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Kurzreferat	

Das	Magenkarzinom	ist	die	vierthäufigste	Todesursache	unter	allen	Krebserkrankungen	weltweit	

(Sung	et	al.,	2021).	Chronische	Entzündungen	im	Magen-Darm-Trakt	unterstützen	die	Entstehung	

von	malignem	Gewebe.	 In	 dem	 hier	 gewählten	 experimentellen	 Ansatz	wird	 der	 Einfluss	 von	

Interleukin	(IL)-6	und	IL-11	auf	Magenkarzinom-	und	Immunzellen	durch	den	klassischen	oder	

trans-Signalweg	 untersucht.	 Dazu	 wurden	 kultivierte	 Magenkarzinomzelllinien,	

Monozytenzelllinien	 und	 eine	 Makrophagenzelllinie	 mit	 den	 Zytokinen	 sowie	 deren	 löslichen	

Rezeptoren	stimuliert,	um	anschließend	die	Signalintensität	des	aktivierten	signal	transducer	and	

activator	 of	 transcription	 (STAT)3	 zu	 messen.	 Gleichzeitig	 wurden	 die	 kultivierten	

Magenkarzinom-,	Monozyten-	und	Makrophagenzelllinien	auf	die	Sekretion	von	IL-6	und	IL-11	

nach	 Transforming	growth	factor	 (TGF)-b	 Stimulation	 und	 ohne	 Stimulation	 in	 den	

Zellkulturüberständen	analysiert.	Zusätzlich	wurden	sowohl	die	kultivierten	Zelllinien,	als	auch	

humane	 mononukleäre	 Zellen	 aus	 peripheren	 Blutproben	 (PBMC)	 und	 primäre	

Mausmakrophagen	 auf	 die	messenger	 Ribonukleinsäure	 (mRNA)	Expression	 der	 Zytokine,	 der	

spezifischen	 Rezeptoren	 und	 der	 gemeinsamen	 b-Untereinheit	 des	 Rezeptorkomplexes	

Glykoprotein	 130kDa	 (gp130)	 untersucht.	 Der	 klassische	 und	 der	 trans-Signalweg	 von	 IL-6	

konnte	im	Gegensatz	zu	der	IL-11	Stimulation	bei	allen	Zelllinien	eine	erhöhte	Aktivierung	von	

STAT3	auslösen.	Die	kultivierten	Zelllinien	zeigten	keine	Sekretion	von	 IL-6	oder	 IL-11	 in	den	

untersuchten	 Überständen.	 Die	 kultivierten	Monozyten	 und	 die	 humanen	 PBMC	wiesen	 eine,	

vergleichsweise	 zu	 den	 anderen	 untersuchten	 Genen,	 höhere	 IL-6	 Rezeptor	 (IL-6Ra)	 mRNA	

Expression	auf.	Sowohl	die	IL-11	als	auch	die	IL-11Ra	mRNA	Expression	war	bei	allen	Zelllinien	

und	Primärzellen	nur	gering	nachweisbar.	
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1 Einführung	

1.1 Das	Magenkarzinom	

1.1.1 Epidemiologie	
Das	Magenkarzinom	ist	der	fünfthäufigste	diagnostizierte	maligne	Tumor	weltweit	und	zudem	die	

vierthäufigste	Todesursache	unter	allen	Krebserkrankungen	(Sung	et	al.,	2021).	In	Deutschland	

erkrankten	2018	jeweils	5560	Frauen	und	9200	Männer	an	einem	Magenkarzinom.	Die	relative	

5-Jahres-Überlebensrate	liegt	bei	34	-	37%.	In	Deutschland	und	anderen	Industrienationen	ist	die	

Erkrankungs-	und	Sterberate	kontinuierlich	über	die	Jahre	gesunken,	wobei	dies	am	häufigsten	

die	Tumore	des	Magenausgangs	betrifft	(Robert	Koch	Institut,	2021).	Die	stetige	Abnahme	der	

Inzidenz	 des	 Magenkarzinoms	 ist	 durch	 multifaktorielle	 Ursachen,	 wie	 die	 verbesserten	

Hygienebedingungen,	Nahrungsmittelhaltbarkeit,	Verfügbarkeit	von	frischem	Gemüse	und	Obst,	

Zugang	zu	sauberem	Wasser	und	dem	Rückgang	der	Helicobacter	pylori	(H.	pylori)	Infektionen,	

begründet	 (Balakrishnan	 et	 al.,	 2017).	 Bei	 der	 Verbreitung	 des	 Magenkarzinoms	 existieren	

geographische	Unterschiede.	In	Japan	und	Südkorea	ist	die	Inzidenz	stark	erhöht.	Im	Gegensatz	

dazu	ist	die	Anzahl	an	Neuerkrankungen	pro	Jahr	in	Afrika	und	Nordeuropa	deutlich	niedriger	

(Bray	et	al.,	2018).	Regionen	mit	hohen	Inzidenzraten	an	Magenkarzinomen	haben	oft	auch	eine	

hohe	Rate	an	H.	pylori	Infektionen.	Allerdings	gibt	es	auch	Regionen	mit	hoher	Seroprävalenz	von	

