariiber hinaus stark reguliert werden
[15]. Die membrangebundenen a-Rezeptoren konnen jedoch durch l6sliche Formen ersetzt
werden, die proteolytisch durch so genanntes shedding [32] oder durch Translation alternativ

gespleifiter mRNS entstehen [33].

gpl30 gpl30 gpl30 gpl30
gpl30 LIFR OSMR WSX-1

A N
r '
IL-6 IL-11 LIF CT-1 CNTF NP CLC

A

o
Abb. 1: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine

a

ol
O

IL-6-Typ-Zytokine signalisieren iiber verschiedene Kombinationen aus gpl30 und LIFR,

OSMR, WSX-1, oder einem weiteren gpl30-Molekiil. Signalisierende Rezeptoren sind farbig,

nicht signalisierende Rezeptoren sind grau dargestellt. Erlduterungen siehe Text (verdndert

nach [15]).

o
gpl13
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Strukturen ausgewdhlter Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine

Da sich die vorliegende Arbeit mit den Rezeptorkomplexen der Zytokine IL-6 und LIF
befasst, werden nun die Rezeptoren genauer dargestellt, aus denen diese Komplexe bestehen.
Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, setzt sich der Rezeptorkomplex fiir IL-6 aus
IL-6Ro und gp130 zusammen, wihrend LIF tiber LIFR und gp130 signalisiert. In Abb. 2 sind

die Doménenstrukturen dieser drei Rezeptoren dargestellt.

IL-6Ra gp130 LIFR
CBM{ b1
D2
igp L D1 D1 D3
D2 D2 D4
CBM
D3 D3 D5
P D4 D6
Ik
sta PN o D5 D7
FNI o D6 D8
™ =
cT

Abb. 2: Domanenstrukturen von IL-6Rea, gp130 und LIFR

Diinne Querstriche reprdsentieren Cysteinbriicken, dicke Querstriche ein WSXWS-Motiv. IgD
= Immunglobulin-dhnliche Domdne, CBM = Zytokin-bindendes Modul, stalk = nicht
strukturierte Region des IL-6Ra, die das CBM mit der Membran verbindet, TM =
Transmembranregion, CT = zytoplasmatischer Teil, FNIII = Fibronektin-Typ-1ll-dhnliche
Domdne.

IL-6Ra besitzt eine N-terminale Ig-dhnliche Doméne (Abb. 2), der ein CBM folgt. Das CBM
ist iiber die nicht strukturierte so genannte stalk-Region mit der Transmembrandomine
verbunden. Der zytoplasmatische Teil des IL-6Ra ist verglichen mit gp130 und LIFR sehr
kurz. gp130 dhnelt strukturell dem IL-6Ra, mit dem Unterschied, dass gp130 statt der stalk-
Region drei FNIII-Doménen besitzt [34]. Der LIFR unterscheidet sich von gp130 durch ein
zusétzliches N-terminales CBM und durch das Fehlen einer Cysteinbriicke in der N-

terminalen Doméne des C-terminalen CBM (in D4 des LIFR).
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Interaktionen zwischen IL-6-Typ-Zytokinen und ihren Rezeptoren

Mutagenese-Studien an IL-6, CNTF und LIF (reviewed in [35, 36]) haben gezeigt, dass IL-6-
Typ-Zytokine verschiedene Rezeptorbindungsstellen besitzen, die sites I, I und III genannt
werden. Die IL-6-Typ-Zytokine konnen in solche unterteilt werden, die alle drei (I, II, III)
oder nur zwei (II, III) Rezeptorbindungsstellen enthalten. Sife I vermittelt die Bindung eines
spezifischen a-Rezeptors, wihrend site 11 die universelle gp130-Bindungsstelle aller IL-6-
Typ-Zytokine zu sein scheint. Je nach Zytokin wird die site Il fiir die Rekrutierung von
LIFR, OSMR oder eines zweiten gp130-Molekiils genutzt [4].

Der IL-6-Rezeptorkomplex

IL-6 besitzt alle drei Rezeptorbindestellen (Abb. 3A, [36]). Der losliche IL-6-
Rezeptorkomplex besteht aus jeweils zwei Molekiilen IL-6, IL-6Ra und gp130, wie durch
Rontgenstrukturanalyse des Komplexes aus humanem IL-6, dem CBM des humanen IL-6Ra
und der Ig-dhnlichen Domine und dem CBM von gp130 belegt wurde (Abb. 3C-D, [37]).
IL-6 bindet zuerst iiber seine site 1 [38] an IL-6Ra, wobei die Bindungsaffinitit zwischen
IL-6 und IL-6Ra 9 nM betrdgt [37]. Diese Bindung ist Vorraussetzung fiir die folgende
Bindung des Komplexes aus IL-6 und IL-6Ra an gp130. IL-6 alleine bindet nicht an gp130.
Dagegen hat der Komplex aus IL-6 und IL-6Ra hat eine hohe Bindungsaftinitit zu gp130 (Kp
= 3 nM, [37]); dies bedeutet, dass der Aufbau des IL-6-Rezeptorkomplexes kooperativ
abliuft. Bei der Ausbildung des IL-6-Rezeptorkomplexes rekrutieren zwei IL-6/IL-6Ra-
Komplexe zwei gp130-Molekiile. Hierbei interagiert das CBM eines gp130-Molekiils mit der
site 11 eines IL-6-Molekiils, die Ig-dhnliche Doméne desselben gp130-Molekiils bindet an das
andere IL-6-Molekiil iiber dessen site III [37, 39]. Das zweite gpl30-Molekiil lagert sich
spiegelbildlich zum ersten iiber die freien sifes II und III der IL-6/IL-6Ra-Komplexe an.
Wihrend die site I nur aus einem Bindungsepitop besteht, sind die sites Il und III aus je zwei
Bindungsepitopen zusammengesetzt. Site II besteht aus dem Bindungsepitop Ila, das
zwischen IL-6 und dem CBM von gpl30 liegt, und dem Bindungsepitop IIb, das sich
zwischen D3 von gpl30 und D3 von IL-6Ra ausbildet. Die site III ist aus dem
Bindungsepitop Illa, das zwischen IL-6 und der Ig-dhnlichen Doméne (D1) von gp130 liegt,
und dem Bindungsepitop IlIb, das sich zwischen der D1 von gp130 und der D2 von IL-6Ra
ausbildet, zusammengesetzt. Folglich ergibt sich die in Abb. 3B dargestellte Struktur:
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L \NC D)/ |

IL-6Ra | IL-6Ra
gp130

gpl30
Abb. 3: Raumliche Struktur von IL-6 und dem IL-6-Rezeptorkomplex
(A) Raumliche Struktur von IL-6 mit Rezeptorbindestellen /157

(B) Raumliche Struktur des IL-6-Rezeptorkomplexes mit Darstellung der zusammen-
gesetzten Rezeptorbindestellen, 42 = human, C-term = C-Terminus [37], nur die Liganden-
bindenden Domdnen von IL-6R a und gp130 sind gezeigt

(C) Vereinfachte Darstellung der raumlichen Struktur des membranstandigen IL-6-
Rezeptorkomplexes in Anlehnung

Einzelne Domdnen von IL-6R« sind in orange dargestellt, einzelne Domdnen von gpl30 in
blau.

(D) Modell des loslichen IL-6-Rezeptorkomplexes nach Rontgenstrukturanalyse /37

Der LIF-Rezeptorkomplex

LIF besitzt nur zwei Rezeptorbindestellen, namlich sifes II und III. Es rekrutiert gp130 und
LIFR und bildet einen heterotrimeren Rezeptorkomplex aus, wie durch Gelfiltration, native
Gelelektrophorese, Sedimentations-Gleichgewicht-Analyse, Oberflichen-Plasmonresonanz-

Spektroskopie und chemisches cross-linking gezeigt wurde [40]. LIF besitzt sowohl eine
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Bindeaffinitit fiir gp130 als auch fiir den LIFR. Aber erst durch Bindung von LIF an beide
Rezeptorkomponenten bildet sich ein hoch-affiner Rezeptorkomplex aus. Mittels
Rontgenstrukturanalyse wurde gezeigt, dass im Falle von gp130 das CBM zur Bindung von
LIF ausreicht [41]. In der Literatur wird jedoch kontrovers diskutiert, welche Doménen des
LIFR fiir die Bindung von LIF notwendig sind. Laut zwei Studien [42, 43] sind die Doménen
DI-D5 des LIFR (Abb. 2) zur Bindung von LIF notwendig, wihrend eine andere Studie
besagt, dass das N-terminale CBM und die Ig-dhnliche Doméne des LIFR zur Ausbildung
eines funktionellen LIFR-Komplexes ausreichen [44]. Im Gegensatz dazu nehmen He und
seine Mitarbeiter an, dass LIF nur an die Ig-dhnliche Doméne und das C-terminale CBM des
LIFR bindet, und dass das N-terminale CBM fiir die Bindung und Signalweiterleitung von
CNTF benotigt wird [45, 46]. In einer weiteren Studie wird vorgeschlagen, dass LIF nur die
Ig-dhnliche Doméne des LIFR bindet [41]. Welche These hiervon am ehesten zutrifft, ist

nicht bekannt.

Bei der Interaktion zwischen LIF und LIFR gibt es einen ungewo6hnlichen Fall der cross-
Reaktivitdt zwischen verschiedenen Spezies. Wiahrend humanes LIF (hLIF) den humanen
LIFR (hLIFR) mit einer Bindungsaffinitit von 600-2000 pM bindet, bindet es an den murinen
LIFR (mLIFR) mit einer sehr viel hoheren Affinitdt von 10-20 pM. Dieses Phdnomen wird

hauptséchlich von der Ig-dhnlichen Doméne vermittelt [42].

1.1.4 Signaltransduktion der IL-6-Typ-Zytokine Uber den JAK-STAT-Signalweg

Die Bindung eines Zytokins an seinen Rezeptorkomplex induziert die Aktivierung der
Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen (JAKs). Diese phosphorylieren daraufhin bestimmte
Tyrosinreste in den zytoplasmatischen Doménen der Rezeptoren, wodurch Bindungsstellen
fiir zytoplasmatische Proteine, wie Transkriptionsfaktoren oder Adapterproteine entstehen.
Diese Proteine binden darauthin iiber ihre PTB- oder SH2-Doménen an die phosphorylierten
Tyrosine der Rezeptoren. Eine besondere Bedeutung haben hierbei Transkriptionsfaktoren der
STAT (signal transducer and activator of transcription)-Familie. STATs werden nach
Rezeptorbindung von den JAKSs phosphoryliert, 16sen sich von den Rezeptoren ab, bilden
Homo- oder Heterodimere und wandern in den Zellkern. Dort aktivieren sie zusammen mit

weiteren Faktoren bestimmte Zielgene (Abb. 4).
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Abb. 4: Der JAK-STAT-Signaltransduktionsweg am Beispiel von IL-6

Nach Ausbildung des hexameren IL-6-Rezeptorkomplexes werden JAKs phosphoryliert, die
Tyrosinreste im zytoplasmatischen Teil von gp130 phosphorylieren. STAT3 bindet mit seiner
SH?2 (src-homology 2)-Domdne an spezifische Phospho-Tyrosine des gpl30 und wird von
JAK I phosphoryliert. Dies fiihrt zur Ablosung und Dimerisierung von STAT3. STAT3-Dimere
wandern in den Zellkern und induzieren die Expression bestimmter Gene (abgewandelt nach

[4]).

1.2 Hemmung von IL-6-Typ-Zytokinen: Inhibitoren fur Anti-Zytokin-

Therapien

1.2.1 Dysreguliertes IL-6 kann chronische Entzindungen und Krebserkrankungen

verursachen

Im vorherigen Teil wurden die vielfiltigen Funktionen der Zytokine im gesunden Organismus
beschrieben. Wenn Zytokine jedoch unkontrolliert exprimiert werden, kann dies verschiedene
Krankheiten verursachen. Eine Fehlregulation der IL-6-Signaltransduktion spielt eine
entscheidende Rolle bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen (z. B. rheumatoide Arthritis,
Morbus Crohn), post-menopausaler Osteoporose, akuter Sepsis, koronarer Herzerkrankung
und multipler Sklerose. Dariiber hinaus wirkt IL-6 als Wachstumsfaktor fiir Tumorzellen (z.B.

beim multiplen Myelom und beim Prostatakarzinom). Wegen seiner Verwicklung in eine
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solche Vielzahl von Erkrankungen ist IL-6 ein Zielprotein von Anti-Zytokin-Therapien

geworden.

1.2.2 Anti-Zytokin-Therapien

Bei Anti-Zytokin-Therapien werden die Zytokine, die fiir die Aufrechterhaltung einer
Krankheit verantwortlich sind, neutralisiert und so deren Rezeptorbindung und
Signalweiterleitung verhindert. Um dies zu erreichen, wurden bereits mehrere Methoden

angewendet:

e Mutierte Zytokine, die als Rezeptorantagonisten wirken
e Monoklonale Antikorper, die Interaktionen zwischen Rezeptor und Zytokin blockieren
e Inhibitoren mit geringer Molmasse (sehr vorteilhaft, aber schwierig herzustellen)

e |osliche Zytokinrezeptoren

Sehr erfolgreich ist bisher die Anwendung ldslicher Zytokinrezeptoren in Anti-Zytokin-
Therapien. Losliche Zytokinrezeptoren bestehen nur aus der Ektodoméne des Rezeptors und
besitzen keine Transmembran- und zytoplasmatische Domine. Sie binden das entsprechende
Zytokin mit der gleichen Affinitidt und Spezifitit wie die membranstdndigen Rezeptoren. Bei
der Behandlung von chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis war
der Einsatz eines dimeren, 10slichen TNF-Rezeptors zur Neutralisierung erhdhter TNF-
Konzentrationen ein Durchbruch auf diesem Gebiet [47].

Es wurde bereits versucht, IL-6 mit Rezeptorantagonisten oder neutralisierenden Antikérpern
zu hemmen, was in einigen Fillen gelang [48, 49]. Eine Behandlung, die auf der Hemmung
von IL-6 durch 16sliche Rezeptoren basiert, konnte eine weitere Therapie-Moglichkeit fiir die
Patienten werden, die auf die bisher entwickelten Inhibitoren nicht reagiert haben. IL-6 mit
16slichen Rezeptoren zu hemmen, stellt eine Herausforderung dar, weil sein Rezeptorkomplex

aus zwei unterschiedlichen Rezeptoren mit unterschiedlichen Affinititen zu IL-6 besteht.

1.2.3 Die loslichen Rezeptoren soluble IL-6Ra (SIL-6Ra) und soluble gp130 (sgpl130)

wirken antagonistisch auf die IL-6-Rezeptoraktivierung

Die Aktivierung des IL-6-Rezeptorkomplexes erfolgt in zwei Schritten (Abb. 5A). Zuerst
bindet IL-6 mit geringer Affinitdt an den IL-6Ra, danach rekrutieren je zwei Komplexe aus
IL-6 und IL-6Ra zwei gp130-Molekiile, wobei ein hoch-affiner, hexamerer Rezeptorkomplex

aufgebaut wird.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Aktivierung des IL-6-Rezeptorkomplexes und deren
Beeinflussung durch sIL-6R e, sgp130 und die Kombination aus sIL-6Rea und sgp130

(A) Die Aktivierung des IL-6-Rezeptorkomplexes erfolgt in zwei Schritten
(B) sIL-6Ra wirkt agonistisch auf die Aktivierung des IL-6-Rezeptorkomplexes
(C) sgp130 hemmt die Aktivierung des IL-6-Rezeptorkomplexes nur schwach

(D) sIL-6Rc und sgpl130a zusammen wirken antagonistisch auf die Aktivierung des IL-6-
Rezeptorkomplexes (verdndert nach [50])
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Zugabe von sIL-6Ra zu IL-6 wirkt agonistisch auf die Rezeptoraktivierung (Abb. 5B, [51]),
denn sIL-6Ra bindet IL-6 bereits in Losung. Zusammen mit IL-6 kann sIL-6Ra als Koligand
angesehen werden, der den membranstindigen IL-6Ra ersetzen kann. Ldsliches gpl130
hingegen wirkt sehr schwach antagonistisch auf die IL-6-Rezeptoraktivierung (Abb. 5C,
[52]), da es IL-6 nicht abfangen kann. Die geringe antagonistische Wirkung von sgp130 wird
in Anwesenheit von sIL-6Ra um ein Vielfaches erhoht (Abb. 5D, [53]).

Sowohl sIL-6Ra [33, 54] als auch sgp130 [52, 53] kommen in hohen Konzentrationen im
menschlichen Blut vor (etwa 50 bzw. 300 ng/ml). Hier konnen sie als natiirliche IL-6-

Inhibitoren wirken, die systemische IL-6-Antworten unterdriicken [53].

1.2.4 Klonierung des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP (1L-6-Rezeptor-Fusionsprotein) aus den
Liganden-bindenden Domanen von gp130 und IL-6Ra

Um durch sgpl130 neutralisiert zu werden, muss IL-6 also erst an sIL-6Ro binden. Ein
Fusionsprotein aus gp130 und sIL-6Ra wiirde demnach sicherstellen, dass der agonistische
Komplex aus sIL-6Ra und IL-6 sofort neutralisiert wird. Daher wurde in unserer Gruppe das
Fusionsprotein IL-6-RFP kloniert, dass aus den Liganden-bindenden Doménen von gp130
(D1-D3) und sIL-6Ra (D2-D3) besteht, die iiber den linker stalk-49 miteinander verbunden
wurden (Abb. 6, [55]). Der linker stalk-49 ist ein kurzes, flexibles Fragment des
extrazelluldren, membran-proximalen Teils von IL-6Ra, das 49 Aminosduren umfasst. Eine
andere Gruppe zeigte zeitgleich mit unserer, dass durch die Fusion der beiden 16slichen
Rezeptoren sIL-6Ro und sgpl30 iiber den Fc-Teil von Antikorpern ein potenter IL-6-
Antagonist hergestellt werden kann [56].

IL-6-RFP

] 325 367 588 598

21| o2 | D3 [ b2 | b3 |5
gpl30 linker IL-6Ra

Abb. 6: Schematische Darstellung der Struktur des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP (Details siehe
Text)

In unserer Gruppe wurde bereits gezeigt, dass IL-6-RFP ein hoch-potenter IL-6-Inhibitor ist,
der nicht die Bioaktivitdt des nahe verwandten Zytokins IL-11 hemmt [55]. IL-11 signalisiert
ebenfalls iiber ein gpl30-Homodimer, wobei IL-11 vorher jedoch an sIL-11Ro bindet.

Dartiber hinaus wurde die Wirkungsweise von IL-6-RFP noch nicht ausreichend untersucht.
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Eine genauere biochemische Charakterisierung von IL-6-RFP wird in der vorliegenden Studie

vorgestellt.

1.25 Hemmung von Zytokinen, die ihren Rezeptorkomplex nur Gber die
Rezeptorbindestellen 11 und 111 binden

Mit IL-6-RFP wurde ein Inhibitor geschaffen, der ein Zytokin bindet, das seine Rezeptoren
tiber alle drei Rezeptorbindestellen (sites I, II und III) rekrutiert. Viele Zytokine, unter
anderem aus der IL-6-Typ Zytokinfamilie, signalisieren jedoch iiber ein Rezeptor-
Heterodimer, welches nur {iber die sifes Il und III der Zytokine gebunden wird. Sie besitzen
keinen zu IL-6Ra analogen a-Rezeptor und scheinen deshalb auch keine site 1 aufzuweisen.
Zu diesen Zytokinen gehoren LIF, IL-27, GCSF, IL-12, IL-23, OSM, Leptin and IL-31 [57].
Wie diese Zytokine mit Hilfe von fusionierten, loslichen Rezeptoren gehemmt werden
konnen, ist noch nicht bekannt. Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit der

Herstellung dieser Inhibitoren, die wir site I1/I1I-Inhibitoren nennen.

1.3 Zielsetzungen dieser Arbeit

1.3.1 Biochemische Charakterisierung des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP

Es wurde bereits von Ancey et al. [55] gezeigt, dass IL-6-RFP ein hoch-potenter IL-6-
Inhibitor ist, der die Bioaktivitit von IL-11 nicht hemmt. Wéhrend die Bedeutung der
fusionierten Zytokinrezeptoren als Medikamente der Zukunft zwar erkannt wurde [58], wurde
thre Wirkungsweise jedoch bisher nicht in ausreichendem Malle untersucht. Deshalb sollte in
der vorliegenden Arbeit IL-6-RFP unter verschiedenen Aspekten genauer analysiert werden.
Zu diesem Zweck musste IL-6-RFP zuerst in Insektenzellen produziert und gereinigt werden.

Danach sollte den folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:

e Ist IL-6-RFP auch spezifisch gegeniiber LIF und OSM?

e Wie stark ist die Interaktionen zwischen IL-6 und IL-6-RFP im Vergleich zur den
Interaktionen zwischen IL-6 und den ldslichen Rezeptoren sIL-6Ra und sgp130? Zur
Klarung dieser Frage sollte eine neue Methode angewendet werden, die native
Gelelektrophorese mit fluoreszierenden Proteinen und Fluoreszenz-scanning

verbindet.
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Ist es moglich, mittels konfokaler Mikroskopie an lebenden Zellen zu zeigen, dass
IL-6-RFP das bereits an seinen Rezeptorkomplex auf der Zelle gebundene YFP-IL-6
wieder ablost?

Welche Stochiometrie besitzt der Komplex aus IL-6 und IL-6-RFP? Dies sollte mit

Gelfiltration und nativer Gelelektrophorese analysiert werden.

1.3.2 Klonierung und Charakterisierung neuartiger site 11/111-Zytokin-Inhibitoren am

Beispiel von LIF

Als Prototypen fiir einen site II/Ill-Inhibitor sollte ein Inhibitor fiir LIF aus den

extrazelluliren Domédnen von gpl130 und LIFR hergestellt werden. Hierbei wurde unter

anderem das Ziel verfolgt, das erlangte Wissen spiter auf andere Zytokine libertragen zu

konnen. So konnten dann weitere Zytokin-Inhibitoren fiir Anti-Zytokin-Therapien hergestellt

werden. Auch der LIF-Inhibitor selbst konnte bei der Bekdmpfung von Haut-Tumoren

eingesetzt werden, denn es wurde gezeigt, dass LIF eine Rolle bei deren Entwicklung spielt

[59]. Bei diesem Projekt wurden die folgenden Ziele verfolgt:

Bei der Herstellung eines LIF-Inhibitors sollte aufgekldrt werden, welche Domidnen
des LIFR zur LIF-Bindung notwendig sind. Hierzu gibt es in der Literatur
verschiedene Hypothesen, die die Grundlage zur Klonierung mehrerer potentieller
LIF-Inhibitoren darstellte. Fiir die Klonierung eines Inhibitors fiir humanes LIF
machte man sich das ungewohnliche Phdnomen zunutze, dass humanes LIF an den
murinen LIF-Inhibitor mit viel hoherer Affinitit bindet als an den humanen LIF-
Inhibitor [42]. Die potentiellen Inhibitoren fiir humanes LIF sollten also auf mLIFR
basieren.

Dartiber hinaus sollte ein Inhibitor fiir murines LIF hergestellt werden.

Die Féhigkeiten der Inhibitoren fiir humanes und murines LIF, das LIF der
entsprechenden Spezies zu binden, sollte zundchst in Koimmunprézipitations-Studien
analysiert werden.

Anschlieffend sollte in Zellkulturexperimenten getestet werden, ob die Inhibitoren

auch die Bioaktivitit von LIF hemmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und Ldsungen

Die verwendeten Chemikalien waren in der Regel von pro analysi Qualitit. Enzyme wurden

von den Firmen Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), New England Biolabs (Frankfurt/

Main), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) und Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen, soweit

nicht anders im Text vermerkt. Alle wissrigen Losungen wurden mit doppelt destilliertem

Wasser hergestellt.

2.2 Zytokine und l6sliche Rezeptoren

IL-6

sIL-6Ra

sgpl130

OSM
humanes LIF

murines LIF

Rekombinantes, humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al.
[60] von A. Kiister und B. Miitze (Institut fiir Biochemie, RWTH Aachen)
hergestellt. Die spezifische Aktivitit wurde in einem B9-Zell-Proliferations-
Assay gemessen [61] und betrug 2 x 10°® BSF-2 (B-cell stimulatory factor-2)
U/mg Protein.

Loslicher, humaner IL-6Ra wurde von A. Kiister und M. Kauffmann (Institut
fir Biochemie, RWTH Aachen) mit Hilfe des Baculovirus-
Expressionssystems hergestellt [62].

Losliches, humanes gpl130 wurde von R&D Systems (Minneapolis, MN)

bezogen.
Humanes OSM wurde von Cell Concepts (Umkirch) bezogen.
Humanes LIF wurde von Chemicon (Temekula, CA) bezogen.

Murines LIF wurde von Chemicon bezogen.

