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Einleitung 1

I. Einleitung

1. Zytokine

Komplexe Vorginge wie Stoffwechsel, Zellteilung und Differenzierung von Zellen erfordern
in vielzelligen Organismen effektive Mechanismen des Informationsaustausches zwischen
Zellen und Organen. Neben Zell-Zell-Kontakten spielen dabei humorale Mediatoren eine
wichtige Rolle. Zu den humoralen Mediatoren zdhlen neben Hormonen die Zytokine.
Zytokine sind eine heterogene Gruppe von Proteinen, die von einer Vielzahl von Zellen,
darunter Makrophagen, Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten sowie B- und T-
Lymphozyten sekretiert werden. Zu ihren Aufgaben gehoren u. a. die Kontrolle von zelluldren
und humoralen Immunantworten, Entziindungsprozessen, Akute-Phase-Antworten,
Chemotaxis, Tumorregression und Hématopoese (Kishimoto et al. 1994). Dabei zeigen
Zytokine autokrine, parakrine und auch endokrine Wirkungen, wenn sie in die Zirkulation
gelangen.

Zu den Zytokinen z&hlt man Interleukine, Interferone, Wachstumsfaktoren,
koloniestimulierende Faktoren, Tumor-Nekrose-Faktoren und Chemokine. Es handelt sich um
sezernierte Proteine, die ihre Wirkung iiber spezifische Rezeptoren auf der Membran von
Zielzellen entfalten. Die Rezeptoren der meisten Zytokine setzten sich aus einer
ligandenbindenden o-Untereinheit und einer signaltransduzierenden [B-Untereinheit
zusammen.

Die Einteilung der Zytokine und deren Rezeptoren in Familien erfolgte aufgrund der
Tertidrstrukturvorhersage (Bazan 1990a; Bazan 1990b; Bazan 1990c). Innerhalb einer Familie
nutzen hdufig mehrere Mitglieder die gleiche signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit, was
zu einem redundanten Wirkungsspektrum fiihrt.

Ein Beispiel fiir eine solche Familie ist die der Interleukin-6-artigen Zytokine. Sie setzt sich
aus Interleukin-6 (IL-6) (Hibi et al. 1990), IL-11 (Fourcin et al. 1994), ,,Ciliary Neurotrophic
Factor” (CNTF) (Ip et al. 1992), ,,Cardiotrophin-1“ (CT-1) (Pennica et al. 1995a; Pennica et
al. 1995b), ,,Leukemia Inhibitory Factor* (LIF) (Tomida et al. 1984; Ferrara et al. 1992),
»Novel Neurotrophin-1“ (NNT-1) (Senaldi et al. 1999) und Onkostatin-M (OSM) (Gearing et
al. 1992a; Gearing et al. 1992b) zusammen. Alle verwenden das Glykoprotein 130 (gp130) als
Signaltransduktionskomponente.

Eine gemeinsame biologische Aktivitdt mehrerer Mitglieder dieser Familie ist die Induktion

der Transkription von Akute-Phase-Genen in Hepatozyten (Baumann et al. 1987; Baumann et
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al. 1990; Heinrich et al. 1990; Baumann et al. 1991; Richards et al. 1992). In Abb. 1 sind die
Zytokinwirkungen wéhrend der Akute-Phase-Reaktion, einer Reaktion des Korpers auf
Storungen der Homeostase durch Infektion, Verletzung oder Tumoren dargetstellt. Daraus
geht hervor, da8 die Produktion und Freisetzung eines Zytokins mal3geblich durch andere

Zytokine und Hormone reguliert wird.

Akute-Phase-
Reaktion

Kortiko- .
Steroide Niere

Endothel-
Zellen

Blutkapillare

Abb. 1: Zytokinproduktion und Zytokinwirkung im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion
Die Abbildung zeigt schematisch, wie durch eingedrungene Bakterien aktivierte
Makrophagen iiber die Ausschiittung von Zytokinen eine systemische Reaktion ausldsen, an
der auch Leber, Gehirn und Nebenniere beteiligt sind. ACTH: ,,Adrenocorticotropin®; LPS:
Lipopolysaccharid: TNF: Tumor Nekrose Faktor; PGE,: Prostaglandin E,; CREF:
,Corticotropin Releasing Factor”; CNTF: ,Ciliary Neurotrophic Factor; GM-CSF:
,,Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor; TGFp: ,,Tumor Growth Factor %
LIF: ,,Leukemia Inhibitory Factor®; IL: Interleukin. (Roeb und Rose-John, 1996).
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Als Ergebnis der Zytokin- und Hormonkaskade kommt es u. a. zu einem dramatischen
Anstieg der Konzentration einiger Plasmaproteine, die Akute-Phase-Proteine genannt werden
und von der Leber sezerniert werden (Koj et al. 1974; Kushner 1982; Heinrich et al. 1990;
Heinrich et al. 1991). Zu ihnen gehoren u. a. C-reaktives Protein (CRP), Fibrinogen,
Haptoglobin und Antichymotrypsin (ACT). Viele Akute-Phase-Proteine wirken als
Proteinase-Inhibitoren, andere als Blutgerinnungsfaktoren oder Komplementkomponenten.

Viele Zytokine zeigen andererseits ein pleiotropes Wirkungsspektrum, d. h. je nach
Zielzelltyp und Differenzierungszustand der Zielzelle konnen die Effekte eines Zytokins sehr
verschieden sein. LIF z. B. fordert in einigen Zelltypen die Differenzierung, wie die
Differenzierung der murinen leukdmischen Zellinie M1 zu Monozyten, und hemmt sie in
anderen Zelltypen, wie die Differenzierung von embryonalen Stammzellen (Smith et al. 1988;

Williams et al. 1988).

2. Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 ist ein Zytokin mit einem weiten Spektrum an biologischen Aktivititen (Abb. 2). Es
induziert die Differenzierung von B-Zellen zu Antikorper-sezernierenden Plasmazellen
(Hirano et al. 1986) und wirkt als Wachstumsfaktor fiir Plasmazytom- und Myelomzellen
(Van Snick et al. 1987; Kawano et al. 1988). IL-6 induziert bei T-Zellen die IL-2-Produktion
und Zellwachstum, sowie die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen (Garman et al.
1987; Lotz et al. 1988; Okada et al. 1988). Dariiber hinaus ist IL-6 beteiligt an der Regulation
der Akute-Phase-Protein-Synthese (Andus et al. 1987; Gauldie et al. 1987), der Himatopoese
(Ikebuchi et al. 1987), der Differenzierung von Makrophagen (Miyaura et al. 1988), sowie der
neuronalen Differenzierung (Satoh et al. 1988). Weiterhin bewirkt IL-6 bei Megakaryozyten
die Differenzierung zu Trombozyten (Akira et al. 1993).

IL-6 wird hauptsdchlich von Fibroblasten, Endothelzellen und Monozyten/Makrophagen
produziert. Weitere Zelltypen wie Chondrozyten, Astrozyten, glatte Muskelzellen,
Keratinozyten, Mesangialzellen, T- und B-Zellen synthetisieren IL-6 nach geeigneter
Stimulation (Akira et al. 1993; Hibi et al. 1996). Stimulatoren fiir die IL-6 Synthese und
Sekretion sind Lipopolysaccharide, Viren und Zytokine (IL-1, Tumor-Nekrose-Faktor-o
(TNF-o) und y-Interefon (IFN-Y)).

Die IL-6-Serumkonzentration liegt bei gesunden Personen unterhalb von 10 pg/ml (Akira et

al. 1993). Bei verschiedenen infektidsen, entziindlichen oder neoplastischen Erkrankungen
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wie Plasmazytome, Castleman’sche Krankheit (Brandt et al. 1990), Mesangioproliferative
Glomeronephritis (Horii et al. 1989), Osteoporose (Jilka et al. 1992), Kachexie (Strassmann et
al. 1992), rheumatoide Arthritis (Hermann et al. 1989), Sepsis (Hack et al. 1989) und AIDS
(Poli et al. 1990) findet man erhohte IL-6-Konzentrationen im Serum (Kallen et al. 1997).

Die ¢cDNA des humanen IL-6 wurde 1986 kloniert (Haegeman et al. 1986; Hirano et al. 1986;
Zilberstein et al. 1986). Das reife humane IL-6-Protein besteht nach Abspaltung des
Signalpeptids aus 184 Aminosduren und enthélt zwei Disulfidbriicken. Es wurden sechs
verschiedene Glykosylierungsformen mit einem Molekulargewicht zwichen 20 und 30 kDa
beschrieben (May et al. 1988a; May et al. 1988b; Gross et al. 1989), die alle die gleiche
biologische Aktivitét besitzen (Akira et al. 1993).

Plasmazytom Plasmazelle B-Zelle
neuronale

Differenzierung

iL=-8 .

Knochenmark

O0e DR

"‘00
@

Hamatopoese | & <= <o

ag +
Reifung von
zytotoxischen ‘

T-Zellen

Akute-Phase-

Protein-Synthese

Abb. 2: Pleiotrophismus von Interleukin-6
Die Abbildung zeigt die verschiedenen Funktionen von Interleukin-6 bei Hidmatopoese,
Akute-Phase-Reaktion, Neuronaler Differenzierung, B-Zell- und T-Zell-Reifung.

Sequenzvergleiche und Vergleiche der Intron/Exon-Struktur, sowie Vorhersagen zur
Sekundérstruktur fithrten zur Zuordnung von IL-6 zur hdmatopoetischen Zytokinfamilie
(Bazan 1990a; Bazan 1991). Dabei handelt es sich um eine Gruppe a-helikaler Zytokine, der
u. a. Wachstums-Hormon, Prolaktin, Erythropoietin, Granulozyten-Kolonie-stimulierender

Faktor, LIF und IL-6 angehdren (Bazan 1990a). Obwohl innerhalb dieser Gruppe nur eine
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Homologie der Aminosduesequenz von unter 20% besteht, wurde fiir deren Mitglieder eine
gemeinsame Tertidrstruktur vorhergesagt, die sich an Rontgenstrukturanalysen von ,,Growth
Hormone* orientiert (De Vos et al. 1992). Es handelt sich dabei um eine 4-Helix-Biindel-
Struktur (,,4 Helix Bundle®) aus 4 antiparallelen Helices (A,B,C und D), einem langen A-B-
Loop, einem kurzen B-C-Loop und einem langen C-D-Loop. NH,- und COOH-Terminus
liegen in unmittelbarer Ndhe zueinander (Robinson et al. 1994; McDonald et al. 1995). 1997
gelang es die Tertidrstruktur von IL-6 aufzukldren (Abb. 3), welche die fiir hdmatopoetische
Zytokine charakteristischen vier antiparallelen Helices aufweist (Xu et al. 1997; Somers et al.

1997).

Site Il

Site Il

Abb. 3: Tertiarstruktur von IL-6
Tertidrstruktur von IL-6 (Xu et al. 1997). A,B,C,D: antiparallele a-Helices. Site I-III:
Interaktionsstellen mit IL-6R (I) bzw. gp130 (11, III).

3. Der IL-6-Rezeptor-Komplex

Der IL-6-Rezeptor-Komplex setzt sich aus zwei verschiedenen Untereinheiten zusammen.
Zunéchst bindet IL-6 mit einer Affinitdit von ca. KD = 1 nM an den spezifischen IL-6-
Rezeptor (IL-6R) auf der Zelloberfliche. Dabei handelt es sich um ein ca. 80 kDa grof3es
membranstindiges Glykoprotein (Zohlnhofer et al. 1992). Dieser Rezeptor/Ligand-Komplex

bindet anschlieBend mit einer Affinitdt von ca. KD = 10 pM an ein weiteres
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Transmembranprotein, die ca. 130 kDa grof3e signaltransduzierende Untereinheit, ebenfalls
ein Glykoprotein (gp130) (Taga et al. 1989). Die Rekrutierung eines zweiten gp130-Molekiils
und die damit einhergehende Homodimerisierung von gpl130 fiihrt zur Initiation der
intrazelluliren Signaltransduktionskaskade (Abb. 4) (Murakami et al. 1993). Nur der
Komplex aus IL-6 und IL-6R bindet gp130, nicht jedoch IL-6 alleine (Taga et al. 1989).

IL-6

IL-6-R \
Signal

Abb. 4: Bildung des IL-6-Rezeptor-Komplexes

Zunichst bindet IL-6 an den spezifischen IL-6-Rezeptor (IL-6R) auf der Zelloberfldche. Der
IL-6/IL-6R-Komplex bindet an gp130 und induziert dessen Homodimerisierung und die damit
einhergehende Signaltransduktion.

Mit dem zytoplasmatischen Teil von gpl130 sind konstitutiv Janus-Tyrosinkinasen (JAKSs)
assoziiert. Diese Tyrosinkinasen werden bei der Homodimerisierung von gp130 aktiviert und
phosphorylieren intrazelluldre Tyrosinreste von gpl130 (Murakami et al. 1993; Hibi et al.
1996). Die Phosphotyrosine dienen als Bindungstelle fiir STAT-Faktoren (,,Signal Transducer
and Activator of Transcription®). Im Falle von gp130 binden STAT1 und STAT3 an die
Phosphotyrosine und werden von den Janus-Tyrosinkinasen phosphoryliert. Die
phosphorylierten STAT1- und STAT3-Proteine bilden Homo- und Heterodimere, die in den
Kern transloziert werden und dort als Transkriptionsfaktoren die Aktivitdt von Zielgenen
modulieren (Akira et al. 1994; Boulton et al. 1994; Liitticken et al. 1994; Stahl et al. 1994;
Hibi et al. 1996).

Neben STAT-Proteinen wird ein weiterer Transkriptionsfaktor, NF-IL-6 (,,Nuclear Factor IL-
6), aktiviert (Abb. 5). Die zur Aktivierung dieses Faktors notwendige
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Signaltransduktionskaskade verlauft iiber RAS, RAF, und MAPK (Bonni et al. 1997; Thara et
al. 1997). Der zytoplasmatische Teil vom IL-6R tragt nicht zur Signaltransduktion bei.

Zytokin-induziertes
gp130 Dimer

I,
/7
7//
/
P-S- Y-P /P
p.y-| |s.p 47 :-(NF-IL-G )-T-P
= e | RN |
L 1 L i |

Abb. 5: Die Signaltransduktionskaskade nach gp130 Stimulation

Die Dimerisierung von gp130 fiihrt zur Aktivierung von JAK-Kinasen und zur Aktivierung
der RAS/RAF/MAPK-Kaskade. Die ,,?* symbolisieren bisher unbekannte oder vermutete
Komponenten. Phosphorylierte und dimerisierte STAT-Faktoren und NF-IL-6 aktivieren
Zielgene im Zellkern.

Der IL-6R und gpl130 werden der hidmatopoetischen Rezeptorfamilie zugeordnet (Bazan
1990a; Bazan 1990c). Weitere Mitglieder dieser Familie sind u. a. die Rezeptoren von
Prolaktin, Erythropoietin, Wachstumshormon, CNTF und LIF. Bei den Mitgliedern dieser
Familie handelt es sich um Typ-I-Membranproteine mit extrazellulirem NH,-Terminus. Sie

setzten sich aus Fibronektin-Typ-III (FNIII)- und Immunglobulin-(Ig)-dhnlichen Doménen
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zusammen. Der Aufbau dieser Rezeptoren ist am Beispiel von gp130 und IL-6R in Abb. 6
schematisch dargestellt.

Die ligandenbindenden Module der Rezeptoren setzten sich aus zwei FNIII-Domdnen
zusammen und zeichnen sich durch konservierte Cysteine in der einen, und ein Tryptophan-
Serin-X-Tryptophan-Serin Sequenzmotiv in der anderen FNIII-Doméne aus. Jede der
Doménen umfafit ca. 100 Aminosduren und zeigt eine Tertidrstruktur mit sieben [3-
Faltblittern. Weitere Ubereinstimmungen finden sich in den intrazelluliren Dominen der
signaltransduzierenden Untereinheiten. Drei konservierte Sequenzmotive, die als Box 1-3

bezeichnet werden, dienen als Bindungsstellen fiir Janus-Tyrosinkinasen und STAT-Faktoren.

Liganden- FNIII
Bindungs-|
Modul
FNIII
FNIIl
Ig
FNIII
Liganden- FNIII
Bindungs-
Modul
FNIIl
FNIIl .
extrazelluldrer Raum
Membran
Intrazellularer Raum

Abb. 6: Schematische Struktur von IL-6R und gp130
FNIII: Fibronektin-dhnliche Domine; Ig: Immunglobulin-dhnliche Doméne.

Alle Zytokine der IL-6-Familie aktivieren Zielzellen unter Beteiligung von gpl130 (Bazan
1990a; Bazan 1990c). IL-6 und IL-11 verwenden beide ein gpl30-Homodimer zur
Signaltransduktion. Alle anderen Familienmitglieder (CNTF, CT-1, NNT-1, LIF und OSM)
verwenden ein Heterodimer aus gp130 und dem strukturell verwandten LIFR (Gearing et al.

1991). OSM kann alternativ auch ein Heterodimer aus gp130 und OSMR bilden (Mosley et
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al. 1996). LIF und OSM interagieren direkt mit den signaltransduzierenden Untereinheiten,
wihrend CNTF, NNT-1, IL-11, IL-6 und vermutlich auch CT-1 (Pennica et al. 1995b) einen
spezifischen Rezeptor zur Interaktion mit gp130 und/oder LIFR bendtigen. Interessanterweise
verwenden sowohl CNTF, als auch das kiirzlich identifizierte NNT-1 den CNTFR als o-
Untereinheit des Rezeptor-Komplexes (Abb. 7) (Elson et al. 2000).

' &

IL-6-R IL-11-R
CNTF-R CT-1-R NNT-1/CIC/BSF-3-R LIF-R

Abb. 7: Die Rezeptor-Komplexe der IL-6 Familie
Bei allen Familienmitgliedern ist gp130 an der Signaltransduktion beteiligt, entweder als
Homodimer oder als Heterodimer mit LIFR bzw. OSMR.

4. Loslicher IL-6R (sIL-6R) und losliches gp130 (sgp130)

Neben der membrangebundenen Form des IL-6R gibt es auch 16sliche Formen. Diese konnen
entweder durch Transkription einer altenativ gespleifiten mRNA oder durch proteolytische
Abspaltung der extrazelluliren Doméne (,,Shedding*) gebildet werden (Lust et al. 1992;
Miillberg et al. 1992; Miillberg et al. 1993b; Horiuchi et al. 1994; Rose-John et al. 1994).
Loslicher IL-6R (sIL-6R) liegt in humanem Plasma in einer Konzentration von 30-70 ng/ml
vor (Honda et al. 1992; Miiller-Newen et al. 1996).

Der aus differentiellem Spleilen hervorgegangene sIL-6R unterscheidet sich am COOH-

Terminus in 14 Aminosduren vom membranstindigen Rezeptor und enthilt keine
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Transmembrandoméne (Lust et al. 1992; Lust et al. 1995). Man findet diese Splei3-Variante
des IL-6R im Serum von Menschen (Miiller-Newen et al. 1996), ihre Bedeutung und
Regulation ist noch unklar.

Die limitierte Proteolyse beim ,,Shedding® des IL-6R erfolgt durch eine bislang unbekannte
membranstindige Metalloprotease, die durch Phorbolester wie PMA stimulierbar, und
Hydroxamate hemmbar ist (Miillberg et al. 1992; Miillberg et al. 1993a; Miillberg et al.
1993b; Miillberg et al. 1995). Die ,,Shedding-Protease* steht unter der Kontrolle von Protein-
Kinase-C und spaltet den Rezeptor nahe der Transmembrandomine (Miillberg et al. 1994).
Porenbildende bakterielle Toxine kénnen das ,,Shedding* des IL-6R induzieren (Walev et al.
1996) und von Bakterien sezernierte Metalloproteasen konnen membranstindigen IL-6R in
eine losliche Form iiberfiihren (Vollmer et al. 1996).