H.	pylori,	wie	Indien,	in	der	die	Rate	an	Magenkarzinomen	niedrig	ist.	Dies	ist	am	ehesten	durch	

ein	komplexes	Zusammenspiel	der	bakteriellen	und	umweltbedingten	Einflüsse	zu	erklären	(Fock	

und	Ang,	2010).	Hierbei	kann	auch	das	Fehlen	der	Risikofaktoren	wie	Alkoholkonsum	über	45	g	

pro	 Tag,	 der	 Verzehr	 von	 verarbeiteten	 Fleisch	 und	 ein	 erhöhter	 Body-Mass-Index	 eine	 Rolle	

spielen	(Deutsches	Krebsforschungszentrum,	2020).	

1.1.2 Pathologie	
Die	 Weltgesundheitsorganisation	 unterteilt	 das	 Magenkarzinom	 nach	 dem	 histologischen	

Erscheinen	in	tubuläre,	papilläre	oder	muzinöse	Adenokarzinome	oder	Siegelringzellkarzinome	

(Hamilton	 und	Aaltonen,	 2000).	 In	 der	 Lauren	Klassifikation	wird	 das	Magenkarzinom	 in	 den	

intestinalen	 Typ	 und	 den	 diffusen	 Typ	 unterschieden	 (Lauren,	 1965).	 Der	 intestinale	 Typ	 ist	

charakterisiert	durch	eine	Abfolge	von	histologischen	Veränderungen,	genannt	Correa-Kaskade	

(Abb.	 1).	 Zu	 Beginn	 ist	 die	 Magenschleimhaut	 durch	 die	 nicht-atrophische	 Gastritis	 mit	 der	

vermehrten	 Einwanderung	 von	 mononukleären	 Leukozyten	 oder	 neutrophilen	 Granulozyten	

gekennzeichnet.	Die	häufigste	Ursache	 für	die	Entstehung	dieser	Entzündung	 ist	eine	H.	pylori	

Infektion.	Die	 Infiltration	von	den	Immunzellen	 in	das	Epithelgewebe	kann	zu	Mikroabszessen	

führen.	 Charakteristisch	 für	 die	 fortschreitende	 chronische	 Gastritis	 ist	 eine	 lymphozytäre	
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Ansammlung	 von	 Zellen	mit	Keimzentren	 (Correa	 und	Piazuelo,	 2012).	Nach	 der	 chronischen	

Gastritis	atrophieren	die	Drüsen	multifokal	(Correa	et	al.,	1970).	Die	Lamina	propria,	welche	sich	

direkt	 unter	 dem	 Epithelgewebe	 befindet,	 kann	 im	 Rahmen	 der	 chronischen	 Entzündung	

fibrosieren.	Auf	die	Atrophie	folgt	die	Metaplasie,	welche	in	zwei	Typen	unterteilt	wird.	Bei	der	

intestinalen	Metaplasie	vom	Dünndarmtyp	wird	das	Gewebe	durch	Becherzellen,	Enterozyten	mit	

Mikrovilli	und	Paneth-Zellen	ersetzt.	Die	 intestinale	Metaplasie	vom	Dickdarmtyp	zeigt	keinen	

Bürstensaum	und	besteht	vorwiegend	aus	Becherzellen.	 In	Biopsien	können	beide	Formen	der	

Metaplasie	gefunden	werden.	Die	darauffolgende	Dysplasie	zeigt	vergrößerte,	hyperchromatische	

und	 gedrängte	 Zellkerne.	 Allerdings	 verbleiben	 die	 Zellen	 oberhalb	 der	 Basalmembran.	 Die	

Drüsen	 sind	 irregulär.	 Das	 invasive	 Adenokarzinom	 entsteht	 durch	 die	 Penetration	 von	

neoplastischen	Zellen	in	das	angrenzende	Stroma	(Correa	und	Piazuelo,	2012).	

	

Abb.	1:	Schematische	Darstellung	der	Correa-Kaskade.	Die	histologischen	Veränderungen	folgen	zeitlich	aufeinander.	H.	
pylori	beeinflusst	die	Entstehung	der	nicht-atrophischen	Gastritis.	Aus	dieser	entwickelt	sich	die	mutifokale	atrophische	
Gastritis.	Bei	der	Metaplasie	wird	das	ursprüngliche	Epithelgewebe	durch	Zellen	ersetzt,	welche	physiologisch	für	den	Darm	
charakteristisch	 sind.	 Die	 Dysplasie	 zeigt	 vergrößerte,	 hyperchromatische	 und	 gedrängte	 Zellkerne.	 Aus	 der	 Dysplasie	
entwickelt	sich	letztendlich	das	Adenokarzinom.	
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1.1.3 Therapie	
Grundpfeiler	 der	 Therapie	 des	 Magenkarzinoms	 sind	 laut	 den	 Leitlinien	 der	 Deutschen	

Krebsgesellschaft	die	Resektion	und	die	Chemotherapie.	Die	Resektion	 ist	die	einzige	kurative	

Behandlung.	Sie	kann	endoskopisch	oder	chirurgisch	erfolgen.	Für	die	endoskopische	Therapie	

eignen	 sich	 nur	 intraepitheliale	 Neoplasien	 oder	 Magenfrühkarzinome	 (Leitlinienprogramm	

Onkologie,	2019).	Der	Vergleich	zwischen	der	endoskopischen	Abtragung	und	der	Gastrektomie	

zeigte	 in	 einer	 retrospektiven	 Kohortenstudie,	 dass	 die	 Komplikationsrate	 und	

Krankenhausverweildauer	bei	der	chirurgischen	Therapie	anteilig	höher	war	(Chiu	et	al.,	2012).	