2.3 Antikorper

Antikorper Beschreibung erzeugt in Firma Verwendung
anti-Maus, HRP- polyklonal, Ziege Dako (Hamburg) WB
konjugiert hauptséchlich gegen

den konstanten Bereich

des Maus-IgG gerichtet
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anti-Kaninchen, HRP- | polyklonal, Ziege Dako (Hamburg) WB
konjugiert hauptsichlich gegen
den konstanten Bereich
des Kaninchen-IgG
gerichtet
anti-Ziege, HRP- polyklonal, Kaninchen Dako (Hamburg) WB
konjugiert hauptsichlich gegen
den konstanten Bereich
des Ziege-IgG gerichtet
flag monoklonal Maus Sigma-Aldrich (Saint | WB, IP, ELISA
Louis, MO)
GFP (B-2): s¢c-9996 monoklonal Maus Santa Cruz WB
Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
GFP monoklonal Maus Rockland WB, IP
(Gilbertsville, PA)
IL-6Ra (pak Licge) polyklonal Kaninchen WB
gp130 (B-T2-biot) monoklonal, gegen die | Maus Freundlicherweise WB
erste Domine des von Dr. J. Wijdenes
humanen gp130 (Diaclone, Besangon,
gerichtet, biotinyliert in Frankreich) zur
unserem Labor Verfiigung gestellt
IL-6 (mab 16) polyklonal Kaninchen ELISA; WB
IL-6-biot polyklonal, biotinyliert | Kaninchen ELISA
in unserem Labor
murines LIF polyklonal Ziege Sigma-Aldrich WB
humanes LIF polyklonal Kaninchen Biodesign (Saco, WB, IP
ME)
humanes OSM polyklonal Ziege R&D Systems WB
STAT3 (C-20): sc-482 | polyklonal, gegen C- Kaninchen Santa Cruz WB
Terminus von STAT3 Biotechnology
gerichtet
STAT3 (H-190): sc- polyklonal, gegen N- Kaninchen Santa Cruz WB
7179 Terminus von STAT3 Biotechnology
gerichtet
Phospho-Y705-STAT3 | polyklonal, gegen p- Kaninchen Cell Signaling WB

Tyrosin(705)-Motif von
STAT3 gerichtet

(Danvers, MA)
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2.4 DNS

2.4.1 Plasmide und Vektoren

pPSVLAECcoRI

pSVLAEcoRI-IL-6-RFP

pVL1392

pVL1392-IL-6-RFP

BaculoGold™-DNS

eukaryotischer Expressionsvektor, enthilt den
Promotor des SV40-Virus, Amp" und den
Replikationsursprung (ori) zur Replikation in
Zellen, die das grofle T-Antigen exprimieren
(Pharmacia, Freiburg), Schnittstelle fiir EcoRI

entfernt

enthélt cDNS fiir das IL-6-Rezeptor-
Fusionsprotein aus humanem gp130 (D1-D3)
und humanem IL-6Ra (D2-D3), verbunden
durch linker stalk-49, C-terminaler flag-tag
[55]

auf Polyhedrinlokus basierender Baculovirus
Transfervektor (BD Biosciences Pharmingen,

San Diego, CA)

Baculovirus Transfervektor, der die cDNS fiir

IL-6-RFP enthilt [55]

modifizierte AcNPV Baculovirus DNS, die
eine letale Deletion enthélt und nicht fiir ein
lebensfahiges Virus kodiert; Kotransfektion
der BaculoGold-DNS mit einem
komplementiren Baculovirus Transfervektor
hebt die letale Deletion durch homologe
Rekombination auf (BD Biosciences

Pharmingen)
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pGL3-a2M-luc

pM67 SIE-TK-luc

pCR(TM)s-lacZ

PSVLAECoRI-LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3)

pSVLAEcoRI-LIFR(D3)-hgp130(D2-D3)

pSVLAEcoRI-LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3)

pcDNAS/FRT/TO-modifiziert

enthéilt das Luziferase-Gen, welches durch
den a2-Makroglobulin-Promotor reguliert

wird (Amersham Biosciences, Piscataway,

NJ)

enthélt das Luziferase-Gen, welches durch
den SIE-Thymidin-Kinase-Promotor reguliert
wird

enthélt cDNS fiir Galaktosidase, konstitutiv

aktiver Promotor (Amersham Biosciences)

enthdlt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D1-D3)
und humanem gp130 (D2-D3), verbunden
durch den linker stalk-49; C-terminaler flag-

tag

enthélt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D3) und
humanem gp130 (D2-D3), verbunden durch
den linker stalk-49; C-terminaler flag-tag

enthdlt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D1-D5)
und humanem gp130 (D2-D3), verbunden
durch den linker stalk-49; C-terminaler flag-

tag

eukaryotischer Expressionsvektor,
Tetracyclin-regulierter, hybrider CMV/TetO,-
Promotor, Hyg" nur bei stabiler Integration in

FRT-Sequenz, Amp" (Invitrogen), Polylinker
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pcDNAS/FRT/TO-modifiziert-LIFR(D1-D5)-
hgp130(D2-D3)

pSVLAECoRI-LIFR(D2-D4)- hgp130(D2-D3)

pSVLAEcoRI-LIFR(D3-D5)- hgp130(D2-D3)

PSVLAEcoRI-LIFR(D1-D5)

pcDNAS/FRT/TO-modifiziert-LIFR(D1-D5)

pSVLAEcoRI-mLIF-RFP

modifiziert von H. Schmitz-Van-de-Leur

(Institut fiir Biochemie, RWTH Aachen)

enthdlt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D1-D5)
und humanem gp130 (D2-D3), verbunden
durch den linker stalk-49; C-terminaler flag-

tag

enthélt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D2-D4)
und humanem gp130 (D2-D3), verbunden
durch den linker stalk-49; C-terminaler flag-

tag

enthélt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D3-D5)
und humanem gp130 (D2-D3), verbunden
durch den linker stalk-49; C-terminaler flag-

tag

enthdlt cDNS fiir murinen LIFR (D1-D5), C-

terminaler flag-tag

enthélt cDNS fiir murinen LIFR (D1-D5), C-

terminaler flag-tag

enthélt cDNS fiir das LIF-Rezeptor-
Fusionsprotein aus murinem LIFR (D1-D5)
und murinem gp130 (D2-D3), verbunden
durch den linker AGS-41; C-terminaler flag-
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pcDNAS/FRT/TO-modifiziert-mLIF-RFP

PSVLAEcoRI-YFP-hLIF

pcDNAS/FRT/TO-modifiziert-YFP-hLIF

pIB-YFP-mLIF

pSVLAEcoRI-YFP-mLIF

pcDNAS/FRT/TO-modifiziert-YFP-mLIF

pOG44

PCR 2.1-TOPO

pSVLAEcoRI-gp130id-CFP

tag

enthélt cDNS fir mLIF-RFP

enthélt cDNS fiir ein Fusionsprotein aus YFP,
humanem LIF und der Signalsequenz des
humanen IL-6; freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von T. Recker (Institut fiir

Biochemie)

enthalt cDNS fiur YFP-hLIF

Insektenzell-Expressionsvektor, AmpR,
enthélt cDNS fiir ein Fusionsprotein aus YFP,
humanem LIF und der Signalsequenz des
humanen IL-6; freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von T. Recker (Institut fiir

Biochemie)

enthélt cDNS fur YFP-mLIF

enthalt cDNS fir YFP-mLIF

enthdlt cDNS fiir die Flp Rekombinase,
konstitutiv aktiver CMV-Promotor

(Invitrogen)

Vektor des TOPO TA Cloning-Kits

(Invitrogen)

enthalt cDNS fiir ein verkirztes
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Fusionsprotein aus humanem gp130 und CFP,
in dem Vall von CFP direkt auf Pro668 von
gp130 folgt, wodurch die Internalisierung von

gp130id-CFP verhindert wird [63]

2.4.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von MWG (Ebersberg) oder Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen.

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

mLIFRXbals 5'-TCT AGA ATG GCA GCT TAC TCA TGG TG-3’

mLIFRXmalas 5-CCC GGG CAG CTT CTG AGG AAC ATC G-3°
hgp130D2-D3Nhels 5'-GCT AGC TCA GGC TTG CCT CCA GAA AAA CC-3°
hgp130D2-D34palas 5'-GGG CCC TGG TCT ATC TTC ATA GGT GAT CCC AC-3’
pSVL1240-1259s 5'-ACA ATG GTG AGA CAA GTA GC-3’

SIG(mLIFR)Saclas 5'-GCT AAG GAG CTC ACC GTT TGC ATG CAT CGT CAG-3’
mLIFRD3Sacls 5'-GCT AAG GAG CTC GAG ACT AAT GTT TTT CCT CAA GAC-
3’

hgp130D2as 5'-AGG TTT TTC TGG AGG CAA GCC TGA-3’

mLIFRD1-D5Xbals 5'-GCT AAG TCT AGA ATG GCA GCT TAC TCA TGG TGG-
3’

mLIFRDI1-D5Xmalas 5'-CTT AGC CCC GGG GTC TGG TCC CTT TGA AGG AG-
3’

mLIFRD2-D4Sacls 5'-GCT AAG GAG CTC CCA GAG ACT CCC GAG ATC CTG-
3’

mLIFRD2-D4Xmalas 5'-AGC CTT CCC GGG CGA AGT CGG ATC ATG AGG
AGC-3’

mLIFRDI1-D54palas 5°-CTT AGC GGG CCC GTC TGG TCC CTT TGA AGG AG-3’
mgpl130D2-D3Nhels 5'-GCT AAG GCT AGC TCA GGC TTT CCT CCA GAT AAA
CC-3’

mgp130D2-D34palas 5'-CTT AGC GGG CCC TGG TCT GTC TTC GTA TGT GG-3°
mLIFRFPse 5'-GCT AAG CTC GAG TCT AGA ATG GCA GCT TAC TCA TGG-3’
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17. mLIFRFPase 5'-CTT AGC GAT ATC GGA TCC TCA CTT GTC ATC GTC GTC-3’
18. sense Primer (SP) 1.18 5'-CCT GTA CGG AAG TGT TAC-3’

19. reverse Primer (RP) 1.13 5'-CAC TGC ATT CTA GTT GTG G-3°

20. SP 1.655-GTG AAC CGT CAG ATC GC-3’

21. RP1.155-AAC TAG AAG GCA CAG TCG-3’

Die Primer wurden zur Klonierung folgender Konstrukte mittels PCR genutzt:

Primer Konstrukt

1,2,3,4  pSVLAEcoRI-LIFR(D1-D3)-
hgp130(D2-D3)

5,6,7,8  pSVLAEcoRI-LIFR(D3)-hgp130(D2-
D3)

9,10 pSVLAEcoRI-LIFR(D1-D5)-
hgp130(D2-D3)

5,6,11,12  pSVLAEcoRI-LIFR(D2-D4)-
hgp130(D2-D3)

5,6,7,12 pSVLAEcoRI-LIFR(D3-D5)-
hgp130(D2-D3)

9,15 pSVLAECcoRI-LIFR(D1-D5)

14,15 pSVLAEcoRI-mLIF-RFP

16, 17 pcDNAS/FRT/TO-modifiziert-mLIF-
RFP

2.5 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung

2.5.1 Bakterienstamme
JM83 E.-coli-Bakterienstamm, der zur Klonierung und Amplifikation von Plasmid-DNS
verwendet wurde

XL1Blue E.-coli-Bakterienstamm, der zur Klonierung und Amplifikation von Plasmid-DNS

verwendet wurde
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Top 10 E.-coli-Bakterienstamm des TOPO TA Cloning Kits, genutzt zur Klonierung und
Amplifikation der pCR2.1-TOPO-Plamid-DNS (Invitrogen)

2.5.2 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Bakterien wurden in LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin als Schiittelkultur oder auf
Néhrboden bei 37°C kultiviert. Stammkulturen wurden in LB-Medium mit 20% Glycerin bei
-80°C gelagert.
LB-Medium 10 g/l NaCl
10 g/l Trypton (Difco, Detroit, MI)
5 g/l Hefeextrakt (Fluka, Buchs, Schweiz)
LB-Ndhrboden LB-Medium + 15 g/l Agar (MP Biomedicals, Eschwege)

2.6 Praparation und Analyse von Plasmid-DNS

2.6.1 Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien

2.6.1.2 Praparation von Plasmid-DNS im kleinen Mal3stab

Die Priparation von Plasmid-DNS in kleinen Mengen (5-15 pg) diente der Analyse
rekombinanter Plasmide. Der Zellaufschluss der Bakterien und die Aufreinigung der Plasmid-
DNS aus 3 ml Ubernachtkultur erfolgten mit Hilfe des Plasmid-Minipriparationskits (Qiagen,

Hilden) nach Protokoll des Herstellers. Die isolierte DNS wurde in Wasser aufgenommen.

2.6.1.2 Praparation von Plasmid-DNS im grof3en Mal3stab

Um Plasmid-DNS im préparativen Mafistab (50-750 pg) zur Transfektion eukaryotischer
Zellen zu isolieren, wurden Ubernachtkulturen von 150-500 ml mit Hilfe des Maxi- bzw. des
HiSpeed-Maxi-Plasmidpréparationskits (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers aufgearbeitet.

Die isolierte DNS wurde in Wasser aufgenommen.

2.6.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Plasmid-DNS

Die Konzentration von Plasmid-DNS lie3 sich anhand der Absorption bei A = 260 nm in
einem UV-Photometer bestimmen. Eine Absorption Ajsonm = 1 entspricht 50 pg
doppelstrangiger DNS. Zur Bestimmung der Reinheit der Plasmid-DNS wurde zusétzlich die

Absorption bei A = 280 nm ermittelt. Bei reiner DNS liegt der Quotient Azeonm = A280nm
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zwischen 1,7 und 2. Bei geringer DNS-Konzentration (<0,5 pug/ul) diente zur
Konzentrationsabschdtzung eine  Agarose-Gelelektrophorese.  Hierbei  wurde die
Leuchtintensitdt der DNS-Bande mit der Leuchtintensitit der Bande von DNS bekannter

Konzentration verglichen.

2.6.3 DNS-Fallung

Plasmid-DNS wurde aus wissrigen Losungen durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 4,6), 2,5 Volumen absolutem Ethanol und 30-miniitiger Zentrifugation bei
13.000 rpm und 4°C gefillt. Nach Waschen der DNS mit 70% Ethanol und fiinfmintitiger

Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde sie getrocknet und in Wasser oder Puffer gelost.

2.6.4 DNS-Restriktionsverdau

Plasmid-DNS wurde nach Standardvorschriften [64] mit Restriktionsendonukleasen verdaut.
Hierbei wurden die Empfehlungen der Enzymhersteller berticksichtigt. In einen analytischen
Restriktionsverdau wurden 0,5-1 pg DNS eingesetzt, in einen priparativen 2-5 ug DNS. Die
Enzyme wurden mdglichst im doppelten Uberschuss zugegeben. Die Inkubationszeit lag bei
1-3 Stunden. Ein Restriktionsverdau mit zwei Enzymen erfolgte im selben Puffer, sofern die
Pufferbedingungen beider Enzyme dhnlich waren. War dies nicht der Fall, wurde zuerst mit
einem Enzym geschnitten, dann eine Ethanol-Fallung (2.6.3) durchgefiihrt und danach mit

dem anderen Enzym verdaut.

2.6.5 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNS

Um eine Religation des Vektors zu vermeiden und das Einfiigen von Fremd-DNS zu fordern,
wurde, falls erforderlich, die endstindige 5’-Phosphatgruppe des linearisierten Vektors
entfernt. Hierzu wurde 1 pg oder weniger linearisierter Vektor mit 1/10 Volumen 10x
antarctic phosphatase reaction buffer und 5 U antarctic phosphatase (New England Biolabs)
versetzt. Im Falle von 5'-Uberhiingen wurde dann fiir 15 min, im Falle von 3’-Uberhingen
fiir 60 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Phosphatase 5 min bei 65°C
inaktiviert und der dephosphorylierte Vektor in die Ligation eingesetzt.

2.6.6 Auftrennung von DNS-Fragmenten mit TAE-Agarose-Gelelektrophorese

DNS-Fragmentgemische wurden nach Zusatz von 1/10 Volumen 10x-DNS-Probenpuffer im
elektrischen Feld bei 100 V in einem 1% TAE-Agarose-Gel nach ihrer Grofle aufgetrennt.

Dem Agarose-Gel wurde 0,2 pg/ml des in die DNS interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes
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Ethidiumbromid zugegeben. Dadurch wurden die DNS-Banden im UV-Licht sichtbar. Als
GroBenmarker diente die / Kb DNA ladder (Invitrogen).

10x-DNS-Probenpuffer 0,4% Xylencyanolblau
0,4% Bromphenolblau
25% Ficoll
TAE-Laufpuffer 0,04 M Tris-Base
0,02 M Essigséure
1 mM EDTA
Agarose-Gel TAE-Puffer mit 1% Agarose (SeaKem LE Agarose,

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien)

2.6.7 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

DNS-Fragmente aus Restriktionen oder PCR-Amplifikationen wurden mit TAE-Agarose-
Gelelektrophorese (2.6.6) aufgetrennt, aus der Gelmatrix ausgeschnitten und mittels QIAquick

Gel Extraction Kit (Qiagen) aus der Gelmatrix isoliert.

2.6.8 Ligation von DNS-Fragmenten

Doppelstrangige DNS wurde mit T4-DNS-Ligase (Fermentas) ligiert. Hierbei wurden 50 ng
des linearisierten Vektors mit einem dreifach molaren Uberschuss des Inserts in Ligase-Puffer
(enthdlt ATP, Fermentas) bei Raumtemperatur fiir eine Stunde mit 2,5 U Ligase inkubiert.
Anschliefend wurde die Ligase fiir 10 min bei 65°C inaktiviert. Die Ligationsansédtze wurden
nun mit 80 pl Wasser verdiinnt und mit kompetenten Bakterien zur nachfolgenden

Transformation (2.6.9) vermischt.

2.6.9 Transformation von Bakterien

2.6.9.1 Herstellung kompetenter Bakterien nach der Calciumchlorid-Methode

500 ml LB-Medium wurden mit einer Ubernacht-Vorkultur zu einer ODgy von 0,02
angeimpft. Die Hauptkultur wurde bei 37°C in einem Schiittelinkubator bebriitet, bis eine
ODgoo von 0,3 erreicht war. Ab dann erfolgten alle Schritte bei 4°C. Die Hauptkultur wurde
10 min bei 3.000g zentrifugiert, das Bakteriensediment in 125 ml 50 mM CaCl,-Losung

resuspendiert und 20 min in Eiswasser inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien 5 min
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bei 3.000g zentrifugiert und das Sediment in 25 ml CaCl,-Losung mit 10% Glycerin
aufgenommen. Die kompetente Bakteriensuspension wurde in 400-ul-Aliquots in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.6.9.2 Transformation kompetenter Bakterien

100 pl kompetente Bakteriensuspension (2.6.9.1) wurde auf Eis aufgetaut, mit dem
Ligationsansatz (2.6.8) oder 0,5 pg Plasmid-DNS vermischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Dann wurden das Gemisch zum Hitzeschock fiir 90 s bei 42°C inkubiert und 2 min auf Eis
abgekiihlt. AnschlieBend wurden 900 pl LB-Medium zupipettiert und die Bakterien 45 min
bei 37°C bebriitet. Zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien wurden diese nun auf
LB-Agar mit Ampicillin (2.5.2) ausgestrichen und {iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Herangewachsene Bakterienkolonien wurden mittels Kolonie-PCR (2.6.13) oder DNS-
Priparation (2.6.1.2) und Restriktionsverdau (2.6.4) analysiert.

2.6.9.2 Transformation der TOP 10-Bakterien

TOP 10-Bakterien wurden entsprechend den Vorschriften des TOPO TA Cloning Kits
(Invitrogen) transformiert. Zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien wurden diese
auf LB-Agar mit Ampicillin (2.5.2) ausgestrichen. Dabei erfolgte eine Blau/WeiB3-Selektion
nach Herstellervorschrift. Die Bakterien wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert und
herangewachsene, weille Bakterienkolonien mittels DNS-Praparation (2.6.1.2) und

Restriktionsverdau (2.6.4) analysiert.

2.6.10 Automatische DNS-Sequenzierung

Das Prinzip der automatischen DNS-Sequenzierung nach Sanger [65] beruht auf dem Einbau
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide in DNS-Molekiile wéhrend einer PCR. Der Einbau
fiihrt zum Kettenabbruch und gleichzeitig zur Markierung der DNS-Molekiile. Diese werden

anschlieBend mit Kapillarelektrophorese getrennt und analysiert.

Fiir die PCR wurde der Big Dye 1.1-Terminator-Mix (PE Biosystems, Weiterstadt) verwendet.

Sie wurde wie folgt angesetzt:
4 ul Big Dye 1.1-Terminator-Mix
0,5-1 pg doppelstringige DNS
10 pmol Oligonukleotid
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ad 20 pul mit Wasser
PCR-Reaktionszyklus: 20s 96°C erste Denaturierung
20s 48-50°C Hybridisierung
240 s 60°C Elongation 25 Zyklen
20 s 96°C Denaturierung

240 s 60°C letzte Elongation

Nach Amplifikation wurde die DNS gefillt (2.6.3), gewaschen und das Sediment in Template
Supression Reagent (PE Biosystems) aufgenommen. Dann wurde die DNS 2 min bei 90°C
denaturiert und mit Hilfe des ABIprism Modell 310 Sequenzierers (Applied Biosystems) nach

Herstellerangaben analysiert.

2.6.11 Reverse Transkriptase (RT)-PCR

Aus Miuseleber-Zellen isolierte Gesamt-mRNS wurde mittels First strand cDNA synthesis kit
for RT-PCR (Roche) unter Verwendung der mitgelieferten random Primer in cDNS
umgeschrieben. Der Reaktions-Zyklus verlief wie folgt: 10 min Denaturierung bei 25°C, 60

min Hybridisierung bei 42°C, 5 min Denaturierung bei 95°C und 5 min Abkiihlung bei 4°C.

2.6.12 PCR

PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt:
500 ng DNS-Matrize
45 pmol forward Primer
45 pmol reverse Primer
100 mM dNTPs (je 25 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
5 ul 10x Tag-Polymerase-Puffer (New England Biolabs)
2,5 U Tag-Polymerase (New England Biolabs)

ad 50 pl mit Wasser
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PCR-Reaktionszyklus: 120 s 94°C erste Denaturierung
90 s #°C Hybridisierung
90 s 72°C Elongation 30 Zyklen
60 s 94°C Denaturierung
240 s 72°C letzte Elongation

# Die Temperatur hingt vom A/T- und G/C-Gehalt der hybridisierenden Sequenzen ab. Die
Schmelzpunkte (Ty,) der Oligonukleotide wurden mit folgender Formel berechnet:

=(C+G)x4+(A+T)x2
Als Hybridisierungstemperatur wurde eine gegeniiber der berechneten Schmelztemperatur um

einige Grade niedrigere Temperatur gewihlt. Je ndher diese an T, lag, desto spezifischer

hybridisierten die Oligonukleotide.

2.6.13 Kolonie-PCR

Um die von Bakterien aufgenommene Plasmid-DNS zu analysieren, wurde als Alternative zu
DNS-Isolation und Restriktionsverdau eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurde die
angewachsene Bakterienkolonie in 10 pul Wasser resuspendiert, durch Erhitzen auf 95°C fiir 5
min lysiert und das Lysat direkt in eine PCR mit spezifischen Primern eingesetzt. Als
Kontroll-DNS wurden 1-2 ng des zu analysierenden Vektors mit einem anderen Insert
eingesetzt. Folgende Primerpaare, die das Insert flankieren, wurden zu dessen Amplifikation

benutzt: fiir pPSVL SP 1.18 und RP 1.13, fiir pcDNAS SP 1.65 und RP 1.15 (2.4.2).

Kolonie-PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt:

10 pl Bakterienlysat

15 pmol forward Primer

15 pmol reverse Primer

10 mM dNTPs (je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
2,5 pl 10x Tag-Polymerase-Puffer

1,25 U Taqg-Polymerase

ad 25 pl mit Wasser
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PCR-Reaktionszyklus: 60 s
60 s

*s

60 s

300 s

* 60 s pro 1.000 Basen

94°C erste Denaturierung

50°C Hybridisierung

72°C Elongation 30 Zyklen
94°C Denaturierung

72°C letzte Elongation

2.7 Eukaryotische Zelllinien und deren Kultivierung

2.7.1 Permanente Zelllinien

HepG2

COS-7

MEF

Sf21

Sf158

adharent wachsende, humane Leberkarzinom-

Zelllinie (ATCC, Rockville, MD)

adhdrent wachsende Affennierenzellen,
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

Dr. I. Kerr (London)

adhérent wachsende, murine, embryonale
Fibroblasten-Zelllinie, freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Dr. B. Neel (Boston,
USA)

Zelllinie, die aus Ovargewebe von Larven des
Schmetterlings Spodoptera frugiperda
gewonnen wurde. Die Zellen wachsen

adhérent als Monolayer (Invitrogen).

weitere Zelllinie, die aus Ovargewebe von
Larven des Schmetterlings Spodoptera
frugiperda gewonnen wurde, kann im

Gegensatz zu Sf21 ohne FKS kultiviert
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High-five-YFP-IL-6

Flp-In T-REx-293 host cell line

Flp-In T-REx-293-LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-
D3)

Flp-In T-REx-293-LIFR(D1-D5)

Flp-In T-REx-293-mLIF-RFP

werden

Die Ursprungszelllinie High-five (Invitrogen)
wurde aus Eizell-Homogenaten von
Trichoplusia ni gewonnen. High-five-
YFP-IL-6-Zellen sezernieren durch stabile
Transfektion konstitutiv YFP-IL-6.

Die Ursprungszelllinie Hek ist eine adhérent
wachsende, humane, embryonale Nieren-
Zelllinie, die mit humanem Adenovirus Typ 5
transformiert ist. Die daraus generierte Wirts-
Zelllinie Flp-In T-REx-293 host cell line
besitzt eine in das Genom integrierte FRT-
Sequenz und exprimiert stabil den Tet-
Repressor. Sie dient der Herstellung stabiler,
induzierbarer Expressions-Zelllinien

(Invitrogen).

aus Flp-In T-REx-293 host cell line generierte
stabile Expressions-Zelllinie, die das
Fusionsprotein LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3)

nach Doxycyclin-Induktion sezerniert

aus Flp-In T-REx-293 host cell line generierte
stabile Expressions-Zelllinie, die LIFR(D1-

D5) nach Doxycyclin-Induktion sezerniert

aus Flp-In T-REx-293 host cell line generierte
stabile Expressions-Zelllinie, die mLIF-RFP

nach Doxycyclin-Induktion sezerniert
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Flp-In T-REx-293-pcDNAS/FRT/TO-

Leervektor

Flp-In T-REx-293-YFP-hLIF

Flp-In T-REx-293-YFP-mLIF

aus Flp-In T-REx-293 host cell line generierte
stabile Expressions-Zelllinie, die zur
Produktion von Kontrolliiberstinden mit dem

Leervektor transfiziert wurde

aus Flp-In T-REx-293 host cell line generierte
stabile Expressions-Zelllinie, die YFP-hLIF

nach Doxycyclin-Induktion sezerniert

aus Flp-In T-REx-293 host cell line generierte
stabile Expressions-Zelllinie, die YFP-mLIF

nach Doxycyclin-Induktion sezerniert

2.7.2 Nahrmedien und Losungen fur die Zellkultur

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Gibco/Invitrogen
Fliissigmedium mit 4,5g/1 Glukose, GlutaMAX I und

Pyruvat

D-MEM:F12 (1:1) Flissigmedium mit GlutaMAX I Gibco/Invitrogen

Opti-MEM Fliissigmedium mit GlutaMAX | Gibco/Invitrogen

St 900 II Fliissigmedium mit L-Glutamin Gibco/Invitrogen

FKS, mykoplasmenfteies, fotales Kédlberserum CytoGen GmbH, Sinn-Fleisbach
Trypsin (500 mg/ml), EDTA (200 mg/ml) Cambrex Bio Science
Penicillin (10.000 U/ml)/ Streptomycin (10 mg/ml) Cambrex Bio Science
Blasticidin Invitrogen

Doxycyclin Sigma

Hygromycin B (50 mg/ml) Perbio/HyClone, Logan, Utah
Zeocin (100 mg/ml) Invitrogen
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2.7.3 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

2.7.3.1. Kultivierung von Sauger-Zelllinien

Die Zelllinien COS-7, MEF, Flp-In T-REx-293 host cell line und die verschiedenen Flp-In T-
REx-293-Expressions-Zelllinien wurden in D-MEM (2.7.2) kultiviert, HepG2-Zellen in D-
MEM:F12. Allen Medien wurde 10% Hitze-inaktiviertes FKS, 100 pg/ml Streptomycin and
100 U/ml Penicillin zugesetzt. Die Flp-In T-REx-293 host cell line wurde zusétzlich mit 100
ug/ml Zeocin und 10 pg/ml Blasticidin kultiviert, die Flp-In T-REx-293-Expressions-
Zelllinien mit 50 pg/ml Hygromycin B und 10 pg/ml Blasticidin.