Der sIL-6R bindet IL-6 mit der gleichen Affinitit wie die membransdndige Form (Stoyan et
al. 1993; Rose-John and Heinrich 1994). Der Komplex aus IL-6 und sIL-6R kann die
Homodimerisierung von gp130 auf Zellen genauso induzieren, wie ein Komplex aus IL-6 mit
membrangebundenem IL-6R (Taga et al. 1989; Honda et al. 1992). Somit wirkt der sIL-6R
agonistisch und ermdglicht die Stimulation von Zellen, die zwar gp130, jedoch keinen IL-6R
auf der Oberfliche exprimieren. Solche Zellen kdnnen in Abwesenheit von sIL-6R nicht auf
IL-6 reagieren (Mackiewicz et al. 1992). Dieses Szenario, bei dem eine Zelle durch
Freisetzung eines l0slichen Rezeptors eine andere Zelle, die den Rezeptor nicht exprimiert,
responsiv fiir den Liganden macht, wurde ,, Transsignaling* genannt (Abb. 8) (Rose-John and
Heinrich 1994). Wiéhrend gpl130 auf allen Korperzellen zu finden ist, wird der IL-6R
hauptsichlich von Hepatozyten und Monozyten exprimiert. Der sIL-6R erweitert somit das
Spektrum an Zielzellen fiir IL-6 betridchtlich. Inzwischen sind auch 16sliche agonistische
Rezeptoren fiir IL-11 und CNTF bekannt (Taga and Kishimoto 1997), die meisten anderen
l6slichen Zytokinrezeptoren wirken jedoch antagonistisch und bilden biologisch inaktive
Komplexe mit dem Zytokin (Rose-John and Heinrich 1994).

Inzwischen sind zahlreiche zelluldre Aktivitdten von IL-6 bekannt, die von der Anwesenheit
des sIL-6R abhingig sind. Versuche mit humanen Nabelschnur-Endothelzellen haben gezeigt,
daB eine Behandlung mit IL-6 und sIL-6R die Produktion von Chemokinen induziert, nicht
aber eine Behandlung mit IL-6 ohne sIL-6R (Romano et al. 1997). Das Auswachsen von
Neuriten bei neuronalen Zellen (PC-12) und das Uberleben primirer Neuronen wird durch
IL-6 und sIL-6R gefordert, nicht jedoch durch IL-6 alleine (Mérz et al. 1998; Mérz et al.
1999). Dariiber hinaus spielt der Komplex aus IL-6 und sIL-6R eine Rolle bei der
Osteoklasten-Bildung (Tamura et al. 1993) und der Aktivierung von glatten Muskelzellen
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(Klouche et al. 1999). In Anwesenheit von sIL-6R inhibiert IL-6 die Proliferation von
fibroblastischen Synovialzellen, die von Patienten mit rheumatoider Arthritis stammen
(Norihiro et al. 2000). Bei frithen himatopoetischen Stammzellen fiihrt die Kombination von
IL-6 und sIL-6R zu einer deutlich stirkeren in vitro Expansion als IL-6 alleine und wirkt in
Kombination mit IL-3 vermutlich hemmend auf die Differenzierung der Stammzellen (Sui et
al. 1995; Fischer et al. 1997; Zandstra et al. 1997; Audet et al. 2001). Bei transgenen Méusen,
die IL-6 und sIL-6R in der Leber iiberexprimieren, kommt es zu einer massiven
extramedulliren Hamatopoese in Leber und Milz der adulten Tiere, wobei ein hoher Anteil
der gebildeten Zellen hamatopoetische Stammzellen sind. Bei Tieren, die nur IL-6 oder sIL-
6R in der Leber iiberexprimieren, bleibt dieser Effekt aus (Peters, 1996; Peters, 1997a; Peters,
1997b).

Protease gp130 gp130
gp130 gp130
Translation einer
alternativ gespleiften
mRNA Signal

Abb. 8: ,,Transsignaling* durch den léslichen IL-6R

Eine IL-6R exprimierende Zelle setzt 16slichen IL-6R frei. Der l6sliche IL-6R bindet IL-6 und
induziert die Homodimerisierung von gpl130 auf einer Zielzelle, die selbst keinen IL-6R
exprimiert.

Fiir die Expansion von hdmatopoetischen Stammzellen werden hohe Konzentrationen von
IL-6 und sIL-6R bendtigt (Sui et al. 1995). Ein kiirzlich generiertes Fusionsprotein aus IL-6
und sIL-6R, daB ,,Hyper-IL-6* (H-IL-6) genannt wurde, zeigt bei der ex vivo Expansion von
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hdmatopoetischen Vorlduferzellen eine 100fach hohere Aktivitét als IL-6 in Kombination mit
sIL-6R (Chebath et al. 1997; Fischer et al. 1997). ,,Hyper-IL-6“ besteht aus IL-6 und dem
Zytokinbindungs-Modul des IL-6R, die kovalent durch einen flexiblen 13 Aminoséuren
langen Linker verbunden sind (Abb. 9). Die sehr viel hohere Aktivitit des Fusionsproteins
kommt vermutlich dadurch zustande, dal3 die Interaktion von IL-6 mit IL-6R vor allem durch
die Dissoziationsrate bestimmt wird (Wells et al. 1993), so daBl die durchnittliche
Halbwertszeit des IL-6/sIL-6R-Komplexes kiirzer ist als die Zeit, die zum Aufbau des
signaltransduzierenden IL-6/sIL-6R/gp130-Komplexes notig ist.

o

Abb. 9: Dreidimensionales Modell von ,,Hyper-IL-6* (H-IL-6)

H-IL-6 ist ein Fusionsprotein aus IL-6 und sIL-6R, die durch einen flexiblen Linker
verbunden sind. A, B, C, D: Antiparallele a-Helices von IL-6; D-I, D-II: Fibronektin-dhnliche
Dominen des Zytokinbindungs-Moduls des IL-6R.

Auch die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit gpl30 existiert in Idslicher Form
(sgp130) und liegt mit ca. 300 ng/ml in humanem Plama in relativ hoher Konzentration vor

(Narazaki et al. 1993; Miiller-Newen et al. 1998). Vermutlich wird sgp130 durch Translation
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alternativ gespleifiter mRNAs gebildet (Diamant et al. 1997). Zwei Varianten mit 110 und 90
kDa Molekulargewicht wurden identifiziert (Narazaki et al. 1993; Zhang et al. 1998), die aus
der extrazelluldren Region von gp130 ohne Transmembran- und zytoplasmatische Domine
bestehen. Es konnte gezeigt werden, dal sgpl130 mit IL-6 und sIL-6R 16sliche Komplexe
bilden kann und neutralisierend wirkt (Narazaki et al. 1993; Miiller-Newen et al. 1998).

In Patieneten mit rheumatoider Artritis wurde kiirzlich eine weitere Variante von sgp130
identifiziert, die 50 kDa grof} ist und in der Synovialfliissigkeit und im Plasma vorliegt. Es
handelt sich ebenfalls um eine Spleiflvariante, die gp130-RAPS genannt wurde und aus der
Ig-dhnlichen Domine sowie den zwei Fibronektin-dhnlichen Doménen des Zytokinbinungs-
Moduls von gp130 besteht (Tanaka et al. 2000).

Die 16slichen Kompomenten des IL-6-Rezeptor-Komplexes sind in verschiedenen
Krankheiten disreguliert. Erhohte sIL-6R-Spiegel findet man u. a. bei juveniler chronischer
Arthritis (Keul et al. 1998), systemischer Sklerose (Hasegawa et al. 1999) und multipler
Sklerose (Padberg et al. 1999), die sgp130 Plasmakonzentration ist bei systemischer Sklerose
(Hasegawa et al. 1999), multipler Sklerose (Padberg et al. 1999), Melanom-Patienten
(Montero-Julian et al. 1997) und Fibromyalgie (Maes et al. 1999) erhoht.

5. Karposi Sarkom assoziiertes Herpesvirus (KSHV) und virales

Interleukin-6 (vIL-6)

Das Karposi Sarkom ist eine multifokale proliferative Lision, die vor allem bei AIDS-
Patienten auftritt. Etwa 10 — 15 % aller AIDS-Patienten entwickeln solche Tumoren, was zu
der Vermutung fiihrte, daB3 in diesen Fillen ein infektioses Agens fiir die Ausbildung eines
Karposi Sarkoms verantwortlich ist (Neipel et al. 1997a). Die urspriingliche Form des
Sarkoms (klassisches KS) tritt vor allem in Siidosteuropa und Zentralafrika auf, wobei
vorrangig jiingere Menschen betroffen sind.

Als mogliche Verursacher der Karposi Sarkome wurden u. a. das Hepatitis-B-Virus, das
humane Cytomegalovirus (CMV) und das humane Herpesvirus-Typ-6 angenommen. Jedoch
konnte bei keinem der Erreger der Verdacht bestitigt werden. Schlielich gelang es in KS-
Geweben von AIDS-Patienten ein bislang unbekanntes Virus nachzuweisen (Chang et al.
1994). Es handelte sich um ein neues Mitglied der y-2-Herpesviren (Rhadinoviren) und wurde

Karposi Sarkom assoziiertes Herpesvirus (KSHV) bzw. humanes Herpesvirus-Typ-8 (HHVS)
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genannt. Inzwischen wurde gezeigt, daB KSHV in iiber 90 % aller Karposi Sarkom Léasionen
prasent ist (Chang et al. 1994; Staskus et al. 1999).

Dariiber hinaus wurde KSHV auch in Patienten mit Castleman’scher Krankheit und pleuralen
Effusions-Lymphomen gefunden (Cesarman et al. 1995; Soulier et al. 1995; Nador et al.
1996; Staskus et al. 1997; Staskus et al. 1999). Bei Castleman’scher Krankheit handelt es sich
um eine seltene B-Zell-lymphoproliferative Stérung, die auch mit einem erhéhten Risiko der
Ausbildung eines Karposi Sarkoms einhergeht. Allerdings konnte bisher weder bei
Castleman’scher Krankheit, noch bei pleuralen Effusions-Lymphomen eine pathogene Rolle
von KSHV nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde gezeigt, dal3 dentritische Zellen
aus dem Knochenmark von Patienten mit multiplen Myelomen mit KSHV infiziert sind
(Rettig et al. 1997). Seither gibt es eine kontroverse Debatte {iber die Assoziation von KSHV
mit multiplen Myelomen (Berenson et al. 1999; Tarte et al. 1999).

Das Genom von KSHV ist 165 Kb grof3 und enthilt 81 offene Leserahmen (ORF). Einige der
ORFs zeigen Homologien zu bekannten zelluldiren humanen Genen. Dazu zédhlt neben
antiapoptotischen Faktoren (Bcl-2), Regulatoren des Zellzyklus (Cyclin-D), Chemokinen
(MIP-II) und neben anderen Zytokinen (IL-1B, OSM) auch IL-6 (Moore et al. 1996; Neipel et
al. 1997a; Neipel et al. 1997b). Die von KSHV kodierte virale Form von IL-6 (vIL-6) zeigt in
der Aminosiuresequenz eine 25%ige Ubereinstimmung mit humanem IL-6. Virales IL-6 ist
also keineswegs identisch mit humanem IL-6, zeigt aber deutliche Homologien zu den
humanen Zytokinen der IL-6-Familie, wobei die groBte Ahnlichkeit zu IL-6 selbst besteht.
Zellinien, die von Karposi Sarkomen stammen, produzieren deutlich mehr humanes IL-6 als
gesunde Zellen des gleichen Gewebes (Chang et al. 1996). Dariiber hinaus fiihrt eine
Stimulation von KS-Spindelzellen mit rekombinantem humanen IL-6 zu einem Anstieg der
Proliferation (Miles et al. 1990). Es lag also nahe anzunehmen, da3 vIL-6 eine dem humanem
IL-6 analoge Aktivitdt besitzt und die Vermehrung der KSHV-Wirtszellen in Karposi
Sarkomen stimuliert.

Mittlerweile wurden verschiedene biologische Aktivititen von vIL-6 beschrieben, die mit
denen des humanen IL-6 iibereinstimmen. Virales IL-6 stimuliert, wie humanes IL-6 auch,
die Proliferation von murinen Hybridomzellen (B9) und humanen Myelomzellen (INA)
(Moore et al. 1996; Molden et al. 1997; Burger et al. 1998). Kiirzlich wurde gezeigt, dafl mit
vIL-6 transfizierte NIH3T3-Zellen, nach Injektion in Méuse, Angiogenese und Himatopoese
induzieren. Daraus wurde gefolgert, dall vIL-6 eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von

KSHV-assoziierten Krankheiten spielt.
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Die nur 25%ige Sequenzidentitit von vIL-6 mit humanem IL-6 und eine 4000fach niedrigere
Aktivitdt bei der Stimulation von Myelomzellen als humanes IL-6 warfen die Frage auf, ob
vIL-6 die gleichen Rezeptorkomponenten wie humanes IL-6 verwendet. In humanen
Hepatomzellen (HepG2) fiihrt eine Stimulation mit vIL-6 zur Phosphorylierung der Janus-
Tyrosinkinase Jakl, die auch bei der Aktivierung von gp130 durch IL-6 phosphoryliert wird.
Dieser Befund, und der inhibitorische Effekt von neutralisierenden gp130-Antikorpern auf die
Aktivitdt von vIL-6, spricht fiir eine Beteiligung von gp130 an der Signaltransduktion von
vIL-6 (Molden et al. 1997).

Die Frage, ob der IL-6R an der Signalauslosung auf Zielzellen von vIL-6 beteiligt ist, wird
kontrovers diskutiert. An zwei von vier Positionen, die fiir die Interaktion von IL-6 mit IL-6R
entscheident sind, gibt es in vIL-6 Aminosiure-Austausche (Phe 74 Gly; Arg 182 Asp)
(Neipel et al. 1997a). Bei humanem IL-6 fiihren Aminosdure-Austausche an diesen Positionen
zu einer starken Verminderung der Affinitdt zu IL-6R (Ehlers et al. 1995; Grétzinger et al.
1997). Die vIL-6 responsiven Myelom- und Hybridomzellen exprimieren sowohl gp130, als
auch IL-6R. Molden et al (Molden et al. 1997) konnten zeigen, da} die Stimulation von
HepG2 Zellen mit vIL-6 nicht durch neutralisierende IL-6R-Antikdrper beeintrachtigt wird,
und daf3 vIL-6 in Zellen, die nur gp130 und keinen IL-6R exprimieren, die Phosphorylierung
von STAT3 induziert, was flir eine IL-6R-unabhingige Signaltransduktion spricht. Burger et
al. berichten dagegen, da3 die Aktivitdt von vIL-6 durch einen IL-6R-Antagonisten (Sant7)
inhibiert wird, was wiederum fiir eine Beteiligung des IL-6R am Rezeptor-Komplex von
vIL-6 spricht. Bisher konnte weder fiir IL-6R, noch fiir gpl130 eine direkte physische

Interaktion mit vIL-6 gezeigt werden.
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6. Zielsetzung der Arbeit

Losliches gp130 (sgp130) liegt in hoher Konzentration in humanem Plasma vor und kann
terndre Komplexe mit IL-6 und 16slichem IL-6R (sIL-6R) bilden. Es ist unklar, welche Rolle
sgp130 bei der Regulation von IL-6-Antworten oder von Aktivitdten anderer Zytokine der IL-
6-Familie spielt.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten rekombinante Versionen von sgpl130
konstruiert, exprimiert und aufgereinigt werden, um Effekte von sgp130 auf IL-6 und sIL-6R,
sowie weitere Zytokine der I[L-6-Familie zu untersuchen.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit dem vom Karposi Sarkom assoziierten
Herpesvirus (KSHV) kodierten viralen IL-6 (VIL-6), welches homolog zu humanem IL-6 ist
und analoge biologische Aktivititen zeigt. Es konnte vorher gezeigt werden, da3 gp130 fiir
die Signaltransduktion von vIL-6 benétigt wird, wihrend nach wie vor unklar ist, ob IL-6R an
der Signaltransduktion beteiligt ist.

Mit Hilfe von rekombinantem vIL-6 und sgp130 und geeigneten Zellkultursystemen sollte
geklért werden, ob vIL-6 direkt mit gp130 oder IL-6R interagiert, und ob der IL-6R fiir die

biologische Aktivitdt von vIL-6 essentiell ist.
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I1. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien

Es wurden, soweit erhiltlich, ausschlielich Chemikalien des Reinheitsgrades pro analysi der
Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen) und Aldrich (Steinheim)

verwendet.

1.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von Hybaid (Heidelberg), Biolabs (Schwalbach) oder
Roche (Mannheim) bezogen. Alkalische Phosphatase, T4-DNA-Polymerase und
Polynukleotidkinase stammen von Roche (Mannheim). Tag-DNA-Polymerase wurde von

Peqlab (Erlangen) bezogen.

1.3 Antikorper

Der polyklonale Antikorper gegen humanes Antichymotrypsin aus Kaninchen stammte von
Dako (Hamburg). Der neutralisierende monoklonale Antikorper gegen humanen IL-6R wurde
freundlicherweise von M.F. Neurath zur Verfiigung gestellt (Atreya et al. 2000). Das
polyklonale Antiserum gegen virales IL-6 aus Kaninchen wurde von S. Hoischen
bereitgestellt (Hoischen et al. 2000). Der neutralisierende gp130-Antikdrper (GPX7), war ein
Geschenk von Dr. Yasukawa (Tosoh, Tokyo, Japan) (Miillberg et al. 2000). Der Phospho-
STAT3-Antikorper (y705) stammte von Biolabs (Schwalbach).

1.4 Radiochemikalien

Tran->>S-Label (44 TBg/mmol) wurde von ICN (Meckenheim), [6-3H]thymidine (74
GBg/mmol) von Amersham International (Aylesbury, UK) bezogen.
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1.5 Zytokine

IL-6 und ,,Hyper-IL-6* (H-IL-6) wurden von M. Fischer exprimiert und aufgereinigt wie
beschrieben (Arcone et al. 1991; Fischer et al. 1997). ,,Hyper-IL-6* ist ein Fusionsprotein aus
IL-6 und dem zytokinbindenden Modul des 16slichen IL-6R, die iiber einen flexiblen
Peptidlinker verbunden sind (Fischer et al. 1997). Humanes LIF wurde von B. Oppmann in E.
coli exprimiert, humanes CNTF von P. Mérz, ebenfalls in E. coli. Humanes OSM wurde von
R&D-Systems (Wiesbaden) bezogen. Humaner 16slicher IL-6R wurde von S. Ozbek in E. coli
exprimiert, wie beschrieben (Mackiewicz et al. 1992). Virales IL-6 (vIL-6his) wurde von T.
Geib konstruiert und von N. Voltz in COS-7-Zellen exprimiert und aufgereinigt wie in
(Miillberg et al. 2000) beschrieben. Die vIL-6-DNA stammte von F. Neipel und B.

Fleckenstein (Universitdt Erlangen).

1.6 Fc-Fusionsproteine

Fc-Fusionsproteine werden durch die Fusion des konstanten Teils einer schweren IgG-Kette
an ein anderes Protein generiert. Die hier verwendete fiir den humanen IgG-1-Fc-Teil
kodierende cDNA (,,Mutein", Fanslow et al. 1992) enthdlt Mutationen in den Bindungsstellen
fiir Komplementkomponenten und Fc-Rezeptoren und stammt von der Immunex Corporation
(Seattle, USA).