Alle Zellen wurden bei 37°C in einer Wasser-gesittigten Atmosphére in 5% CO, kultiviert.
Zur Weiterkultivierung wurden konfluente Zellen zur Entfernung von Medium-Resten mit
PBS gewaschen, mit Trypsinlosung bei 37°C von den Kulturschalen abgeldst und mit
frischem Medium abgespiilt. HepG2-Zellen wurden zur Vereinzelung mehrmals durch eine
Kaniile gezogen. Anschlieend wurden die Zellen mit frischem Medium 1:3 bis 1:20 verdiinnt
und auf neue Kulturschalen ausgesét. Fiir die Langzeitlagerung wurden die Zellen in D-MEM

mit 20% FKS und 10% DMSO bei —80°C eingefroren und in fliissigem Stickstoff autbewahrt.

2.7.3.2. Kultivierung von Insekten-Zelllinien

High-five-YFP-IL-6-, sowie Sf21- und Sf158-Insektenzellen wurden bei 27°C in Sf-900II-
Medium kultiviert. Dabei wurde dem Medium zur Kultivierung von Sf21 10% Hitze-
inaktiviertes FKS zugesetzt, zur Kultivierung von High-five-YFP-IL-6 2 pg/ml Blasticidin.
Zur Weiterkultivierung wurden konfluente Zellen mit Hilfe eines Zellschabers von den
Kulturflaschen in 3 ml konditioniertem Medium abgeldst, mit frischem Medium 1:3 verdiinnt

und in neue Kulturflaschen ausgesit.

2.8 Zellbiologische Methoden

2.8.1 Proteinexpression in eukaryotischen Zelllinien

2.8.1.1 Transfektion von COS-7-Zellen mit der DEAE-Dextran-Methode

Es wurde eine modifizierte Methode der Transfektion mit DEAE-Dextran angewendet. COS-
7-Zellen wurden zu einem Bedeckungsgrad von 80-90% auf 78,5 cm” groBe Kulturschalen

ausgesdt. Am nichsten Tag wurden 10-20 pg DNS in 5 ml D-MEM ohne Zusédtze verdiinnt
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und mit 2,5 ml D-MEM, das 6 ul Chloroquin (100 mM, Sigma) und 60 ul DEAE-Dextran (50
mg/ml, Amersham Biosciences) enthielt, vermischt. Nach Entfernen des Kulturmediums
wurde das Gemisch tropfenweise auf die COS-7-Zellen gegeben, die dann unter
Luftabschluss 75-90 min bei 37°C inkubiert wurden. Dann wurde zweimal mit PBS
gewaschen und ein DMSO-Schock durchgefiihrt, bei dem die Zellen fiir eine Minute mit 10%
DMSO in PBS inkubiert wurden. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen in D-MEM mit Zusdtzen (2.7.3) kultiviert und nach Bedarf am néichsten Tag

passagiert. Innerhalb von 48 Stunden wurden Proteine in ausreichenden Mengen exprimiert.

2.8.1.2 Transfektion von COS-7-Zellen mit Lipofectamine™ 2000

COS-7-Zellen wurden zu einem Bedeckungsgrad von 50-90% auf 78,5 cm® (oder 28 cm?)
grole Kulturschalen ausgesdt. Am nichsten Tag wurden 0,5 ml Opti-MEM mit 20 pl
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurden 10 pg (4 pg) DNS in 0,5 ml Opti-MEM verdiinnt, zur
Lipofectamine/Opti-MEM-Losung pipettiert und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die COS-7-Zellen wurden gewaschen und mit 9 ml (4 ml) D-MEM mit FKS aber ohne
Antibiotika bedeckt. Das Transfektionsgemisch wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben
und diese iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Am ndchsten Tag wurden die Zellen passagiert
(bzw. auf 42 mm Coverslips ausgesit) und in D-MEM mit Zusdtzen (2.7.3) kultiviert.
Innerhalb von 48 Stunden nach Transfektion wurden Proteine in ausreichenden Mengen

exprimiert.

2.8.1.3 Transfektion von HepG2-Zellen mit FUGENE

Ein Transfektionsmix bestehend aus 4 pg DNS, 12 ul FuGENE 6 (Roche) und Opti-MEM ad
60 ul wurde vorbereitet und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden HepG2-
Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin von der Kulturschale gelost. Sie wurden so in 10
ml Kulturmedium verdiinnt, dass ihre Zieldichte 30% betrug. Zu dieser Zellsuspension wurde
der vorbereitete Transfektionsmix pipettiert, Zellen und Transfektionsmix wurden gemischt

und auf einer Kulturschale ausgesit. Am néachsten Tag wurden die Zellen passagiert.
2.8.1.4 Herstellung von stabilen Flp-In T-REx-293-Expressions-Zelllinien zur
Produktion von LIF-RFPs

Zur Produktion von LIF-RFPs wurde das Fip-In T-REx protein expression system (Invitrogen)
benutzt. Bei der Herstellung von stabilen Flp-In T-REx-293-Expressions-Zelllinien wurde
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nach Anweisungen des Herstellers gearbeitet. Flp-In T-REx-293-Wirtszellen wurden mit 3,6
ug des Plasmids pOG44 (2.4.1) und 0,4 pg des Plasmids pcDNAS/FRT/TO-modifiziert
(2.4.1), das die kodierende Sequenz fiir das gewiinschte LIF-RFP enthielt, kotransfiziert. Die
Kotransfektion wurde mit Hilfe von FUuGENE 6 durchgefiihrt (2.8.1.3). 48 Stunden nach
Transfektion wurden stabil transfizierte Zellen mit 50-200 pg/ml Hygromycin B selektiert.
Einzelne Klone wurden expandiert und die Produktion des entsprechenden LIF-RFPs durch
Inkubation der Zellen mit 10 ng/ml Doxycyclin fiir 24 Stunden induziert. Die Produktion des
entsprechenden LIF-RFPs wurde durch Analyse der Zelllysate (2.9.1) und der
Kulturiiberstinde der jeweiligen Expressions-Zelllinie mittels SDS-PAGE (2.9.3), Western
blotting (2.9.4) und Immundetektion (2.9.5) tiberpriift. Zusétzlich wurden die LIF-RFPs aus
den Uberstinden mittels flag-Antikdrper prizipitiert (2.9.2) und ebenfalls mit SDS-PAGE,

Western blotting und Immundetektion analysiert.

2.8.1.5 Expression von IL-6-RFP mit Hilfe von Baculovirus-infizierten Insektenzellen

Um IL-6-RFP mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems zu produzieren, wurde nach
Anweisungen des baculovirus expression vector system manual (BD Biosciences
Pharmingen) gearbeitet. Hierbei wurde der Baculovirus Transfer Vektor pVL1392-IL-6-RFP
(2.4.1) verwendet, der die kodierende Sequenz des IL-6-RFP enthielt. Sf21-Zellen wurden mit
4 pg dieses Vektors und 0,5 pg BaculoGold™-DNS (2.4.1) kotransfiziert. Hierzu wurden
2x10° Sf21-Zellen in 3 ml Kulturmedium in einer Kulturflasche mit 25 cm”* Wachstumsfliche
ausgesdt. Nach Absetzen der Zellen wurde das Medium entfernt und 1 ml frisches
Kulturmedium zugegeben. Die zu transfizierenden Plasmide wurden vermischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 1 ml Transfektionspuffer zu den Plasmiden gegeben
und das Gemisch tropfenweise zu den Zellen pipettiert, wobei die Kulturflasche geschwenkt
wurde. Nach vierstiindiger Inkubation mit dem Transfektionsgemisch bei 27°C wurden die
Zellen mit Kulturmedium gewaschen und mit frischem Medium kultiviert. Waren nach
einigen Tagen infizierte Zellen sichtbar, wurden einzelne Virus-Klone durch End-Punkt-
Verdiinnung des Zelliiberstandes gewonnen und beziiglich ihrer Expression von IL-6-RFP in
Sf21-Zellen mit ELISA (2.9.11.2) untersucht. Der ausgewihlte Virusklon wurde dann durch
Infektion von Sf158-Zellen vermehrt. Zur Proteinproduktion wurden exponentiell wachsende
Sf158-Zellen mit Baculovirus-haltigen Zellkultur-Uberstinden infiziert. Nach drei Tagen
wurde der IL-6-RFP-haltige Uberstand geerntet und durch Zentrifugation und Sterilfiltration

von Zellen und Zelltrimmern gereinigt.
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Transfektionspuffer 25 mM Hepes (NaCl,
NaOH) pH 7,1

125 mM CacCl,
140 mM NacCl

2.8.2 Stimulation von HepG2- oder MEF-Zellen mit Zytokinen und Untersuchung der
STAT3-Phosphorylierung mit oder ohne Zugabe von Zytokin-Inhibitoren

HepG2- oder MEF-Zellen wurden auf 6-well-Schalen (9,6 cm?/well) kultiviert. Im Falle von
HepG2-Zellen wurden diese iiber Nacht in Hungermedium (D-MEM ohne Zusétze) gehalten.
Dann wurden HepG2- oder MEF-Zellen mit dem entsprechenden Zytokin oder der
Kombination aus Zytokin und Zytokin-Inhibitor fiir 20 min in Kulturmedium ohne FKS
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert (2.9.1) und die Lysate nach SDS-PAGE
(2.9.3) und Western blotting (2.9.4) mit einem p-STAT3- oder STAT3-spezifischen
Antikdrper (2.3) analysiert.

2.8.3 Reportergen-Assay

Zum Nachweis der STAT3-vermittelten Geninduktion wurde die Induktion eines Luziferase-
Reportergens mit vorgeschaltetem, STAT3-abhéngigen Promotor nach Zytokin-Stimulation in
HepG2-Zellen untersucht. Hierzu wurden HepG2-Zellen auf 6-well-Schalen (9,6 cm?/well)
kultiviert und transient mittels FuGENE (2.8.1.3) mit pGL3-a2M-luc (2.4.1) und pCR(TM);-
lacZ (2.4.1) kotransfiziert. Um die STAT1- und STAT3-vermittelte Geninduktion in MEF-
Zellen zu analysieren, wurde die Induktion eines Luziferase-Reportergens mit
vorgeschaltetem, STATI1- und STAT3-abhdngigen Promotor nach Zytokin-Stimulation
untersucht. Hierzu wurden MEF-Zellen ebenfalls auf 6-well-Schalen kultiviert und transient
mittels FUuGENE mit pM67 SIE-TK-luc (2.4.1) und pCR(TM)s-lacZ kotransfiziert. Bei
Verwendung von HepG2-Zellen wurden diese dann in FKS-freiem D-MEM fiir sechs
Stunden gehungert und anschlieBend sowohl HepG2- als auch MEF-Zellen mit dem
angegebenen Zytokin oder der Kombination aus Zytokin und Zytokin-Inhibitor fiir ca. 16
Stunden stimuliert. Danach wurden die Zellen mit Reporterlysispuffer aufgeschlossen und die
Luziferase-Aktivitdt mit Hilfe des Luziferase-Assay-Kits (Promega, Madison, USA) nach
Herstellerangaben bestimmt. Die Werte der Luziferase-Aktivitdt wurden durch Verrechnung
mit der B-Galaktosidase-Aktivitét, die ein MaB fiir die Transfektionseffizienz ist, normalisiert.
Die B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde ermittelt, indem 100 pl Zelllysat (oder Lysispuffer als
Kontrolle) mit 500 ul B-Gal-Mix und 100 pul Ortho-Nitrophenyl-Galaktopyranosid (ONPG, 1
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mg/ml in Wasser) vermischt und bei 37°C inkubiert wurden. Sobald sich das Gemisch gelb
farbte, was einen Umsatz von ONPG zu Ortho-Nitrophenol anzeigt, wurde die Reaktion mit
250 pl 1T M Natriumcarbonat (pH 8) gestoppt. Durch photometrische Messung bei A = 420 nm

wurde der Substratumsatz bestimmt, der ein MaB fiir die B-Galaktosidase-Aktivitit ist.

5x Reporterlysispuffer 25 mM Tris-H3PO4, pH 7,8
2 mM EDTA
10% Glycerin
1% Triton X-100
vor Verwendung 1:5 mit Wasser verdiinnt + 10 mM DTT

B-Gal-Mix 60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,POq4

1 mM KCl
1 mM MgCl,

3,9 ml/l B-Mercaptoethanol

2.9 Immunologische und proteinchemische Methoden

2.9.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Lysaten wurden die Zellen in 0,1 bis 0,9 ml RIPA (radioimmune
precipitation assay)-Lysispuffer nach Zusatz von Proteaseinhibitoren mit Hilfe eines
Gummischabers von den Kulturschalen gelost. Die Zellsuspension wurde dann fiir 30 min bei
4°C inkubiert. AnschlieBend wurden Membranbestandteile durch Zentrifugation fiir 10 min

bei 13.000 rpm abgetrennt und die Lysate bei -80°C gelagert.

RIPA-Lysispuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NacCl
1 mM EDTA
0,5% Nonidet P-40
1 mM NaF
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15% Glycerol
20 mM B-Glycerophosphat

vor Verwendung zugesetzte 1 mM NazVO,

Proteaseinhibitoren 0,5 mM EDTA

0,25 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
5 ug/ml Aprotinin

1 pg/ml Leupeptin

2.9.2 Immun-bzw. Koimmunprazipitation von Proteinen aus Kulturiberstanden

Die Immunprézipitation dient der Anreicherung bestimmter Proteine  aus
Zellkulturiiberstinden oder Zelllysaten. Bei der Koimmunprizipitation werden auch mit
diesen Proteinen assoziierte, andere Proteine aufgereinigt. Alternativ werden die
immunprézipitierten Proteine mit anderen Proteinen inkubiert und es wird untersucht, ob

diese an die ersten binden.
Fir Immun- bzw. Koimmunprézipitations-Studien wurden COS-7-Zellen transient mit
pSVLAECcoR], der fiir das gewiinschte LIF-RFP kodierte, transfiziert (2.8.1.1 oder 2.8.1.2)
und 48 Stunden zur Proteinproduktion kultiviert. Danach wurden die Zell-Uberstinde geerntet
und durch Zentrifugation und Sterilfiltration gereinigt. Fiir eine Immunprizipitation wurden
die Uberstinde iiber Nacht bei 4°C mit 5 ug/Ansatz flag-Antikorper (2.3) inkubiert, welcher
vorher mit 5 pg/Ansatz eines Kaninchen Anti-Maus Briickenantikérpers (2.3) an ProteinA-
Sepharose (5 mg/Ansatz, Amersham Biosciences) immobilisiert wurde. Am néichsten Tag
wurde die Sepharose mit den prézipitierten LIF-RFPs zentrifugiert und im Falle einer
Koimmunprézipitations-Studie iiber Nacht bei 4°C in PBS mit 50 uM humanem oder
murinem LIF inkubiert. Die Proteine wurden dann mit 2x Lammli-Puffer und Inkubation fiir
10 min bei 95°C von der Sepharose eluiert, denaturiert und nach SDS-PAGE und Western
blotting mit einem Antikérper gegen humanes oder murines LIF (2.3) detektiert. Nach
Strippen (2.9.5) der Membran wurde eine weitere Immundetektion mit einem flag-Antikorper
durchgefiihrt.
2x Lammli-Puffer  20% Glycerin
10% B-Mercaptoethanol
4% SDS

125 mM Tris-HCI, pH 6,8
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0,01% Bromphenolblau

2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer
Grofe. Das negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich entlang der
Aminoséurekette der Proteine an und bildet mit diesen einen SDS-Proteinkomplex, in dem die
Eigenladung des Proteins im Vergleich zur negativen Gesamtladung vernachléssigbar ist. Die
Menge angelagertes SDS ist zur ProteingroB3e proportional. Die zu analysierenden Lysate oder
(Ko-)Immunpréazipitate werden in 1x bzw. 2x Lammli-Puffer aufgenommen und bei 95°C fiir
10 min erhitzt, um die Proteine zu denaturieren. Disulfidbriicken werden durch J-
Mercaptoethanol reduziert. Das SDS-Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammel- und einem
Trenngel, wobei das Sammelgel der Vorsortierung und Fokussierung der Proteine dient, und
im Trenngel die Proteine nach Grofe aufgetrennt werden. Je nach Grofle der zu
analysierenden Proteine wurden 10%- oder 12,5%ige Trenngele mit 6%igen Sammelgelen
verwendet. Die Elektrophorese wurde in einer Biometra-Kammer bei 35 mA durchgefiihrt.
Als GroBlenstandards wurden die Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad,
Hercules, USA) benutzt.

Acrylamid-Losung 290 g/l Acrylamid
10 g/l Bisacrylamid

4x Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4% SDS

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

10x Laufpuffer 0,25 M Tris-Base
1,92 M Glyzin
1% SDS

2.9.4 Western blotting

Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden mittels semidry-blotting auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran iibertragen. Die PVDF-Membran wurde zur
Vorbereitung 5 s in Methanol und 15 min in Anodenpuffer II, das SDS-Gel 5 min in
Kathodenpuffer inkubiert. Dann wurden in einer blotting-Kammer vier Whatman-

Filterpapiere in Gelgrofle, die mit Anodenpuffer I getrankt waren, und zwei mit Anodenpuffer
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IT getrankte Filterpapiere luftblasenfrei iibereinander gelegt. Darauf wurden die Membran und
das SDS-Gel platziert. Den oberen Abschluss bildeten vier mit Kathodenpuffer getrinkte
Filterpapiere. Die blotting-Kammer wurde mit einem Gewicht beschwert und die Proteine
vom SDS-Gel auf die Membran bei 0,8 mA/cm® fiir 1 Stunde iibertragen. Der Boden der
Kammer war hierbei die Anode, der Deckel die Kathode. AnschlieBend wurde die Membran
in TBS-N-Puffer bei 4°C gelagert, falls sich nicht unmittelbar eine Immundetektion

anschloss.
Anodenpuffer I 0,3 M Tris-Base
20% Methanol
Anodenpuffer I 0,025 M Tris-Base
20% Methanol
Kathodenpuffer 0,04 M e-Aminocapronsiure
20% Methanol
0,01% SDS
5x TBS-N-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
670 mM NacCl
0,5% Nonidet P-40

2.9.5 ECL-Immundetektion

Nach dem Western blotting wurden freie Bindungsstellen auf der Membran, an die
Antikorper moglicherweise unspezifisch binden, durch 45-miniitige Inkubation auf dem
Schiittler mit 10% BSA-Losung in TBS-N-Puffer abgesittigt. Nach dreimaligem kurzen
Spiilen mit TBS-N-Puffer wurde die entsprechend verdiinnte Erstantikdrperlosung auf die
Membran gegeben und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C geschiittelt.
Dann wurde zweimal mit TBS-N-Puffer gespiilt und zweimal fiir 5 min mit TBS-N-Puffer auf
dem Schiittler inkubiert, um {iberschiissigen Erstantikdrper zu entfernen. Nun wurde die
1:2.000 verdiinnte Zweitantikdrperlosung auf die Membran gegeben und 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Der Zweiantikérper war gegen den konstanten Bereich des
Erstantikorpers gerichtet und mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Die Membran wurde wie
nach Erstantikdrper-Inkubation gewaschen. Die Bindung des Zweitantikorpers wurde mittels
Enhanced Chemiluminescence (ECL, Amersham Biosciences) nach Herstellerangabe
nachgewiesen. Hierbei wird ein Substrat auf die Membran gegeben, welches die Meerrettich-

Peroxidase unter Lichtemission umsetzt. Dieses Licht erzeugt auf einem Rontgenfilm
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(Amersham Biosciences) schwarze Banden. Die Expositionszeiten hierbei lagen zwischen 10
s und 2 min. Um eine weitere Immundetektion durchzufiihren, wurden die
Antikorperkomplexe durch eine 25-miniitige Inkubation der Membran in stripping-Puffer bei
70°C entfernt.

stripping-Puffer 62 mM Tris-HCI, pH 6,7
2% SDS

76 ul B-Mercaptoethanol/ 10 ml, vor

Verwendung zusetzen

2.9.6 Blaue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) und Fluoreszenz-

Detektion mit dem Fluoreszenz-scanner Typhoon

Die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird zur Analyse von Proteinen oder
Proteinkomplexen in ihrer nativen Form verwendet im Gegensatz zur SDS-PAGE, bei der die
Proteine denaturiert werden. Um die Eigenladungen der Proteine zu iiberdecken, wird bei der
BN-PAGE [66, 67] der Farbstoff Coomassie im Kathodenpuffer gelost, der an die Proteine
bindet und sie negativ lddt. Die Proteine bewegen sich im elektrischen Feld dann alle zur
Anode und werden nach ihrer GroBe (und Form) aufgetrennt. Dies ermdglicht eine
GroBenabschdtzung der zu analysierenden Proteinkomplexe im Vergleich zu Proteinen
bekannter GroBe. Fluoreszierende Proteine im aufzutrennenden Proteingemisch kdnnen nach
Ablauf der BN-PAGE mit Hilfe des Fluoreszenz-scanners Typhoon gel imager (Amersham
Biosciences) sichtbar gemacht werden. Bei den durchgefiihrten BN-PAGE wurde das
fluoreszierende Protein YFP-IL-6 verwendet. YFP wurde mit einer Wellenldnge von 488 nm
angeregt, seine Emission wurde nach Passage durch einen Bandpass-Filter, der nur die
Wellenldngen 500-540 nm durchlésst, registriert. Zum GroBenvergleich wurde BSA benutzt,
dessen unterschiedliche Multimere mit einer Silberfirbung sichtbar gemacht wurden.
Zusitzlich diente BSA als interner GroBenmarker, da YFP-IL-6- und IL-6-RFP-Losungen
BSA zur Erh6hung der Proteinstabilitédt enthielten. Um eine Komplexbildung zu erméglichen,
wurden YFP-IL-6 und IL-6-RFP (oder YFP-IL-6, sIL-6Ra und sgp130) vor Auftragung auf
das Gel fiir 30 min bei Raumtemperatur in den angegebenen molaren Mengen inkubiert. Dann
wurde das Proteingemisch mit 1/5 Volumen 5x Probenpuffer versetzt, der ebenfalls
Coomassie enthielt. Die Proteine wurden in Gradienten-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt
(4%-12% oder 4%-20%) und die Elektrophorese in einer Biometra-Kammer bei 120 V
durchgefiihrt.
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Kathodenpuffer 50 mM Tricin
15 mM Bis-Tris
0,002% Coomassie Brilliant Blue G 250
Anodenpuffer 50 mM Bis-Tris-HCI, pH 7
3x Gelpuffer 1,5 M 6-Aminocapronat
150 mM Bis-Tris-HCI pH 7
5x Probenpuffer 100 mM 6-Aminocapronat
50% Glycerin
1% Coomassie Brilliant Blue G 250

2.9.7 Silberfarbung

Nach Ablauf einer SDS- oder BN-PAGE wurde eine Silberfarbung der aufgetrennten Proteine
durchgefiihrt. Zundchst wurden die Proteine flir 3x 30 min oder iiber Nacht mit Fixierlosung
fixiert. Dann wurde das entsprechende Gel 4x 10 min mit Wasser auf dem Schiittler
gewaschen, fiir 1 min in 0,8 mM Natrium-Thiosulfat (Na,S,03) inkubiert und anschlielend
zweimal fir 1 min mit Wasser gewaschen. Danach wurde das Gel 30-60 min in 12 mM
Silbernitrat imprégniert, mit Wasser gespiilt und 10-20 min bis zum Sichtbarwerden der
Proteinbanden in Entwickler-Losung auf dem Schiittler inkubiert. Die Firbung wurde
gestoppt, indem das Gel fiir 30-60 min in Stopp-Losung geschiittelt wurde. Nach

zweimaligem Waschen wurde das Gel auf einem Vakuum-Heiztrockner getrocknet.

Fixierlosung 5% Essigsdure

30% Ethanol
Entwickler 3% K,COs

0,00925% Formaldehyd

0,00125% (Na»S,03)
Stopp-Losung 4% Tris-Base

2% Essigsdure

2.9.8 Produktion und Aufreinigung von YFP-IL-6 mit Affinitatschromatographie

Die Produktion von YFP-IL-6 erfolgte in stabilen High-five-YFP-IL-6-Insektenzellen (2.7.1).
72 Stunden nach Ausséen der Zellen wurden die YFP-IL-6-haltigen Uberstinde geerntet und
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durch Zentrifugation und Sterilfiltration von Zellbestandteilen gereinigt. YFP-IL-6 wurde
durch Affinitdtschromatographie aufgereinigt, wobei an Cyan-Brom-Sepharose (Amersham
Biosciences) immobilisierter sIL-6Ra als Affinitditsmatrix verwendet wurde. Ungefdhr 150
ml Zell-Uberstinde wurden auf die zuvor mit PBS-Tween dquilibrierte Siule aufgetragen und
mit 3 Siulenvolumen PBS gewaschen, bzw. bis die OD,gy der Waschfraktionen nahe 0 lag.
Dann wurde YFP-IL-6 mit 2 M MgCl, in ca. zehn I-ml-Fraktionen eluiert, deren
Proteingehalt sofort photometrisch (ODjgyp) bestimmt wurde. Proteinhaltige Fraktionen
wurden mit 0,002% BSA zur Erh6hung der Stabilitit des YFP-IL-6 versetzt, vereinigt und
iiber Nacht gegen PBS dialysiert. Die Durchfluss-, Wasch- und Elutionsfraktionen wurden
nach SDS-PAGE und Western blotting mittels Inmundetektion analysiert und die YFP-IL-6-
Konzentration der Elutionsfraktion durch ELISA (2.9.11.1) und Fluoreszenz-Spektroskopie
(2.9.12) ermittelt.

2.9.9 Aufreinigung von IL-6-RFP mit Affinitatschromatographie

Zur Produktion von IL-6-RFP wurde das Baculovirus-Proteinexpressionssystem (2.8.1.5)
verwendet. IL-6-RFP wurde durch Affinitdtschromatographie aufgereinigt, wobei an Cyan-
Brom-Sepharose immobilisiertes IL-6 als Affinitidtsmatrix benutzt wurde. Ungefdhr 100 ml
IL-6-RFP-haltige Kulturiiberstdinde wurden auf die mit PBS-Tween zuvor dquilibrierte Sdule
aufgetragen und mit 3 Saulenvolumen PBS-Tween gewaschen, bzw. bis die ODygy der
Waschfraktionen nahe 0 lag. Dann wurde IL-6-RFP mit zehnmal 1 ml 1 M Essigsédure eluiert
und die Eluate entsprechend in 1 ml-Fraktionen gesammelt, welche sofort durch Auffangen in
400 ul 2 M Tris-HCL, pH 9 neutralisiert wurden. Der Proteingehalt der Elutionsfraktionen
wurde photometrisch (OD5g9) bestimmt und proteinhaltige Fraktionen mit 0,002% BSA zur
Erhohung der Stabilitit des IL-6-RFP versetzt, vereinigt und {iber Nacht gegen PBS dialysiert.
Die Durchfluss-, Wasch- und Elutionsfraktionen wurden nach SDS-PAGE und Western
blotting mittels Immundetektion analysiert und die IL-6-RFP-Konzentration der

Elutionsfraktion durch ELISA (2.9.11.2) ermittelt.

2.9.10 Gelfiltration

Die Gelfiltration diente dazu, die molare Masse von YFP-IL-6, IL-6-RFP und dem Komplex
YFP-IL-6/IL-6-RFP zu ermitteln. Gelfiltrationen wurden mit einer Superdex 200 16/60-Séiule
(Amersham Biosciences) bei 4°C und einer Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Vor jedem
Lauf wurde die Sdule mit 180 ml entgastem PBS gespiilt, um das zur Lagerung verwendete

20% Ethanol zu entfernen. Dann wurden maximal 4 ml des zu analysierenden
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Proteingemischs aufgetragen. Wihrend jedes Laufs wurde die Absorption der Eluate bei 280
nm (Detektion Gesamtprotein) und 514 nm (Detektion YFP) photometrisch gemessen und 3-
ml-Fraktionen der Eluate gesammelt. Die Séule wurde mit 9 mg einer Standard-Protein-

Mischung (BioRad) kalibriert.

2.9.11 ELISA

2.9.11.1 ELISA zur Quantifizierung von YFP-IL-6 (nach [68])

Um YFP-IL-6 zu quantifizieren, wurden die Vertiefungen einer 96-wel/-ELISA-Platte {iber
Nacht bei Raumtemperatur mit 1 pg/ml IL-6-Antikorper mab 16 (2.3) inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und freie Bindungsstellen mit 1% BSA in PBS
bei 37°C eine Stunde abgesittigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween wurden die zu
analysierenden Proben mit PTG-Puffer verdiinnt, in die Vertiefungen der 96-well-Platte
tiberfiihrt und mit einem 1:300-verdiinnten, biotinylierten, polyklonalen IL-6-Antikorper (2.3)
fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBS-Tween gewaschen.
Anschliefend wurde 45 min mit 1 pg/ml Streptavidin-HRP (Sanquin, Amsterdam,
Niederlande) in PTG-Puffer inkubiert, wieder dreimal mit PBS-Tween gewaschen und die
Entwickler-Losung zugegeben. Sobald eine deutliche Blaufarbung zu sehen war, wurde die
Reaktion mit 2 M H,SO4 gestoppt (Farbumschlag nach gelb) und die Absorption der Proben
bei der Wellenlédnge 450 nm im ELISA reader gemessen.

PBS-Tween PBS + 0,05% Tween
PTG-Puffer PBS + 0,05% Tween + 0,02% Gelatine
Entwickler 0,1 M Natriumacetat, pH 5,5
0,1 mg/ml 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB)
0,003% H,0,

2.9.11.2 ELISA zur Quantifizierung von IL-6-RFP

Der ELISA zur Quantifizierung von IL-6-RFP wurde analog zu 2.9.11.1 durchgefiihrt,
unterschied sich jedoch in den verwendeten Antikdrpern. Hier wurde 3 pg/ml flag-Antikorper
(2.3) zum Binden an die ELISA-Platte verwendet, und als biotinylierter Antikdrper wurde
BT2-biot (2.3) in einer 1:200-Verdiinnung eingesetzt.
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2.9.12 Fluoreszenz-Messung von YFP-IL-6 am Spektrometer

Alternativ. zum ELISA wurde die YFP-IL-6-Konzentration auch mit Fluoreszenz-
Spektroskopie bestimmt. Dazu wurden YFP-IL-6-haltige Proben bei einer Wellenldnge von
514 nm angeregt, wiahrend die Emission innerhalb der Wellenldngen 520-600 nm detektiert
wurde. Der Fluoreszenzwert am Emissionsmaximum von YFP-IL-6 bei 525 nm wurde fiir die

Auswertungen benutzt.

2.10 Konfokale Mikroskopie lebender Zellen

Zur Analyse fluoreszierender Molekiile in lebenden Zellen wurde ein konfokales laser-
scanning Mikroskop des Typs Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss, Jena) verwendet. Dieses ist unter
anderem mit einem Argon-Laser ausgestattet, der Licht der Wellenldngen 458, 488 und 514
nm emittieren kann. Alle Bilder wurden mit einem 63x Wasser-korrigierten Objektiv (Zeiss
C-Apochromat 63/1.2w Korr) aufgenommen. Fiir die Mikroskopie lebender Zellen wurden
diese in einer offenen Zellkultivierungs-Kammer (Pecon, Erbach) kultiviert, die in eine CO;-
und Heiz-Einheit eingespannt wurde. Die CO,- und Heiz-Einheit sorgte fiir einen konstanten
CO,-Gehalt von 5% und eine konstante Temperatur von 37°C. Um verschiedene Fluoreszenz-
Signale von einer Zelle aufzunehmen, wurde die Multi-Track-Funktion des LSM 510 Meta
verwendet. Die Fluoreszenz des cyan fluorescent protein (CFP) wurde mit einer Wellenldnge
von 458 nm und 5% Transmission angeregt und das emittierte Licht nach Passage durch einen
Bandpass-Filter 480/20, der Licht der Wellenldnge 470-490 nm durchlisst, detektiert. Durch
das enge Detektionsband wurde die Emission des yellow fluorescent protein (YFP), das auch
mit 458 nm angeregt werden kann, ausgeschlossen. YFP wurde mit einer Wellenlédnge von
514 nm und 5% Transmission angeregt und seine Emission wurde nach Passage durch einen
Bandpass-Filter, der nur die Wellenlingen 530-600 nm durchlésst, registriert. Der
Durchmesser der konfokalen Blende betrug bei allen Aufnahmen in Abhingigkeit von der
Anregungswellenldnge eine Airy Unit. Fiir die verwendeten Anregungswellenldngen ergibt
diese Einstellung eine Schichtdicke der konfokalen Aufnahmen von ca. 1 pm.

Zur Analyse von lebenden COS-7-Zellen wurden diese mit pSVL-gp130id-CFP (2.4.1)
transfiziert (2.8.1.2) und auf 42 mm groBen Coverslips ausgesit. 48 Stunden nach der
Transfektion wurde ein Coverslip in die offene Zellkultivierungs-Kammer eingebaut und mit

dem konfokalen Mikroskop analysiert.



46 Ergebnisse

3 Ergebnisse

Dieser erste Teil der Ergebnisse beschreibt die biochemische Charakterisierung des IL-6-
Inhibitors interleukin-6 receptor fusion protein, 1L-6-RFP. Dieser IL-6-Inhibitor besteht aus
den Dominen DI1-D3 des humanen gp130, welche durch den linker stalk-49 mit den
Doménen D2-D3 des humanen sIL-6Ra fusioniert sind. Es wurde bereits gezeigt, dass IL-6-
RFP ein sehr potenter IL-6-Inhibitor ist, der nicht die Bioaktivitdt des nahe verwandten
Zytokins IL-11 hemmt [55]. IL-11 signalisiert ebenfalls iiber ein gpl130-Homodimer, wobei
IL-11 vorher jedoch an IL-11Ra bindet. Die Aktivitit von IL-6-RFP gegeniiber LIF und
OSM, die iiber ein Heterodimer aus gpl30 und einem weiteren, spezifischen Rezeptor
signalisieren, hat man bisher noch nicht getestet. Auch wurde die Wirkungsweise von
fusionierten Zytokinrezeptoren noch nicht ausreichend untersucht. Daher war die Analyse der
Spezifitdt, Stabilitdt und Stochiometrie des Komplexes aus IL-6-RFP und IL-6 das Thema des

ersten Teils der vorliegenden Arbeit.

3.1 IL-6-RFP hemmt die STAT3-Aktivierung und die Gen-Induktion des
Akut-Phase-Proteins a2-Makroglobulin nach IL-6-Stimulation, jedoch

nicht nach Stimulation mit den verwandten Zytokinen OSM und LIF

Stimulation von HepG2-Zellen mit den IL-6-Typ Zytokinen IL-6, OSM oder LIF 16st die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 aus, welcher dann unter anderem an den
Promotor des Gens fiir das Akut-Phase-Protein a.2-Makroglobulin bindet [69]. Zum Nachweis
der Spezifitit von IL-6-RFP wurde untersucht, ob es die STAT3-Phosphorylierung und
Induktion des a2-Makroglobulin-Gens nach Stimulation mit IL-6, OSM oder LIF hemmt.

3.1.1 Produktion und Reinigung von IL-6-RFP

IL-6-RFP wurde mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems hergestellt (2.8.1.5) und aus
Zellkultur-Uberstinden Baculovirus-infizierter Sf158-Zellen gereinigt. Die Reinigung stellte
sicher, dass beobachtete Effekte durch IL-6-RFP und nicht von anderen Proteinen des
Insektenzell-Uberstandes verursacht wurden. Sie erfolgte durch Affinititschromatographie

mit immobilisiertem IL-6 (2.9.9).
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Abb. 7: Affinitatschromatographie von IL-6-RFP

(A) IL-6-RFP wurde mittels Affinititschromatographie mit immobilisiertem IL-6 aus
Zellkultur-Uberstinden IL-6-RFP-Baculovirus-infizierter Sfl158-Zellen gereinigt. Proben
verschiedener Schritte einer Affinitdtschromatographie wurden nach SDS-PAGE und Western
blotting mit Antikérpern gegen flag bzw. IL-6Ra analysiert. Bei der dargestellten Analyse
wurden 47,5 ml Zellkultur-Uberstand (US), der 1,3 ug/ml IL-6-RFP enthielt, auf die
Affinitdtschromatographie-Sdiule aufgetragen. Wihrend des Durchflusses wurden nach 10 ml
(1), 25 ml (2) und 40 ml (3), wéihrend des darauf folgenden Waschens mit PBS-Tween nach 8
ml (1), 30 ml (2) und 45 ml (3) Proben genommen. Die erste Elutionsfraktion umfasste ein
Volumen von 4 ml und enthielt 9,3 ug/ml IL-6-RFP, die zweite Elutionsfraktion besaf; ein
Volumen von 3 ml und enthielt 1,8 ug/ml IL-6-RFP.

(B) Proteine aus 25 ul Uberstand von Baculovirus-infizierten Insektenzellen, der etwa 25 ng
IL-6-RFP enthielt (1), oder 25 ng gereinigtes IL-6-RFP in PBS (2) wurden mittels SDS-PAGE
unter nicht-reduzierenden Bedingungen getrennt. Anschlieffend wurde eine Silber-Fdrbung
durchgefiihrt. M = Marker Proteine.

IL-6-RFP liegt im Zellkultur-Uberstand Baculovirus-infizierter Sf158-Zellen in einer
Konzentration von 1,3 ug/ml vor (US, Abb. 7A). Diese Konzentration wurde mit Hilfe eines
ELISA ermittelt (2.9.11.2). In den Durchfluss- und Waschfraktionen sind lediglich kleine
Mengen IL-6-RFP zu finden. In der ersten Elutionsfraktion hat das gereinigte, konzentrierte
IL-6-RFP eine Konzentration von 9,3 png/ml, was einem Konzentrierungsfaktor durch die

Affinitdtschromatographie von etwa 10 entspricht. Die Ausbeute liegt bei 69%. Zur
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Stabilisierung von IL-6-RFP in verdiinnten Ldsungen wurden 0,02% BSA zugesetzt.
Vergleicht man den Zellkultur-Uberstand IL-6-RFP-Baculovirus-infizierter Sf158-Zellen mit
gereinigtem IL-6-RFP ohne zugesetztem BSA auf einem Silbergel (Abb. 7B), so erkennt man
deutlich den Reinigungseffekt, der durch die Affinititschromatographie erzielt wird. AuBer

IL-6-RFP ist fast kein anderes Protein aus dem Kulturiberstand nachweisbar.

Konzentrierungsfaktor, Ausbeute und Reinheit des IL-6-RFP zeigen, dass die
Affinitdtschromatographie mit immobilisiertem IL-6 zur Reinigung von IL-6-RFP im

Labormalistab geeignet ist.

3.1.2 IL-6-RFP hemmt die IL-6-vermittelte Gen-Induktion des Akut-Phase-Proteins
a2-Makroglobulin Dosis-abhéngig

3,5
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Abb. 8: Dosis-abhangige Hemmung der IL-6-Antwort durch IL-6-RFP in einem
Reportergen-Assay

HepG2-Zellen wurden mit einem Reportergen-Plasmid, das fiir Luziferase kodiert,
transfiziert. Die Expression der Luziferase stand unter der Kontrolle des STAT3-abhdngigen
a2M-Promotors der Ratte. IL-6 und IL-6-RFP wurden in den angegebenen molaren
Verhdltnissen fiir 30 min bei 37°C zur Komplexbildung inkubiert. Danach wurden die
HepG2-Zellen mit dem Gemisch aus Zytokin und Inhibitor 16 Stunden stimuliert. Die
Luziferase-Aktivitit wurde dreimal parallel bestimmt.
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Wie in Abb. 8 gezeigt, hemmt IL-6-RFP die Induktion des a2-Makroglobulin-Promotors nach
IL-6-Stimulation Dosis-abhéngig in einem Reportergen-Assay in HepG2-Zellen. Schon ein
zweifach molarer Uberschuss von IL-6-RFP iiber IL-6 fiihrt zu einer Verringerung der
biologischen Antwort um ungefihr 70%. Ein mehr als 10-fach molarer Uberschuss

unterdriickt die Gen-Induktion vollstindig.

3.1.3 OSM- oder LIF-vermittelte Gen-Induktion des Akut-Phase-Proteins

a2-Makroglobulin werden von IL-6-RFP nicht gehemmt
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Abb. 9: Untersuchung der Spezifitat von IL-6-RFP in einem Reportergen-Assay

(A) HepG2-Zellen wurden wie in Abb. 8 beschrieben transfiziert und mit IL-6, OSM oder LIF
in steigenden Konzentrationen 16 Stunden stimuliert. Anschliefsend wurde die Luziferase-
Aktivitdt bestimmt.

(B) IL-6, OSM oder LIF wurden fiir 30 min bei 37°C mit IL-6-RFP in den angegebenen
molaren Verhdltnissen inkubiert. Dann wurden wie in (A) transfizierte HepG2-Zellen mit dem
Gemisch aus Zytokin und Inhibitor 16 Stunden stimuliert und die Luziferase-Aktivitit
bestimmt.

Die Spezifitit von IL-6-RFP gegeniiber IL-11, dessen Rezeptorkomplex ebenfalls aus zwei
gp130-Rezeptoren besteht, die jedoch mit zwei IL-11Ra-Molekiilen assoziieren, wurde
bereits gezeigt [55]. Nun wurde untersucht, ob IL-6-RFP auch solche Zytokine nicht hemmt,
deren Rezeptorkomplex kein gp130-Homodimer enthilt, sondern die iiber ein gp130-LIFR-
Heterodimer signalisieren. Hier konnte das in IL-6-RFP enthaltene CBM von gpl130 das
entsprechende Zytokin binden. In diesem Zusammenhang wurden OSM und LIF untersucht.
HepG2-Zellen reagieren auf IL-6-, OSM- und LIF-Stimulation mit der Induktion von Akut-
Phase-Proteinen und sind deshalb gut geeignet, die Spezifitdt von IL-6-RFP zu untersuchen.
Zundchst wurde die Zytokinkonzentration ermittelt, die zu einer ausreichenden Luziferase-
Aktivitét fiihrt (Abb. 9A). AnschlieBend wurde ein Reportergen-Assay zur Untersuchung der
Spezifitit von IL-6-RFP gegeniliber OSM und LIF durchgefiihrt (Abb. 9B). Durch Zugabe von

IL-6-RFP in Konzentrationen, bei denen die IL-6-Antwort vollstandig unterdriickt wird, wird
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die OSM-abhéngige Gen-Induktion nicht gehemmt (Abb. 9B). Durch Zugabe von IL-6-RFP
in einem 30-fach molaren Uberschuss iiber LIF wird die LIF-Antwort ebenfalls nicht
beeinflusst; sie wird jedoch durch Zugabe eines 60-fach molaren Uberschusses leicht
gehemmt. Folglich ist IL-6-RFP in Konzentrationen, bei denen die IL-6-vermittelte Gen-
Induktion vollstdndig gehemmt wird, spezifisch flir IL-6 und hemmt OSM und LIF nicht. Erst
bei Zugabe von IL-6-RFP in einem 60-fach molaren Uberschuss unterdriickt es auch die LIF-

vermittelte Gen-Induktion um 40%.

3.1.4 IL-6-RFP unterdrickt die IL-6-vermittelte Gen-Induktion auch bei gleichzeitiger
Gabe von IL-6 und IL-6-RFP oder wenn IL-6-RFP kurz nach IL-6 zugegeben wird
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Abb. 10: Hemmung der IL-6-vermittelten Induktion des e2M-Promotors nach Behandlung
mit IL-6-RFP zu unterschiedlichen Zeitpunkten

HepG2-Zellen wurden wie in Abb. 8 beschrieben transfiziert. Bei Behandlung ,,a* wurde IL-6
mit einem 10-fach molaren Uberschuss von IL-6-RFP fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlieffend wurden HepG2-Zellen fiir 16 Stunden mit dem Gemisch aus Zytokin und
Inhibitor stimuliert. Bei ,,b* wurden die Zellen fiir 30 min mit IL-6-RFP vorinkubiert und
dann mit IL-6 stimuliert, wdhrend bei ,,c¢“ IL-6 und I[L-6-RFP ohne Vorinkubation
gleichzeitig zu den Zellen gegeben wurden. Bei ,,d* und ,,e* wurden HepG2-Zellen fiir 10
bzw. 20 min mit IL-6 stimuliert und anschlieffend IL-6-RFP fiir 16 Stunden dazugegeben.
Danach wurde die Luziferase-Aktivitiit gemessen.

IL-6-RFP hemmt die IL-6-vermittelte Reportergen-Induktion nicht nur nach Vorinkubation
von IL-6 und IL-6-RFP (Behandlung ,,a*“), sondern auch bei gleichzeitiger Zugabe von IL-6
und IL-6-RFP (,,b%, ,,c*), wie in Abb. 10 gezeigt wird. Auch wenn IL-6-RFP 10 min (,,d*)
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oder 20 min (,,e) nach IL-6-Stimulation zugesetzt wird, hemmt es die Induktion des

Reportergens a2-Makroglobulin in diesem Lang-Zeit-Experiment.

3.1.5 IL-6-RFP unterdruckt die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung
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Abb. 11: Auswirkung von IL-6-RFP auf die STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation
mit IL-6, OSM oder LIF in HepG2-Zellen

(A) HepG2-Zellen wurden auf 6-well-Platten ausgesdt und itiber Nacht ohne Serum
gehungert. Dann wurden sie mit IL-6, OSM oder LIF in unterschiedlichen Konzentrationen
fiir 20 min stimuliert und anschliefpend lysiert. Die Lysate wurden nach SDS-PAGE und
Western blotting mit phospho-STAT3 oder STAT3-spezifischen Antikorpern analysiert.

(B) Die Kultivierung der HepG2-Zellen erfolgte wie in (A). IL-6 wurde mit einem 5-fach
molaren Uberschuss von IL-6-RFP fiir 30 min bei 37°C inkubiert, um eine Komplexbildung zu
ermoglichen. Dann wurden die Zellen mit IL-6 oder dem Gemisch aus IL-6 und IL-6-RFP
stimuliert (Behandlung ,,a“). Bei ,,c* wurden IL-6 und IL-6-RFP ohne Vorinkubation
gleichzeitig fiir 20 min zu den Zellen gegeben. In Ansdtzen ,,d* und ,,e* wurden HepG2-
Zellen mit IL-6 fiir 10 min bzw. 20 min stimuliert und danach mit IL-6-RFP fiir 20 min
behandelt. Danach wurden die HepG2-Zellen lysiert und die Lysate wie in (A) analysiert.

(C) Die Kultivierung der HepG2-Zellen erfolgte wie in (A). OSM und IL-6-RFP oder LIF und
IL-6-RFP wurden fiir 30 min bei 37°C in den angegebenen molaren Verhdltnissen inkubiert.
Dann wurden HepG2-Zellen mit OSM oder LIF oder dem Gemisch aus OSM und IL-6-RFP
oder LIF und IL-6-RFP fiir 20 min stimuliert. Nach der Stimulation wurden die HepG2-Zellen
lysiert und die Lysate wie in (4) analysiert.

Wihrend die Induktion eines Reporter-Gens 16 Stunden nach Zytokin-Stimulation gemessen
wird, kann die STAT3-Phosphorylierung schon innerhalb von Minuten detektiert werden. Um
die Auswirkung von IL-6-RFP auf die STAT3-Phosphorylierung in HepG2-Zellen zu
untersuchen, wurden zuerst die Konzentrationen der Zytokine IL-6, OSM und LIF ermittelt,
die eine ausreichende STAT3-Phosphorylierung induzieren (Abb. 11A). Dann wurden
HepG2-Zellen mit den Zytokinen in entsprechenden Konzentrationen unter Zugabe von IL-6-
RFP stimuliert (Abb. 11B, C). Wie in Abb. 11B gezeigt, wird die STAT3-Phosphorylierung
durch IL-6-RFP gehemmt, wenn IL-6 und IL-6-RFP fiir 30 min bei 37°C vorinkubiert werden
,»a') oder ohne Vorinkubation gleichzeitig zu den Zellen gegeben werden (,,c*). Bei dieser
Kurz-Zeit-Antwort reicht eine zeitverzogerte Behandlung mit IL-6-RFP nach IL-6-

Stimulation (,,d* und ,,e*) nicht aus, um die STAT3-Phosphorylierung zu hemmen.
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Wie auch beim Reportergen-Assay gezeigt, ist IL-6-RFP spezifisch fiir die Hemmung von
IL-6. Die OSM- oder LIF-induzierte STAT3-Phosphorylierung wird nicht durch IL-6-RFP
gehemmt (Abb. 11C).

3.2 Untersuchung der Interaktion zwischen YFP-IL-6 und IL-6-RFP mit

Hilfe von Fluoreszenz-Gelshift-Assays

Zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurde eine neue Methode angewendet, die auf
BN-PAGE, fluoreszierenden Fusionsproteinen und Fluoreszenz-scanning beruht. Hierbei
werden fluoreszierende Proteine, die mit anderen Proteinen eine Wechselwirkung
eingegangen sind, mittels BN-PAGE aufgetrennt und ihre Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-
scanner sichtbar gemacht. Durch Vergleich mit Marker-Proteinen bekannter Grof3e kann man
dann die Molmasse der Komplexe, in denen das fluoreszierende Protein gebunden ist,
bestimmen. In den folgenden Experimenten dient YFP-IL-6 als fluoreszierendes Protein,
IL-6-RFP als Interaktionspartner und die verschiedenen Multimere von BSA als Marker-

Proteine.

3.2.1 Produktion und Reinigung von YFP-IL-6

Das Fusionsprotein YFP-IL-6 wurde kloniert, indem man das yellow fluorescent protein
(YFP) mit dem N-Terminus von IL-6 fusionierte. Die Fusion mit YFP hat keinen Einfluss auf
die Bioaktivitit von IL-6 [70]. Zur Produktion von YFP-IL-6 wurden stabile High-five-
YFP-IL-6-Zellen verwendet, die YFP-IL-6 kontinuierlich sezernieren. YFP-IL-6 aus
Uberstéinden dieser Zellen lieB sich mittels Affinititschromatographie mit immobilisiertem

sIL-6Ro aufgereinigen (2.9.8).
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Abb. 12: Affinitatschromatographie von YFP-IL-6

YFP-IL-6 wurde mittels Affinitdtschromatographie mit immobilisiertem sIL-6Ra aus
Zellkultur-Uberstinden  stabiler High-five-YFP-IL-6-Insektenzellen — gereinigt. Proben
verschiedener Schritte einer Affinititschromatographie wurden nach SDS-PAGE und Western
blotting mit Antikorpern gegen GFP bzw. IL-6 analysiert. Bei der dargestellten Analyse
wurden 80 ml Zellkultur-Uberstand (US), der etwa 1 ug/ml YFP-IL-6 enthielt, auf die
Affinitdtschromatographie-Sdule aufgetragen. Als Positivkontrolle fiir den IL-6-Antikorper
diente nicht-markiertes IL-6 (PK IL-6). Wiihrend des Durchflusses wurden nach 10 ml (1), 20
ml (2), 40 ml (3), 60 ml (4) und 80 ml (5), wihrend des darauf folgenden Waschens mit PBS-
Tween nach 10 ml (1) und 30 ml (2) Proben genommen. Die erste Elutionsfraktion (4 ml)
enthielt 12 ug/ml YFP-IL-6, die zweite (2 ml) etwa 6 ug/ml YFP-IL-6.

YFP-IL-6 liegt im Zellkultur-Uberstand stabiler High-five-YFP-IL-6-Zellen in einer
Konzentration von 1 pg/ml vor (US, Abb. 12). Diese Konzentration wurde mit Hilfe eines
ELISA bestimmt (2.9.11.1). In den Durchflussfraktionen und der ersten Waschfraktion sind
nur kleine Mengen YFP-IL-6 zu finden. Diese sind nur mit dem sensitiveren GFP-Antikrper
detektierbar (Abb. 12, oberes Bild) und nicht mit dem IL-6-Antikorper. In den Eluaten weist
das gereinigte, konzentrierte YFP-IL-6 generell eine Konzentration von ungefahr 12-19 pg/ml
auf, was einem Konzentrierungsfaktor durch die Affinitdtschromatographie von etwa 10 bis
20 entspricht. Die Ausbeute liegt bei etwa 75%. Zur Stabilisierung von YFP-IL-6 in
verdiinnten Losungen wurden 0,02% BSA zugesetzt. Konzentrierungsfaktor und Ausbeute
zeigen, dass die Affinitditschromatographie mit immobilisiertem sIL-6Ra zur Reinigung von

YFP-IL-6-RFP im Labormalstab geeignet ist.
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3.2.2 Blaue native PAGE (BN-PAGE): IL-6-RFP bindet YFP-1L-6 mit hoherer Affinitat
als sIL-6Ra. oder die Kombination aus sIL-6Ra. und sgp130

Wihrend die Bioaktivitit von IL-6-RFP bereits detailliert analysiert wurde, wird im
Folgenden auf die Komplexausbildung zwischen YFP-IL-6 und IL-6-RFP ndher eingegangen.
In einer vor kurzem von unserer Arbeitsgruppe verdffentlichten Studie [70] wurde gezeigt,
dass die Fusion von YFP an den N-Terminus von IL-6 die Bioaktivitit des Zytokins nicht
beeinflusst. Verschiedene Mengen YFP-IL-6/BSA wurden auf ein nicht-denaturierendes
Polyacrylamid-Gradientengel aufgetragen und eine BN-PAGE durchgefiihrt. Das nasse Gel
wurde direkt nach dem Lauf mit dem Fluoreszenz-scanner Typhoon (Amersham Biosciences)
analysiert, wobei abgestrahlte Fluoreszenz von der software des scanners als schwarze

Banden dargestellt wird.
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Abb. 13: BN-PAGE: Vergleich der Konzentrationen von IL-6-RFP, sIL-6Ra oder slIL-
6Ra und sgp130, die zur YFP-IL-6-Bindung notwendig sind

(A) YFP-IL-6 (24 ng) wurde mit einer 2-; 0,4-; 0,08- oder 0,016-fach molaren Konzentration
IL-6-RFP fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das gefiillte, weifse Dreieck zeigt das
YFP-IL-6-Dimer an, das nicht-gefiillte, weif3e Dreieck das YFP-IL-6-Monomer.