IL-6Fc und H-IL-6Fc wurden im Rahmen meiner Diplomarbeit konstruiert und produziert wie
beschrieben (Jostock et al. 1999).

sIL-6RFc und R27080Fc wurden von J. Miillberg konstruiert und produziert wie beschrieben
(Miillberg et al. 1999; Miillberg et al. 2000). R27080 ist ein vom humanen Cytomegalovirus
kodiertes Glykoprotein, dessen Funktion noch unbekannt ist (Miillberg et al. 1999).

1.7 Zellinien

Die SV40-transformierte Affennierenzellinie COS-7 (ECACC-Nr. 87021302) und die humane
Hepatomzellinie HepG2 (ATCC HB 8058) wurden von der ,, American Type Culture
Collection bezogen. Die stabil mit IL-6 transfizierten HepG2-Zellen (HepG2/IL-6) sind in
(Mackiewicz et al. 1992) beschrieben. Die murine Prd-B-Zellinie BAF/3, stabil transfiziert
mit gp130 (BAF/gp130), mit gp130 und IL-6R (BAF/gp130/IL-6R) und mit gp130, LIFR und
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CNTFR (BAF/gp130/LIFR/CNTFR) wurde vorher beschrieben (Fischer et al. 1997; Kallen et
al. 1999; Vollmer et al. 1999).

2. Methoden

2.1 Standardmethoden zur Modifikation und Klonierung rekombinanter

DNA

Techniken, wie die Herstellung wund Transformation kompetenter Bakterien,
Restriktionsendonuklease-Behandlung von Plasmiden, Kinasierung und Ligation von DNA-
Fragmenten und die Gewinnung von Plasmid-DNA  wurden nach Standardmethoden
(Sambrook et al. 1989) durchgefiihrt. Grofere Mengen Plasmid-DNA wurden unter
Verwendung des ,,QIAGEN-Maxi-Kits“ (QIAGEN, Hilden) extrahiert. DNA-Fragmente
wurden nach Agarosegelelektrophorese unter Verwendung des ,,QIAEX-Kits*“ (QIAGEN,
Hilden) aufgereinigt.

2.2 Konstruktion von humanem sgp130Fc¢

Zur Generierung des humanen sgpl30Fc-Fusionsproteins wurde die fiir die extrazelluldre
Domine von humanem gp130 kodierende cDNA (Hibi et al. 1990) unter Verwendung eines
synthetischen Oligonukleotid-Adapters an die konstante Region einer humanen schweren
IgG1-Kette (Fanslow et al. 1992) fusioniert. Dazu wurden aus der humanen gp130-cDNA die
fiir Transmembrandomine (TM) und zytoplasmatischen Teil kodierenden Sequenzen, unter
Verwendung der Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI ausgeschnitten und durch einen
synthetischen Oligonukleotid-Adapter mit entsprechenden kohésiven Enden ersetzt. Der aus
zwei kinasierten und hybridisierten Oligonukleotiden bestehende Adapter enthélt eine Bglll
und eine Notl Schnittstelle, so da3 die fiir die konstante Region einer schweren IgG-Kette
kodierende cDNA als Bglll/Notl-Fragment unter Beriicksichtigung des Leserahmens in den
Adapter einkloniert werden konnte (Abb. 10). Als Expressionsvektor flir Sdugerzellen wurde

pDC409 (Giri et al. 1994) gewihlt.



Material und Methoden 20

BamHI
Xhol pSVL-gp130  FeoRl am
I
— Gp130 (extrazellulare Doméane) ™ Zytopl. Doméne I—
Xhol l EcoRI BamHI
— Gp130 (extrazellulare Doméne) Oligo-Adapter ——
I I
Bglll Notl
Xhol l EcoRI BamHI
Gp130 (extrazellulare Doméane) IgG-Fc
pSVL-sgp130Fc  Belll NotI

I

Umklonierung in den Expressionsvektor pDC409

Abb. 10: Klonierung von sgp130Fc

Aus der humanen gp130 cDNA im Plasmid pSVL (Amersham/Pharmacia, Freiburg) wurden
Transmembrandomine (TM) und zytoplasmatische Doméne ausgeschnitten und durch einen
synthetischen Oligonukleotid-Adapter ersetzt. In diesen wurde die fiir den Fc-Teil codierende
cDNA einkloniert.

2.3 Konstruktion von murinem sgp130Fc¢

Zunichst wurde der Fc-Teil als Bglll/Notl-Fragment in BamHI/Notl verdauten pSK-
Blueskript-Vektor (Stratagene, Heidelberg) kloniert, wobei die von BamHI und Bglll
generierten kohdsive Enden kompatibel sind. Die Anwesenheit einer Sall- und einer EcoRI-
Schnittstelle in der multiplen Klonierungsregion von pSK-Bluescript ermdglichte es dann, die
fiir die extrazellulire Domine von murinem gpl30 kodierende cDNA als Sall/EcoRI-
Fragment unter Beriicksichtigung des Leserahmens an den Fc-Teil zu fusionieren.
AnschlieBend wurde das komplette Konstrukt als Sall/Notl-Fragment in den
Expressionsvektor pDC409 iiberfiihrt (Abb. 11).
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pKS-Blueskript

Sall EcoRI BamHI Notl

!

BamHI/Bglll
Notl
Sall  EcoRI ‘ |
| | { IgG-Fc ‘7
Sall EcoRI Notl
\
] Murines Gp130 (extrazellulare Domane) [ | IgG-Fc }7

BamHI/Bglll
pKS-musgp130Fc

!

Umklonierung in den Expressionsvektor pDC409

Abb. 11: Klonierung von murinem sgp130Fc

Der Fc-Anteil wurde als Bglll/Notl-Fragment in pKS-Blueskript kloniert. Anschlieend
wurde die gpl30-Ektodomidne als Sall/EcoRI-Fragment einkloniert und das gesamte
Konstrukt als Sall/Notl-Fragment in pDC409 umkloniert.

2.4 Konstruktion von humanem sgp130his

Um ein sgp130 Konstrukt mit ,,Hexahistidin-Tag* zu erhalten, wurde die Fc-Region aus der
humanen sgpl130Fc cDNA mit Bglll und Notl ausgeschnitten und durch einen
Oligonukleotid-Adapter mit entsprechenden kohésiven Enden ersetzt. Der Oligoadapter aus
hybridisierten und kinasierten synthetischen Oligonukleotiden enthélt die Sequenz fiir sechs

aufeinanderfolgende Histidine gefolgt von einem Stop-Codon (Abb. 12).

Xhol EcoRI BamHI
\
— Gp130 (extrazelluldare Domane) IgG-Fc ‘ ’7
\
pDC409-sgp130Fc Belll Notl
Xhol l EcoRI BamHI
— Gp130 (extrazelluldare Domane) 6 x His‘ —

!
pDC409-sgp130his Bglll  Notl

Abb. 12: Klonierung von humanem sgp130his
Der Fc-Teil im humanem sgpl130Fc wurde durch einen Oligonukleotid-Adapter ersetzt, der
fiir sechs Histidine kodiert.
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2.5 Zellkultur

COS-7-, HepG2- und HepG2/IL-6-Zellen wurden in DMEM mit Glutamax (Gibco,
Eggenstein), supplementiert mit 50 U/ml Penicilin, 50 pg/ml Streptomycin (beides Gibco)
und 10% FCS (Seromed, Berlin), in wassergesittigter Atmosphire bei 5% CO, kultiviert. Den
Kulturmedien fiir BAF/gp130 Zellen wurden aullerdem 5 ng/ml H-IL-6 (Fischer et al. 1997),
fir BAF/gp130/IL-6R 5 ng/ml IL-6 und fiir BAF/gpl130/LIFR/CNTFR 5 ng/ml CNTF

zugesetzt.

2.6 Transiente Transfektion von COS-7-Zellen

Transiente Transfektionen wurden nach der DEAE-Dextran-Methode (McMahan et al. 1991)
durchgefiihrt. COS-7-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion passagiert. Die
subkonfluenten Zellen wurden auf 58 cm’ Zelkulturschalen mit 5 pug Plasmid-DNA in
chloroquinhaltigem Medium (75 uM, Sigma, Deisenhofen) mit DEAE-Dextran (0.3 mg/ml,
Sigma) 4-6 Stunden inkubiert. Nach einer 7-miniitigen Inkubation der Zellen mit DMSO-
haltigem Medium (10%, Sigma) wurden die Zellen in DMEM mit FCS kultiviert.

Eine metabolische Markierung transfizierter Zellen erfolgte 48 Stunden nach der
Transfektion.

Zur Produktion von gp130-Proteinen wurden die Zellen 24 Stunden nach der Transfektion in
DMEM mit 0.5% FCS kultiviert und an Tag 3 und 6 nach Transfektion wurden die

Zelliiberstinde geerntet.

2.7 Aufreinigung der gp130-Proteine aus COS-7-Zelliiberstinden

Fc-Fusions-Proteine von humanem und murinem gp130 aus 0.5 — 1 1 Kulturmedium transient
transfizierter COS-7-Zellen wurde an eine 1 ml Protein-A-Sepharose-Sdule (Amersham,
Uppsala, Schweden) gebunden. Die Sdule wurde exzessiv mit PBS gewaschen. Die Fusions-
Proteine wurden in 1 ml Fraktionen mit 12.5 mM Zitronensdure eluiert und sofort durch
Zugabe von 100 pl 0.5 M HEPES (pH 9) neutralisiert. Sgp130his aus Uberstinden
transfizierter COS-7-Zellen wurde an eine Nickel-Chelat-Siule (Amersham) gebunden und

mit 100 mM Imidazol in 1 ml groBBen Fraktionen eluiert.
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Protein enthaltende Fraktionen wurden durch SDS-PAGE (Laemmli 1970) und anschlieBende
Silberfarbung identifiziert, vereinigt und gegen PBS (,,Phosphate buffered saline*: 140 mM
NaCl, 2.7 mM KCIl, 6.5 mM Na,PO4, 1.5 mM KH,PO,) dialysiert. Die Konzentration der
Proteine wurde unter Verwendung eines ,,BCA-Protein-Assays® (Pierce, Rockford, IL)

ermittelt.

2.8 Metabolische Markierung und Immunprézipitation

48 Stunden nach der Transfektion wurden COS-7-Zellen fiir 45 Minuten in
Cystein/Methionin-freiem Medium inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von 50 uCi/ml
Tran-"S-Label (ICN Biomedicals GmbH, Meckenheim) fir 4-8 Stunden bei 37 °C
metabolisch markiert.

Sezernierte Proteine wurden mit 1 pg/ml entsprechender Antikorper oder Fe-Fusionsproteine
in 1 ml Volumen fiir mindestens 1 Stunde immunprézipitiert. Die Immunkomplexe wurden
mit Protein-A-Sepharose aus dem Kulturmedim geféllt und mit PBS und Waschpuffer
gewaschen. Die Detektion der geféllten Proteine erfolgte durch SDS-PAGE und Fluorograhie.

2.9 SDS-PAGE und Fluorographie/Silberfarbung

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zur eindimensionalen Auftrennung von Proteinen
wurde nach Laemmli (Laemmli 1970) durchgefiihrt. Methabolisch markierte Proteine wurden
durch Fluorographie nachgewiesen. Dazu wurden die Gele in einer Losung aus 40% Methanol
und 10% Essigsdure fiir 30 Minuten fixiert und anschlieBend fiir 20 Minuten mit der
fluorographischen Intensivierungslosung ,, Amplify”“ (Amersham) inkubiert. Nach dem
Trocknen wurden die Gele auf einem Rontgenfilm bei —70 °C exponiert. Unmarkierte
Proteine wurden durch Silberfarbung nachgewiesen. Dazu wurden die Gele 5 Minuten in 40%
Methanol/10% Essigsdure und 5 Minuten in 10% Ethanol/15% Essigsdure fixiert. Nach
zweimaligem Waschen erfolgte eine 30-sekiindige Inkubation in Reduktionslosung (4 g/l
Farmer® scher Abschwischer). Nach erneutem intensiven Waschen erfolgte eine 12-miniitige
Inkubation in Firbelosung (2 g/l Silbernitrat) bevor die Gele in 29 g/l Natriumcarbonat / 1%

Formaldehyd entwickelt wurden. Die Entwicklung wurde mit 7% Essigsdure gestoppt.
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2.10 Proliferationstests

BAF/gp130, BAF/gp130/IL-6R und BAF/gp130/IL-6R/LIFR Zellen (5 x 10° Zellen/Well
einer 96-Well-Platte) wurden 68 Stunden mit Zytokinen stimuliert und anschliefend fiir 4
Stunden mit *H-Thymidin (0.25 mCi/Well) inkubiert. Die Zellen wurden in einem ,,Micro
Cell Harvester (SKATRON, Norway) auf Glasfaserfilter (Wallac, Finnland) geerntet.
Anschlieend wurden die Glasfaserfilter in Szintilatorfliissigkeit (Rotiszint, Roth, Karlsruhe)
getrinkt und die *H-Thymidin-Inkorporation in einem ,Liquid Szintillation Counter*

(WALLAC, Finnland) gemessen.

2.11 Stimulation von HepG2-Zellen

HepG2- und HepG2/IL-6-Zellen wurden am Tag vor der Zytokinstimulation passagiert. Vor
der Zytokinstimulation erfolgte eine einstiindige Hungerphase in FCS-freiem Medium.
Anschlieend wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit Zytokinen stimuliert und die Sekretion
des Akute-Phase-Proteins Antichymotrypsin durch metabolische Markierung und

Immunprézipitation analysiert.

2.12 Isolation wund Stimulation von humanen Lamina propria

mononukleidren Zellen

Aus entziindetem Darmgewebe von Morbus Crohn Patienten wurde die Lamina propria
entfernt, zerkleinert und nach einem 30-miniitigemVerdau mit Kollagenase (Sigma), DNAse-I
(Boehringer Ingelheim) durch ein 40 um poriges Sieb gegeben. Nach Lyse der Erythrozyten
in ACK-Lysepuffer wurden die mononukledren Zellen durch Ficoll-Gradienten-
Zentrifugation isoliert wie beschrieben (Atreya et al. 2000). AnschlieBend wurden sie in
RPMI-1640 Medium (Gibco) mit 0.05 mM 2-Mercaptoethanol und 10% FCS kultiviert. Die
Zellen wurden mit C-Reaktivem Protein (10 pug/ml, Sigma) und 4p-Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat (50 ng/ml, Sigma) als Stimuli fiir sIL-6R Freisetzung und Phytohaemagglutinin (10
ug/ml, Sigma) als T-Zell-Stimulus in der Anwesenheit oder Abwesenheit von humanem
sgp130Fc oder neutralisierendem monoklonalem IL-6R-Antikorper inkubiert. Nach 48
Stunden wurde der Anteil frith-apoptotischer Zellen durch FACS-Analyse unter Verwendung
des Annexin-V-FITC-Apoptose-Detektions-Kit-I (Pharmingen, San Diego, CA) bestimmt.
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Annexin-V bindet hochaffin an Phosphatidylserin, welches bei apoptotischen Zellen friih von
der inneren zur dulleren Plasmamembranschicht transloziert wird, so dal3 diese Zellen in einer
FACS-Analyse Annexin-V-positiv sind. Da Phosphatidylserin aber auch im Verlauf einer
Zellnekrose auf der Oberflache erscheint, wurde eine Doppelfirbung mit Annexin-V-FITC
und dem Vitalfarbstoff Propidiumjodid durchgefiihrt, welcher nekrotische und tote Zellen
anfarbt. Bei der anschlieenden FACS-Analyse sind frithe Apoptotische Zellen Annexin-V-
positiv und Poropidiumjodid-negativ, wihrend nekrotische und tote Zellen Annexin-V- und

Propidiumjodid-positiv sind.

2.13 Analyse des phosphorylierten STAT3 in Hepatomzellen

HepG2/IL-6-Zellen wurden nahezu bis zur Konfluenz kultiviert und 4 h vor der Stimulation
mit Zytokinen in Serum-freiem Medium inkubiert. Nach 15-miniitiger Stimulation der wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und in Laemmli-Puffer lysiert. Die Proteine des Lysats wurden
durch 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt und durch Elektroblotting auf eine
Nitrozellulosemembran tberfiihrt. Der Nachweis des phosphorylierten STAT3 erfolgte mit
einem Phospho-STAT3-spezifischen Antikorper. Die Detektion wurde mittels eines
Peroxidase-konjugierten Zweitantikorpers durchgefiihrt, indem die Peroxidaseaktivitit durch
Chemilumineszenz gemessen wurde (ECL Western-Blot-Reagens, Amersham, Upsalla,

Schweden).
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I11. Ergebnisse

1. Untersuchungen zur biologischen Funktion von loslichem gp130

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Funktion der 16slichen
Form des Signaltransduktionsproteins gp130 (sgp130) durchgefiihrt. Die membrangebundene
Form von gp130 fungiert als Rezeptorkomponente und Signaltransduktor fiir die Zytokine der
IL-6-Familie (vgl. Einleitung: 3. Der IL-6-Rezeptor-Komplex). Anhand rekombinanter
sgp130-Proteine und geeigneter Zellsysteme wurde im folgenden untersucht, welche Rolle
sgp130 bei der Regulation von IL-6-Antworten und Antworten weiterer Zytokine der IL-6-

Familie spielt.
1.1 Konstruktion der sgp130-Expressionsplasmide

Um Untersuchungen zur Funktion von sgp130 vornehmen zu kdnnen, wurden verschiedene
rekombinante Versionen von sgpl30 generiert. Zum einen wurden Fc-Fusionspoteine von
humanem und murinem sgp130 konstruiert (sgp130Fc). Dazu wurde auf cDNA-Ebene die
konstante Region einer humanen schweren IgGl-Kette an den COOH-Terminus der
extrazelluliren Doméne von humanem und murinem gpl130 fusioniert. Die resultierenden
Fusionsproteine dimerisieren durch den Fc-Anteil und lassen sich an Protein-A-Sepharose
aufreinigen, da humanes IgG-Fc mit hoher Affinitit an Protein-A bindet (Abb. 13A).

Zum anderen wurde eine Version von sgpl130 mit ,,Hexahistidin-Tag* am COOH-Terminus
generiert (sgpl130his). Dazu wurde eine fiir sechs aufeinanderfolgende Histidine codierende
Sequenz an den COOH-Terminus der gpl30-Ektodoméne fusioniert, was eine Aufreinigung
des Proteins an Ni-Chelatsdulen ermoglichte (Abb. 13B).

Alle Konstrukte wurden in einen Expressionsvektor fiir Sdugerzellen kloniert. Aufgrund des
NH,-terminalen Signalpeptids von gp130 (Transmembranprotein), wurden die rekombinanten
sgp130-Proteine von den exprimierenden Zellen nach der Translation sezerniert, da sie durch

das Fehlen einer Transmembrandomane nicht in der Zellmembran verankert werden konnten.
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Abb. 13: Rekombinante sgp130-Proteine
Schematische Darstellung eines sgpl130Fc-Dimers (A) und von sgpl30his (B). Schwarz:
FNIII-Doménen; Weil}: Zytokin-Bindungsmodul; Grau: Ig-(dhnliche) Doménen.

1.2 Expression und Aufreinigung der sgp130-Proteine

Die rekombinanten gp130-Proteine wurden transient in COS-7-Zellen exprimiert und aus den
Zelliiberstinden aufgereinigt. Die Transfektionseffizienz wurde regelméBig liberpriift, sie lag
in der Regel bei 50-80%.