(B) Parallel wurde YFP-IL-6 (24 ng) mit einer 10-; 2-; 0,4-; 0,08- oder 0,016-fach molaren
Konzentration sIL-6R o gemischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

(C) YFP-IL-6 (24 ng) wurde mit einer 10-; 2-; 0,4-; 0,08- oder 0,016-fach molaren
Konzentration der Kombination sIL-6Ra und sgpl30 gemischt und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Proteinkomplexe in (A) - (C) wurden mit Hilfe einer BN-
PAGE getrennt und YFP-IL-6 durch Detektion auf einem Fluoreszenz-scanner (Typhoon)
sichtbar gemacht. Danach wurden die Polyacrylamidgele fixiert und eine Silberfdirbung
durchgefiihrt.

YFP-IL-6 wird in Form von zwei fluoreszierenden Banden detektiert (Abb. 13A, oberes Bild,
Spur 2 und 3), die spiter noch ndher charakterisiert werden. AnschlieBend wurden die
Proteinbanden desselben Gels mittels Silberfarbung sichtbar gemacht (Abb. 13A, unteres
Bild). Bei der grofBeren Menge YFP-IL-6 (120 ng) ist die obere YFP-IL-6-Bande klar zu
erkennen (gefiilltes, weiles Dreieck, Spur 2), wohingegen die untere nur schwach geférbt ist
(nicht-gefiilltes, weiBles Dreieck, Spur 2). Bei der kleineren YFP-IL-6-Menge (24 ng, Spur 3)
ist YFP-IL-6 kaum sichtbar. Demzufolge ist die Sensitivitit des Fluoreszenz-scanners
mindestens genauso hoch wie die einer Silberfarbung oder sogar noch hoher. In Spur 1 wurde
BSA (2 pg) alleine auf das Gel aufgetragen. Albumin-Monomere (65 kD) bilden die stirkste
Bande aus, aber auch Dimere (130 kD), Trimere (195 kD) und Tetramere (260 kD) sind gut
sichtbar. Die Albumin-Banden dienen als Marker fiir die molaren Massen der untersuchten
Proteine. Die berechnete Molmasse von YFP-IL-6-Monomeren betrdgt 46 kD. Deshalb stellt

die Bande zwischen den Albumin-Dimeren (130 kD) und den Albumin-Monomeren
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YFP-IL-6-Dimere (92 kD, gefiilltes, weilles Dreieck) dar, wédhrend die untere Bande
YFP-IL-6-Monomere (46 kD, nicht-gefiilltes, weiBles Dreieck) repriasentiert.

Die Zugabe von IL-6-RFP zu YFP-IL-6 fiihrt zu einer starken Verschiebung der Bande zu
hoherer molarer Masse, was die Komplexbildung zwischen YFP-IL-6 und IL-6-RFP anzeigt
(Abb. 13A, Spuren 4-6). Diese Verschiebung der Bande wird von einer betrichtlichen
Erhohung der Fluoreszenzintensitit begleitet, wie oft bei der Durchfiihrung blauer, nativer
Gelelektrophoresen beobachtet wurde. Dieses Phdnomen riihrt wahrscheinlich von Quenchen
oder Dequenchen des Fluoreszenzsignals her, das von unterschiedlichen, lokalen
Konzentrationen von Coomassie, Salz und Polyacrylamid verursacht wird. Ein zweifach
molarer Uberschuss an IL-6-RFP reicht aus, um YFP-IL-6 komplett zu binden (Spur 4). Auch
noch bei einem 0,4- bzw. 0,08-fach molaren Verhéltnis von IL-6-RFP zu YFP-IL-6 wird ein
Komplex ausgebildet. Um eine vollstindige Komplexbildung zwischen YFP-IL-6 und
sIL-6Ra. zu erreichen, ist jedoch ein 10-fach molarer Uberschuss von sIL-6Ro nétig (Abb.
13B, Spur 8). Der Komplex ist schon bei einem zweifach molaren Uberschuss nicht mehr
sichtbar (vgl.Spur 9 mit Spur 4). sIL-6Ra und sgpl130 zusammen (Abb. 13C) miissen
ebenfalls in einem 10-fach molaren Uberschuss eingesetzt werden, um YFP-IL-6 komplett zu
binden. Bei einem zweifach molaren Uberschuss wird YFP-IL-6 nur teilweise gebunden (vgl.
mit Spur 4, Abb. 13A). Diese Ergebnisse zeigen, dass das Fusionsprotein IL-6-RFP YFP-IL-6

mit hoherer Affinitit bindet als die getrennten, 16slichen Rezeptoren sIL-6Ra und sgp130.

3.2.3 IL-6 bildet mit IL-6-RFP einen stabileren Komplex aus als mit seinen léslichen

Rezeptoren

Um die Stabilitit der Komplexe YFP-IL-6/IL-6-RFP und YFP-IL-6/sIL-6Ro/sgp130 zu
vergleichen, wurden drei verschiedene Experimente durchgefiihrt (3.2.3.1, 3.2.3.2 und

3.2.3.3).
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3.2.3.1 BN-PAGE: Der Komplex aus IL-6-RFP und YFP-IL-6 ist unter denaturierenden

Bedingungen stabiler als der Komplex aus YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130
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Abb. 14: BN-PAGE: Analyse der Stabilitat des Komplexes YFP-IL-6/1L-6-RFP und des

Komplexes YFP-1L-6/sIL-6Ra/sgp130 in Gegenwart von Harnstoff
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(A) Um eine Komplexbildung zu ermdglichen, wurden 24 ng YFP-IL-6 mit einem zweifach
molaren Uberschuss von IL-6-RFP (74 ng) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
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schwarze Dreieck zeigt den Komplex (YFP-IL-6/ IL-6-RFP); an. Harnstoff wurde in den
angegebenen Konzentrationen zugesetzt und die Komplexe fiir weitere 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proteinkomplexe mit Hilfe der BN-PAGE
getrennt und fluoreszierendes YFP-IL-6 wurde mit dem Fluoreszenz-scanner sichtbar
gemacht. Anschlieffend wurden die Polyacrylamidgele fixiert und eine Silberfirbung
durchgefiihrt.

(B) In einem parallelen Ansatz wurden YFP-IL-6 (24 ng), sIL-6Ra (44 ng) und sgp130 (74
ng) in einem molaren Verhdltnis von 1:2:2 gemischt und ebenfalls fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde wie in (A) weiter verfahren. Das schwarze Dreieck
zeigt den Komplex (YFP-IL-6/ sIL-6Ra/ sgp130); an.

In diesem ersten Experiment zur Untersuchung der Stabilitdt der Komplexe YFP-IL-6/IL-6-
RFP und YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 wurden diese mit Harnstoff in steigenden
Konzentrationen inkubiert (Abb. 14). Wihrend der Komplex aus YFP-IL-6 und IL-6-RFP
noch in Gegenwart von 6 M Harnstoff detektierbar ist (Abb. 14A, gefiilltes, schwarzes
Dreieck), ist vom Komplex YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 in Gegenwart von 2 M Harnstoff nur
noch eine schwache Bande sichtbar (Abb. 14B, gefiilltes, schwarzes Dreieck), die bei 4 M
Harnstoff ganz verschwindet. Mit steigenden Harnstoffkonzentrationen verstirkt sich die
Fluoreszenz der Bande der YFP-IL-6-Monomere (Abb. 14B), was auf eine Dissoziation der

YFP-IL-6-Dimere in Monomere durch Harnstoff hinweist.

3.2.3.2 BN-PAGE: Verdrangung von YFP-IL-6 aus dem Komplex YFP-IL-6/1L-6-RFP
oder dem Komplex YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 durch IL-6

Um zu untersuchen, ob nicht-markiertes IL-6 YFP-IL-6 aus dem Komplex YFP-IL-6/IL-6-
RFP oder dem Komplex YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 verdringt, wurden die Komplexe mit
einem 10-fach molaren Uberschuss an IL-6 fiir 1, 10, 30, 120 oder 360 min inkubiert. Zur
Kontrolle wurden die Komplexe fiir dieselben Zeitrdume bei Raumtemperatur ohne Zugabe
von IL-6 inkubiert, um sicherzustellen, dass der Zerfall der Komplexe nicht von ihrer

Instabilitit uber die Zeit herriihrte.
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Abb. 15: Analyse der Stabilitit der Komplexe YFP-IL-6/IL-6-RFP und YFP-
IL-6/sIL-6Ra/sgp130 im Verlauf der Zeit

(A) Zur Komplexbildung wurden 24 ng YFP-IL-6 mit IL-6-RFP in einem molaren Verhdltnis
von 1:2 fiir 30 min bei RT prdinkubiert. Dann wurden die Komplexe fiir weitere 1, 10, 30, 120
oder 360 min bei RT ohne Zugabe von nicht-markiertem IL-6 inkubiert und anschliefsend mit
BN-PAGE und Fluoreszenz-scanning untersucht.

(B) Parallel wurden 24 ng YFP-IL-6 mit sIL-6Ra und sgp130 in einem molaren Verhdltnis
von 1:2:2 fiir 30 min bei RT prdinkubiert. Danach wurde wie in (A) verfahren.

Wie in Abb. 15A und B gezeigt, sind die Komplexe YFP-IL-6/IL-6-RFP bzw.YFP-
IL-6/sIL-6Ra/sgp130 iiber 360 min stabil. Durch Zugabe eines 10-fach molaren Uberschusses
IL-6 tiber YFP-IL-6 fiir verschiedene Zeitraume (Daten nicht gezeigt) findet kein Austausch
von YFP-IL-6 gegen IL-6 statt.
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Abb. 16: Analyse des Austauschs von IL-6 gegen YFP-IL-6 in den Komplexen YFP-
IL-6/IL-6-RFP und YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 nach Zugabe von IL-6 in verschiedenen
Konzentrationen

(A) Zur Komplexbildung wurden 24 ng YFP-IL-6 mit IL-6-RFP in einem molaren Verhdltnis
von 1:2 fiir 30 min bei RT prdinkubiert. Dann wurden die Komplexe fiir 120 min bei RT mit
IL-6 in den angegebenen molaren Verhdltnissen zu YFP-IL-6 inkubiert und anschlieffend mit
BN-PAGE und Fluoreszenz-scanning untersucht.

(B) Parallel wurden 24 ng YFP-IL-6 mit sIL-6Ra und sgpl130 im molaren Verhdltnis von
1:2:2 fiir 30 min bei RT prdinkubiert. Anschliefsend wurde analog zu (A) fortgefahren.

Nun wurde analysiert, ob IL-6 in steigenden Konzentrationen YFP-IL-6 aus den Komplexen
YFP-IL-6/IL-6-RFP bzw.YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 innerhalb von 120 min verdringt. Wie in
Abb. 16A gezeigt, wird ein 10-fach molarer Uberschuss IL-6 iiber YFP-IL-6 benétigt, um
YFP-IL-6 teilweise gegen IL-6 auszutauschen. Die Fluoreszenzintensitit des Komplexes aus
YFP-IL-6 und IL-6-RFP nimmt bei Inkubation mit einem 10-fach molaren Uberschuss IL-6
ab (gefiilltes Dreieck), wihrend sich die Fluoreszenzintensitdt der YFP-IL-6 Dimere verstirkt

(nicht-gefiilltes Dreieck). Im Falle des Komplexes aus YFP-IL-6 und seinen 16slichen
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Rezeptoren (Abb. 16B) reichen kleinere Mengen nicht-markiertes IL-6 aus, um YFP-IL-6 aus
dem Komplex zu verdringen. Die Fluoreszenz der YFP-IL-6 Dimere steigt schon an, wenn
IL-6 in einem nur 0,1-fach molaren Uberschuss zugegeben wird (nicht-gefiilltes Dreieck).
Demzufolge wird YFP-IL-6 von IL-6-RFP mit hoherer Affinitdt gebunden als von seinen

l16slichen Rezeptoren.

3.2.3.3 BN-PAGE: Direkter Vergleich der Bindungsaffinitaten zwischen IL-6-RFP und
YFP-IL-6 mit den Bindungsaffinitaten zwischen sIL-6Ra/sgp130 und YFP-IL-6

In diesem Versuch wurden steigende Mengen sIL-6Ro und sgp130 fiir zwei Stunden zum
Komplex aus YFP-IL-6 und IL-6-RFP gegeben (Abb. 17A), um herauszufinden, ob die
l6slichen Rezeptoren YFP-IL-6 aus dem Komplex YFP-IL-6/IL-6-RFP 16sen und dadurch den
Komplex YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 bilden kdnnen. Wie in Abb. 17A gezeigt, ist nach zwei
Stunden fast kein terndrer Komplex aus YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 gebildet worden. Die
l6slichen Rezeptoren konnen YFP-IL-6 nicht aus dem Komplex YFP-IL-6/IL-6-RFP 16sen. In
Abb. 17B wird die entgegengesetzte Situation untersucht, d.h., steigenden Mengen IL-6-RFP
werden dem Komplex YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 zugesetzt, und beobachtet, ob sich der
Komplex YFP-IL-6/IL-6-RFP ausbildet. Wird IL-6-RFP zum priaformierten Komplex YFP-
IL-6/sIL-6Ra/sgp130 gegeben, dann wird der Komplex YFP-IL-6/IL-6-RFP schon nach
Zugabe von IL-6-RFP in einer 0,1-fach molaren Konzentration innerhalb von zwei Stunden
ausgebildet. Folglich wird YFP-IL-6 im Komplex mit IL-6-RFP mit hoherer Affinitit
gebunden als im Komplex mit sIL-6Ra und sgp130. Wenn IL-6-RFP, sIL-6Ra und sgp130 in
einer IL-6-haltigen Losung vorliegen, verschiebt sich das Bindungsgleichgewicht zugunsten

des Komplexes IL-6/IL-6-RFP.

A B
YFP-IL-6 + IL-6-RFP YFP-IL-6 + sIL-6Ra. + sgp130
[molares Verhaltnis sIL-6Ro.  [molares Verhdltnis IL-6-RFP/
und sgp130/ IL-6-RFP] sIL-6Ra und sgp130]
0 o1 1 10 0 01 1
Wbl e (YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130),
(YFP-IL-6/IL-6-RFP), >k besdied gy bl (YFP-IL-6/IL-6-RFP),

Fluoreszenz-Detektion Fluoreszenz-Detektion
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Abb. 17: Kompetition von IL-6-RFP und sIL-6Ra/sgp130 um YFP-IL-6

(A) 24 ng YFP-IL-6 wurden mit einem zweifach molaren Uberschuss IL-6-RFP zur
Komplexausbildung fiir 30 min bei RT inkubiert. Dann wurde der Komplex YFP-IL-6/IL-6-
RFP mit sIL-6Ra und sgpl30 in einer 0-; 0,1-; I- oder 10-fach molaren Konzentration
bezogen auf IL-6-RFP fiir zwei Stunden inkubiert. Anschliefsend wurden die Proteinkomplexe
mit Hilfe der BN-PAGE aufgetrennt und die Fluoreszenz von YFP-IL-6 mit einem
Fluoreszenz-scanner detektiert.

(B) 24 ng YFP-IL-6 wurden mit einem 10-fach molaren Uberschuss sIL-6Ra und sgp130 zur
Komplexausbildung fiir 30 min bei RT inkubiert. Der Komplex aus YFP-IL-6, sIL-6Ra und
sgp130 wurde mit IL-6-RFP in einer 0-; 0,1- oder I-fach molaren Konzentration bezogen auf
SIL-6Ra und sgp130 inkubiert. Anschliefsend wurde wie in (4) verfahren.

3.3 IL-6-RFP l6st YFP-IL-6 aus seinem Rezeptorkomplex auf der
Zelloberflache

Als nédchstes wurde untersucht, ob IL-6-RFP aufgrund seiner hohen Affinitit zu IL-6 dieses
aus seinem Rezeptorkomplex auf der Plasmamembran herausldsen kann. Hierbei wiirde IL-6-
RFP das Bindungsgleichgewicht auf die Seite des Komplexes IL-6/IL-6-RFP verschieben. Zu
diesem Zweck wurden COS-7-Zellen mit einer Internalisierungs-defekten Mutante von
gp130, die mit CFP fusioniert war (gpl130id-CFP), transfiziert. AnschlieBend wurden die
transfizierten Zellen mittels live cell imaging am konfokalen laser-scanning Mikroskop
untersucht. Neben endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat ist die Plasmamembran
der transfizierten Zellen im CFP-Kanal deutlich sichtbar (Abb. 18A). Die Fluoreszenz, die die
Organellen und die Plasmamembran sichtbar macht, rithrt von der Oberflichenexpression von
gp130id-CFP her. Nach Zugabe von YFP-IL-6 und sIL-6Ra (COS-7-Zellen besitzen keinen
endogenen IL-6Ra) akkumuliert das fluoreszierende Zytokin aufgrund der Rezeptorbindung
an der Zelloberfliche. Diese Akkumulation fiihrt zu einer im YFP-Kanal sichtbaren
Membranfarbung. Die Intensititen der CFP- und YFP-Fluoreszenz in der mit einem roten
Rechteck markierten Region (membrane region of interest, membrane-ROI) der

Zelloberfliache sind in Abb. 18B dargestellt.
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Abb. 18: Lebend-Zell-Aufnahmen der YFP-IL-6-Ablosung von der Oberflache gpl130id-
CFP-transfizierter Zellen

(A) COS-7-Zellen wurden mit 4 ug pSVL-gp130id-CFP transfiziert, auf Coverslips ausgesdt
und in einer offenen Zellkultivierungs-Kammer mit konfokaler laser-scanning Mikroskopie
untersucht. Die Zellen wurden mit 240 ng/ml YFP-IL-6 und 3ug/ml sIL-6R« kostimuliert und
Bilder wurden eine Stunde alle vier Minuten aufgenommen (linke Seite). Eine Auswahl der

Bilder ist gezeigt. In einem zweiten Versuch (rechte Seite) wurde zusdtzlich ein 10-fach
molarer Uberschuss IL-6-RFP iiber YFP-IL-6 21 min nach Kostimulation zu den Zellen
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gegeben. Die Regionen der Plasmamembranen, die zur quantitativen Auswertung in B
verwendet wurden, sind in den Aufnahmen rot markiert (membrane-regions of interest,
membrane-ROIs). Die hier gezeigten Zellen sind fiir sieben Zellen jedes Ansatzes
reprdsentativ.

(B) Quantitative Auswertung der Membran-ROIs in A, die in jedem Bild eingezeichnet sind.
Die Kurve, die die CFP-Fluoreszenz zeigt, ist mit blauen Dreiecken markiert, wihrend die
Kurve, die die YFP-Fluoreszenz darstellt, mit orange-farbenen Quadraten markiert ist.

Die Bindung von YFP-IL-6 an gp130id-CFP erreicht nach 50 min eine Sittigung (Abb. 18B,
linkes Diagramm). In einem zweiten Versuch (Abb. 18A, rechte Seite) wird ein 10-fach
molarer Uberschuss IL-6-RFP iiber YFP-IL-6 21 min nach YFP-IL-6/sIL-6Ra.-Stimulation
zugegeben. Die Zugabe von IL-6-RFP fiihrt zu einer Abnahme der Zelloberflichenfirbung
von YFP-IL-6, wie in der Aufnahme des YFP-Kanals zum Zeitpunkt 49 min gezeigt wird. Die
entsprechenden Fluoreszenzintensititen von YFP und CFP in den rot-markierten ROIs sind
im rechten Diagramm in Abb. 18B dargestellt. Nach Zugabe von IL-6-RFP nimmt die YFP-
IL-6-Fluoreszenz ab, wihrend die gp130id-CFP-Fuoreszenz konstant bleibt. Die Abnahme
des YFP/CFP-Verhéltnisses an der Plasmamembran zeigt, dass YFP-IL-6 von der Membran
entfernt wird. Innerhalb von 25 min sinkt die Zahl der mit YFP-IL-6-besetzten Rezeptoren um
ungefdhr 50%. Daraus folgt, dass IL-6-RFP dazu fahig ist, YFP-IL-6 aus aktivierten
Rezeptorkomplexen an der Zelloberfliche zu 16sen, indem es das Bindungsgleichgewicht auf

die Seite des Komplexes YFP-IL-6/IL-6-RFP verschiebt.

3.4 Bestimmung der molaren Masse des Komplexes aus YFP-IL-6 und
IL-6-RFP durch Gelfiltration

Um die molekularen Massen von YFP-IL-6, IL-6-RFP und dem Komplex YFP-IL-6/IL-6-
RFP in Losung zu bestimmen, wurde eine Gelfiltration mit einer kalibrierten Superdex-
Gelfiltrationsséule (Abb. 19A) durchgefiihrt. YFP-IL-6 und der Komplex YFP-IL-6/IL-6-RFP
wurden mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie in den gesammelten Elutionsfraktionen

detektiert. IL-6-RFP wurde mit Hilfe eines ELISA quantifiziert.
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Abb. 19: Superdex-Gelfiltration von YFP-IL-6 und dem Komplex YFP-IL-6/IL-6-RFP

(A) Oberes Diagramm: Gelfiltrations-Chromatogramm eines Marker-Proteingemischs
(Thyreoglobulin, 670 kD; y-Globulin, 158 kD; Ovalbumin, 44 kD; Myoglobin, 17 kD und
Vitamin B, 1,35 kD, der mit Stern (*) markierte Peak stammt von einem undefinierten
Protein-Aggregat; aufgetragene Gesamtproteinmenge: 9 mg). Die Absorption der Proteine
wurde bei 280 nm gemessen. Die Zahlen iiber den Peaks geben die molaren Massen in kD an.
Unteres Diagramm: Regressionskurve, die anhand der Retentionszeiten der Marker-Proteine
erstellt wurde. Sie wurde benutzt, um die molaren Massen der Peaks in B zu ermitteln. Da der
Trennbereich der Gelfiltrationssdule von 10 — 600 kD reicht, wurden Thyreoglobulin und
Vitamin B, nicht fiir die Berechnungen verwendet.

(B) 57 ug YFP-IL-6 wurden auf einer kalibrierten Superdex 200 16/60-Siule bei einer
Flussrate von 1 ml/min analysiert. 3 ml-Fraktionen wurden gesammelt und diese mittels
Fluoreszenz-Spektroskopie analysiert, wobei die Emission von YFP bei 525 nm gemessen
wurde.

Emission 525 nm
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(C) IL-6-RFP (17,7 ug) wurde auf derselben Gelfiltrationssdule analysiert. 3 mi-Fraktionen
wurden gesammelt und diese mit ELISA analysiert.

(D) Zur Komplexbildung wurden 5,7 ug YFP-IL-6 mit einem zweifach molaren Uberschuss
IL-6-RFP (17,7 pg) fiir 30 min bei RT inkubiert. Der Komplex wurde anschliefsend mittels
Gelfiltration untersucht. Die gesammelten 3 ml-Elutionsfraktionen wurden durch
Fluoreszenzspektroskopie zur Detektion von YFP-IL-6 analysiert, und mittels ELISA
untersucht, um die Konzentration von IL-6-RFP zu bestimmen. Die molekularen Massen
wurden anhand der Regressionsgeraden (A) berechnet.

YFP-IL-6 allein eluiert in zwei Peaks von der Gelfiltrationsséule (Abb. 19B). Gemil3 den
Retentionszeiten werden diese von YFP-IL-6-Monomeren (47 kD) bzw. YFP-IL-6-Dimeren
(94 kD) hervorgerufen. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen der BN-PAGE iiberein,
bei der ebenfalls zwei YFP-IL-6-Spezies detektiert wurden.

Das Elutionsprofil von IL-6-RFP ist in Abb. 19C gezeigt. Interessanterweise konnte kein
monomeres [L-6-RFP nachgewiesen werden. Der grofite Anteil des IL-6-RFP kann in einem
Peak, der einer Molmasse von 170 kD entspricht, detektiert werden. Dieser Peak reprisentiert
wahrscheinlich dimeres IL-6-RFP. Auch einige Proteinkomplexe mit hoheren Molmassen

sind nachweisbar.

Eine Vorinkubation von YFP-IL-6 mit einem zweifach molaren Uberschuss IL-6-RFP fiihrt
zu einem vollig anderen Elutionsprofil (Abb. 19D, rote Kurve mit gefiillten Dreiecken
verglichen mit Abb. 19B). Die gesamte YFP-IL-6-Population eluiert frither von der Séule,
was auf eine hohere Molmasse hinweist. Dieser Befund zeigt, dass YFP-IL-6 komplett in
einem Komplex mit IL-6-RFP gebunden ist. Dies bestdtigt ebenfalls die Ergebnisse der
blauen, nativen Gelelektrophorese. Relevante Fraktionen wurden mit einem ELISA analysiert,
um IL-6-RFP zu detektieren (Abb. 19D, blaue Kurve mit gefiillten Rauten). Alle Fraktionen,
die YFP-IL-6 enthalten, enthalten auch IL-6-RFP. Zusétzlich erscheint ein zweiter Peak von
IL-6-RFP, welcher kein YFP-IL-6 enthélt. Dieser Peak entspricht einer molaren Masse von
170 kD und représentiert dimeres IL-6-RFP ohne Ligand. Mit Hilfe der Gelfiltration wurde
eine molare Masse des Komplexes YFP-IL-6/IL-6-RFP von 325 kD ermittelt.

Die Molmasse des Komplexes aus YFP-IL-6 und IL-6-RFP wurde dariiber hinaus mittels BN-
PAGE bestimmt. Hierbei dienten die Mutlimere des BSA als Marker-Proteine. Die relativen
Laufstrecken (ReWerte) der BSA-Multimere wurden gegen die Logarithmen ihrer

Molmassen aufgetragen und eine Regressionsgerade erstellt (Abb. 20).
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Abb. 20: Bestimmung der Molmasse des YFP-IL-6/1L-6-RFP Komplexes mittels BN-PAGE

Mit BSA versetztes IL-6-RFP wurde mittels BN-PAGE getrennt. Die BSA-Multimere dienten
als Markerproteine zur Erstellung einer Regressionsgeraden. Bei dieser Regressionsgeraden
wurden die relativen Laufstrecken der BSA-Multimere (Rf-Werte) gegen die Logarithmen
ihrer Molmassen aufgetragen. Anhand des Rf-Wertes des Komplexes YFP-IL-6/IL-6-RFP
wurde mit Hilfe dieser Geraden eine Molmasse des Komplexes von 290 kD ermittelt.

Anhand des Rf-Wertes wurde flir den YFP-IL-6/IL-6-RFP Komplex eine molare Masse von
290 kD ermittelt.

Wenn der Komplex aus YFP-IL-6 und IL-6-RFP analog zum nativen, hexameren
Rezeptorkomplex aufgebaut ist, der aus je zwei Molekiilen IL-6, IL-6Ra und gp130 besteht
[37], wird ein tetramerer Komplex aus je zwei Molekiilen YFP-IL-6 und IL-6-RFP erwartet.
Die berechnete molare Masse flir einen solchen Komplex ist 264 kD. Die Diskrepanz
zwischen den gemessenen Molmassen von 290 kD (ermittelt durch BN-PAGE) und 325 kD
(ermittelt durch Gelfiltration) und der berechneten molaren Masse ldsst sich mit dem

sperrigen Aufbau des IL-6-Rezeptorkomplexes erklédren (siehe Diskussion).
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3.5 Klonierung und Expression verschiedener Fusionsproteine bestehend
aus Doméanen des mLIFR und hgpl30 als potentielle Inhibitoren fur

humanes LIF

IL-6-Typ-Zytokine besitzen definierte Rezeptorbindestellen, so genannte sites, die in
Mutagenese-Studien an IL-6, CNTF und LIF [35, 36] charakterisiert wurden. Die IL-6-Typ-
Zytokine konnen in solche unterteilt werden, die drei (I, II, III) oder zwei (II, II)
Rezeptorbindestellen aufweisen. Die site 1 ist die Bindestelle fiir einen spezifischen
a-Rezeptor, wihrend die site 11 die universelle Bindestelle fiir gp130 zu sein scheint. Je nach
Zytokin wird die site III sehr wahrscheinlich zur Bindung an LIFR, OSMR oder ein zweites
gp130-Molekiil genutzt [4]. Der im ersten Teil (3.1) charakterisierte IL-6-Inhibitor IL-6-RFP
diente dazu, ein Zytokin zu hemmen, das alle drei Rezeptorbindestellen besitzt. Es gibt aber
auch Zytokine, die keinen zum IL-6Ra analogen a-Rezeptor binden und demzufolge keine
site I aufweisen. Sie gehdren zur zweiten Zytokingruppe, deren Mitglieder nur die sites 11 und
IIT besitzen. Ein Beispiel fiir ein Zytokin dieser Gruppe ist der leukemia inhibitory factor
(LIF). Im Folgenden wird die Klonierung von inhibitorischen Rezeptor-Fusionsproteinen fiir
humanes und murines LIF als Prototypen fiir Inibitoren fiir Zytokine, die nur sites Il und III

besitzen, beschrieben. Wir haben diese Inhibitoren ,,site II/III-Inhibitoren* genannt.

Um die Molmasse der LIF-Inhibitoren so niedrig wie mdglich zu halten, sollten nur solche
Doménen von gp130 und LIFR integriert werden, die absolut notwendig fiir die Bindung von
LIF sind. Fiir gp130 ist klar gezeigt, dass die Doménen 2 und 3, die das CBM ausbilden, fiir
die Bindung von LIF ausreichen [41]. Im Gegensatz hierzu gibt es widerspriichliche
Aussagen im Hinblick auf die Doménen des LIFR, die zur LIF-Bindung benétigt werden
(siehe Einleitung). Um die Aussagen zu lberpriifen, wurden die in Abb. 21 dargestellten,
potentiellen hLIF-Inhibitoren kloniert. Da humanes LIF an den murinen LIFR mit einer viel
hoheren Affinitit als an hLIFR bindet [71], wurden in alle potentiellen LIF-Inhibitoren Teile
des mLIFR eingefiigt. Da in dieser Arbeit nur Konstrukte verwendet wurden, die den murinen
LIFR enthalten, jedoch nicht den humanen, wird im Folgenden auf das ,,m*“ vor LIFR zur

Bezeichnung der Spezies verzichtet.
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Abb. 21: Schematische Darstellung der Struktur der mdéglichen Inhibitoren flr humanes
LIF und deren Expression in COS-7-Zellen

(A) Schematische Darstellung der Domdnenstruktur des LIFR und der Aufbau der moglichen
Inhibitoren fiir humanes LIF. Diinne Querstriche in der schematischen Darstellung des LIFR
reprdsentieren Cysteinbriicken, dicke Querstriche ein WSXWS-Motiv. IgD = Immunglobulin-
dhnliche Domdne, CBM = Zytokin-bindendes Modul, FNIII = Fibronektin-Typ-Ill-dhnliche
Domdine. Die Domdnen des LIFR in den moglichen Inhibitoren stammen aus der Maus,
wdhrend die Domdnen von gpl130 humanen (h) Ursprungs sind. Als linker wurde stalk-49
(siche Text) verwendet. Die kleinen Rechtecke an den N-Termini der LIF-Inhibitoren stellen
jeweils die Signalsequenz des mLIFR dar, die kleinen, C-terminalen Rechtecke zeigen jeweils
ein flag-tag an. Die molekularen Massen wurden ohne Beriicksichtigung der Glykosylierung
berechnet.

(B) COS-7-Zellen wurden mit 10 ug pSVLAEcoRI, der die kodierende Sequenz des
angegebenen humanen LIF-Inhibitors enthielt, oder Leervektor (mock) transfiziert. 48
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Lysate nach SDS-PAGE und
Western blotting mit einem flag-Antikorper analysiert.

Der LIFR ist ein 190 kD Glykoprotein, welches acht extrazellulire Domédnen besitzt (Abb.
21A, links): ein N-terminales CBM (D1-D2), eine Immunglobulin-&dhnliche Doméne (D3), ein
C-terminales CBM (D4-D5) und drei Fibronektin-Typ-III-dhnliche Doménen (D6-D8). Die

Membran-proximalen Fibronektin-Typ-III-dhnlichen-Doménen in den Rezeptoren der IL-6-



72 Ergebnisse

Typ-Zytokine sind nicht in die Ligandenbindung involviert. Sie sind jedoch fiir die Kopplung
von Ligandenbindung und Signaltransduktion notwendig. Ihre Deletion fiihrt zu Rezeptoren,

die nicht zur Signalweiterleitung fahig sind [72, 73].

Die oberen fiinf potentiellen, humanen LIF-Inhibitoren [(LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3),
LIFR(D3)-hgp130(D2-D3), LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3), LIFR(D2-D4)-hgp130(D2-D3),
LIFR(D3-D5)-hgp130(D2-D3), Abb. 21A, rechter Teil] enthalten die dargestellten Doménen
des mLIFR, welche mit Hilfe des linkers stalk-49 mit den Doméinen D2-D3 des humanen
gp130 fusioniert wurden. Der linker stalk-49 wurde bereits bei der Klonierung des IL-6-
Inhibitors IL-6-RFP verwendet [55]. stalk-49 ist ein flexibles Fragment der extrazelluldren,
Membran-proximalen Region des humanen IL-6Ra und besteht aus 49 Aminosduren [74].
Zur Erleichterung der Detektion der potentiellen LIF-Inhibitoren wurde ein flag-tag an die C-
Termini aller Konstrukte angefiigt. Um die Rolle des hgpl130 in einem humanen LIF-
Inhibitor, welcher mLIFR enthélt, zu untersuchen, wurde LIFR(D1-D5) kloniert, welcher nur
die Doménen D1-D5 des mLIFR enthélt, jedoch nicht das CBM (D2-D3) des hgp130.

Die potentiellen, humanen LIF-Inhibitoren wurden in COS-7-Zellen exprimiert und deren
Lysate nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem flag-Antikorper untersucht (Abb.
21B). Alle Inhibitoren konnten gut detektiert werden und besaB3en die erwarteten Molmassen.
Im Allgemeinen wurden Inhibitoren mit geringerer Molmasse besser exprimiert als solche mit

grofleren Molmassen.

3.6 Die potentiellen, humanen LIF-Inhibitoren LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-
D3) und LIFR(D1-D5) binden hLIF am effizientesten

Alle potentiellen LIF-Inhibitoren wurden beziiglich ihrer Fahigkeit, hLIF zu binden, in
Koimmunprézipitations-Studien untersucht. Hierzu wurden COS-7-Zellen mit pSVLAEcoR]I,
der die kodierende Sequenz des angegebenen, humanen LIF-Inhibitors enthielt, oder mit
Leervektor transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die mit einem flag-tag
markierten LIF-Inhibitoren aus den Zellkultur-Uberstinden mit einem an ProteinA-Sepharose
gekoppelten flag-Antikorper prazipitiert. AnschlieBend wurden die prizipitierten Proteine mit
50 nM humanem LIF in PBS inkubiert, um eine Koimmunprézipitation zu erméglichen. Die
Protein-Komplexe wurden dann von der ProteinA-Sepharose eluiert und nach SDS-PAGE
und Western blotting mit einem flag- oder hLIF-Antikorper detektiert. Das Ergebnis einer

reprisentativen Koimmunprizipitation jedes humanen LIF-Inhibitors ist in Abb. 22 gezeigt.
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Abb. 22: Koimmunprazipitations-Studien der potentiellen, humanen LIF-Inhibitoren mit
humanem LIF

COS-7-Zellen wurden mit 10 ug pSVLAEcoRI, der die kodierende Sequenz des angegebenen,
humanen LIF-Inhibitors enthielt, oder Leervektor (mock) transfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die mit einem flag-tag markierten LIF-Inhibitoren aus den Zellkultur-
Uberstinden mit einem an ProteinA-Sepharose gekoppelten flag-Antikérper prizipitiert.
Anschliefsend wurden die prdzipitierten Proteine mit 50 nM humanem LIF (hLIF) in PBS
inkubiert, um eine Koimmunprdzipitation zu erméglichen. Die Protein-Komplexe wurden
dann von der ProteinA-Sepharose eluiert und nach SDS-PAGE und Western blotting mit
einem flag- oder hLIF-Antikorper detektiert. Die Koimmunprdzipitationen wurden mehrmals
wiederholt. Eine reprdsentative Koimmunprdzipitation ist fiir jeden Inhibitor gezeigt. Als
Positivkontrolle (PK) fiir den hLIF-Antikorper wurden 20 ng hLIF verwendet. IP =
Immunprdzipitation; -Ak = ohne Antikorper; sK = schwere Kette des flag-Antikérpers.

LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3), LIFR(D3)-hgp130(D2-D3), LIFR(D2-D4)-hgp130(D2-D3)
und LIFR(D3-D5)-hgp130(D2-D3) binden humanes LIF nur schwach, wohingegen LIFR(D1-
D5)-hgp130(D2-D3) und LIFR(D1-D5) humanes LIF am effizientesten koprézipitieren. Da
die Resultate der Koimmunprizipitations-Studien stark von der Transfektionseffizienz der
COS-7-Zellen abhingen, wurden sie mehrmals wiederholt und die prozentuale Haufigkeit der

Bindung von hLIF an die Inhibitoren bestimmt.

2-4-hg2-3
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Abb. 23: Haufigkeit der Koimmunprazipitation der verschiedenen, potentiellen LIF-
Inhibitoren mit hLIF

Die Koimmunprdzipitationen (Ko-IPs) wurden wie in Abb. 22 beschrieben n-mal ausgefiihrt
und die prozentuale Hdufigkeit der Bindung zwischen den Inhibitoren und hLIF ermittelt.

Wie in Abb. 23 gezeigt, binden LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3), LIFR(D3)-hgp130(D2-D3),
LIFR(D2-D4)-hgp130(D2-D3) und LIFR(D3-D5)-hgp130(D2-D3) hLIF nur schwach. Die
Bindehdufigkeiten liegen in der Reihenfolge der Aufzdhlung bei 7%, 24%, 10% oder 17%.
Die Bindehaufigkeit der Negativkontrolle (Kulturiiberstand von Zellen, die mit Leervektor
transfiziert wurden) betragt 5%. Im Gegensatz hierzu binden LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3)
und LIFR(D1-DS) sehr hdufig an hLIF. Ihre Bindehdufigkeit von ungefdhr 85% ist die
hochste aller potentiellen LIF-Inhibitoren. Folglich wurden LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3)
und LIFR(D1-D5) als geeignete Proteine zur Bindung von hLIF ausgewahlt.

3.7 Die Doménen D2 und D3 von hgpl130 werden in einem humanen LIF-
Inhibitor, der auf mLIFR basiert, nicht bendétigt
Um die Rolle des CBMs von hgp130 (D2-D3) im Konstrukt LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3)

zu untersuchen, wurden LIFR(D1-D5) und LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3) beziiglich ihrer
Fahigkeit, hLIF zu binden, direkt miteinander verglichen. Da LIFR(D1-DS) von COS-7-
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Zellen besser exprimiert wird als LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3), wurde LIFR(D1-D5) aus
geringeren Volumina des Kulturiiberstandes transfizierter COS-7-Zellen prézipitiert als

LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3), (Abb. 24).
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Abb. 24: Vergleich von LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3) und LIFR(D1-D5) bezuglich ihrer
Fahigkeit, hLIF zu binden.

Koimmunprdzipitations-Studien wurden wie in Abb. 22 durchgefiihrt. Um (DI-D5)-
hgp130(D2-D3) und LIFR(DI-D5) in gleichen Mengen zu prdzipitieren, wurden
unterschiedliche Volumina des Kulturiiberstandes von COS-7-Zellen (COS-US), die
LIFR(DI1-D5) sezernierten, eingesetzt. Als Positivkontrolle (PK) fiir den hLIF-Antikorper
wurden 20 ng hLIF verwendet. IP = Immunprdzipitation; -Ak = ohne Antikorper;, sK =
schwere Kette des flag-Antikérpers.

Bei Verwendung von 0,75 ml Kulturiiberstand zur Prizipitation von LIFR(D1-D5) und 6 ml
Kulturiiberstand zur Prézipitation von LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3) sind die Mengen der
prézipitierten Inhibitoren vergleichbar. In diesem Falle binden LIFR(D1-D5) und LIFR(D1-
D5)-hgp130(D2-D3) hLIF im gleichen Maf3e. Dies bedeutet, dass D2 und D3 von hgp130 fiir
die Bindung von hLIF im Konstrukt LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3) iiberfliissig sind.

3.8 D2 und D3 des murinen gpl130 erhdhen die Bindungsaffinitat zwischen

dem murinen LIF-bindenden Protein (LBP) und murinem LIF

Der natiirliche Inhibitor des murinen LIF ist das LIF-bindende Protein (LBP). Es ist eine
verkiirzte Form des zelluldren LIFR und bindet mLIF mit einer geringen Affinitdt von etwa
600-2000 pM [42, 71]. Wie in den vorherigen Abschnitten (3.5-3.7) berichtet, wurde der auf
dem murinen LIFR basierende Inhibitor LIFR(D1-D5) verwendet, um humanes LIF zu
hemmen. Hierbei wurden Doménen des murinen LIFR zur Bindung von humanem LIF
eingesetzt, weil der mLIFR humanes LIF mit viel hoherer Affinitdt bindet als der humane
LIFR [42, 71]. Da der LIF-Inhibitor LIFR(D1-DS5) strukturell LBP &dhnelt, wurde nun
untersucht, ob LIFR(D1-D5) sich auch fiir die Bindung von mLIF eignet. Erwartet wurde nun
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eine geringere Bindungsaffinitdt zwischen LIFR(D1-D5) und mLIF als zwischen LIFR(D1-
D5) und hLIF. Grund hierfiir ist, dass der mLIFR eine viel geringere Bindungsaffinitit zu
mLIF als zu hLIF hat.
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Abb. 25: Vergleich von LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3), LIFR(D1-D5) und LIFR(D1-D5)-
mgp130(D2-D3) bezuglich ihrer Fahigkeit, mLIF zu binden

(A, B, D) Die LIF-Inhibitoren wurden wie in Abb. 22 beschrieben aus Zellkulturiiberstinden
von COS-7-Zellen prazipitiert, die mit (A) pSVLAEcoRI-LIFR(DI1-D5)-hgp130(D2-D3), (B)
pSVLAEcoRI-LIFR(DI-D5) oder (D) pSVLAECORI-LIFR(DI-DS5)-mgp130(D2-D3) =
pSVLAEcORI-mLIF-RFP transfiziert worden waren. Anschlieffend wurden die prizipitierten
Proteine mit 50 nM mLIF in PBS inkubiert, um eine Koprdzipitation zu erméglichen. Die
Proteinkomplexe wurden von der ProteinA-Sepharose eluiert und nach SDS-PAGE und
Western blotting mit einem flag- oder mLIF-Antikérper detektiert. In Abb. 24D wurden
unterschiedliche Volumina des Kulturiiberstandes von COS-7-Zellen (COS-US), die
LIFR(D1-D5) exprimierten, verwendet, um gleiche Mengen von LIFR(D1-D5) und LIFR(DI-
D5)-mgp130(D2-D3) = mLIF-RFP zu prdzipitieren. Als Positivkontrolle (PK) fiir den mLIF-



Ergebnisse 77

Antikérper wurden 20 ng mLIF verwendet. IP = Immunprdzipitation, -Ak = ohne Antikorper;
sK = schwere Kette des flag-Antikorpers.

(C) Schematische Darstellung von LIFR(DI1-D5)-mgpl130(D2-D3) = mLIF-RFP, das fiir die
Prazipitation von mLIF verwendet wurde. Die Domdnen des LIFR und des gpl30 stammen
aus der Maus (m). Als linker wurde AGS-41 (siehe Text) verwendet. Das kleine Rechteck am
N-Terminus des mLIF-RFP stellt die Signalsequenz des mLIFR dar, das kleine, C-terminale
Rechteck zeigt ein flag-tag an. Die Molmasse wurde ohne Beriicksichtigung der
Glykosylierung berechnet.

Wie in Abb. 25A gezeigt, wird mLIF nicht mit LIFR(D1-D5) koprézipitiert, zumindest nicht
in den im Versuch eingesetzten Konzentrationen. Aber auch wenn grolere Mengen von
LIFR(D1-D5) prézipitiert werden, ist kaum eine Koprézipitation zwischen LIFR(D1-D5) und
mLIF zu beobachten (Abb. 25D). AnschlieBend wurde getestet, ob das Fusionsprotein
LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3), welches hgp130(D2-D3) zusétzlich zu LIFR(D1-D5) enthilt,
eine hohere Bindungsaffinitit zu mLIF aufweist als LIFR(D1-D5) alleine. LIFR(D1-D5)-
hgp130(D2-D3) bindet mLIF auch nur schwach, was zeigt, dass hgp130 nur eine geringe
Affinitdt zu mLIF hat. Deswegen wurde ein neues Rezeptor-Fusionsprotein kloniert, indem
hgp130 (D2-D3) im Konstrukt LIFR(D1-D5)-hgp130(D2-D3) durch mgp130(D2-D3) ersetzt
wurde (Abb. 25C). Ziel war es, durch diese Fusion die Bindungsaffinitit des Fusionsproteins

zu mLIF deutlich zu steigern.

Zusitzlich wurde der humane linker stalk-49 gegen den synthetischen linker AGS-41 [55]
ausgetauscht, welcher aus flexiblen Ala-, Gly- und Ser-reichen Peptiden mit einer
Gesamtldnge von 41 Aminosduren besteht. AGS-41 sollte in Madusen weniger immunogen
sein als der linker stalk-49, der humanen Ursprungs ist. LIFR(DI1-D5)-mgp130(D2-D3),
abgekiirzt mLIF-RFP, koprizipitiert mLIF mit hoher Effizienz (Abb. 25D). Dies bedeutet,
dass fiir eine hochaffine Bindung von mLIF ein Fusionsprotein aus LIFR(D1-D5) und
mgp130(D2-D3) erforderlich ist. Die Fusion der Liganden-bindenden Doménen von mLIFR
und mgp130 fiihrt zu einem Inhibitor, dessen Affinitdt zu mLIF deutlich hoher ist als die des
natiirlichen LIF-Inhibitors LBP [71].
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3.9 LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP hemmen spezifisch die Bioaktivitdten von
hLIF bzw. mLIF

3.9.1 Stabile Expression von LIFR(D1-D5) and mLIF-RFP in Hek 293 Flp-In T-REx-

Zellen

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass hLIF von LIFR(DI1-D5) effektiv
gebunden wird. Zur Bindung von mLIF ist ein Fusionsprotein aus den Liganden-bindenden
Doménen von mLIFR und mgp130 notwendig. Als nidchstes wurde nun die Wirkung der
beiden Inhibitoren auf die Signaltransduktion in Zellen untersucht. Fiir Zellkultur-
Experimente wurden groBere Mengen der Inhibitoren fiir hLIF [LIFR(D1-DS5)] und fiir mLIF
(mLIF-RFP) bendtigt. Aus diesem Grund wurden Hek 293 Flp-In T-REx Expressions-
Zelllinien hergestellt, die LIFR(D1-D5) oder mLIF-RFP nach Induktion mit Doxycyclin stabil
exprimieren und sezernieren. Eine zusitzliche Hek 293 Flp-In T-REx Expressions-Zelllinie

wurde stabil mit dem Leervektor transfiziert, um Kontroll-Uberstéinde zu produzieren.
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Abb. 26: Stabile Expression von LIFR(D1-D5) oder mLIF-RFP in Hek 293 Flp-In T-REX
Zellen

(A) Hek 293 Flp-In T-REx Zellen wurden stabil mit einem Expressionsplasmid fiir LIFR(DI-
D35) transfiziert. Um die Produktion von LIFR(DI1-D35) zu induzieren, wurden die Zellen mit
10 ng/ml Doxycyclin (Dox) fiir 24 Stunden (ohne Serum und Hygromycin B) behandelt.
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Anschliefend wurden die Uberstinde geerntet und die Zellen lysiert. Zusdtzlich wurde
LIFR(D1-D5) aus den Kulturiiberstinden mit einem flag-Antikérper prdzipitiert. Lysate (Lys),
Kulturiiberstinde (US) und aus Kulturiiberstiinden prizipitierte Proteine (IP) wurden nach
SDS-PAGE und Western blotting mit einem flag-Antikorper detektiert. Als Positivkontrolle
(PK) fiir den flag-Antikorper wurden Lysate von COS-7-Zellen verwendet, die LIFR(D1-D35)

exprimierten. Mit Doxycyclin induzierte und nicht-induzierte Zellen sind dargestellt. sK =
schwere Kette des flag-Antikérpers.

(B) Hek 293 Flp-In T-REx Zellen wurden stabil mit einem Expressionsplasmid fiir mLIF-RFP
transfiziert. Die Analyse des mLIF-RFP aus Lysaten und Kulturiiberstinden wurde wie in (A)
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle (PK) fiir den flag-Antikérper wurden Lysate von COS-7-
Zellen verwendet, die LIFR(DI1-D5) exprimierten. Das Profil der Proteinexpression von zwei
verschiedenen Klonen ist dargestellt.

Hek 293 Flp-In T-Rex-LIFR(D1-D5)-Zellen und Hek 293 Flp-In T-Rex-mLIF-RFP-Zellen
exprimieren die entsprechenden Inhibitoren nach Induktion mit Doxycyclin, die in den
Lysaten der Zellen detektierbar sind (Abb. 26). In den Kulturiiberstinden ist die
Konzentration der Inhibitoren zu gering fiir eine Detektion mit dem flag-Antikorper.
Prizipitiert man die Inhibitoren jedoch mit einem flag-Antikorper aus den Kulturiiberstéinden,
so konnen sie in der Immundetektion nachgewiesen werden. Da erst die sezernierten
Inhibitoren korrekt glykosyliert sind, haben sie eine groflere Molmasse als die Inhibitoren in
den Zelllysaten. Daher laufen die Inhibitoren aus den Lysaten im SDS-Gel etwas schneller als

die aus den Kulturiiberstinden prézipizierten (Abb. 26).

Zur Verwendung der Inhibitoren in Zellkulturexperimenten wurden die Kulturiiberstdnde der
stabilen Zelllinien 20-fach mittels Ultrafiltration konzentriert. Die Konzentrationen der
Inhibitoren wurden danach durch Vergleich ihrer Signalintensitdten in einer Immundetektion
mit den Signalintensititen von flag-markierten Proteinen in bekannten Konzentrationen

abgeschitzt (Abb. 27).
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Abb. 27: Konzentrationsabschatzung von LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP in konzentrierten
Kulturtiberstanden durch Vergleich mit der Signalintensitat des flag-markierten IL-6-RFP
in bekannten Konzentrationen

Je 10 ul flag-markiertes IL-6-RFP in den angegebenen Konzentrationen wurde als
Referenzwert zur Konzentrationsabschditzung von LIFR(DI1-D5) und mLIF-RFP in
konzentrierten ~ Kulturiiberstinden (US konz) eingesetzt. Von den konzentrierten
Kulturiiberstinden wurden ebenfalls 10 ul verwendet. Die geschdtzten Konzentrationen sind
angegeben.

3.9.2 LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP hemmen die STAT3-Phosphorylierung nach

Stimulation mit hLIF bzw. mLIF in MEF-Zellen

Murine embryonale Fibroblasten (MEF) sind gut geeignet, um sowohl den Inhibitor fiir hLIF,
LIFR(D1-D5), als auch den Inhibitor fiir mLIF, mLIF-RFP zu testen. Grund hierfiir ist, dass
sie mLIFR auf ihrer Zelloberfliche exprimieren, der auf humanes und murines LIF reagiert.
Stimulation von MEF-Zellen mit humanem oder murinem LIF fiihrt zur Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors STAT3. In Abb. 28 wurden MEF-Zellen mit hLIF oder mLIF in An-
oder Abwesenheit des entsprechenden LIF-Inhibitors stimuliert und die Phosphorylierung von

STATS3 analysiert.
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Abb. 28: Untersuchung der STAT3-Phosphorylierung in MEF-Zellen, die mit hLIF bzw.
mLIF mit oder ohne Zugabe von LIFR(D1-D5) oder mLIF-RFP stimuliert wurden

(A) MEF-Zellen wurden fiir 20 min bei 37°C mit 5 ng/ml hLIF in An- oder Abwesenheit von
LIFR(DI1-D5) in den angegebenen molaren Verhdltnissen stimuliert. Um die Spezifitiit von
LIFR(DI-DS5) zu iiberpriifen, wurden die MEF-Zellen parallel mit 20 ng/ml IL-6 und 500
ng/ml sIL-6Ra in An- oder Abwesenheit von LIFR(D1-D5) stimuliert. Anschlieffend wurden
die Zelllysate nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem STAT3- oder phospho-STAT3-
Antikérper analysiert.

(B) MEF-Zellen wurden fiir 20 min bei 37°C mit 5 ng/ml mLIF in An- oder Abwesenheit von
mLIF-RFP in den angegebenen, molaren Verhdltnissen stimuliert. Um die Spezifitdt von
mLIF-RFP zu iiberpriifen, wurden die MEF-Zellen parallel mit 20 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml

SIL-6Ra in An- oder Abwesenheit von mLIF-RFP stimuliert. Anschlieffend wurde wie in (4)
weiter verfahren.