Die Fc-Fusionsproteine wurden an einer Protein-A-Sepharose-Sdule aus den gesammelten
Zelliiberstanden aufgereinigt, gegen PBS dialysiert und durch SDS-PAGE und anschlieBende
Silberfarbung analysiert (Abb. 14A). Die Aufreinigung erfolgte durch Bindung der Fc-
Proteine an die Protein-A-Sepharose-Sdule und anschlieBende Elution mit 12.5 mM
Zitronensdure. Um Schadigungen der Proteine durch den niedrigen pH-Wert zu vermeiden,
wurden die FElutionsfraktionen schnellstmdglich mit 1/10 Volumen 0.5 M HEPES
neutralisiert. Sowohl humanes (Abb 14A, Spur 1) als auch murines sgpl130Fc (Spur 2)
konnten anndhernd bis zur Homogenitit aufgereinigt werden. Das Molekulargewicht lag

jeweils bei ca. 140 kDa fiir das monomere Protein.
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Losliches sgp130his wurde an eine Ni-Chelatsdule gebunden und anschlieend mit Imidazol-
haltigem Puffer in Fraktionen von 1 ml eluiert. Aliquots der Elutionsfraktionen wurden durch
SDS-PAGE und Silberfarbung auf Anwesenheit von sgp130his getestet (Abb. 14B). Auch bei
dieser Reinigungsmethode konnte ein hoher Reinheitsgrad erziehlt werden. Sgp130his hat ein
Molekulargewicht von ca. 100 kDa. Die Banden, die von Proteinen mit hoherem und
niedrigerem Molekulargewicht herriihren, tauchen in positiven und negativen Fraktionen
gleichermallen auf, es handelt sich also nicht um degradiertes sgpl130his, sondern um
unspezifisch miteluierte Proteine. Positive Fraktionen wurden vereinigt und gegen PBS

dialysiert.
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Abb. 14: Aufreinigung der sgp130-Proteine

Die aufgereinigten sgpl30-Proteine wurden durch SDS-PAGE und anschlieBende
Silberfairbung analysiert. (A) 100 ng humanes sgpl30Fc (Spur 1) und 20 ng murines
sgp130Fc (Spur 2) wurden aufgetragen. (B) 5 ul Aliquots der sgp130his-Elutionsfraktionen
wurden geladen. Eine negative (1) und vier positive Fraktionen (2-5) sind gezeigt.

1.3 Charakterisierung der sgp130-Proteine

Die Bildung terndrer Komplexe aus IL-6, sIL-6R und sgp130 wurde schon gezeigt (Taga et
al. 1989; Horsten et al. 1995). Um die Interaktion von sgp130Fc und sgp130his mit dem IL-
6/sIL-6R Komplex zu analysieren, wurde das Fusionsprotein , Hyper-IL-6“ (H-IL-6)
verwendet. H-IL-6 besteht aus IL-6 und der ligandenbindenden Region des IL-6R, die iiber
einen Peptidlinker kovalent verbunden sind (vgl. Abb 9) und kann wie der IL-6/sIL-6R
Komplex gp130 direkt aktivieren (Fischer et al. 1997).
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Um Bindungsstudien durchzufiihren, wurde H-IL-6 metabolisch markiert. Dazu wurden COS-
7-Zellen transient mit H-IL-6-cDNA transfiziert und nach einer ,,Hungerphase® in Methionin-
und Cystein-freiem Medium fiir 8 h mit *>S-Methionin und *’S-Cystein inkubiert. Alle
wiahrend dieser Inkubationsphase synthetisierten Proteine enthalten in ihren Cysteinen und

Methioninen das radioaktive Schwefel-Isotop und konnen durch Fluorographie visualisiert

werden.
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Abb. 15: Interaktion der sgp130-Proteine mit dem IL-6/sIL-6R-Komplex

(A) Metabolisch markiertes ,,Hyper-IL-6* wurde aus 200 pl Kulturmedium von transfizierten
COS-7 Zellen mit 0.5 pg humanem sgp130Fc (Spur 2) oder R27080Fc als negativ Kontrolle
(Spur 1) immunprézipitiert. (B) Metabolisch markiertes sgp130his wurde aus 200 pul
Kulturmedium von transfizierten COS-7 Zellen mit 0.5 pug Hyper-IL-6Fc (Spur 2) oder
unrelevantem R27080Fc (Spur 1) immunprézipitiert. Die Immunkomplexe wurden durch
SDS-PAGE und Flourographie analysiert. Beide sgp130-Proteine binden den IL-6/sIL-6R-
Komplex.

Metabolisch markiertes H-IL-6 wurde mit humanem sgp130Fc inkubiert. AnschlieBend wurde
das sgp130Fc mit Protein-A-Sepharose immunprazipitiert. Dabei wurde radioakiv markiertes
H-IL-6 mit sgpl30Fc, welches iiber den Fc-Anteil an Protein-A-Sepharose bindet,
koprézipitiert (Abb. 15A, Spur 2), wihrend mit einem irrelevanten Fc-Fusionsprotein
(R27080Fc) (Miillberg et al. 1999) kein H-IL-6 koprizipitiert wurde (Abb. 15 A, Spur 1).
Andererseits konnte radioaktiv markiertes sgp130his mit einem Fc-Fusionsprotein von
»Hyper-1L-6“ (H-IL-6Fc) (Jostock et al. 1999) koprézipitiert werden (Abb. 15B, Spur 2),
nicht jedoch mit R27080Fc (Spur 1). Somit konnte gezeigt werden, dall sowohl sgp130Fc als
auch sgp130his spezifisch an ihren natiirlichen Interaktionspartner, den IL-6/sIL-6R-Komlex
binden.

Humanes IL-6 bindet sowohl an humanen IL-6R als auch an murinen IL-6R, wenn auch mit

niedrigerer Affinitdt (van Snick 1990). Murines IL-6 hingegen bindet nur an murinen IL-6R
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und nicht an humanen IL-6R. Mit Hilfe der Fc-Fusionsproteine von humanem und murinem
sgp130, wurde die Speziesspezifitit der terndren Komplexbildung von IL-6, sIL-6R und
sgp130 untersucht. Dazu wurde metabolisch markierter humaner oder muriner sIL-6R mit
murinem oder humanem sgp130Fc, in der Anwesenheit oder Abwesenheit von murinem oder

humanem IL-6 an Protein-A-Sepharose immunprézipitiert (Abb. 16).
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Abb. 16: Komplexe aus humanem und murinem sgp130 mit dem IL-6/sIL-6R-Komplex
Metabolisch markierter muriner sIL-6R (Spur 1-7) oder humaner sIL-6R (Spur 8-14) wurden
aus 250 pl Zelliiberstand von transfizierten COS-7-Zellen mit 1 g murinem sgp30Fc (m),
humanem sgpl30Fc (h) oder humanem IL-6Fc immunprézipitiert, wie angegeben. Die
Prézipitation erfolgte in Anwesenheit oder Abwesenheit von 350 ng humanem IL-6 (h) oder
murinem IL-6 (m) in einem Gesamtvolumen von 500 pl. Die Immunkomplexe wurden durch
SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Das Bandenmuster reflektiert verschiedene
Glykosylierungsformen des humanen und murinen sIL-6R. Es exisitieren keine
Speziesrestriktionen in der Interaktion von murinem und humanem sgp130 mit dem IL-6/sIL-
6R-Komplex.

In Abwesenheit von IL-6 wurde erwartungsgemil kein sIL-6R mit sgp130Fc kopréazipitiert
(Spuren 2, 3, 9 und 10). Muriner sIL-6R bildete mit allen Kombinationen von humanem und
murinem IL-6 und sgpl30Fc terndre Komplexe (Spur 4-7), unabhingig davon ob humanes
oder murines sgpl30Fc verwendet wurde. Humaner sIL-6R kann wie erwartet nur in
Anwesenheit von humanem IL-6 (Spur 11-12), nicht jedoch bei Anwesenheit von murinem
IL-6 koprézipitiert werden (Spur 9-10). Dabei spielt es aber keine Rolle, ob das sgp130Fc
murinen (Spur 12) oder humanen (Spur 11) Ursprungs ist. Offensichtlich existieren also keine

Speziesrestriktionen in der Interaktion von murinem und humanem gp130 mit murinem und
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humanem sIL-6R. Interessanterweise wurde nur humaner sIL-6R mit einem Fc-
Fusionsprotein von humanem IL-6 (IL-6Fc) (Jostock et al. 1999) koprazipitiert (Spur 8), nicht
aber muriner sIL-6R (Spur 1), was fiir eine niedrige Affinitdt von humanem IL-6 zu murinem
IL-6R in Abwesenheit von gp130 spricht. gp130 scheint die Interaktion von humanem IL-6

und murinem IL-6R maBgeblich zu stabilisieren.

1.4 Inhibition der gp130-abgingigen Proliferation von BAF/3-Zellen

Nachdem gezeigt wurde, da3 die rekombinanten sgpl30-Proteine mit dem IL-6/sIL-6R-
Komplex interagieren, galt es zu kliren, ob sgp130 auch biologische Effekte auf Zellen zeigt,
d. h. mit der biologischen Aktivitét von IL-6 und sIL-6R interferiert. Dazu wurde die murine
Pra-B-Zellinie BAF/3 verwendet, die weder gp130 noch IL-6R exprimiert, und IL-3-abhédngig
wéchst. Stabil mit humaner gp130-cDNA transfizierte BAF/3-Zellen (BAF/gp130) wachsen
auch in Abwesenheit von IL-3, nach Stimulation von gp130 mit IL-6/sIL-6R oder H-IL-6.
Stabil mit gpl130- und IL-6R-cDNAs transfizierte BAF/3-Zellen (BAF/gp130/IL-6R)
proliferieren nach alleiniger Gabe von humanem IL-6.

BAF/gp130-Zellen wurden mit H-IL-6 und steigenden Mengen sgpl30Fc oder sgpl30his
stimuliert und nach 68 h die Proliferationsraten als *H-Thymidin-Inkorporation in die DNA
bestimmt. Dazu wurden die Zellen 4 h mit *H-Thymidin inkubiert. Wihrend dieser
Inkubationsphase wird *H-Thymidin von allen Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus
befinden, in die synthetisierte DNA eingebaut und die Menge an inkorporiertem *H-Thymidin
ist ein MaB fiir die Proliferationsrate der Zellen.

Die H-IL-6-stimulierte Proliferation von BAF/gp130-Zellen wurde sowohl von sgp130Fc als
auch sgp130his dosisabhidngig inhibiert (Abb. 17). Dabei zeigte sgp130Fc eine 10fach hohere
Effektivitidt als sgpl130his, was vermutlich durch eine hohere Affinitit des dimeren Fc-
Fusionsproteins zu H-IL-6 bedingt ist. Eine 50%ige Inhibition der Proliferation wird im Falle
von sgpl30Fc bei einer Konzentration von etwa 5 ng/ml erziehlt, wihrend 50 ng/ml
sgp130his bendtigt werden um die Proliferationsrate zu halbieren. Im Falle von sgp130Fc
reichte bereits ein Sfacher molarer Uberschuf} aus, um die H-IL-6-induzierte Proliferation der

BAF/gp130-Zellen vollstindig zu inhibieren.
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Abb. 17: Inhibition der H-IL-6-induzierten Proliferation von BAF/gp130-Zellen
Proliferation von BAF/gp130-Zellen nach Stimulation mit 5 ng/ml ,,Hyper-IL-6* (H-IL-6)
und steigenden Mengen sgp130Fc oder sgp130his.

Die Zellen wurden 68 h stimuliert und dann 4 h mit *H-Thymidin inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen auf Glasfaserfilter geerntet und die *H-Thymidin-Inkorporation durch
Szintillationszdhlung  analysiert. = Die  Daten  representieren  Mittelwerte — +/-
Standardabweichung von drei parallelen Experimenten. Die Standardabweichung ist nur
gezeigt, wenn sie grofler als die verwendeten Symbole war. Beide sgp130-Proteine inhibieren
die H-IL-6-induzierte Proliferation.

Im Gegensatz dazu zeigte auf BAF-Zellen, die gpl130 und IL-6R auf der Oberfldche
exprimieren, weder sgpl30Fc noch sgpl30his einen inhibitorischen Effekt auf die IL-6-
induzierte Proliferation (Abb. 18). Selbst sehr hohe Konzentrationen an sgp130 fiihrten nicht
zu einer signifikanten Abnahme der Zellproliferation nach IL-6-Stimulation.

Diese Ergebnisse zeigen klar, dall sgp130 spezifisch die Aktivitit des IL-6/sIL-6R-Komplexes
inhibiert, wiahrend Antworten, die iber membranstindigen IL-6R vermittelt werden, durch

sgp130 nicht beeintrachtigt werden.
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Abb. 18: Effekt von sgp130 auf die IL-6-induzierte Proliferation von BAF/gp130/IL-6R-
Zellen

Proliferation von BAF/gp130/IL6R-Zellen nach Stimulation mit 1 ng/ml IL-6 und steigenden
Konzentrationen sgp130Fc oder sgp130his.

Die Zellen wurden 68 h stimuliert und dann 4 h mit *H-Thymidin inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen auf Glasfaserfilter geerntet und die *H-Thymidin-Inkorporation durch
Szintillationszahlung  analysiert. = Die  Daten  representieren  Mittelwerte — +/-
Standardabweichung von drei parallelen Experimenten. Keines der sgp130-Proteine inhibiert
die IL-6-induzierte Proliferation.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob der Effekt von sgp130 auf die BAF-
Zellproliferation in gleichem Mal3e auftritt, wenn man statt H-IL-6, IL-6 in Kombination mit
sIL-6R verwendet. H-IL-6 und IL-6/sIL-6R wurden dabei in Konzentationen eingesetzt, die
zu vergleichbar starker Proliferation von BAF/gp130-Zellen fiihren. Es zeigte sich, daf
sgp130Fc IL-6 und sIL-6R in &hnlicher Weise inhibiert wie H-IL-6 (Abb. 19). Eine
Konzentration von 20 ng/ml sgp130Fc fiihrt zu einer 50%igen Inhibition der Proliferation,

induziert durch 10 ng/ml H-IL-6 oder 100 ng/ml IL-6 plus 50 ng/ml sIL-6R.
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Abb. 19: Inhibition von H-IL-6 und IL-6/sIL-6R durch sgp130

Proliferation von BAF/gp130 Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml IL-6 plus 50 ng/ml sIL-
6R und steigenden Mengen sgpl30Fc oder nach Stimulation mit 10 ng/ml H-IL-6 und
steigenden Mengen sgp130Fc. Die Zellen wurden 68 h stimuliert , anschlieBend 4 h mit *H-
Thymidin inkubiert und auf Glasfaserfilter geerntet. Die *H-Thymidin-Inkorporation wurde in
einem Szintillationszdhler gemessen. Die Daten reprisentieren Mittelwerte +/-
Standardabweichung von drei parallelen Experimenten. H-IL-6- und IL-6/sIL-6R-induzierte
Proliferation werden gleichermallen durch sgp130 inhibiert.

Gp130 ist nicht nur an der Signaltransduktion von IL-6 beteiligt, sondern u. a. auch an der von
,Leukemia Inhibitory Factor* (LIF), Onkostatin-M (OSM) und ,,Ciliary Neurotrophic Factor*
(CNTF). LIF und OSM verwenden ein Heterodimer aus gpl30 und LIFR zur
Signaltransduktion. ~CNTF  nutzt ebenfalls ein  gpl30/LIFR-Heterodimer  zur
Signaltransduktion, benétigt aber eine zusidtzliche ligandenbindende Rezeptoruntereinheit,
den CNTFR. Dieser trdgt analog zum IL-6R selbst nicht zur intrazelluldren
Signaltransduktion bei (vgl. Einleitung: Abb. 7)

Um den Effekt von sgp130 auf diese IL-6-artigen Zytokine zu untersuchen wurden BAF/3-
Zellen mit H-IL-6, LIF, CNTF oder OSM stimuliert, die gp130, LIFR und CNTFR auf der
Oberflache exprimieren (BAF/gp130/LIFR/CNTFR), also alle fiir diese Zytokine relevanten
Rezeptor-Untereinheiten (Abb. 20).

Sgpl130Fc hatte keinen Effekt auf die CNTF-stimulierte Proliferation der
BAF/gp130/LIFR/CNTFR-Zellen. Die LIF und OSM induzierte Proliferation wurde jedoch
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bei hohen sgpl130Fc-Konzentrationen teilweise inhibiert. Verglichen, mit der Inhibition von
H-IL-6 durch sgp130Fc ist die Inhibition von LIF und OSM aber etwa um den Faktor 5000
schwécher (Abb. 20). Somit scheint sgp130 offensichtlich préferentiell sIL-6R-vermittelte

Aktivitdten zu inhibieren, wihrend andere Zytokine der IL-6-Familie in ihrer Aktivitit relativ

unbeeinflufit bleiben.
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Abb. 20: Effekt von sgp130 auf die biologische Aktivitit von IL-6-artigen Zytokinen
Proliferation von BAF/gp130/LIFR/CNTFR Zellen nach Stimulation mit 10 ng/ml H-IL-6, 1
ng/ml LIF, 10 ng/ml OSM oder 0.5 ng/ml CNTF und steigenden Mengen sgp130Fc. Nach 68-
stiindiger Stimulation wurden die Zellen 4 h mit *H-Thymidin inkubiert und anschlieBend auf
Glasfaserfilter geerntet. Die *H-Thymidin Inkorporation wurde durch Szintillationszihlung
gemessen. Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte +/- Standardabweichung von drei
paralellen Experimenten. Sgpl30 inhibiert préferentiell die IL-6/sIL-6R-induzierte
Proliferation, andere IL-6-artige Zytokine werden kaum oder gar nicht inhibiert.

1.5 Inhibition der Akute-Phase-Protein-Synthese in HepG2-Hepatomzellen

Hepatozyten und Hepatomzellen (z.B. HepG2) synthetisieren nach Stimulation mit IL-6
Akute-Phase-Proteine wie Haptoglobin, C-reaktives Protein (CRP) und Antichymotrypsin
(ACT) (Gauldie et al. 1987). Den gleichen Effekt erzielt man durch eine Stimulation mit dem
IL-6/sIL-6R-Komplex (Mackiewicz et al. 1992).

Um den Einflu von sgp130 auf die Induktion der Produktion von Akute-Phase-Proteinen

durch Hepatomzellen zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen mit IL-6 oder H-IL-6 in der
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Anwesenheit oder Abwesenheit von sgp130Fc stimuliert. Anschlieend wurden die Zellen 4 h
metabolisch markiert und die Sekretion des Akute-Phase-Proteins ACT wurde durch

Immunprézipitation, SDS-PAGE und Fluorographie analysiert (Abb. 21).
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Abb. 21: Inhibition der Akute-Phase-Protein-Synthese in humanen Hepatomzellen
(HepG2)

HepG2-Zellen wurden mit 100 ng/ml IL-6 oder H-IL-6 fiir 18 h in der Anweseneheit oder
Abwesenheit von 1 pg/ml sgpl30Fc stimuliert. Unstimulierte Zellen, die mit oder ohne
sgp130Fc behandelt wurden, dienten als Kontrolle (Kontr.). Die ACT-Sekretion wurde mittels
Immunprazipitation, SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Sgp130 inhibiert selektiv die
IL-6/sIL-6R-induzierte Akute-Phase-Protein-Synthese, wahrend die IL-6-induzierte, iiber
membranstédndigen IL-6R vermittelte Akute-Phase-Protein-Synthese nicht inhibiert wird.