Humanes LIF und murines LIF induzieren die STAT3-Phosphorylierung in MEF-Zellen
gleich stark (Abb. 28A, B). Die gleichzeitige Zugabe von LIFR(D1-D5) bzw. mLIF-RFP in
einem molaren Verhéltnis von 1:1 zu humanem bzw. murinem LIF fiihrt bereits zu einer
starken Abnahme der STAT3-Phosphorylierung. Zugabe des jeweiligen Inhibitors in einem
molaren Verhidltnis von 5:1 zu humanem bzw. murinem LIF hemmt die STAT3-
Phosphorylierung nahezu bis zum unstimulierten Level. Des Weiteren hemmt weder
LIFR(D1-D5), noch mLIF-RFP die STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-6 und
sIL-6Ra, die auch iiber gpl30 signalisieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die beiden

Inhibitoren LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP sehr potent und spezifisch sind.
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3.9.3 LIFR(D1-D5) hemmt nur humanes LIF und zeigt keine Kreuzreaktivitat
gegeniiber mLIF

Der LIF-Inhibitor LIFR(D1-D5), der auf dem mLIFR basiert, hemmt hLIF effektiv. Jedoch
hat der natiirliche LIF-Inhibitor LBP [71], der dem Inhibitor LIFR(D1-D5) stark dhnelt, auch
eine Affinitdt zu mLIF. Diese ist jedoch erheblich geringer verglichen mit der Affinitdt zu
hLIF. Die Bindungsaffinitdt zwischen LIFR(D1-D5) und mLIF reichte nicht aus, um eine
Koimmunprézipitation in den verwendeten Konzentrationen nachzuweisen (Abb. 25A). Nun
sollte gekldrt werden, ob LIFR(D1-D5) die durch mLIF induzierte Phosphorylierung von
STAT3 in MEF-Zellen auch nicht unterdriicken kann. Hierzu wurden MEF-Zellen mit
murinem LIF in An- oder Abwesenheit von LIFR(DI1-D5) in den angegebenen molaren

Verhiltnissen stimuliert und die STAT3-Phosphorylierung analysiert (Abb. 29).
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Abb. 29: Untersuchung der Kreuzreaktivitat von LIFR(D1-D5) gegentiber mLIF

MEF-Zellen wurden fiir 20 min bei 37°C mit 5 ng/ml hLIF oder mLIF in An- oder
Abwesenheit von LIFR(DI-D5) in den angegebenen molaren Verhdltnissen stimuliert.
Anschliefsend wurden die Zelllysate nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem STAT3-
oder phospho-STAT3-Antikérper analysiert.

Ein fiinffach molarer Uberschus von LIFR(D1-D5) iiber hLIF hemmt die STAT3-
Phosphorylierung komplett in MEF-Zellen (Abb. 28, 29). Im Gegensatz hierzu beeinflusst die
Zugabe von LIFR(DI-DS5) in ein- oder fiinffacher Konzentration zu mLIF die STAT3-
Phosphorylierung nicht. Dies bestitigt die Ergebnisse der Koimmunprézipitations-Studien,
bei denen bei den verwendeten Konzentrationen keine Bindung zwischen mLIF und

LIFR(D1-D5) nachgewiesen werden konnte (Abb. 25A).
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3.9.4 mLIF-RFP unterdrickt die STAT3-Phosphorylierung in MEF-Zellen nach
Induktion mit dem zu LIF nahe verwandten Zytokin OSM nicht

Murines OSM nutzt ein Rezeptorheterodimer aus dem OSMR und gpl30 zur
Signaltransduktion [75]. Es gibt widerspriichliche Aussagen im Hinblick darauf, ob OSM in
Abwesenheit von OSMR an gpl30 binden kann. Stimuliert man Zellen -einer
erythroleukdmischen Zelllinie mit OSM und verabreicht gleichzeitig eine 16sliche Form von
gp130, wird die biologische Aktivitit von OSM auf die Zellen unterdriickt. Dies bedeutet,
dass gp130 an OSM bindet und dessen Bioaktivitdt hemmt [76]. Im Gegensatz dazu zeigen
Diveu et al., 2006, dass die gleichzeitige Gabe von OSM und sgp130 die OSM-induzierte,
biologische Antwort von Ba/F3-gp130-OSMR-Zellen nicht beeinflusst. Folglich bindet OSM
nicht direkt an gp130 [77]. Wenn OSM in Abwesenheit von OSMR an gp130 binden wiirde,
konnte es vom Inhibitor mLIF-RFP, der das CBM des murinen gp130 enthédlt, moglicherweise
gebunden und die durch mOSM induzierten Zellantworten gehemmt werden. Um dies zu
analysieren, wurden MEF-Zellen mit murinem OSM in An- oder Abwesenheit von mLIF-

RFP stimuliert und die STAT3-Phosphorylierung untersucht.
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Abb. 30: Untersuchung der Spezifitat von mLIF-RFP gegeniiber mOSM

MEF-Zellen wurden fiir 20 min bei 37°C mit 5 ng/ml mOSM in An- oder Abwesenheit von
mLIF-RFP im angegebenen molaren Verhdltnissen stimuliert. Anschlieffend wurden die
Zellen lysiert und die Lysate nach SDS-PAGE und Western blotting mit einem STAT3- oder
phospho-STAT3-Antikérper analysiert.

Wie in Abb. 30 gezeigt, hemmt ein fiinffach molarer Uberschuss von mLIF-RFP die STAT3-
Phosphorylierung in MEF-Zellen nach Stimulation von mOSM nicht. In den von uns
verwendeten Konzentrationen bindet mOSM folglich nicht an die Domédnen D2 und D3 des
mgp130 im mLIF-RFP. mLIF-RFP ist demnach ein spezifischer Inhibitor, der die verwandten
Zytokine mOSM (Abb. 30) und humanes IL-6 (Abb. 28) nicht bindet.
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3.9.5 LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP unterdriucken die Geninduktion in MEF-Zellen nach
Stimulation mit hLIF bzw. mLIF

Um weitere Effekte von LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP auf die Bioaktivitit von humanem
bzw. murinem LIF zu analysieren, wurden Reportergen-Assays in HepG2- bzw. MEF-Zellen
durchgefiihrt. In Abb. 31A wurden HepG2-Zellen mit einem Reportergen-Plasmid
transfiziert, das fiir Luziferase kodierte, deren Expression unter der Kontrolle des STAT3-
abhédngigen a2M-Promotors stand. Anschlieend wurden die HepG2-Zellen 16 Stunden mit
hLIF und einem entsprechenden Volumen Kontroll-Uberstand oder mit einer Kombination
aus hLIF und LIFR(D1-D5) in den angegebenen molaren Verhéltnissen stimuliert. Danach

wurde die Luziferase-Aktivitit ermittelt.
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Abb. 31: Untersuchung der Geninduktion nach Stimulation mit hLIF oder mLIF in An-
oder Abwesenheit von LIFR(D1-D5) bzw. mLIF-RFP

(A) HepG2-Zellen wurden mit einem Reportergen-Plasmid transfiziert, das fiir Luziferase
kodierte, deren Expression vom STAT3-abhdngigen oa2M-Promotor kontrolliert wurde.
Anschliefsend wurden die transfizierten HepG2-Zellen 16 Stunden entweder mit hLIF und
einem entsprechenden Volumen Kontroll-Uberstand (US) oder mit einer Kombination aus
hLIF und LIFR(DI1-D5) in den angegebenen molaren Verhdltnissen stimuliert. Dann wurde
die Luziferase-Aktivitdt bestimmt.

(B) MEF-Zellen wurden mit einem Reportergen-Plasmid transfiziert, das fiir Luziferase
kodierte, die unter der Kontrolle des STATI- und STAT3-abhdngigen SIE-TK-Promotors
stand. Anschliefsend wurden die transfizierten MEF-Zellen 16 Stunden entweder mit mLIF
und einem entsprechenden Volumen Kontroll-Uberstand (US) oder mit einer Kombination
aus mLIF und mLIF-RFP in den angegebenen molaren Verhdltnissen stimuliert. Dann wurde
die Luziferase-Aktivitdit bestimmt.

Die Stimulation der transfizierten HepG2-Zellen mit 5 ng/ml hLIF (Abb. 31A) induziert eine
starke Aktivitdit der Luziferase. Diese Aktivitdit wird jedoch komplett blockiert, wenn
LIFR(D1-D5) gleichzeitig mit hLIF in einem molaren Verhéltnis von nur 1:1 zu den Zellen

gegeben wird.

In Abb. 31B wurden MEF-Zellen mit einem Reportergen-Plasmid transfiziert, das fiir
Luziferase kodierte, deren Expression von einem STAT1- und STAT3-abhingigen SIE-TK-
Promotor kontrolliert wurde. Dann wurden die MEF-Zellen 16 Stunden mit mLIF und einem
entsprechenden Volumen Kontroll-Uberstand oder mit einer Kombination aus mLIF und
mLIF-RFP in den angegebenen molaren Verhéltnissen stimuliert. AnschlieBend wurde die
Luziferase-Aktivitdt bestimmt. Die Stimulation der transfizierten MEF-Zellen mit 5 ng/ml
mLIF (Abb. 31B) fiihrt zu einem Anstieg der Luziferaseaktivitdt. Auch mLIF-RFP blockiert
die Luziferase-Aktivitit komplett, wenn es gleichzeitig mit mLIF in einem molaren
Verhéltnis von 1:1 zu den Zellen gegeben wird. Zusammengefasst ldsst sich aus den
dargestellten Experimenten schlieen, dass LIFR(DI1-D5) und mLIF-RFP potente und

spezifische Inhibitoren flir humanes bzw. murines LIF sind.
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4 Diskussion

4.1 Biochemische Charakterisierung des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP

4.1.1 Wirkungsweise von IL-6-RFP

Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkungsweise von Zytokin-
Inhibitoren, die aus den Liganden-bindenden Doménen der loslichen Rezeptoren des Zytokins
bestehen, am Beispiel des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP genauer zu analysieren. Denn obwohl die
Bedeutung der fusionierten Zytokinrezeptoren fiir die zukiinftige Behandlung von chronisch-
entziindlichen Erkrankungen oder bestimmten Formen von Krebs erkannt wurde [58], ist ihre
Wirkungsweise noch nicht in ausreichendem MaBe untersucht worden. Die loslichen
Rezeptoren des IL-6, sIL-6Ra und sgpl30 treten im menschlichen Blut in betrdchtlichen
Mengen auf; sIL-6Ra besitzt hier eine Konzentration von 50 ng/ml [33, 54], sgp130 hat eine
Konzentration von 300 ng/ml [52, 53]. Beide Rezeptoren zusammen hemmen systemische
IL-6-Antworten [53]. Auf dieser Beobachtung basierend wurde IL-6-RFP aus den Liganden-
bindenden Dominen seiner ldslichen Rezeptoren sIL-6Ra (D2-D3) und sgp130 (D1-D3)
kloniert [55].

Spezifitdt von IL-6-RFP

Da die Rezeptoruntereinheit gpl30 gemeinsamer Bestandteil aller IL-6-Typ-
Zytokinrezeptorkomplexe ist [8], stellt sich die Frage, ob nicht auch andere IL-6-Typ-
Zytokine neben IL-6 durch den gp130-Anteil in IL-6-RFP gehemmt werden. Fiir IL-11 wurde
das bereits ausgeschlossen [55]. Auf menschlichen Zellen signalisiert OSM {iber ein
Heterodimer aus gpl130 und OSMR oder gp130 und LIFR [78]. Doch auch ein grof3er
Uberschuss von IL-6-RFP iiber OSM hemmt dessen Bioaktivitit nicht (Abb. 9B, 11C). Dies
legt nahe, dass die Affinitdt zwischen dem gp130-Anteil des IL-6-RFP und humanem OSM
sehr gering ist. LIF signalisiert {iber ein Heterodimer aus gp130 und LIFR [78]. Bei einem 60-
fach molaren Uberschuss von IL-6-RFP iiber LIF wird die Bioaktivitit von LIF nur schwach
gehemmt (Abb. 9B). Dies kann dadurch erklart werden, dass LIF mit geringer Affinitét an die
Dominen D2-D3 von gpl130 bindet [41]. Bei Konzentrationen von IL-6-RFP, die fiir eine
komplette Bindung von IL-6 ausreichen, ist IL-6-RFP jedoch ein spezifischer Inhibitor und
hemmt die Bioaktivitit von LIF nicht. Diese geringe Affinitdt von IL-6-RFP zu OSM und LIF
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stimmt mit Studien iiberein, in denen die Neutralisierung von OSM und LIF mit dem
kompletten sgp130-Molekiil (D1-D6) untersucht wurde. Ein 300-fach molarer Uberschuss
von sgp130 iiber OSM hemmte die Bioaktivitdt von OSM nur in geringem Male [52].

IL-6-RFP hemmt die Geninduktion auch bei zeitlich verzogerter Zugabe nach IL-6-

Stimulation

In einem Reportergen-Assay wird die Geninduktion nach Stimulation mit Zytokinen
simuliert. Ein Reportergen-Assay ist ein Langzeit-Experiment, da die Luziferase-Aktivitét
erst nach 16-stlindiger Stimulation mit Zytokinen gemessen wird. Interessanterweise hemmt
IL-6-RFP in einem Reportergen-Assay auch nach einer zeitverzogerten Verabreichung (10
bzw. 20 min) nach IL-6-Stimulation die Geninduktion vollstdndig (Abb. 10). Um jedoch die
Aktivierung von STAT3, die in Abb. 11B schon 20 Minuten nach IL-6-Stimulation detektiert
wurde, zu unterdriicken, muss IL-6-RFP zumindest gleichzeitig zugegeben werden (Abb.
11B). In diesem Falle hemmt eine zeitversetzte Gabe von IL-6-RFP die IL-6-Antwort nicht.
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass in der kurzen Zeitspanne (10 bzw. 20 min, Abb. 11B)
zwischen IL-6-Stimulation und Zusatz des IL-6-RFP STAT3 zwar phosphoryliert wird, die
Genexpression jedoch nicht induziert werden kann. Das Zytokin muss also iiber eine langere
Zeitspanne auf eine Zelle wirken, um die Genexpression zu induzieren. Das bedeutet fiir die
Behandlung einer Krankheit mit IL-6-RFP, dass der Inhibitor die Bioaktivitidt von IL-6 auch
dann hemmen kann, wenn er nach Zytokin-Freisetzung verabreicht wird. Dies wird weiterhin
durch die Ergebnisse der Lebend-Zell-Experimente unterstiitzt. Nachdem IL-6 an Rezeptoren
auf der Zelloberfliche gebunden hat, kann es durch Zugabe von IL-6-RFP abgelost werden
(Abb. 18).

IL-6-RFP bindet IL-6 mit héherer Affinitdt als die I6slichen Rezeptoren sIL-6Ra und sgp130

Wenn ein mit GFP fusioniertes Protein an ein anderes Protein bindet, dndert sich die Mobilitét
des GFP-Fusionsproteins in einer nativen Gelelektrophorese. Diese Anderung der Mobilitit
von GFP-Fusionsproteinen kann zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen genutzt
werden [79]. Um die Interaktionen zwischen IL-6-RFP und IL-6 zu untersuchen, wurde in
dieser Arbeit eine Methode genutzt, die blaue native PAGE (BN-PAGE), Fluoreszenz-
markiertes IL-6 und Fluoreszenz-Detektion mittels gel-scanning kombiniert. Beim gel-
scanning wird die Fluoreszenz von fluoreszierenden Proteinen im Gel auf einem Fluoreszenz-

scanner detektiert. Um diese Methode anwenden zu konnen, wurde YFP-IL-6 durch Fusion
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des yellow fluorescent protein mit dem N-Terminus von IL-6 hergestellt. YFP wurde mit dem
N-Terminus von IL-6 fusioniert, da dieser keine groBBe Rolle fiir die Bioaktivitit von IL-6
spielt, wie durch Deletion der 28 N-terminalen Aminosduren des IL-6 gezeigt wurde [80].
Folglich beeinflusste auch die Fusion des YFP an den N-Terminus von IL-6 dessen
Bioaktivitdt nicht [70]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Interaktion
zwischen YFP-IL-6 und IL-6-RFP zu einer Verringerung der Mobilitdt des YFP-IL-6 fiihrte.
Dies wurde durch eine starke Verschiebung der YFP-IL-6-Bande nach Bindung an IL-6-RFP
sichtbar gemacht (Abb.13A). Wie weiterhin demonstriert wurde, reicht ein zweifach molarer
Uberschuss 1L-6-RFP iiber YFP-IL-6 aus, um YFP-IL-6 komplett in einem biniren YFP-
IL-6/IL-6-RFP-Komplex zu binden. Beim Vergleich der Komplexe YFP-IL-6/IL-6-RFP und
YFP-IL-6/sIL-6Ra/sgp130 stellte sich heraus, dass YFP-IL-6 von IL-6-RFP mit hoherer
Affinitdt gebunden wird als von den separaten, l6slichen Rezeptoren sIL-6Ra und sgp130.
Dies stimmt mit dem geringeren inhibitorischen Potential von sIL-6Ra und sgp130 gegeniiber
IL-6 {iberein [55]. Die Rangfolge der Affinititen zu IL-6 wire demnach IL-6-RFP >
sIL-6Ra/sgp130 > sIL-6Ra > sgp130. sgp130 allein besitzt keine messbare Affinitit zu 1L-6
(nicht gezeigt). Die auBBerordentliche Aktivitit von IL-6-RFP wird dariiber hinaus durch die
erhohte Stabilitdt des Komplexes YFP-IL-6/IL-6-RFP gegeniiber Denaturierung mit Harnstoff
widergespiegelt (Abb. 14A). Die hohe Stabilitit des Komplexes YFP-IL-6/IL-6-RFP zeigt
sich auBBerdem durch die geringe Austauschrate von YFP-IL-6 durch nicht-markiertes IL-6
und die Resistenz des YFP-IL-6/IL-6-RFP-Komplexes gegen einen Uberschuss der 16slichen
Rezeptoren (Abb. 16A, 17A).

Des Weiteren wurde mittels live cell imaging dargestellt, dass YFP-IL-6, welches bereits an
die Rezeptoren auf der Zellmembran gebunden hatte, durch Zugabe von IL-6-RFP von der
Zellmembran entfernt wurde (Abb. 18). Das ist darin begriindet, dass die Affinitdt von IL-6-
RFP zu IL-6 hoher ist als die Affinitidt zwischen IL-6 und den einzelnen Rezeptoren IL-6Ra
und gp130. Wenn sowohl IL-6-RFP als auch die l8slichen Rezeptoren sIL-6Ra und sgp130 in
einer IL-6-haltigen Losung vorliegen, verschiebt sich das Bindungsgleichgewicht auf die
Seite des Komplexes IL-6/IL-6-RFP (Abb.17A).

IL-6-RFP wirkt also inhibitorisch, indem es IL-6 in Lésung mit einer Affinitdt, die hoher ist
als die der einzelnen, loslichen Rezeptoren sIL-6Ro und sgpl130, bindet und dadurch
neutralisiert. Aulerdem entfernt IL-6-RFP aufgrund seiner hohen Affinitit IL-6, das bereits
an die Rezeptoren auf der Zelloberfliche gebunden hat, aus seinen Rezeptorkomplexen und

schaltet dadurch die IL-6-vermittelte Signaltransduktion ab.
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4.1.2 Architektur des Komplexes aus IL-6 und IL-6-RFP

Die Stochiometrie des Komplexes aus IL-6 und IL-6-RFP wurde {iber die Bestimmung der
Molmasse mittels Gelfiltration und nativer Gelelektrophorese analysiert. Zu diesem Zweck
wurde ebenfalls das fluoreszenzmarkierte YFP-IL-6 eingesetzt, da es sowohl als
ungebundenes Molekiil als auch in Proteinkomplexen gut mittels gel/ imaging und
Fluoreszenzspektroskopie detektiert werden kann. Die Analysen des Komplexes YFP-
IL-6/IL-6-RFP legen nahe, dass die Architektur des IL-6/IL-6-RFP-Komplexes der des
hexameren IL-6-Rezeptorkomplexes gleicht. Letztere wurde durch Rontgenstrukturanalyse
identifiziert [37]. Laut der Struktur des loslichen IL-6-Rezeptorkomplexes signalisiert 1L-6
iber einen hexameren Komplex aus je zwei Molekiilen IL-6, sIL-6Ra und sgp130 (Abb. 3B,

[37D.
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Abb. 32: Hypothetische Ausbildung des IL-6/1L-6-RFP-Komplexes in Anlehnung an den
hexameren IL-6-Rezeptor-Komplex

Einzelne Domdnen von gpl130 und IL-6Ra sind in blau bzw. griin dargestellt. Schwarze
Balken zeigen das konservierte WSXWS-Motiv in den Domdnen D3 an, schwarze Linien die
konservierten Disulfidbriicken in den Domdnen D2. Der linker ist als schwarze Linie
dargestellt. Interaktionsstellen sind bezeichnet wie von Boulanger et al. [37] vorgeschlagen.
Monomeres IL-6-RFP (A) bildet ein Dimer (B) durch site IIb- und site Illb-
Wechselwirkungen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind im Komplex aus IL-6-RFP und
IL-6 (C) nur fiinf der zehn Interaktionsstellen gezeigt. Im Komplex kommen alle
Interaktionsstellen zweimal vor.
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Mit Hilfe von BN-PAGE wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass freies YFP-IL-6 in
einer monomeren und einer dimeren Form vorkommt (Abb. 13A). Weiterhin zeigte sich, dass
die Mobilitdt des Komplexes aus IL-6-RFP und YFP-IL-6 niedriger ist als die des Albumin-
Tetramers (260 kD, Abb. 13A), das hier neben den anderen BSA-Multimeren als Marker-
Protein diente. Die Logarithmen der Molmassen der BSA-Multimere wurden gegen die
relativen Laufstrecken (Ry) aufgetragen und eine Regressionsgerade erstellt (Abb. 20).
Anhand dieser Regressionsgerade lie3 sich eine scheinbare molare Masse von 290 kD fiir den
Komplex IL-6-RFP/YFP-IL-6 ermitteln. Entspriche der Komplex aus YFP-IL-6 und IL-6-
RFP dem hexameren IL-6-Rezeptorkomplex, dann bestiinde er aus zwei YFP-IL-6- und zwei
IL-6-RFP-Molekiilen. Die berechnete molare Masse fiir solch einen (YFP-IL-6),/(IL-6-
RFP),-Komplex betrigt 264 kD.

Die Dimerisierung von freiem YFP-IL-6 wird nicht durch den YFP-Teil vermittelt, denn YFP
alleine ist mittels BN-PAGE nur in der monomeren Form nachweisbar (nicht gezeigt). Die
Dimerisierung des YFP-IL-6 wird durch die bekannte Eigenschaft von rekombinantem IL-6,
Dimere zu bilden, verursacht. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass das IL-6-Dimer
metastabil ist und in Anwesenheit von 3 M Harnstoff disoziiert [81]. Das Verhalten der YFP-
IL-6 Dimere in der BN-PAGE stimmt mit der letztgenannten Eigenschaft von IL-6 iiberein.
Zwischen 2 M und 4 M Harnstoff dissoziieren YFP-IL-6-Dimere zu Monomeren, erkennbar
an der Zunahme der Monomer-Bande in Abb. 14A und B. Die Mobilitit des Komplexes YFP-
IL-6/IL-6-RFP édndert sich nicht bei Harnstoffkonzentrationen, bei denen YFP-IL-6-Dimere
dissoziieren (Abb. 14). Folglich kann IL-6-RFP nur mit zwei monomeren YFP-IL-6-
Molekiilen einen Komplex eingegangen sein. Ebenfalls fiir einen Komplex aus IL-6-RFP und
monomerem YFP-IL-6 spricht, dass IL-6 iiber Interaktionen der gpl30-Bindungsstellen
zweier IL-6-Molekiile dimerisiert [81]. Diese Bindungsstellen sind aber bei einer Bindung
von IL-6 an IL-6-RFP besetzt (Abb. 32C). Folglich kann YFP-IL-6 nicht in der dimeren
Form, sondern nur in Form von zwei einzelnen Monomeren an IL-6-RFP binden.

Um die mittels BN-PAGE bestimmten Molmassen zu bestétigen, wurden Gelfiltrationen von
YFP-IL-6, IL-6-RFP und dem Komplex IL-6-RFP/YFP-IL-6 auf einer kalibrierten Séule
durchgefiihrt (Abb. 19). Die mittels Gelfiltration ermittelten molaren Massen unterstiitzten die
Beobachtungen, die mit Hilfe der BN-PAGE gemacht wurden. Es konnte zunéchst bestitigt
werden, dass freies YFP-IL-6 in einer monomeren und einer dimeren Form vorliegt (Abb.
19B).

Entgegen der Erwartung eluiert IL-6-RFP in Abwesenheit von YFP-IL-6 mit einer

Retentionszeit von der Séule, die seiner dimeren Form entspricht (Abb. 19C). Losliches
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gp130 und loslicher IL-6Ra sind monomere Proteine, die erst in Anwesenheit von IL-6
dimerisieren [82]. Durch Rontgenstrukturanalyse wurden im hexameren IL-6-
Rezeptorkomplex vier Kontaktstellen zwischen IL-6Ra und gpl130 entdeckt [41].
Moglicherweise wird die site IIb im IL-6-RFP-Monomer (Abb. 32A) durch die kovalente
Verbindung der Doménen von sIL-6Ra und sgp130 durch den linker stabilisiert. Die dadurch
eingenommene rdaumliche Struktur von IL-6-RFP konnte dessen Dimerisierung in
Abwesenheit von IL-6 fordern (Abb. 32B). In der Annahme, dass IL-6-RFP tatsédchlich solch
ein praformiertes Dimer bildet, wiirde IL-6 optimal {iber seine Rezeptorbindestellen daran
binden konnen. Dies wiirde zu einem Komplex aus IL-6 und IL-6-RFP fiihren, dessen

raumliche Anordnung dem hexameren IL-6-Rezeptorkomplex entspricht (Abb. 32C).

Der Komplex aus YFP-IL-6 und IL-6-RFP eluiert mit einer Retentionszeit von der Saule, die
einer molaren Masse von 325 kD entspricht (Abb. 19D). Auch ungebundenes, dimeres IL-6-
RFP wurde nachgewiesen, denn es wurde im zweifach molaren Uberschuss iiber YFP-IL-6
eingesetzt. Freies YFP-IL-6 kann nicht detektiert werden, was zeigt, dass es komplett in

einem Komplex mit [L-6-RFP gebunden ist (Abb. 19D).

Die mittels Gelfiltration ermittelte, molare Masse des (YFP-IL-6),/(IL-6-RFP),-Komplexes
von 325 kD und die durch BN-PAGE ermittelte, molare Masse von 290kD sind hoher als die
berechnete Molmasse, die 264 kD betriagt. Grund hierfiir ist wahrscheinlich, dass der in Abb.
32C dargestellte (YFP-IL-6),/(IL-6-RFP),-Komplex keine hochkompakte Struktur hat,
sondern ausgedehnt ist und eine Aussparung zwischen den beiden IL-6-Molekiilen aufweist.
Diese Architektur konnte die scheinbare Erhéhung der molaren Masse erkldren. Eine dhnliche
Abweichung zwischen berechneter und gemessener Molmasse ist auch bei der Analyse des
l6slichen IL-6R-Komplexes durch Gelfiltration und analytische Ultrazentrifugation
beobachtet worden [82].