Auch hier zeigte sgp130Fc wie in Abb. 18 keinerlei inhibitorischen Effekt auf die Stimulation
mit IL-6 (Abb. 21: Spuren 3 und 4). Die H-IL-6-induzierte Sekretion von ACT konnte jedoch
effektiv mit sgp130Fc inhibiert werden (Spuren 5 und 6). Unstimulierte Zellen zeigten keine
ACT-Sekretion (Spuren 1 und 2). Diese Ergebnisse unterstreichen die Erkenntnis aus den
Experimenten mit BAF/3-Zellen, dall sgpl130 selektiv sIL-6R-vermittelte IL-6-Antworten
inhibiert.

HepG2-Zellen, die stabil mit IL-6 transfiziert wurden (HepG2/IL-6) sezernieren konstitutiv
hohe Mengen von IL-6. Dennoch sind diese Zellen nicht responsiv fiir IL-6 alleine, da bei
thnen die Oberflachenexpression von IL-6R heruntereguliert ist (Mackiewicz et al. 1992).
Eine Stimulation mit sIL-6R fiihrt jedoch zur Produktion von Akute-Phase-Proteinen

(Mackiewicz et al. 1992), da gp130 nach wie vor exprimiert wird.
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Um den Effekt von sgpl30 auf Hepatomzellen ohne membrangebundenen IL-6R zu
untersuchen, wurden HepG2/IL-6-Zellen mit sIL-6R oder H-IL-6 stimuliert, entweder in der
Anwesenheit oder in der Abwesenheit eines Uberschusses an sgp130Fc. Als Kontrolle dienten
unstimulierte Zellen. Als Indikator fiir die Induktion der Produktion von Akute-Phase-

Proteinen, wurde wiederum die ACT-Sekretion analysiert (Abb. 22).
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Abb. 22: Inhibition der Akute-Phase-Protein-Synthese in HepG2/IL-6 Zellen
HepG2/IL-6-Zellen wurden mit 100 ng/ml sIL-6R oder H-IL-6 in der An- oder Abwesenheit
von 1 pg/ml sgpl30Fc 18 h stimuliert. Unstimulierte Zellen mit und ohne sgpl30Fc-
Behandlung dienten als Kontrolle. Die ACT-Sekretion wurde durch Immunprézipitation,
SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Die sIL-6R-vermittelte Akute-Phase-Protein-
Synthese wird durch sgp130 inhibiert.

Die H-IL-6-induzierte Sekretion von ACT durch HepG2/IL-6-Zellen wurde in gleichem Malle
durch sgp130Fc inhibiert, wie die der HepG2-Zellen (Abb. 22 Spur 4, 5). Auch die durch sIL-
6R induzierte ACT-Sekretion wurde effektiv durch sgpl30Fc inhibiert (Spur 3, 4).
Unstimulierte Zellen sekretierten kein ACT (Spur 1, 2). Somit wurde erneut bestétigt, dafl
sgp130 effizient den IL-6/sIL-6R-Komplex inhibiert, sowohl das Fusionsprotein (H-IL-6), als
auch die Kombination der Einzelkomponenten (IL-6, von HepG2/IL-6 sekretiert, plus sIL-
6R).
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1.6 Inhibition des antiapoptotischen Effektes von IL-6 auf Lamina propria

mononukleire Zellen von Morbus Crohn Patienten

Um das Potential von sgp130Fc in einem Krankheits-bezogenen Modell zu testen, wurde der
antiapoptotische Effekt von IL-6 auf Lamina Propria T-Zellen von Morbus Crohn Patienten
untersucht.

Morbus Crohn ist eine chronische inflammatorische Darmerkrankung, deren Ausloser
unbekannt ist. Es wurde spekuliert, dal eine Aktivierung des mukosalen Immunsystems durch
bakterielle Antigene und eine konsekutive pathologische Zytokinproduktion eine
Schliisselrolle bei der Pathogenese spielen (Atreya et al. 2000). Kiirzlich wurde gezeigt, dal3
die Blockade der IL-6 Antwort zu einem Anstieg der Apoptose von Lamina propria T-Zellen
fiihrt (Atreya et al. 2000). IL-6 hat also einen antiapoptotischen Effekt auf diese Zellen, was
vermutlich wesentlich zur chronischen Entziindungsreaktion des mukosalen Immunsystems
beitrdgt. In einem Mausmodell fiir Morbus Crohn, der TNBS induzierten Colitis, fiihrt eine in
vivo Blockade des IL-6 Signals durch einen neutralisierenden IL-6R-Antikdrper zu einer
deutlichen Verminderung der Krankheitssymptome (Atreya et al. 2000).

Um zu untersuchen, ob der antiapoptotische Effekt von IL-6 iiber I6slichen oder
membrangebundenen IL-6R vermittelt wird, wurden Lamina propria mononukledre Zellen
(LPMC) von Morbus Crohn Patienten isoliert und in Kultur genommen. Die Zellen wurden
48 h mit sgpl130Fc oder einem neutralisierenden IL-6R-Antikorper behandelt, anschlieend
wurde der Anteil apoptotischer Zellen (Annexin-V-positive und Propidiumjodid-negative
Zellen) durch FACS-Analyse bestimmt. Unbehandelte Zellen zeigten einen Anteil von ca.
60% apoptotischer Zellen. Die Behandlung mit sgpl130Fc fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der Apoptoserate (Abb. 23). Der beobachtete Anstieg der Apoptoserate um 10% bei
sgp130Fc Behandlung entspricht in etwa dem Antsieg nach Inkubation mit dem
neutralisierenden IL-6R Antikérper (Abb. 23). Ein Anstieg der Apoptoserate um 10%
korreliert sehr gut mit dem Grad der Apoptoseabnahme bei Lamina propria Lymphozyten von
Morbus Crohn Patienten (Boirivant et al. 1999; Ina et al. 1999; Atreya et al. 2000). Die
dhnliche Effizienz von sgpl30Fc und IL-6R-Antikorper spricht dafiir, daBl der
antiapoptotische Effekt von IL-6 bei Morbus Crohn durch sIL-6R vermittelt wird und nicht
durch membransténdigen IL-6R, da sgp130Fc selektiv sIL-6R-abhingige Antworten inhibiert,
wiahrend der IL-6R-Antikorper loslichen und membranstindigen IL-6R gleichermal3en
neutralisiert. Der sIL-6R spielt also vermutlich eine wichtige Rolle bei der Apoptoseresistenz

von LPMC bei Morbus Crohn.
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Abb. 23: Apoptose von LPMC von Morbus Crohn Patienten nach Behandlung mit
sgp130Fc

Die LPMC wurden isoliert und fiir 48 h in der An- oder Abwesenheit von 10 ug/ml sgp130Fc
oder 10 pg/ml eines neutralisierenden IL-6R-Antikorpers kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir Annexin-V und Propidiumjodid angefarbt und durch FACS analysiert. Der Anstieg
des Anteils apoptotischer Zellen (Annexin-V-positiv und Propidiumjodid-negativ) ist gezeigt.
Die Werte reprisentieren das Ergebnis von Doppelbestimmungen mit dem Standardfehler als
vertikalen Balken. Der antiapoptotische Effekt von IL-6 auf LPMC von Morbus Crohn
Patienten ist sIL-6R-abhéngig und durch sgp130 inhibierbar.
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2. Untersuchungen zur Zusammensetzung des Rezeptor-

Komplexes von viralem IL-6

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschiftig sich mit einem vom Karposi Sarkom
assoziierten Herpesvirus (KSHV) kodierten, zu humanem IL-6 homologen Zytokin (VIL-6).
Das virale IL-6 zeigt zu humanem IL-6 analoge Aktivititen und benétigt gpl130 zur
Signaltransduktion. Bisher ungeklért ist die Frage, ob IL-6R zur Signaltransduktion von vIL-6
bendtigt wird oder ob vIL-6 direkt gp130 aktivieren kann. Im folgenden sollte gekléart werden,
ob vIL-6 in Abwesenheit des IL-6R an gp130 binden kann und ob IL-6R fiir die biologische

Aktivitdt von vIL-6 von Bedeutung ist.
2.1 Expression und Aufreinigung von rekombinantem vIL-6

Um Untersuchungen zum Rezeptor-Komplex von vIL-6 durchfiihren zu kénnen, wurde
rekombinantes vIL-6 exprimiert und aufgereinigt. Ein Expressionsvektor mit der fiir vIL-6
kodierenden ¢cDNA und einem ,,Hexahistidin-Tag“ am COOH-Terminus (Miillberg et al.
2000) wurde transient in COS-7-Zellen transfiziert. Die sechs Histidine am COOH-Terminus
des rekombinanten vIL-6 erlaubten eine Aufreinigung aus den Zelliiberstinden durch Ni-
Affinitats-Chromatographie. Positive Fraktionen wurden vereinigt und gegen PBS dialysiert.
AnschlieBend wurde das aufgereinigte vIL-6 durch SDS-PAGE und Silberfirbung analysiert
(Abb. 24). Das rekombinante vIL-6 erscheint als Doppelbande von 24-26 kDa, die vermutlich

differentiell glykosylierte Formen von vIL-6 repriasentiert.

kDa
120 —
87 —
64 —
52 —
39 —

% —@ " o

21—
1

Abb. 24: Rekombinantes vIL-6-Protein

Rekombinantes vIL-6 wurde mit einem COOH-terminalen ,,Hexahistidin-Tag® exprimiert und
an einer Ni-Chelat Sdule aufgereinigt. Das aufgereinigte vIL-6 wurde durch SDS-PAGE und
Silberfarbung analysiert. Spur 1: Marker, Spur 2: vIL-6.

2



Ergebnisse 41

2.2 Interaktion von vIL-6 mit Komponenten des IL-6-Rezeptor-Komplexes

Zunéachst sollte geklart werden, ob es direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen von vIL-6
mit gpl30 und/oder IL-6R gibt. Dazu wurden Immunprézipitationen von metabolisch
markiertem vIL-6, nach Inkubation mit entsprechenden Fc-Fusionsproteinen durchgefiihrt
(Abb. 25). Die Proteinkomplexe wurden mit Protein-A-Sepharose prézipitiert.

Das radioaktiv markierte vIL-6 konnte aus dem Uberstand transfizierter COS-7-Zellen mit
einem Antiserum aus Kaninchen prézipitiert werden, dall gegen bakteriell exprimiertes vIL-6
generiert worden war (Spur 1) (Hoischen et al. 2000). Die Inkubation mit IL-6Fc, fiihrte
erwartungsgeméal nicht zu einer Koprézipitation von vIL-6 (Spur 2), vIL-6 bindet also nicht
humanes IL-6. Bei Verwendung von sgp130Fc wird vIL-6 jedoch koprézipitiert, was fiir eine
direkte Interaktion von vIL-6 mit der extrazelluliren Doméne von gp130 spricht (Spur 3). Im
Gegensatz dazu ist ein Fc-Fusionsprotein der extrazelluliren Doméne des IL-6R (sIL-6RFc)

nicht in der Lage vIL-6 kozuprizipitieren. Somit scheint vIL-6 nicht an den IL-6R zu binden.

Abb. 25: Interaktion von vIL-6 mit IL-6R-Untereinheiten

Metabolisch markiertes vIL-6 wurde aus Zelliiberstdinden mit einem polyklonalem Antikorper
(1), IL-6Fc (2), sgp130Fc (3) oder sIL-6RFc (4) prazipitiert. Die zwei Proteinbanden bei 16
und 17 kDa sind unspezifisch und erscheinen bei allen Immunprézipitationen mit den
verschiedenen Fc-Fusionsproteinen. Die Analyse der Immunkomplexe erfolgte durch SDS-
PAGE und Fluorographie. Virales IL-6 bindet direkt gp130, nicht jedoch IL-6R und IL-6.

Analoge Immunprézipitationen wurden auch mit radioaktiv markiertem IL-6 und H-IL-6

durchgefiihrt, um deren Bindungseigenschaften mit denen von vIL-6 direkt zu vergleichen
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(Abb. 26). Metabolisch markiertes humanes IL-6 wurde mit sIL-6RFc aus dem Kulturmedium
transfizierter Zellen prazipitiert, wihrend mit sgp130Fc kein IL-6 gefillt wurde (Abb. 26A).
Mit IL-6Fc wurde erwartungsgemil ebenfalls kein IL-6 koprazipitiert. IL-6 interagiert also
mit [L-6R Fc, bindet aber nicht direkt an sgp130Fc.

Im Gegensatz dazu konnte metabolisch markiertes H-IL-6, als Model fiir den Komplex aus
IL-6 uns sIL-6R, mit sgp130Fc prézipitiert werden, nicht jedoch mit sIL-6RFc oder IL-6Fc
(Abb. 26B). Virales IL-6 zeigt somit Bindungseigenschaften, die denen von H-IL-6

entsprechen und sich von denen des humanen IL-6 unterscheiden.
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Abb. 26: Spezifitit der Fc-Fusionsproteine

(A) Metabolisch markiertes humanes IL-6 wurde aus dem Kulturmedium transfizierter Zellen
mit IL-6Fc, sgp130Fc oder sIL-6RFc immunprézipitiert. (B) Metabolisch markiertes H-IL-6
wurde mit IL-6Fc, sgpl130Fc oder sIL-6RFc aus dem Kulturmedium transfizierter Zellen
prézipitiert. Die Immunkomplexe wurden mit Protein-A-Sepharose geféllt und durch SDS-
PAGE und Fluorographie analysiert. Die Bindungseigenschaften von vIL-6 (Abb. 25)
unterscheiden sich von denen des humanen IL-6 (A) und entsprechen denen des humanen IL-
6/sIL-6R-Komplexes (B).

Nachdem gezeigt worden war, dall vIL-6 direkt mit gp130 interagiert, stellte sich die Frage,
ob vIL-6 die gleichen gp130-Bindungsstellen wie der IL-6/sIL-6R-Komplex verwendet. Um
dieser Frage nachzugehen wurde metabolisch markiertes vIL-6 in der An- oder Abwesenheit
eines Uberschusses an unmarkiertem IL-6 oder H-IL-6 mit sgp130Fc prizipitiert (Abb. 27).
Es zeigte sich, daB die Bindung von vIL-6 an sgpl30Fc nicht durch einen Uberschufl an
unmarkiertem humanem IL-6 beeintrachtigt wird (Spur 2). Die Anwesenheit eines

Uberschusses an unmarkiertem H-IL-6 fiihrte jedoch zu einer kompletten Inhibition der
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Interaktion von vIL-6 mit sgpl130Fc (Spur 3). Virales IL-6 und der IL-6/sIL-6R-Komplex

scheinen also um die gleichen Bindungstellen an humanem gp130 zu konkurrieren.

26 — < VIL-6

Abb. 27: Kompetition der Bindung von vIL- 6 an gp130 durch H-IL-6

Metabolisch markiertes vIL-6 wurde in Ab- oder Anwesenheit von 5 pg/ml humanem IL-6
oder 5 pg/ml H-IL-6 mit 0.5 pg/ml sgpl30Fc immunprizipitiert. Die Proteinkomplexe
wurden mit Protein-A-Sepharose prazipitiert und durch SDS-PAGE und Fluorographie
analysiert. H-IL-6 und vIL-6 konkurrieren um die gp130-Bindung.

2.3 Biologische Aktivitit von vIL-6 auf BAF/3-Zellen

Nach dem Nachweis der direkten Bindung von vIL-6 an gp130, war es von Interesse, ob der
IL-6R dennoch fiir die biologische Aktivitit von vIL-6 benétigt wird oder nicht. Zur
Untersuchung dieser Frage wurden wiederum BAF/3-Zellen verwendet, die stabil mit
humaner gp130 cDNA (BAF/gp130) oder mit humaner gp130 und IL-6R cDNA transfiziert
sind (BAF/gp130/IL6R) und nach gp130-Stimulation proliferieren.

BAF/gp130-Zellen, wurden mit steigenden Mengen IL-6, H-IL-6 oder vIL-6 stimuliert.
AnschlieBend wurde die Proliferation der Zellen analysiert. Dazu wurden sie fiir 4 h mit *H-
Thymidin inkubiert, bevor die *H-Thymidin-Inkorporation in der DNA als MaB fiir die DNA-
Synthese-Aktivitdt und Proliferation der Zellen gemessen wurde (Abb. 28). Wie erwartet
proliferierten die BAF/gp130-Zellen nach Stimulation mit steigenden Mengen H-IL-6.
Humanes IL-6 hingegen, welches in Abwesenheit von IL-6R nicht an gp130 bindet, ist nicht

in der Lage eine Proliferation der Zellen zu induzieren. Im Gegensatz dazu fiihrt die
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Stimulation mit vIL-6 zu einer dosisabhidngigen Proliferation der BAF/gp130-Zellen. Die
Anwesenheit des IL-6R ist also offensichtlich nicht fiir die biologische Aktivitit von vIL-6
notwendig. Virales IL-6 zeigte eine 20-50fach niedrigere biologische Aktivitdt als H-IL-6,
was in guter Ubereinstimmung mit der niedrigeren Affinitit von vIL-6 zu gp130 ist (vgl.

Abb. 25).
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Abb. 28: Biologische Aktivitit von vIL-6 in Abwesenheit des IL-6R

BAF/gp130-Zellen wurden 72 h mit steigenden Mengen humanem IL-6, H-IL-6 oder vIL-6
stimuliert. AnschlieBend wurden wurden die Zellen fiir 4 h mit *H-Thymidin inkubiert, dann
auf Glasfaserfilter geerntet und die *H-Thymidin-Inkorporation in einem Szintillationszihler
gemessen. Die vIL-6 induzierte Proliferation ist [L-6R-unabhingig.

Zum Vergleich wurden Zellen, die neben gp130 auch IL-6R auf der Oberflache exprimieren
(BAF/gp130/IL-6R), ebenfalls mit humanem IL-6, H-IL-6 oder vIL-6 stimuliert (Abb. 29).
Alle drei Stimuli fiihrten zu einer dosisabhingigen Proliferation der Zellen. Dabei waren die
biologischen Aktivititen von H-IL-6 und vIL-6 vergleichbar zu denen auf BAF/gp130-Zellen.
Die Verfiigbarkeit von IL-6R auf der Zelloberflache erhoht also nicht die biologische Aktiviat
von VIL-6. Interessanterweise ist IL-6 auf diesen Zellen bei der Proliferationsinduktion
effizienter als H-IL-6, was darauf zuriickzufiihren ist, daB BAF/gp130/IL-6R Zellen mehr IL-
6R exprimieren als gp130 (Jostock et al. 1999; Vollmer et al. 1999).
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Die Halbmaximale Proliferationsrate wurde sowohl auf Zellen mit, als auch auf Zellen ohne
IL-6R auf der Oberfldche bei etwa 300 ng/ml vIL-6 erreicht. Damit ist vIL-6 in der Induktion
der BAF/3-Zellproliferation etwa 50-100fach weniger effizient als H-IL-6.
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Abb. 28: Biologische Aktivitit von vIL-6 bei Anwesenheit des IL-6R
BAF/gp130/IL-6R-Zellen wurden mit steigenden Mengen humanem IL-6, H-IL-6 und vIL-6
stimuliert. Die Proliferation der Zellen wurde durch Messung der *H-Thymidin-Inkorporation
in die DNA bestimmt. Die Anwesenheit von IL-6R auf der Zelloberfliche hat keinen Einfluf3
auf die vIL-6-induzierte Proliferation (vgl. Abb. 27).

2.4 Inhibition der vIL-6-induzierten Proliferation von BAF/3-Zellen durch

sgp130Fc und einen neutralisierenden gp130-Antikorper

Die Tatsache, dall vIL-6 direkt an gp130 bindet und auf Zellen biologisch aktiv ist, die gp130
exprimieren, legt nahe, dal die biologische Aktivitdt von vIL-6 direkt durch gp130 vermittelt
wird. Daher wurde untersucht, ob sgp130Fc die biologische Aktivitit von vIL-6 inhibiert.

BAF/gp130-Zellen wurden in Anwesenheit steigender Mengen sgp130Fc mit vIL-6 oder H-
IL-6 stimuliert. AnschlieBend wurde die Proliferationsrate der Zellen analysiert (Abb. 30).
Die Zugabe von sgpl130Fc fiihrte in beiden Féllen zu einer dosisabhdngigen Inhibition der
zytokininduzierten Proliferation. Somit wird vIL-6, im Gegensatz zu humanem IL-6 (vgl Abb.

18), kompetitiv durch 16sliches gp130 inhibiert, was dafiir spricht, dal vIL-6 seine
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biologische Aktivitét, so wie der IL-6/sIL-6R-Komplex, durch direkte Stimulation von gp130

entfaltet.
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Abb. 30: Inhibition der vIL-6-induzierten Proliferation durch sgp130Fc

BAF/gp130-Zellen wurden mit 50 ng/ml H-IL-6 oder 250 ng/ml vIL-6 stimuliert und mit
steigenden Mengen sgp130Fc behandelt. Die Proliferation der Zellen wurde durch Messung
der *H-Thymidin-Inkorporation in die DNA bestimmt. Die vIL-6-induzierte Proliferation wird
durch sgp130 inhibiert.

Um zu zeigen, daB3 vIL-6 iiber membranstindiges gpl130 wirkt wurde untersucht, ob ein
neutralisierender gp130-Antikorper (GPX7) die vIL-6-induzierte Proliferation inhibiert. Die
Zugabe steigender Mengen des Antikorpers fiihrte zu einer dosisabhédngigen Hemmung der

H-IL-6-induzierten und der vIL-6-induzierten Proliferation von BAF/gp130-Zellen (Abb. 31).

Damit ist gezeigt, daB3 die vIL-6-induzierte Proliferation der BAF/gp130-Zellen, durch das auf

der Zelloberfliche befindliche gpl130 vermittelt wird, so wie die H-IL-6-induzierte

Proliferation.
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Abb. 31: Inhibition der vIL-6-induzierten Proliferation durch einen neutralisierenden
gp130-Antikorper

BAF/gp130-Zellen wurden fiir 72 h in Anwesenheit steigender Mengen eines gegen gp130
gerichteten neutralisierenden monoklonalen Antikdrpers (GPX7) mit 50 ng/ml H-IL-6 oder 1
ng/ml vIL-6 stimuliert. Die Proliferation der Zellen wurde durch Mesung der *H-Thymidin-
Inkorporation in die DNA bestimmt. Die vIL-6-induzierte Proliferation wird durch
neutralisierende gp130-Antikdrper inhibiert, d. h. vIL-6 aktiviert Zellen durch gp130-
Stimulation.

2.5 vlIL-6-induzierte = Akute-Phase-Protein Synthese in humanen

Hepatomzellen (HepG2)

Eine Zytokin-vermittelte Stimulation von gp130 16st bei Hepatozyten und Hepatomzellen die
Produktion und Sezernierung von Akute-Phase-Proteinen aus (vgl. Abb. 21). Um die
Induktion von Akute-Phase-Proteinen durch vIL-6, humanes IL-6 und H-IL-6 zu vergleichen,
wurden humane Hepatomzellen (HepG2) in der An- oder Abwesenheit eines sgpl30Fc-
Uberschusses mit den Zytokinen stimuliert und die Sekretion des Akute-Phase-Proteins
Antichymotrypsin (ACT) analysiert. Dazu wurden die Zellen nach der Stimulation
metabolisch markiert und ACT wurde aus dem Kulturmedium immunprazipitiert (Abb. 32
Spur 1-8). Parallel dazu wurden auch HepG2/IL-6-Zellen nach dem gleichen Muster
stimuliert (Abb. 32 Spur 8-16). Die stabil mit IL-6 transfizierten HepG2/IL-6-Zellen
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exprimieren keinen IL-6R auf der Zelloberfliche und sind daher nicht responsiv fiir IL-6

alleine (Mackiewicz et al. 1992).

HepG2 HepG2/IL-6
N N
&@\ © S &@\ © SN
€y XY €YY
sgp130Fc - + - + - + - + -+ -+ -+ -+

| D -@ee ... g ades| = ACT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abb. 32: Akute-Phase-Induktion in humanen Hepatomzellen (HepG2)

HepG2- und HepG2/IL-6-Zellen wurden mit 100 ng/ml IL-6, H-IL-6 oder vIL-6 in der Ab-
oder Anwesenheit von 1 ug/ml sgp130Fc fiir 18 h stimuliert. Unstimulierte Zellen mit oder
ohne sgpl30Fc-Behandlung dienten als Kontrolle. Die ACT-Sekretion wurde nach
metabolischer Markierung der Zellen durch Immunprézipitation, SDS-PAGE und
Fluorographie analysiert. Die vIL-6 induzierte Akute-Phase-Protein-Synthese ist IL-6R-
unabhingig und durch sgp130 inhibierbar.

Verglichen mit der ACT-Sekretion unstimulierter HepG2-Zellen (Spur 1), flihrte die
Stimulation mit Humanem IL-6, H-IL-6 und vIL-6 jeweils zu einer deutlichen Zunahme der
ACT-Sekretion (Spur 3, 5, 7). Die Behandlung mit sgp130Fc hatte erwartungsgemal keinen
Effekt auf unbehandelte und IL-6-stimulierte HepG2-Zellen (Spur 2, 4; vgl. auch Abb. 21),
fithrte aber zur nahezu kompletten Inhibition der H-IL-6-induzierten ACT-Sekretion (Spur 6;
vgl. Abb. 21). Auch die durch vIL-6-Stimulation hervorgerufene Produktion von ACT wurde
sichtbar durch sgp130Fc gehemmt (Spur 8), wenn auch schwécher, als im Falle von H-IL-6,
was gut mit der niedrigeren Affinitét von vIL-6 zu sgp130Fc korreliert (vgl. Abb. 25).

Bei HepG2/IL-6-Zellen fiihrte die Stimulation mit IL-6 aufgrund des Fehlens von IL-6R auf
der Zelloberfliche erwartungsgemédl nicht zur Zuhnahme der ACT-Sekretion (Spur 11),
wihrend H-IL-6 eine starke Erhohung der ACT-Syntheserate induziert (Spur 13). Die vIL-6-
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Stimulation hatte bei HepG2/IL-6-Zellen, trotz des Fehlens von IL-6R, eine gleich starke
ACT-Induktion zur Folge, wie bei HepG2-Zellen (Spur 15). Das Inhibitionsprofil von
sgp130Fc entsprach dem bei HepG2-Zellen beobachteten.

Diese Ergebnisse sprechen erneut fiir eine IL-6R-unabhingige gpl30-Stimulation durch
vIL-6.

2.6 vIL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung in hmanen Hepatomzellen
(HepG2)

Die zytokininduzierte Homodimerisierung von gp130 auf Zellen, fiihrt zur intrazelluldren
Aktivierung von Janus-Tyrosinkinasen, welche STAT3 phosphorylieren. Das phosphorylierte
STAT3 dimerisiert und wird in den Nukleus transloziert, wo es als Transkriptionsfaktor wirkt.
Um zu demonstrieren, dafl die Stimulation von Zellen mit vIL-6 zur intrazelluldren
Phosphorylierung und Aktivierung von STAT3 fiihrt, wurden HepG2/IL-6-Zellen (kein
Membran-IL-6R) verwendet. Die Zellen wurden mit IL-6, H-IL-6 oder vIL-6 stimuliert und
anschliefend lysiert. Phosphoryliertes STAT3 im Zellysat wurde durch SDS-PAGE und
» Western-Blotting* detektiert (Abb. 33).

HepG2/IL-6

STAT3 &

gpx7

Abb. 33: STAT3-Aktivierung in HepG2/IL-6-Zellen durch vIL-6

HepG2/IL-6-Zellen wurden mit 100 ng/ml IL-6, H-IL-6 oder vIL-6 in der An- oder
Abwesenheit von 1 pg/ml eines neutralisierenden gpl30-Antikorpers (GPX7) fiir 15 min
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt und auf einer Nitrozellulosemembran immobilisiert. Phosphoryliertes STAT3
wurde durch ,,Western-Blotting“ mit einem phosphospezifischen Antikorper {iber
Chemilumineszenz detektiert. Die vIL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung ist IL-6R-
unabhingig und wird durch neutralisierende gp130-Antikorper inhibiert.
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In unstimulierten und IL-6-stimulierten HepG2/IL-6-Zellen konnte kein phosphoryliertes
STAT3 detektiert werden. Im Gegensatz dazu fiihrte die Inkubation der Zellen mit H-IL-6
oder vIL-6 zur Phosphorylierung von STAT3. Diese STAT3-Phosphorylierung konnte durch
einen neutralisierenden Antikorper, der gegen gp130 gerichtet ist, komplett blockiert werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dal die Aktivierung von Zellen durch vIL-6 nicht durch
zellgebundenen IL-6R vermittelt wird sondern daf3 vIL-6 und H-IL-6 vermutlich den gleichen

zelluldren Aktivierungsmechanismus via gp130 verwenden.
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IV. Diskussion

1. Losliches gp130 ist der natiirliche Inhibitor des sIL-6R-

» I ranssignaling*

In der vorliegenden Arbeit wurden Studien zur Rolle von sgp130 bei der Regulation von IL-6-
Antworten und Aktivitdten anderer Zytokine der IL-6-Familie durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck wurden rekombinante Versionen von sgpl30 konstruiert, heterolog exprimiert und
aufgereinigt. Anhand der rekombinanten sgpl30-Proteine konnte in verschiedenen
Zellsystemen gezeigt werden, daBl sgpl30 selektiv sIL-6R-vermittelte IL-6 Antworten
inhibiert, wihrend durch membranstdndigen IL-6R vermittelte Antworten unbeeintrachtigt

bleiben.

1.1 Konstruktion, Expression, Aufreinigung und Charakterisierung der

sgp130-Proteine

Um Untersuchungen zur physiologischen Funktion von sgpl130 durchfiihren zu konnen
wurden Fc-Fusionsproteine von humanem und murinem sgp130, sowie ein humanes sgp130
mit ,,Hexahsitidin-Tag* am COOH-Terminus konstruiert.

Fc-Fusionsproteine erhalten durch den Fc-Teil die Eigenschaft, hochaffin an Protein-A von
Staphylococcus aureus zu binden und konnen daher effektiv an einer Protein-A-Matrix
aufgereinigt werden. Zudem eignen sie sich hervorragend zur Analyse von Protein-Protein-
Interaktionen durch Immunprézipitationen, da Bindungspartner des Fc-Fusionsproteins an
Protein-A-Sepharose koprazipitiert werden.

Der Fc-Teil fiihrt aber auch zur Dimerisierung des Fusionsproteins, so daBl man nicht
ausschlieBen konnte, daB3 es zu Beintrdchtigungen der Bindung an die physiologischen
Liganden und der biologischen Aktivitit kommt. Daher wurde zusitzlich das sgpl130 mit
,Hexahistidin-Tag* konstruiert, welches als Monomer exprimiert wird. Die sechs
aufeinanderfolgenden Histidine am COOH-Terminus binden an Nickel-Atome, so dal3
sgp130his durch Ni-Affinitits-Chromatographie aufgereinigt werden konnte.

Als Expressionssystem wurden Sdugerzellen (COS-7) gewihlt. Die Expression rekombinanter

Proteine in Sdugerzellen hat gegeniiber mikrobieller Expression den Vorteil, dafl die
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Wirtszellen sdugerspezifische postranslationale Modifikationen der Proteine, wie
Glykosylierung, vornehmen. Bei bakterieller Expression dagegen findet keine Glykosylierung
statt, und bei Hefen als Wirtszellen, kommt es meist zur Hyperglykosylierung des Proteins.
Auch im Hinblick auf eine mogliche in vivo Applikation von sgp130 ist die Expression in
Saugerzellen sinnvoll, da ,natiirlich” glykosylierte Proteine meist resistenter gegen
Degradation sind und eine hohere Plasma-Halbwertszeit haben. Das gilt insbeondere fiir Fc-
Fusionsproteine, die oft eine deutlich hohere Plasma-Halbwertszeit aufweisen, als ihre
Gegenstiicke ohne Fc-Anteil (Zheng et al. 1997; Jostock et al. 1999).

Durch transiente Transfektion der Konstrukte in COS-7-Zellen konnten ausreichende Mengen
der Proteine produziert werden, die Ausbeute lag bei ca. 1 mg aufgereinigtes Protein aus
einem Liter Kulturmedium. Der Reinheitsgrad der aufgereinigten Proteine war sehr hoch, im
silbergefdarbten Gel traten nur sehr wenige Verunreinigungen durch andere Proteine zutage
(Abb. 14). Sowohl sgp130Fc, als auch sgp130his zeigten dariiberhinaus Bindung an ihren
physiologischen Liganden, den IL-6/sIL-6R-Komplex in Form von H-IL-6 (Abb. 15). Die
rekombinanten sgpl30-Proteine waren somit geeignet, Untersuchungen zur Funktion von

sgp130 vorzunehmen.

1.2 Ternire Komplexbildung und Speziesrestriktionen von sgp130, sIL-6R
und IL-6

Die Analyse der terniren Komplexbildung von sgpl130 mit IL-6 und sIL-6R ergab, da3
sgp130, so wie membrangebundenes gp130 (Taga et al. 1989), nur in Anwesenheit von sIL-
6R mit IL-6 interagiert (Abb. 16), was frithere Beobachtungen bestétigt (Narazaki et al. 1993;
Miiller-Newen et al. 1998). IL-6 alleine zeigte keinerlei Bindung an sgp130.

Murines und humanes IL-6 zeigen 42 % Homologie auf Protein-Ebene (Tanabe et al. 1988).
Dieser Grad an Homologie fiihrt dazu, da3 humanes IL-6 sowohl murinen als auch humanen
IL-6R bindet (van Snick 1990); murines IL-6 bindet hingegen nur murinen IL-6R und nicht
humanen IL-6R . Es existiert somit eine strikte Speziesspezifitit auf Seiten des humanen IL-
6R gegeniiber der Bindung von IL-6. Im Gegensatz dazu zeigten sowohl murines sgp130, als
auch humanes sgp130, keinerlei Speziesspezifitit bei der Interaktion mit dem IL-6/sIL-6R-
Komplex (Abb. 16). Murines sgp130Fc und humanes sgp130Fc zeigten in den Prizipitationen
identische Bindungseigenschaften. Somit ist humanes sgpl130Fc ebensogut fiir Analysen im

Maussystem (z.B. in vivo Applikation) geeignet wie murines sgp130Fc und umgekehrt.
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1.3 Losliches gp130 inhibiert spezifisch die IL-6/sIL-6R-induzierte

Proliferation

Die Experimente zum EinfluB von sgpl30 auf die IL-6- oder IL-6/sIL-6R-induzierte
Proliferation von BAF/3-Zellen zeigten klar, daB3 sgp130 spezifisch IL-6-Antworten inhibiert,
die durch sIL-6R-,Transsignaling vermittelt werden, wéhrend IL-6-Antworten {iber
membranstidndigen IL-6R unbeinflu3t bleiben (Abb. 17, 18). Eine mogliche Erklarung fiir die
selektive Hemmung des ,,Transsignalings* durch sgp130 ist in Abb. 34 illustriert. Sobald IL-6
an den membrangebundenen IL-6R auf der Zelloberflache bindet, lagern sich zwei Molekiile
gp130 an den IL-6/IL-6R-Komplex an und stabilisieren diesen Komplex, da die Affinitat der
Bindung von gp130 an den IL-6/IL-6R-Komplex mit 50 pM (Taga and Kishimoto 1997)
deutlich hoher ist, als die 1 nM Affinitit der Bindung von IL-6 an IL-6R (Yamasaki et al.
1988). Dadurch hat 16sliches gp130 aufgrund der sterischen Behinderung keinen Zugang
mehr zu dem IL-6/IL-6R-Komplex auf der Zelloberflache. Da sgp130 keine meBbare Affinitit
zu IL-6 alleine hat, wird die IL-6-Antwort liber membranstédndigen IL-6R durch sgp130 nicht
behindert (Abb. 34A). Der Komplex aus IL-6 mit loslichem IL-6R kann jedoch sowohl
membrangebundenes gpl130, als auch Iosliches gp130 binden. Daher fiihrt ein molarer
UberschuB3 an sgp130 zu kompetitiver Inhibition der sIL-6R-, Transsignaling“-Antwort (Abb.
34B).

Die Tatsache, daB3 sgp130 ausschlieBlich IL-6-Antworten inhibiert, die iiber sIL-6R vermittelt
werden, konnte erkléren, warum frither beobachtete inhibitorische Effekte von sgp130 auf IL-
6-Aktivititen nur méafBig waren (Narazaki et al. 1993; Miiller-Newen et al. 1998). In diesen
Studien wurde kein Unterschied zwischen IL-6-Antworten via membrangebundenem und
16slichem Rezeptor gemacht.

Das Fc-Fusionsprotein von sgpl130 war sehr viel effektiver in der Inhibition der biologischen
Aktivitit des IL-6/sIL-6R-Komlexes, als sgpl130his (Abb. 17). Dafiir ist vermutlich der
dimere Charakter des sgpl130Fc-Proteins verantwortlich. Da der IL-6/sIL-6R-Komplex auch
auf Zellen mit zwei gp130-Molekiilen interagiert und diese dimerisiert, hat das durch den Fc-
Anteil vorgeformte gpl130-Dimer moglicherweise mehr Bindungsstellen fiir den Komplex,
und damit eine hohere Affinitét, als ein sgp130-Monomer. Die flexible ,,Hinge-Region® am
Ubergang vom Fc-Teil zum fusionierten sgpl30 erlaubt anscheinend eine riumliche
Anordnung der beiden gp130-Ektodoménen im sgp130Fc, die der zweier gp130-Molekiile im

IL-6-Rezeptor-Komplex entspricht oder zumindest nahe kommt.
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Abb. 34: Schematische Darstellung des Inhibitions-Mechanismus von sgp130

(A) sgpl30 hat keinen Zugang zu IL-6 assoziiert mit IL-6R und zwei Molekiilen
membranstindigem gp130. (B) Der IL-6/sIL-6R-Komplex kann sowohl membrangebundenes
als auch 16sliches gp130 binden. Daher fiihrt ein molarer Uberschu an sgpl30 zu
kompetitiver Inhibition des IL-6/sIL-6R-Komplexes.

1.4 Die LIF-, OSM- und CNTF-induzierte Proliferation wird durch sgp130

nicht oder nur teilweise gehemmt

Auf Zellen, die neben gpl130 auch LIFR und CNTFR exprimieren, zeigte sich, dal gp130
priaferentiell sIL-6R-vermittelte Aktivitidten inhibiert, wihrend andere Zytokine der IL-6-
Familie (LIF, OSM, CNTF) kaum oder gar nicht durch sgp130 in ihrer biologischen Aktivitit
beeintrachtigt werden (Abb. 20).