Zusammengefasst deuten die Analysen mit BN-PAGE und Gelfiltration darauf hin, dass der
IL-6/IL-6-RFP-Komplex eine dem ldslichen IL-6-Rezeptorkomplex analoge rdumliche
Struktur einnimmt. Der l6sliche IL-6-Rezeptorkomplex wird durch zehn Protein-Protein-
Interaktionen zusammengehalten (je zweimal sites 1, Ila, IIb, IIla und IIIb, Abb. 32C). Die
auBlerordentlich hohe Stabilitdit des IL-6/IL-6-RFP-Komplexes im Vergleich mit dem
l6slichen IL-6-Rezeptorkomplex aus IL-6, sIL-6Ra und sgp130 wird durch die Stabilisierung
dieser Interaktionen durch die kovalente Verbindung der Doménen des sIL-6Ra und sgp130
durch den linker verursacht. Diese Ergebnisse liefern eine Erkldrung fiir die hohe Spezifitit

und Affinitat von IL-6-RFP auf molekularer Ebene.
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Aus dem ersten Teil dieser Arbeit folgt, dass IL-6-RFP ein viel versprechender IL-6-Inhibitor
fiir die Behandlung von Krankheiten ist, die durch fehlregulierte IL-6-Expression verursacht

werden.

4.2 Klonierung und Charakterisierung von Zytokin-Inhibitoren ftr

humanes und murines LIF

Der Inhibitor LIFR(DI-D5) unterdriickt effektiv die Bioaktivitit des humanen LIF, der
Inhibitor mLIF-RFP die des murinen LIF

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, wie man die Bioaktivitdt von humanem und murinem
LIF durch Inhibitoren hemmt, die aus den Liganden-bindenden Dominen ihrer 16slichen
Rezeptoren bestehen. Die ersten fiinf N-terminalen Doménen des murinen LIFR [LIFR(D1-
D5)] reichen aus, um humanes LIF komplett zu binden. Zur Bindung von humanem LIF
wurden Doménen des murinen LIFR eingesetzt, da dieser hLIF mit viel hoherer Affinitit als
hLIFR bindet [42]. Murines LIF wird effektiv von dem Fusionsprotein mLIF-RFP (murines
LIF-Rezeptor-Fusionsprotein) gebunden, das aus den ersten fiinf N-terminalen Doménen des
murinen LIFR und dem CBM des murinen gp130 besteht. Zundchst wurde die Fahigkeit der
beiden Inhibitoren, LIF der entsprechenden Spezies zu binden, in Koimmunprazipitations-
Studien untersucht. Die Eigenschaften der Inhibitoren wurden dann in Zellkultur-Versuchen
mit MEF-Zellen weiter analysiert. Stimulation von MEF-Zellen mit humanem oder murinem
LIF fithrt zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3. Nach Stimulation von
MEF-Zellen mit 5 ng/ml hLIF und gleichzeitiger Verabreichung eines fiinffach molaren
Uberschusses des humanen LIF-Inhibitors LIFR(D1-D5) wurde die STAT3-Phosphorylierung
effektiv gehemmt (Abb. 28A). Das gleiche galt fiir die Stimulation von MEF-Zellen mit 5
ng/ml mLIF und gleichzeitiger Behandlung mit einem fiinffach molaren Uberschusses des
murinen LIF-Inhibitors mLIF-RFP (Abb. 28B). Dariiber hinaus reicht fiir die komplette
Unterdriickung der Geninduktion nach Stimulation der MEF-Zellen mit humanem oder
murinen LIF eine Zugabe des entsprechenden Inhibitors in einem molaren Verhiltnis von nur
1:1 (LIF:Inhibitor) aus (Abb. 31).

Der mLIFR bindet mLIF mit einer geringeren Affinitdt als hLIF. Als nichstes wurde deshalb
untersucht, ob diese geringe Affinitit des mLIFR zu mLIF ausreicht, um die Bioaktivitit des
mLIF zu hemmen. Die Zugabe von LIFR(D1-D5), der auf mLIFR basiert, in ein- oder
fiinffacher Konzentration zu mLIF beeinflusst die STAT3-Phosphorylierung in MEF-Zellen
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nicht (Abb. 29). LIFR(D1-D5) zeigt folglich in den Konzentrationen, die zur Bindung von
hLIF ausreichen, keine Kreuzreaktivitit zu mLIF. Dies bestitigt die Ergebnisse der
Koimmunprézipitations-Studien, bei denen bei den verwendeten Konzentrationen keine

Bindung zwischen mLIF und LIFR(D1-D5) nachgewiesen werden konnte (Abb. 25D).

Analyse der Spezifitit von LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP

Da die Rezeptoruntereinheit gpl30 gemeinsamer Bestandteil aller IL-6-Typ-Zytokin-
Rezeptorkomplexe ist, ist es fraglich, ob nicht auch andere Zytokine aus dieser Gruppe durch
den gp130-Anteil in mLIF-RFP gehemmt werden. Wie herausgefunden wurde, beeinflussen
weder LIFR(D1-D5) noch mLIF-RFP die Bioaktivitit von IL-6 (Abb. 28). Die Spezifitit von
mLIF-RFP wurde dariiber hinaus in Bezug auf mOSM analysiert. Murines OSM signalisiert
iiber ein Rezeptorheterodimer aus mOSMR und mgp130. Es ist bekannt, dass mOSM keine
Bindungsaffinitit zu mLIFR hat [75]. Es gibt jedoch widerspriichliche Aussagen im Hinblick
darauf, ob OSM in Abwesenheit von OSMR an gp130 binden kann (3.9.4). Wenn OSM in
Abwesenheit von OSMR an gp130 binden wiirde, konnte es vom Inhibitor mLIF-RFP, der
das CBM des murinen gpl30 enthilt, mdglicherweise gebunden werden und die durch
mOSM induzierten Zellantworten gehemmt werden. Wie gezeigt wurde, hemmt mLIF-RFP
die STAT3-Phosphorylierung nach mOSM-Induktion in MEF-Zellen nur schwach, wenn
mLIF-RFP in einem fiinffachen molaren Uberschuss iiber mOSM zugesetzt wird (Abb. 30).
Folglich sind mLIF-RFP und LIFR(DI1-D5) spezifische Inhibitoren, die die Bioaktivitit
anderer IL-6-Typ-Zytokine nicht unterdriicken.

Fiir die Bindung von humanem LIF sind alle fiinf N-terminalen Domdnen des mLIFR, jedoch
nicht das CBM von humanem gp130 notwendig

Die ersten fiinf N-terminalen Doméinen des mLIFR [LIFR(D1-D5)] binden hLIF mit einer
unerwartet hohen Affinitdt von 10-20 pM [42]. Im Gegensatz dazu bindet hLIF an den hLIFR
oder mLIF an den mLIFR mit einer Affinitit von nur 600-2000 pM [42, 71]. Die hohe
Bindungsaffinitdt zwischen hLIF und mLIFR kann durch eine Fusion von mLIFR mit dem
CBM von hgp130 nicht weiter verstirkt werden (Abb. 24); deswegen ist das CBM von
hgp130 fiir die Hemmung des hLIF nicht notwendig.

Die Verkiirzung des LIFR(D1-D5) fiihrt zu einer starken Erniedrigung der Bindungsaffinitit

zu hLIF. Dies wurde dadurch gezeigt, dass hLIF in Koimmunprézipitations-Studien nicht an

die Konstrukte LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3), LIFR(D3)-hgp130(D2-D3), LIFR(D2-D4)-
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hgp130(D2-D3), LIFR(D3-D5)-hgp130(D2-D3) band. Mit diesen Resultaten wird die
Hypothese von Owczarek et al. [42] und Voisin et al. [43] unterstiitzt, nach welcher
mindestens die ersten fiinf N-terminalen Doménen des mLIFR zur Bindung von LIF bendtigt
werden. Die Hypothese, nach der nur D1-D3 des LIFR fiir die Bindung von LIF erforderlich
sind [44], kann nicht bestitigt werden, da das Konstrukt LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3)
humanes LIF nur schwach bindet. Auch die Konstukte LIFR(D3)-hgp130(D2-D3) und
LIFR(D3-D5)-hgp130(D2-D3) binden LIF nur sehr schwach. Deswegen werden die
Vorschlédge, dass nur die D3 des LIFR [41] oder die Doménen D3-D5 des LIFR zur Bindung

von LIF ausreichen [45, 46], durch die Ergebnisse dieser Arbeit ebenfalls nicht unterstiitzt.

Die Aminosdure-Sequenzen von hLIFR und mLIFR sind zu 76% homolog [83]. Die hohere
Affinitdt des mLIFR zu hLIF wird nur durch wenige unterschiedliche Aminoséiuren in der Ig-
dhnlichen Domine hervorgerufen [84]. Da sich hLIFR und mLIFR stark dhneln, haben die
beiden CBMs des hLIFR und mLIFR wahrscheinlich &hnliche Funktionen. Nach Voisin ef al.
[43] flihrt die Deletion des N-terminalen Moduls des C-terminalen CBMs (D4) des humanen
LIFR zu einem D1-D3-Fragment des hLIFR mit einer verdnderten Konformation. Von diesem
D1-D3-Fragment des hLIFR wird hLIF nicht gebunden. Unter der Voraussetzung, dass die
Resultate, die fiir den hLIFR erzielt wurden, auf den mLIFR {ibertragbar sind, konnte eine
Fehlfaltung der Konstrukte LIFR(D1-D3)-hgp130(D2-D3) und LIFR(D3)-hgp130(D2-D3) die
Erklarung fiir ihre nicht erfolgte Bindung an hLIF sein. Wie dariiber hinaus dargestellt wurde,
wird das komplette N-terminale CBM zusammen mit der Ig-&hnlichen Doméne des LIFR fiir
eine LIF-Bindung benoétigt [43]. Die Abwesenheit des N-terminalen Moduls (D1) des N-
terminalen CBM des mLIFR im Konstrukt LIFR(D2-D4)-hgp130(D2-D3) oder das Fehlen
des gesamten N-terminalen CBM des mLIFR im Konstrukt LIFR(D3-D5)-hgp130(D2-D3)
konnte demzufolge der Grund fiir ihre Unfdhigkeit zur LIF-Bindung sein. Zusammengefasst
ist nur ein Konstrukt, welches alle finf N-terminalen Doméinen des mLIFR umfasst, zur

Bindung von humanem LIF geeignet.

Die Fusion von mLIFR(DI-D5) mit dem CBM des mgpl30 erhéht die Bindungsaffinitit
zwischen mLIFR(D1-D5) und mLIF

Der natiirliche LIF-Inhibitor der Maus, das LIF binding protein (LBP), ist eine 16sliche Form
des zelluliren mLIFR, dem die Transmembranregion und der zytoplasmatische Teil fehlen.
LBP bindet mLIF mit der gleichen Affinitit wie der zelluldire mLIFR [71]. Der LIF-Inhibitor
LIFR(D1-D5) unterscheidet sich nur durch das Fehlen der drei C-terminalen FNIII-Doménen

von LBP, ansonsten sind sie homolog. Fiir eine Hemmung der STAT3-Phosphorylierung in
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MEF-Zellen nach Stimulation mit mLIF ist LIFR(D1-D5) in den von uns verwendeten
Konzentrationen wegen seiner geringen Affinitit zu mLIF nicht geeignet (Abb. 29). Erst ein
viel hoherer molarer Uberschuss von LIFR(D1-D5) iiber mLIF als der eingesetzte wiirde
wahrscheinlich zu einer Bindung von mLIF fiihren. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, erhoht
die Fusion von LIFR(DI1-D5) mit dem CBM von mgp130 die Bindungsaffinitdt zu mLIF
erheblich. Das murine LIF-Rezeptor-Fusionsprotein (mLIF-RFP) hemmt effektiv die STAT3-
Phosphorylierung und die Induktion des STAT1- und STAT3-abhidngigen SIE-TK-Promotors
in MEF-Zellen nach Stimulation mit mLIF (Abb. 28B, 31). mLIF-RFP ist folglich ein

potenterer mLIF-Inhibitor als das natiirlich in der Maus vorkommende LBP.

Moglicher therapeutischer Nutzen der vorgestellten LIF-Inhibitoren LIFR(DI1-D5) und mLIF-
RFP

Ein LIF-Inhibitor kénnte bei der Behandlung von Haut-Tumoren eingesetzt werden, denn LIF
wird in Haut-Tumoren stark exprimiert und es gibt Hinweise, dass LIF eine Rolle bei ihrer
Entwicklung spielt [59]. Dariiber hinaus konnte die Verabreichung eines LIF-Inhibitors eine
neue Methode zur Empfangnisverhiitung ohne Einsatz von Steroiden werden. Es ist ndmlich
in Miusen gezeigt worden, dass die Implantation der Blastozyste von der maternalen LIF-
Expression abhdngt [25]. Auflerdem konnen zu niedrige Konzentrationen von LIF im
Endometrium zu menschlicher Unfruchtbarkeit beitragen [85, 86]. Ob jedoch der humane
LIF-Inhibitor LIFR(D1-D5), der auf dem murinen LIFR basiert, iiberhaupt zu Therapie-
Zwecken im Menschen eingesetzt werden kann, ist fraglich, denn er ist wahrscheinlich stark
immunogen. Auf jeden Fall ist LIFR(D1-D5) niitzlich, um hLIF in in-vitro-Experimenten zu
unterdriicken. Im Gegensatz hierzu ist der murine LIF-Inhibitor mLIF-RFP gut fiir in-vivo-
Anwendungen geeignet. Beide Rezeptoranteile des mLIF-RFP stammen aus der Maus; nur
die Immunogenitit des synthetischen linkers AGS-41, der aus den Aminosduren Alanin,
Glycin und Serin besteht, miisste noch untersucht werden. Fiir mdgliche in-vivo-
Anwendungen beim Menschen konnte man ein Fusionsprotein aus den Liganden-bindenden
Doménen des hLIFR und des hgp130 herstellen (hLIF-RFP). Der Vorteil des hLIF-RFP
gegeniiber dem aus mLIFR basierenden mLIFR(D1-D5) wire eine geringere Immunogenitit.

Die Bindungsaffinitdt des hLIF-RFP zu hLIF miisste dann noch analysiert werden.
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Kann die Konstruktion des LIF-Inhibitors mLIF-RFP auf Inhibitoren fiir andere Zytokine

tibertragen werden?

IL-6-Typ-Zytokine binden an ihre Rezeptoren iiber verschiedene Rezeptorbindestellen, die
sites 1, Il und III genannt werden. Die IL-6-Typ-Zytokine kdnnen in solche unterteilt werden,
die alle drei sites (I, II, III) oder nur zwei sites (II, III) besitzen. Wahrend der IL-6-Inhibitor
IL-6-RFP ein Zytokin bindet, das alle drei Rezeptorbindestellen nutzt, wurde mit der
Konstruktion von LIF-Inhibitoren das Ziel verfolgt, Zytokine zu hemmen, die nur die sites 11
und III besitzen. Diese Inhibitoren haben wir site 1I/IlI-Inhibitoren genannt. Es gibt viele
Zytokine, die iiber ein Rezeptorheterodimer signalisieren, welches nur iiber die sites II und II1
rekrutiert wird. Hierzu zéhlen neben LIF die Zytokine IL-27, GCSF, IL-12, IL-23, OSM,
Leptin und IL-31 [57]. Von diesen wurde LIF ausgewéhlt fiir die Konstruktion eines
prototypischen site II/IlI-Inhibitors, mit dem Ziel, das erlangte Wissen spidter auf andere
Zytokine zu tiibertragen. An dieser Stelle muss die Frage gestellt werden: sind die LIF-
Inhibitoren LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP nun als Prototypen zur Herstellung weiterer site
[I/1lI-Inhibitoren geeignet? LIFR(D1-D5) eher nicht, weil die hohe Bindungsaffinitit des
mLIFR an hLIF ein Ausnahmefall ist, der sicherlich nicht oft in der Natur vorkommt. mLIF-
RFP hingegen kann als wirklicher Prototyp angesehen werden, der als Modell fiir die
Entwicklung weiterer site II/Ill-Inhibitoren, die auf der Fusion von Liganden-bindenden
Rezeptor-Doménen basieren, dienen kann. Diese site II/Ill-Inhibitoren konnen fiir die
genauere Untersuchung der Funktionen von Zytokinen oder bei der Behandlung von

Krankheiten, bei denen Zytokine dysreguliert sind, niitzlich sein (siehe 4.3).

4.3 Ausblick

Analyse der Wirkung von IL-6-RFP in-vivo

Die biochemische Charakterisierung des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP zeigt, dass dieser hoch-
affin und spezifisch die Bioaktivititen von humanem IL-6 hemmt. Alle Experimente sind
jedoch bisher in-vitro durchgefiihrt worden. Interessant wére es nun, die Wirkung des IL-6-
RFP in-vivo zu testen. Hierzu bieten sich verschiedene Mausmodelle chronisch-entziindlicher
Erkrankungen an, zum Beispiel das der rheumatoiden Arthritis. Der vorgestellte IL-6-
Inhibitor ist jedoch spezifisch fiir humanes IL-6 und hemmt murines IL-6 nicht (Wiesinger,
2004, personliche Mitteilung). Um einen IL-6-Inhibitor fiir murines IL-6 zu schaffen, miissten
die Liganden-bindenden Doménen des humanen gp130 und des humanen IL-6Ra in IL-6-

RFP durch die entsprechenden murinen Doménen ersetzt werden. Vorraussetzung hierfiir
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wire, dass die Liganden-bindenden Doménen des IL-6Ro und gpl130 im humanen und
murinen System die gleichen sind. Da der murine IL-6Ro sowohl murines als auch humanes
IL-6 bindet, wiirde man mit einem murinen IL-6-Inhibitor mdglicherweise einen
bispezifischen Inhibitor fiir murines und humanes IL-6 herstellen. Nach erfolgreicher
Produktion dieses Inhibitors konnte getestet werden, ob er zur Behandlung der rheumatoiden

Arthritis im Mausmodell geeignet ist.

Ubertragbarkeit der Konstruktion des sitell/Ill-Inhibitors mLIF-RFP auf Inhibitoren fiir

andere Zytokine

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Konstruktion von site II/IlI-Inhibitoren am
Beispiel von mLIF-RFP als Prototyp ist unter anderem eine Strategie zur Entwicklung
weiterer Zytokin-Inhibitoren. Auf welche Zytokine konnte das erworbene Wissen nun
ibertragen werden? Sinnvoll wire zum Beispiel die Herstellung eines Inhibitors fiir IL-31.
IL-31 ist ein erst kiirzlich entdecktes Zytokin [87], welches nahe verwandt zu LIF, OSM und
Cardiotrophin-1 ist [88]. IL-31 leitet sein Signal {iber einen Rezeptorkomplex weiter, der aus
IL-31-Rezeptor (IL-31R) und OSMRJ besteht [87, 89]. In Patienten mit atopischer Dermatitis
wurde gezeigt, dass IL-31 an der Auslosung des Juckreizes [90] und der Entwicklung von
Hautentziindungen beteiligt ist [91]. Folglich konnte IL-31 ein Zielprotein bei der Behandlung
von atopischer Dermatitis werden. Vor kurzem wurde eine verkiirzte Form des OSMR
entdeckt, die nur die D1-D3 des membrangebundenen OSMR umfasst, und als sOSMR
bezeichnet wurde [77]. Von Diveu et al. [77] wurde weiterhin herausgefunden, dass die
Zugabe von sOSMR in Kombination mit IL-31R zu T98G-Glioblastom-Zellen zu einer
Reduktion der STAT3-Phosphorylierung nach IL-31-Stimulation fiihrt. Es wére interessant zu
untersuchen, ob die Fusion eines moglicherweise verkiirzten IL-31R mit sSOSMR diese

Hemmung noch verstirken konnte.

Auch IL-27 ist ein Zytokin, das sehr wahrscheinlich nur die sifes II und III besitzt. Es nutzt
die Rezeptoren WSX-I und gp130 zur Signalweiterleitung [92]. Der Rezeptor WSX-I reicht
aus, um IL-27 zu binden und ist hierdurch ein natiirlicher IL-27-Inhibitor, der angeborene und
adaptive Elemente der Type-II-Immunitdt hemmt [93]. Ob es moglich ist, WSX-1 zu
verkiirzen oder dessen Bindungsaffinitdt durch eine Fusion mit dem CBM von gpl130 zu

erhdhen, muss noch aufgeklart werden.
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Biochemische Charakterisierung des IL-6-Inhibitors IL-6-RFP

Zytokine sind kleine, sezernierte Proteine, die von vielen verschiedenen Zelltypen in nahezu
jedem Gewebe hergestellt werden. Sie dienen der interzelluliren Kommunikation und
regulieren unter anderem die Immunantwort, Entziindungsprozesse und die Hamatopoese.
Dysregulierte Zytokinproduktion spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung und dem
Fortgang bestimmter Krankheiten. So kann zum Beispiel eine fehlregulierte IL-6-Produktion
chronisch-entziindliche Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis und Morbus Crohn, akute
Sepsis und bestimmte Formen von Krebs verursachen. Wihrend die Bedeutung von
fusionierten = Zytokinrezeptoren als Medikamente zur Behandlung fehlregulierter
Zytokinproduktion erkannt wurde, wurde ihre Wirkungsweise jedoch bisher nicht in
ausreichendem Male untersucht. Dies sollte am Beispiel des in unserer Arbeitsgruppe

hergestellten IL-6-Inhibitors IL-6-Rezeptorfusionsprotein (IL-6-RFP) geschehen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird eine ausfiihrliche biochemische Charakterisierung des I1L-6-
Inhibitors IL-6-RFP présentiert. Dieser Inhibitor besteht aus den Liganden-bindenden
Domaénen des Glykoproteins 130 (gp130) und des Interleukin-6 Rezeptor o (IL-6Ra), welche
iiber einen /inker miteinander fusioniert wurden. IL-6-RFP ist ein hoch-spezifischer IL-6-
Inhibitor, der die Bioaktivititen der verwandten IL-6-Typ-Zytokine OSM und LIF nicht
beeinflusst. Des Weiteren wurde eine neue Methode fiir die Analyse von Protein-Protein-
Wechselwirkungen présentiert. Diese Methode basiert auf blauer nativer PAGE mit
fluoreszierenden Fusionsproteinen und Fluoreszenz-scanning. Hiermit wurde herausgefunden,
dass ein zweifach molarer Uberschuss von IL-6-RFP iiber IL-6 ausreicht, um IL-6 komplett in
einem bindren IL-6/IL-6-RFP-Komplex zu binden. Der Komplex aus IL-6 und IL-6-RFP ist
stabiler als als der Komplex aus IL-6 und seinen 16slichen Rezeptoren gp130 und IL-6-Ra.
IL-6-RFP wirkt folglich inhibitorisch, indem es IL-6 in Losung mit einer Affinitdt, die hoher
ist als die der einzelnen, 16slichen Rezeptoren bindet und dadurch neutralisiert. Wie mit live
cell imaging gezeigt wurde, entfernt IL-6-RFP aufgrund seiner hohen Affinitit IL-6 aus
seinem Rezeptorkomplex auf der Zelloberfliche. Weiterhin legt die Analyse der
Stochiometrie mittels Gelfiltration und blauer nativer PAGE nahe, dass der Komplex aus IL-6
und IL-6-RFP analog zum hexameren IL-6-Rezeptorkomplex aufgebaut ist. Die hexamere

Struktur des IL-6-Rezeptorkomplexes wurde durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt und



100 Zusammenfasung

zeigt, dass der IL-6-Rezeptorkomplex aus je zwei Molekiilen IL-6, IL-6Ra und gp130 besteht
[37].

Aus dem ersten Teil dieser Arbeit folgt, dass IL-6-RFP ein viel versprechender IL-6-Inhibitor
fiir die Behandlung von Krankheiten ist, die von fehlregulierter IL-6-Expression verursacht

werden.

Klonierung und Charakterisierung neuartiger site Il/I1I-Zytokin-Inhibitoren am Beispiel von

LIF

Mit dem IL-6-Rezeptor-Fusionsprotein wurde ein Inhibitor geschaffen, der ein Zytokin
bindet, das seine Rezeptoren iiber alle drei Rezeptorbindestellen (sites I, II und III) rekrutiert.
Viele Zytokine signalisieren jedoch iiber ein Rezeptor-Heterodimer, welches nur iiber die
sites 11 und III der Zytokine gebunden wird. Zu diesen Zytokinen gehdren neben LIF die
Zytokine IL-27, GCSF, IL-12, IL-23, OSM, Leptin and IL-31 [57]. Ziel des zweiten Teils
dieser Arbeit war es herauszufinden, wie diese Zytokine mit Hilfe von fusionierten, 16slichen
Rezeptoren gehemmt werden kdnnen. Als Prototypen fiir solch einen neuartigen site 11/111-
Inhibitor sollte ein Inhibitor fiir LIF aus den extrazelluldren Doménen von gp130 und LIFR
hergestellt werden. Hierbei wurde auch das Ziel verfolgt, das erlangte Wissen spédter auf

andere Zytokine zu libertragen.

Es stellte sich heraus, dass die ersten fiinf N-terminalen Doméinen des murinen LIFR
[LIFR(D1-D5)] fiir eine potente Bindung von humanem LIF ausreichen. Zur Rekrutierung des
humanen LIF wurde der murine LIFR verwendet, da dieser das humane LIF mit einer
auBlergewoOhnlich hohen Affinitdt bindet [42, 71]. Fiir die Prizipitation von murinem LIF
eignete sich das Fusionsprotein mLIF-RFP. Es besteht aus den ersten fiinf N-terminalen
Doménen des murinen LIFR, die mit dem Zytokin-bindenden Modul des murinen gp130 iiber
einen linker fusioniert wurden. In Zellkultur-Versuchen mit MEF-Zellen wurde gezeigt, dass
ein fiinffach molarer Uberschuss von LIFR(D1-D5) bzw. mLIF-RFP iiber hLIF bzw. mLIF
die STAT3-Phosphorylierung effizient reprimierte. LIFR(D1-D5) und mLIF-RFP sind
spezifische Inhibitoren und hemmen die Bioaktivitdt von IL-6 nicht. Dariiber hinaus hemmt
mLIF-RFP auch nicht die Bioaktivitit des nahe verwandten Zytokins Oncostatin M. Des
Weiteren ist fiir die komplette Hemmung der Geninduktion nach Stimulation mit hLIF oder
mLIF eine Zugabe von LIFR(D1-D5) oder mLIF-RFP in einem molaren Verhéltnis von 1:1

zu hLIF oder mLIF bereits ausreichend.

Die vorgestellte Konstruktion des site II/Ill-Inhibitors mLIF-RFP ist eine Strategie zur

Entwicklung weiterer Zytokin-Inhibitoren, die auf der Fusion von Liganden-bindenden



Zusammenfassung 101

Rezeptor-Doménen basieren. Diese site II/IlI-Inhibitoren koénnen fiir die genauere
Untersuchung von Funktionen von Zytokinen oder bei der Behandlung von Krankheiten, bei

denen Zytokine dysreguliert sind, niitzlich werden.
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