Die schwache Inhibition von OSM- und LIF-vermittelten Antworten durch sgp130, sowie die
vollstindige Wirkungslosigkeit bei der Blockierung von CNTF-Antworten (Abb. 20), stimmt
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gut mit den publizierten Bindungs-Charakteristiken von sgpl130 iiberein. LIF und OSM
verwenden zur Signaltransduktion beide ein Heterodimer aus gpl130 und LIFR. Dabei
interagieren beide direkt mit gpl130 und LIFR, ohne Beteiligung einer zusitzlichen
Rezeptoruntereinheit, wie etwa IL-6R im Falle von IL-6. Dementsprechend konnte auch eine
Bindung von sgp130 an LIF und OSM gezeigt werden (Modrell et al. 1994; Zhang et al.
1998). Die Tatsache, dal} verglichen mit H-IL-6, bei LIF und OSM extrem hohe Mengen an
sgp130 notwendig sind, um eine teilweise Inhibition hervorzurufen, spiegelt die niedrige
Affinitdt von sgpl130 zu LIF und OSM wieder (Zhang et al. 1998). Bei CNTF hingegen,
welches ebenfalls via eines gpl30/LIFR-Heterodimers signalisiert, allerdings unter
Beteiligung des CNTFR, konnte keine Bindung des Liganden an sgpl130 nachgewiesen
werden (Modrell et al. 1994). Das erklédrt, warum sgpl130 keinen Effekt, auf die CNTF-
induzierte Proliferation von BAF/3 Zellen hat (Abb. 20).

IL-11 und IL-6 verwenden beide ein gpl30-Homodimer zur Signaltransduktion. Dabei ist
jeweils eine weitere ligandenbindende Untereinheit zur Bildung des signalisierenden
Rezeptorkomplexes notwendig. Im Falle des IL-11 handelt es sich dabei um den IL-11-
Rezeptor, der wie IL-6R auch in einer 16slichen Form vorkommt und im Komplex mit IL-11
gp130-Dimerisierung induziert (Baumann et al. 1996). Man kann daher davon ausgehen, daf3
sgp130 auch ein Antagonist des IL-11/sIL-11R-Komplexes ist.

Es ist von Interesse, dafl es auch eine 16sliche Form des LIFR gibt (Zhang et al. 1998). Im
Zusammenspiel mit sgp130 konnte 16slicher LIFR als potenter Antagonist von LIF und OSM
durch die Bildung l6slicher trimerer Komplexe wirken. Zusitzlich konnte die Kombination
von sgpl130 und sLIFR inhibierend auf die Komplexe von CNTF mit sCNTFR, NNT-1 mit
sCNTFR, sowie CT-1 mit einem postulierten sSCT-1R wirken. Das Verhiltnis von sgp130 zu
sLIFR konnte somit entscheidend fiir inhibitorische Effekte auf verschiedene Zytokine der

IL-6-Familie sein.

1.5 Losliches gp130 inhibiert die sIL-6R-abhingige Akute-Phase-Protein-
Synthese in humanen Hepatomzellen (HepG?2)

Die Ergebnisse aus den Versuchen mit BAF/3-Zellen konnten in einem weiteren Zellsystem
bestitigt werden. Die gpl30-abhédngige Induktion der Akute-Phase-Protein-Synthese in
Hepatomzellen (HepG2) wurde von sgpl30 nur dann inhibiert, wenn sie iiber sIL-6R
vermittelt wurde (Abb 21, 22). Diese Beobachtung konnte inzwischen auch in vivo

nachvollzogen werden. In transgenen Mausen, die sgp130 stark {iberexprimieren (Betz et al.
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1998), ist die durch IL-6/sIL-6R (in Form von H-IL-6) induzierte Akute-Phase-Reaktion der
Leber nahezu komplett blockiert, wiahrend eine IL-6 induzierte Akute-Phase-Reaktion normal
verlauft (Guido Blinn, unver6ffentlichte Ergebnisse). Losliches gp130 ist also ein geeignetes
Werkzeug, um zu unterscheiden, welche IL-6-Antworten iiber sIL-6R-,, Transsignaling* und
welche liber den membrangebundenen IL-6R vermittelt werden. Das gilt insbesondere fiir
rekombinantes sgp130Fc, da es deutlich effektiver in der selektiven Hemmung des IL-6/sIL-

6R-Komplexes ist als monomeres sgp130.

1.6 Der antiapoptotische Effekt von IL-6 auf Lamina propria T-Zellen bei
Morbus Crohn wird durch sIL-6R vermittelt und ist durch sgp130

hemmbar

Die Anwendung von sgp130Fc als experimentelles Werkzeug zur Unterscheidung von sIL-
6R- und IL-6R-vermittelten IL-6-Antworten erfolgte in einem krankheitsrelevanten System,
anhand isolierter Lamina propria mononukledrer Zellen (LPMC) von Morbus Crohn
Patienten. Morbus Crohn ist eine chronisch entziindliche Darmerkrankung, bei der eine
erhohte Apoptose-Resistenz der Lamina propria T-Zellen eine Schliisselrolle zu spielen
scheint (Boirivant et al. 1999; Ina et al. 1999). Kiirzlich wurde gezeigt, da3 eine gpl130-
Stimulation durch IL-6 einen antiapoptotischen Effekt auf Lamina propria T-Zellen von
Morbus Crohn Patienten hat (Atreya et al. 2000).

Um zu untersuchen, ob der antiapoptotische Effekt von IL-6 auf Lamina propria T-Zellen von
Morbus Crohn Patienten durch membrangebundenen oder 16slichen IL-6R vermittelt wird,
wurden Lamina Propria Mononukleédre Zellen (LPMC) von Crohn Patienten isoliert, welche
T-Zellen und Monozyten/Makrophagen enthalten und in vitro mit sgpl30Fc oder einem
neutralisierenden IL-6R-Antikorper behandelt. Es zeigte sich, dall sowohl sgp130Fc, als auch
der Antikorper, eine Zunahme der Apoptoserate der Zellen induzieren (Abb. 23). Dabei war
die Effizienz von sgpl30Fc dhnlich hoch, wie die des IL-6R-Antikorpers. Da sgpl130Fc
selektiv sIL-6R-vermittelte Antworten inhibiert, wihrend der Antikorper l6slichen, wie
membrangebundenen IL-6R gleichermal3en inhibiert, kann daraus gefolgert werden, dal3 der
antiapoptotische Effekt von IL-6 auf LPMC von Morbus Crohn Patienten durch sIL-6R-
,» L ranssignaling® vermittelt wird.

Tatsichlich findet man im Serum und in der Darm-Mukosa von Morbus Crohn Patienten
erhohte Konzentrationen von IL-6 und sIL-6R (Mitsuyama et al. 1995; Hosokawa et al. 1999)
und LPMC von Morbus Crohn Patienten produzieren hohe Mengen sIL-6R (Atreya et al.
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2000). Da die T-Zellen der Lamina propria wenig oder keinen IL-6R auf der Oberfldache
exprimieren, im Zuge der Morbus Crohn Erkrankung aber extrem groBle Mengen IL-6
sekretieren (Atreya et al. 2000), fiihrt die Anwesenheit von sIL-6R zur Stimulation von gp130
auf den T-Zellen und zur Aktivierung von antiapoptotischen Genen wie BCL-2 und BCL-XL
(Atreya et al. 2000). Als sIL-6R-produzierende Zellen in der Mukosa von Morbus Crohn
Patienten, kommen vor allem gewebsspezifische Makrophagen in Frage, von denen man
weil3, dafl sie sIL-6R von der Oberfliche durch Shedding freisetzten, wenn sie mit C-
reaktivem Protein (CRP) stimuliert werden (Jones et al. 1999). Da CRP zu den Akute-Phase-
Proteinen zdhlt, ist ein Szenario denkbar, bei dem eine initiale Entziindung des Darms zur
Freisetzung von IL-6 durch Lamina proria T-Zellen und zum Ansteigen des IL-6-Spiegels im
Serum fiihrt. In der Leber induziert IL-6 dann die Produktion von Akute-Phase-Proteinen
inklusive CRP. Das CRP wiederum stimuliert bei mukosalen Makrophagen die Freisetzung
von sIL-6R, wodurch die mukosalen T-Zellen vor Apoptose geschiitzt werden, was dazu

beitrdgt, da} die Entziindungsreaktion chronisch wird.

1.7 Die Rolle von sIL-6R und sgpl130 bei der Pathogenese weiterer
Krankheiten

Neben Morbus Crohn gibt es weitere Krankheiten, die mit erhéhten sIL-6R-Konzentrationen
korreliert sind. Dazu zdhlen systemische Sklerose (Keul et al. 1998) und chronische Arthritis
(Hasegawa et al. 1999). Bei rheumatoider Arthritis geht man davon aus, daB3 erhohte IL-6-
und sIL-6R-Spiegel mallgeblich an der Pathogenese beteiligt sind (Kotake et al. 1996; Alonzi
et al. 1998). Zusdtzlich wurden in Patienten mit rheumatoider Arthritis kiirzlich
Autoantikdrper gegen sgpl30 identifiziert, die neutralisierend wirken (Tanaka et al. 2000).
Dadurch wird der pathogene Effekt des IL-6/sIL-6R-Komplexes vermutlich erheblich
verstarkt, da der Autoantikdrper die inhibitorische Wirkung von sgp130 auf IL-6/sIL-6R
zumindest teilweise authebt.

Auch sgp130 ist bei verschiedenen Krankheiten disreguliert. Erhohte sgp130-Konzentrationen
wurden fiir systemische Sklerose (Hasegawa et al. 1998), multiple Sklerose (Padberg et al.
1999) und bei Melanom Patienten (Montero-Julian et al. 1997) beschrieben.

Um Aussagen {iber eine Beteiligung von IL-6 an der Pathogenese verschiedener Krankheiten
treffen zu konnen ist also neben der Ermittlung der IL-6-Konzentrationen auch die
systematische Bestimmung der Kontzentrationen an sIL-6R und sgp130 notwendig, da diese

mafgeblich EinfluB auf die Aktivitit und das Spektrum potentieller Zielzellen haben.
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1.8 Die physiologische Funktion von sgp130

Im Plasma gesunder Personen findet man sgpl30-Konzentrationen von 100-300 ng/ml
(Narazaki et al. 1993; Diamant et al. 1997; Montero-Julian et al. 1997; Zhang et al. 1998). IL-
6 hingegen liegt in Konzentrationen von 1-10 pg/ml vor (Akira et al. 1993), sIL-6R in
Konzentrationen von 40-60 ng/ml (Honda et al. 1992). Es gibt also unter physiologischen
Bedingungen einen UberschuB3 an sIL-6R und sgp130. Die systemische Freisetzung von IL-6
fiihrt daher zur Bildung niedrig affiner IL-6/sIL-6R-Komplexe, welche anschliefend
hochaffin mit sgp130 assoziieren. Dies flihrt zur Inhibition des agonistischen IL-6/sIL-6R-
Komplexes.

Dieser Mechanismus zeigt die physiologische Funktion von sgpl130 auf. Alle Zellen des
Korpers exprimieren gpl130, wihrend nur wenige Zelltypen IL-6R auf der Oberfldche tragen
(Taga and Kishimoto 1997). In Abwesenheit von sIL-6R sind nur Zellen responsiv fiir IL-6,
die membrangebundenen IL-6R exprimieren. Im Gegensatz dazu sind alle Zellen potentielle
Zielzellen des IL-6/sIL-6R-Komplexes, da sie gp130 exprimieren. Unter diesem Aspekt ist es
schwer zu verstehen, wie die Spezifitidt von IL-6-Antworten aufrechterhalten wird. Da sgp130
spezifisch den IL-6/sIL-6R-Komplex inhibiert, verhindert der sgpl130-Uberschufl eine
systemische Stimulation von Zellen durch den IL-6/sIL-6R-Komplex.

Es kann davon ausgegangen werden, daB IL-6/sIL-6R-, Transsignaling*“-Ereignisse
hauptsiachlich lokal begrenzt auftreten (Peters et al. 1997a), wie zum Beispiel bei der
Aktivierung von Endothelzellen zur Rekrutierung von Leukozyten (Romano et al. 1997).
Dabei stimulieren periphere Lymphozyten am Ort einer lokalen Entziindungsreaktion
Endothelzellen durch IL-6/sIL-6R, Chemokine freizusetzen, welche zur Rekrutierung von
Leukozyten aus der Zirkulation zum Entziindungsherd fithren. Bliebe der Wirkungsbereich
des sIL-6R-, Transsignaling® in diesem Falle nicht lokal begrenzt, wire nicht gewéhrleistet,
daB nur Endothelzellen in der direkten Umgebung des Entziindungsherdes dazu aktiviert
werden, Leukozyten anzulocken. Bei der lokalen Begrenzung von sIL-6R-Aktivititen spielt
sgp130 vermutlich eine Schliisselrolle. Der sgp130 Uberschufl im Serum fiihrt dazu, daB sIL-
6R-,, Transsignaling® nur in der unmittelbaren Umgebung der sIL-6R-produzierenden Zellen
stattfindet, wo die Konzentration an IL-6/sIL-6R-Komplexen {iiber die inhibitorische
Kapazitit von sgp130 hinausgeht.

Zu einer systemischen ,,Transsignaling““-Reaktion wiirde es nur bei einer signifikanten
Verschiebung des Verhiltnisses von sIL-6R-Konzentration zu sgpl30-Konzentration

zugunsten des sIL-6R kommen. Es ist daher notwendig eine systematische Bestimmung der
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Spiegel von IL-6, sIL-6R und sgpl130 vorzunehmen, um Aussagen iiber die agonistische
Aktivitdt von IL-6 bei entsprechenden Fragestellungen zu treffen, da eine Verdnderung der
IL-6-Konzentration durch parallele Modulation der sIL-6R- und sgp130-Konzentrationen
erheblich verstirkt oder gehemmt wird. Man sollte daher bei Krankheitsbildern, die mit einer
verdnderten IL-6-Expression einhergehen, auch eine Beteiligung von sIL-6R und sgp130

iiberpriifen.

1.9 Das therapeutische Potential von sgp130Fc

Die Induktion der Apoptose von LPMC aus Morbus Crohn Patienten hat gezeigt, daf3
sgp130Fc ein therapeutisches Potential hat. Mit Hilfe von sgp130Fc konnen bei Krankeiten
wie z.B. Morbus Crohn oder rheumatoider Arthritis, pathogene Mechanismen, die durch sIL-
6R vermittelt werden, selektiv inhibiert werden. Inzwischen konnte in Mausmodellen fiir
Morbus Crohn gezeigt werden, dafl die Inhibition des sIL-6R-, Transsignaling® durch
sgp130Fc in vivo zu einer deutlichen Regression des Krankheitsbildes fiihrt (Atreya et al.
2000). Ein Einsatz von sgp130Fc als Therapeutikum ist also durchaus denkbar. Es gibt bereits
Beispiele fiir therapeutisch wirksame Fc-Fusionsproteine von loslichen Zytokinrezeptoren, die
pathogene Zytokinwirkungen inhibieren. Ein Fc-Fusionsprotein des p55-TNF-Rezeptors
befindet sich in einer klinischen Studie zur Vorbeugung von Sepsis (Maladorno et al. 1996)
und ein Fc-Fusionsprotein des lslichen p75-TNFR ist seit geraumer Zeit unter dem Namen
ENBREL als Medikament zur Behandlung von rheumatoider Arthritis zugelassen und
erfolgreich im Einsatz (Mori et al. 1996). Zur Zeit laufen verschiedene Studien zum Einsatz
von ENBREL bei anderen Krankheiten mit pathogener TNF-Aktivitit, wie z.B. chronisch
entzlindliche Darmerkrankungen. In einem Mausmodell fiir Morbus Crohn wurde der Effekt
von sgp130Fc mit dem neutralisierender IL-6R- und TNF-Antikorper verglichen (Atreya et al.
2000). In dieser Studie zeigte sgpl30Fc die gleiche Effizienz in der Reduktion der
Krankheitssymptome, wie die IL-6R- und TNF-Antikorper. Eine kombinierte Applikation von
ENBREL und sgpl30Fc konnte demnach eine sehr erfolgversprechende Therapie zur
Behandlung von Morbus Crohn sein.

Der Fc-Anteil im sg130Fc Protein entspricht dem in ENBREL verwendeten und zeichnet sich
dadurch aus, daB3 Bindungsstellen fiir Fcy-Rezeptoren und Komplement-Komponenten durch
gezielte Punktmutationen zerstort wurden (Fanslow et al. 1992, siche Material und Methoden
1.6). Ungewollte Effektormechanismen wie Komplementaktivierung und Opsonisierung, die

durch den Fc-Teil von IgG-1-Antikdrpern hervorgerufen werden kénnen, sind durch eine
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Behandlung mit sgp130Fc also nicht zu befiirchten. Im Falle des sgp130Fc hat der Fc-Anteil
vielmehr den entscheidenden Vorteil, da3 er eine Dimerisierung von sgpl130 bewirkt und
damit die Effektivitit der IL-6/sIL-6R-Inhibition stark erhoht. Dariiberhinaus konnte der Fe-
Teil zu einer Erhohung der Plasma-Halbwertszeit des Proteins fiihren, wie fiir ein IL-10-Fc-
Fusionsprotein gezeigt wurde (Zheng et al. 1997).

Eine sgpl130Fc Produktion in gréerem Malstab fiir in vivo Applikationen ist machbar.
Inzwischen wurden stabil transfizierte Sdugerzelllinien generiert, die kontinuierlich sgp130Fc

exprimieren und sezernieren (N. Voltz und J. Miillberg, nicht publizierte Ergebnisse).

2. Virales IL-6 stimuliert humanes gp130 IL-6R-unabhingig

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Wirkungsweise und
Rezeptorzusammensetzung des vom Karposi Sarkom assoziierten Herpesvirus (KSHV)
kodierten viralen IL-6 durchgefiihrt. Virales IL-6 zeigt biologische Aktivitdten, die denen des
humanem IL-6 entsprechen und trigt moglicherweise entscheident zur Pathogenese KSHV-
assoziierter Krankheiten wie multiplen Myelomen und priméren Effusions Lymphomen bei.
Es konnte gezeigt werden, dal gpl130 an der Signaltransduktion von vIL-6 beteiligt ist,
wihrend eine mogliche Beteiligung des IL-6R bei der gpl130-Stimulation durch virales IL-6
kontrovers diskutiert wird (siehe Einleitung). Eine Bindung von vIL-6 an IL-6R oder gp130
konnte noch nicht nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden unter
Verwendung rekombinanter Proteine Studien zu Protein-Protein-Interaktionen von vIL-6 mit
IL-6R und gp130 vorgenommen und in geeigneten Zellsystemen die Beteiligung des IL-6R an
der Vermittlung von vIL-6-Aktivititen tiberpriift.

2.1 Expression und Aufreinigung von vIL-6

Virales IL-6 wurde in Sdugerzellen exprimiert und aus dem Kulturmedium aufgereinigt. Ein
COOH-terminales  Histidin-Hexamer  erlaubte die  Aufreinigung durch  Nickel-
Affinititschromatographie.

Die Saugerzellexpression hatte den Vorteil, da3 das so generierte vIL-6 am ehesten der
physiologisch auftretenden Form entspricht. Bakteriell exprimierte Proteine bleiben

unglykosyliert und sind hdufig nicht oder falsch gefaltet, da keine Disulfidbriicken angelegt
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werden. Bakteriell exprimiertes humanes IL-6 muB3 z. B. durch einen langen Dialyseprozef3 in
einem chaotropen Reagenz mit einem Redoxsystem langsam zuriickgefaltet werden um
korrekte Disulfidbriicken-Bindungen zu erhalten.

Das transient in COS-7-Zellen exprimierte vIL-6 zeigte einen hohen Rheinheitsgrad und liegt

vermutlich in zwei differentiell glykosylierten Isoformen vor (Abb. 24).

2.2 Virales IL-6 interagiert direkt mit gp130

Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, ob es eine direkte Interaktion von vIL-6 mit
gp130 gibt. In Immunprizipitationen mit sgp130Fc konnte vIL-6 koprézipitiert werden (Abb.
25), d. h. vIL-6 bindet, anders als humanes IL-6, direkt an die extrazellulire Doméne von
gp130. Im Gegensatz dazu konnte vIL-6 nicht mit sIL-6RFc koprazipitiert werden, d. h. vIL-6
bindet nicht oder nur niedrigaffin an IL-6R. Somit hat vIL-6 andere Bindungseigenschaften
als humanes IL-6, welches an IL-6R bindet und in Abwesenheit von IL-6R nicht mit gp130
interagiert (Abb. 26A). Virales IL-6 zeigt vielmehr Bindungseigenschaften, die denen des IL-
6/sIL-6R-Komplexes oder H-IL-6 entsprechen (Abb. 26B), auch wenn die Affinitit der gp130
Bindung von vIL-6 deutlich niedriger zu sein scheint, als die von H-IL-6 (Abb. 25 und 26).

Die Tatsache, da3 vIL-6 und IL-6/sIL-6R (H-IL-6) um die Bindung von gp130 konkurrieren,
deutet darauf hin, daB3 vIL-6 und IL-6/sIL-6R mdglicherweise an identischen Kontaktstellen
mit gpl30 interagieren. Inzwischen konnte ein Komplex aus vIL-6 mit den drei NH;-
terminalen gp130-Doménen kristallisiert und die Rontgenstruktur analysiert werden (Chow et
al. 2001). Der Komplex besteht aus zwei Molekiilen vIL-6 und zwei Molekiilen gp130. Dabei
interagieren die vIL-6-Bereiche mit gp130, die den ,,Sites* II und III des humanen IL-6
entsprechen (vgl. Abb 3). Wenn (s)IL-6R an ,,Site” I des humanen IL-6 gebunden ist, sind
,»Site* IT und IIT die Interaktionsstellen des humanen IL-6 mit gp130 (Grotzinger et al. 1997).
Demnach entsprechen die gp130-Kontakstellen von vIL-6 denen des humanen IL-6 im IL-

6/(s)IL-6R-Komplex.

2.3 Die Induktion der Proliferation durch vIL-6 ist IL-6R-unabhingig

Nach dem Nachweis der direkten Bindung von vIL-6 an gp130 wurde untersucht, ob vIL-6
Zellen stimulieren kann, die keinen IL-6R exprimieren. In Ubereinstimmung mit den Studien
von Molden et al. (Molden et al. 1997), in denen gezeigt wurde, dal die Stimulation von

gp130-exprimierenden BAF/3-Zellen in Abwesenheit des IL-6R zur Aktivierung von STAT-
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Proteinen fiihrt, konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, da3 die Induktion
der Proliferation von BAF/3-Zellen durch vIL-6 unabhidngig vom IL-6R erfolgt (Abb 28). Die
Anwesenheit von IL-6R auf der Oberfliche von gpl30-exprimierenden BAF/3-Zellen hat
keinen Einfluf auf die vIL-6-induzierte Proliferation der Zellen (Abb. 28 und 29). Virales
IL-6 zeigt auf BAF/3-Zellen die gleichen Eigenschaften wie der IL-6/sIL-6R-Komplex,
allerdings mit einer deutlich niedrigeren biologischen Aktivitét.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den kiirzlich von Burger et al. publizierten Daten
(Burger et al. 1998). Darin wird gezeigt, da8 die vIL-6-induzierte Proliferation von IL-6-
responsiven, humanen Myelom-Zellen durch einen IL-6R-Antagonisten teilweise inhibiert
wird. Der verwendete Antagonist entfaltet seine Wirkung durch Okkupation des IL-6R, daher
wurde gefolgert, dall der IL-6R and der Vermittlung der vIL-6-Antwort beteiligt ist.

Der Antagonist bewirkte nur eine teilweise Inhibition und es wurde bakteriell exprimiertes
vIL-6 verwendet, welches 40fach weniger aktiv ist, als das in der vorliegenden Arbeit
verwendete vIL-6his aus Sdugerzellen. Dariiber hinaus wurde die Faltung des bakteriell
exprimierten vIL-6 nicht tiberpriift (Burger et al. 1998). Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dal} ungefaltetes oder falsch gefaltetes vIL-6 die Ergebnisse der Arbeit von Burger et

al. beeinflu3t hat und daf3 die Unterschiede in den experimentellen Systemen begriindet sind.

2.4 Die vIL-6-induzierte Proliferation wird durch gp130-Aktivierung

vermittelt

Die Tatsache, dall sowohl gp130Fc (Abb. 30) als auch ein neutralisierender gp130-Antikorper
(Abb. 31) dosisabhingig die vIL-6 induzierte Proliferation von BAF/gp130-Zellen inhibiert,
zeigt, dall vIL-6 seine Aktivitdt auf den Zellen iiber gp130 entfaltet. Auch hier verhélt sich
vIL-6 so wie der IL-6/sIL-6R-Komplex, der ebenfalls inhibiert wird. Humanes IL-6 hingegen
wird durch gp130Fc nicht in seiner Aktivitit beeintrdachtigt (Abb. 18).

Da BAF/3-Zellen, die kein gp130 exprimieren, weder nach vIL-6-Stimulation, noch nach H-
IL-6-Stimulation proliferieren (Hoischen et al. 2000), kann man davon ausgehen, dall gp130
alleine als Rezeptorprotein auf der Zelloberfliche ausreicht, um ein vIL-6-Signal zu
vermitteln.

Somit aktiviert vIL-6 Zellen vermutlich genauso wie der IL-6/sIL-6R-Komplex durch direkte
Bindung an gp130 und anschlieBende Homodimerisierung von gp130. Damit ist vIL-6 das

erste und bisher einzige Zytokin, daf3 direkt gp130 binden und aktivieren kann. Alle weiteren
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Zytokine der IL-6-Familie bendtigen mindestens eine weitere Rezeptoruntereinheit zur

Signaltransduktion (Abb. 7).

2.5 Die Aktivierung von humanen Hepatomzellen (HepG2) durch vIL-6
erfolgt durch direkte Stimulation von gp130

Die in den Proliferationsassays mit BAF/3-Zellen erhaltenen Ergebnisse bestétigten sich bei
der Analyse der vIL-6-induzierten Akute-Phase-Protein-Synthese von humanen
Hepatomzellen (HepG2). Eine Stimulation mit vIL-6 fiihrt bei IL-6R-exprimierenden HepG2
und nicht-IL-6R-exprimierenden HepG2/IL-6-Zellen gleichermallen zur Sekretion von
Antichymotrypsin und war durch sgp130Fc teilweise inhibierbar (Abb. 32). Virales IL-6 und
IL-6/sIL-6R zeigten auch auf diesen Zellen iibereinstimmende Eigenschaften. Humanes 1L-6
hingegen induzierte nur in IL-6R-expimierenden HepG2 Zellen die Synthese von Akute-
Phase- Proteinen.

Der Anwesenheit neutralisierender gpl30-Antikorper fiihrte bei HepG2/IL-6-Zellen zur
Inhibition der vIL-6- und H-IL-6-induzierten STAT3-Phosphorylierung (Abb. 33). Analog zu
den Ergebnisssen mit BAF/3-Zellen ist damit gezeigt, dal die biologische Aktivitit von vIL-6
auf HepG2-Zellen durch gp130 vermittelt wird.

2.6 Die Rolle von vIL-6 in der Pathogenese von KSHV-assoziierten

Krankheiten

KSHV Infektionen sind oft mit hdmatologischen Fehlfunktionen wie priméres Effusions
Lymphom und Castelmann‘ sche Krankheit assoziiert (Cesarman et al. 1995; Soulier et al.
1995; Nador et al. 1996; Staskus et al. 1999). Dariiber hinaus wird nach wie vor iiber eine
Assoziation von KSHV mit multiplen Myelomen diskutiert (Rettig et al. 1997; Berenson and
Vescio 1999; Tarte et al. 1999). Interssanterweise wurde bei allen diesen Krankheiten eine
pathogene Rolle fiir humanes IL-6 demonstriert (Akira et al. 1993), so daB3 es naheliegt, daf3
vIL-6 ebenfalls an der Pathogenese dieser Krankheiten beteiligt ist.

Dariiberhinaus wurde gezeigt, da3 hdmatopoetische Vorladuferzellen nur in Anwesenheit von
sIL-6R responsiv fiir IL-6 sind (Sui et al. 1995; Peters et al. 1997b; Peters et al. 1998; Peters
et al. 2001) und in transgenen Méusen, die IL-6 und sIL-6R iiberexprimieren, beobachtete
man eine ehohte und beschleunigte Entwicklung von Plasmazytomen (Schirmacher et al.

1998). Da vIL-6, wie IL-6/sIL-6R direkt gp130 stimuliert, kann man davon ausgehen, daf3
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vIL-6 und IL-6/sIL-6R &hnliche oder identische Wirkungen zeigen. Eine Stimulation von
hdmatopoetischen Zellen durch vIL-6 konnte also durchaus zur Entwicklung -einer
proliferativen Disregulationen bei der Himatopoese beitragen.

Diese Ansicht wird durch Daten von Aoki et al. (Aoki et al. 1999) unterstiitzt, die zeigen, dafl
die Injektion vIL-6 exprimierender Zellen in Miusen eine starke extramedulldre Himatopoese
induziert, wie sie auch bei transgenen Médusen, die IL-6 und sIL-6R iiberexprimieren auftritt
(Peters et al. 1996). Dartiberhinaus wird in den Miusen, die vIL-6-exprimierende Fibroblasten
beherbergen eine verstirkte Angiogenese beobachtet (Aoki et al. 1999).

Ein weiterer Zelltyp, der nur in Anwesenheit des sIL-6R responsiv fiir IL-6 ist, sind glatte
Muskelzellen (Klouche et al. 1999). Auch bei diesen Zellen entfaltet vIL-6 die gleiche
Aktivitdt wie der IL-6/sIL-6R-Komplex und aktiviert die glatten Muskelzellen Chemokine zu
produzieren (Miillberg et al. 2000). Dieser Effekt von vIL-6 und Wirkungen viral kodierter
Chemokine kénnten an der fiir Karposi Sarkome thypischen Infiltration mit entziindlichen
Zellen beteiligt sein.

Zusammengefalit kann man sagen, da3 eine Beteiligung des von KSHV-infizierten Zellen
sezernierten VvIL-6 an der Pathophysiologie von KSHV-assoziierten Krankheiten
wahrscheinlich ist. Unter diesem Aspekt zeigt sich erneut ein therapeutisches Potential von
sgpl130Fc, da dieses zu einer kompletten Inhibition der vIL-6-Aktivitit fiihrte, ohne die
biologische Aktivitit von IL-6 iiber membrangebundenen IL-6R zu beeinflussen. Sgp130Fc
ist somit vermutlich geeignet, pathogene Effekte von vIL-6 bei KSHV-assozierten

Krankheiten gezielt zu hemmen.
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V. Zusammenfassung

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zytokin, das Zielzellen durch Bindung an den
Interleukin-6-Rezeptor (IL-6R) und anschliefende Homodimerisierung des
Signaltransduktors gp130 aktiviert. Gp130 ist auch in den Rezeptor-Komplexen aller anderen
IL-6-artigen Zytokine enthalten und wird ubiquitér exprimiert, wihrend die IL-6R-Expression
hauptsidchlich auf Monozyten und Hepatozyten beschrinkt ist. IL-6 alleine kann nur Zellen
aktivieren, die IL-6R exprimieren, der Komplex aus IL-6 und einer loslichen Form des IL-6R
(sIL-6R) kann jedoch gp130 auf Zellen dimerisieren und aktivieren, die keinen IL-6R auf der
Zelloberflache tragen (,,Transsignaling™). Auch von gpl30 gibt es eine 16sliche Form
(sgp130), die in terndren Komplexen mit sIL-6R und IL-6 vorliegen kann.

Um Funktionen von sgp130 zu untersuchen, wurden rekombinante Versionen von sgp130
konstruiert, exprimiert und aufgereinigt. Die rekombinanten sgpl130 Proteine binden den
Komplex aus IL-6 und sIL-6R. Dabei gibt es keine Speziesrestriktionen zwischen Maus und
Mensch bei der Interaktion von sgp130 mit IL-6/sIL-6R.

Die sgpl30 Proteine inhibieren die IL-6/sIL-6R-induzierte Proliferation von gpl130-
exprimierenden BAF/3-Zellen, wéhrend die IL-6-induzierte Proliferation von BAF/3-Zellen,
die gp130 und membrangebundenen IL-6R exprimieren, nicht inhibiert wird. In sehr hohen
Konzentrationen fiihrt sgp130 zu einer teilweisen Inhibition der LIF- und OSM-induzierten
Proliferation; die CNTF-induzierte Proliferation wird nicht inhibiert.

Auch auf die IL-6-induzierte Akute-Phase-Protein-Synthese in humanen Hepatomzellen
(HepG2) hat sgp130 nur dann einen inhibitorischen Effekt, wenn das IL-6-Signal durch sIL-
6R vermittelt wird. Losliches gp130 inhibiert demnach selektiv sIL-6R-, Transsignaling*-
Antworten und hat keinen Einflufl auf IL-6-Antworten, die iiber membrangebundenen IL-6R
vermittelt werden.

Rekombinantes sgp130 konnte dariiber hinaus verwendet werden, um den antiapoptotischen
Effekt von IL-6 auf Lamina Propria Mononukledre Zellen von Morbus Crohn Patienten zu
inhibieren. Daraus 148t sich ableiten, dall der antiapoptotische Effekt von IL-6 bei Morbus
Crohn iiber sIL-6R vermittelt wird.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen werden, daB3 sgp130 der natiirliche
Inhibitior von sIL-6R-vermittelten IL-6-Antworten ist. Rekombinantes sgp130, insbesondere
als Fc-Fusionsprotein, kann therapeutisch genutzt werden, um spezifisch Pathomechanismen

zu hemmen, an denen sIL-6R-,, Transsignaling* beteiligt ist, z.B. bei Morbus Crohn.
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Auch bei Erkrankungen, die mit Virusinfektionen assoziiert sind, kann IL-6 eine Rolle bei der
Pathogenese spielen. Bei Krankheiten, die mit dem Karposi Sarkom assoziierten Herpesvirus
(KSHV) in Verbindung gebracht werden, wie priméres Effusions Lymphom und der
Castlemann‘ schen Krankheit wurde eine Beteiligung von humanem IL-6 nachgewiesen. Das
Genom von KSHV kodiert interessanterweise fiir Proteine mit Ahnlichkeiten zu Zytokinen
und Chemokinen, inklusive eines Homologons zu humanem IL-6.

Fiir dieses virale IL-6 (VIL-6) wurde gezeigt, da3 es IL-6-abhingige Zellen stimuliert, was auf
eine Verwendung des IL-6R-Systems hindeutet und fiir eine Beteiligung von vIL-6 an der
Pathogenese KSHV-assoziierter Krankheiten spricht.

Wihrend tiber die Frage der Beteiligung von gpl130 an der Signaltransduktion von vIL-6
Einigkeit herrscht, gibt es eine kontroverse Diskussion iiber Frage, ob der IL-6R an der
Signaltransduktion beteiligt ist oder nicht.

Um diese Frage zu kldren und um zu untersuchen, ob vIL-6 direkt an IL-6R oder gp130
bindet, wurden Immunprézipitationen mit radioaktiv markiertem vIL-6 durchgefiihrt. Dabei
zeigte vIL-6 eine direkte Interaktion mit rekombinantem gp130, nicht jedoch mit IL-6R.

Die biologische Aktivitét von vIL-6 ist IL-6R-unabhdngig. Es gibt keinen Unterschied in der
Effektivitidt von vIL-6 bei der Stimulation der Proliferation von BAF/3-Zellen die nur gp130
(BAF/gp130) oder gp130 und IL-6R exprimieren (BAF/gp130/IL-6R). Sowohl rekombinantes
sgp130, als auch neutralisierende Antikdrper gegen gp130 haben einen inhibitorischen Effekt
auf die vIL-6-induzierte Proliferation der BAF/3 Zellen, dies zeigt, daf die vIL-6 Stimulation
iiber gp130 vermittelt wird.

Ahnliche Ergebnisse wurden in Versuchen mit humanen Hepatomzellen (HepG2) erzielt. Die
Induktion der Akute-Phase-Protein-Synthese durch vIL-6 und die vIL-6-induzierte
Phosphorylierung von STAT3 in HepG2-Zellen ist IL-6R-unabhingig und durch sgp130 bzw.
gp130-Antikdrper hemmbar.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dal vIL-6 das erste bekannte Zytokin ist, welches direkt
gp130 binden und aktivieren kann. Virales IL-6 verhélt sich also wie der Komplex aus IL-6

und sIL-6R und kann spezifisch durch rekombinantes sgp130 inhibiert werden.
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VII. Anhang

1. Abkiirzungsverzeichnis

°C

u

Abb
ACK
ACT
AIDS
AK
Arg
Asp
Bq
cDNA
Ci
CNTF
CO,
cpm
CRF
CRP
CT-1
DEAE
DMEM
DMSO
DNA
E. Coli
FACS
Fc
FCS
FITC
FNIII

Grad Celsius

mikro

Abbildung
Ammoniumchlorid/Kaliumhydroxid/Karbonat/EDTA
Antichymotrypsin

»Aquired Immuno Deficiency Syndrome*
Antikorper

Arginin

Aspartat

Bequerel

komplementire DNA

Curie

,Ciliary Neurotrophic Factor*
Kohlendioxid

,counts per minute*

,Corticotropin Releasing Factor*
C-reaktives Protein

,»Cardiotrophin-1

Diethylaminoethyl

,Dulbecco's Modified Eagle's Medium*
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Echerichia Coli

,,Fluorescent Activated Cell Sorter*

,Fragment Crystallizable* kristallines Fragment (von Antikorpern)

Fotales Kilberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Fibronektin Typ III

Gramm
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Gly Glycin

GM-CSF ,Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor*
gpl130 Glykoprotein 130

h Stunde

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-ethylsulfonsdure
HHV8 Humanes Herpesvirus 8

H-IL-6 ,,Hyper-IL-6%, Fusionsprotein aus IL-6 und sIL-6R
IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

JAK Janus-Tyrosinkinase

KD Dissoziationskonstante

kDa Kilodalton

KS Karposi Sarkom

KSHV Karposi Sarkom assoziiertes Herpesvirus

1 Liter

LIF ,Leukemia Inhibitory Factor*

LPMC Lamina Propria Mononukledre Zellen

LPS Lipopolysaccharid

M mol/l

m milli

MAPK ,»Mitogen Activatet Protein Kinase*

MEK MAPK-Kinase

MIP-11 »Macrophage Inflammatory Protein-I1*

mRNA ,messenger RNA*

n nano

NF ,.Nuclear Factor*

Ni Nickel

NNT-1 ,Novel Neurotrophin-1

ORF Offener Leserahmen

OSM Onkostatin M

p pico

P Phosphat

PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektophorese



Anhang

PBS ,Phosphate Buffered Saline*

PGE Prostaglandin E

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Phe Phenylalanin

PMA ,»4B-phorbol-12-myristat-13-acetat*

R Rezeptor

RNA Ribonukeinsdure

S ,,soluble®, 16slich

SDS ,hatriumdodecylsulfate*

S-Phase Synthese-Phase

STAT ,»Signal Transducer and Activator of Transcription®
T Terra

Taq Thermophilus Aquaticus

TGF ,,Jumor Growth Factor*

™ Transmembrandoméne

TNBS Trinitrobenzenséure

TNF Tumor Nekrose Faktor

U ,Unit*

v viral

Y Tyrosin