Das	 Ziel	 der	 Resektion	 ist	 eine	 vollständige	 Entfernung	 des	 Tumors	 und	 der	 regionären	

Lymphknoten,	 wobei	 die	 proximalen,	 distalen	 und	 zirkumferentiellen	 tumorfreien	

Resektionsränder	histologisch	bestätigt	werden	müssen.	Das	Ausmaß	der	Resektion	wird	durch	

die	 Tumorlokalisation,	 die	 Tumor-Nodus-Metastasen	 (TNM)-Klassifikation	 und	 den	

histologischen	Typ	bestimmt.	Wenn	eine	alleinige	Resektion	nicht	ausreicht,	kann	zusätzlich	eine	

perioperative	Chemotherapie	durchgeführt	werden	(Leitlinienprogramm	Onkologie,	2019).	Die	

perioperative	Chemotherapie	mit	der	Kombination	aus	Fluorouracil,	Leukovorin,	Oxaliplatin	und	

Doxataxel	zeigte	in	einer	Phase	II/III	Studie	nicht	nur	ein	verbessertes	Gesamtüberleben,	sondern	

auch	 eine	 verbesserte	 Resektabilität	 und	 krankheitsfreies	 Überleben	 im	 Vergleich	 zu	 der	

Kombination	aus	Epirubicin,	Cisplatin	und	Fluorouracil	(Al-Batran	et	al.,	2019).	Zur	palliativen	

Therapie	wird	Patienten	in	gutem	Allgemeinzustand	ebenfalls	eine	systemische	Chemotherapie	

empfohlen.	 Bei	 HER2-überexprimierenden	 Tumoren	 kann	 die	 Chemotherapie	 um	 den	

monoklonalen	Antikörper	Trastuzumab	erweitert	werden	(Bang	et	al.,	2010;	Leitlinienprogramm	

Onkologie,	2019).	Ramucirumab	inhibiert	die	Angiogenese	des	Tumors	und	konnte	anschließend	

an	eine	Erstlinien-Chemotherapie	einen	Überlebensvorteil	bei	Patienten	mit	 fortgeschrittenem	

Magenkarzinom	zeigen	(Fuchs	et	al.,	2014).	Die	Dauer	der	medikamentösen	Tumortherapie	wird	

in	 Abhängigkeit	 vom	 Ansprechen	 des	 Tumors,	 der	 therapieassoziierten	 Toxizität	 und	 der	

Patientenvorstellungen	 entschieden.	 Zur	 Symptomlinderung	 kommen	 ebenfalls	

Stentimplantationen,	 jejunale	 Ernährungsfisteln	 oder	 auch	 eine	 Radiotherapie	 in	 Betracht	

(Leitlinienprogramm	Onkologie,	2019).	 	
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1.2 Zytokine	
Zytokine	 sind	 endogene	 Proteine,	 welche	 von	 verschiedenen	 Zelltypen	 in	 fast	 allen	 Geweben	

produziert	werden	können.	Ihre	Wirkung	ist	meist	autokrin	oder	parakrin	vermittelt	und	hängt	

von	der	Oberflächenexpression	der	spezifischen	Rezeptoren	ab.	Die	Zytokine	werden	eingeteilt	in	

Chemokine,	 Interferone	 und	 Interleukine.	 Interleukine	 haben	 vielfältige	 Funktionen	 und	 sind	

unter	 anderem	 für	 die	 Proliferation	 und	 Differenzierung	 von	 Zellen	 des	 angeborenen	 oder	

erworbenen	Immunsystems	verantwortlich.	Aufgrund	ihrer	Struktur	und	ihrer	Rezeptoren	kann	

man	sie	in	unterschiedliche	Familien	einteilen.	

1.2.1 IL-6-Zytokinfamilie	und	ihre	Rezeptoren	
Zur	 IL-6-Familie	 zählen	 neben	 IL-6	 ebenfalls	 IL-11,	 ciliary	 neurotrophic	 factor	 (CNTF),	

cardiotrophin-like	cytokine	(CLC),	Leukämie-inhibierender	Faktor	(LIF),	Cardiotrophin-1	(CT-1),	

Onkostatin	M	 (OSM),	 IL-27,	 IL-31	und	Neuropoeitin	 (NP-1)	 (Derouet	 et	 al.,	 2004;	Dillon	et	 al.,	

2004;	Grötzinger,	2002;	Pflanz	et	al.,	2004).	Ihr	gemeinsames	Strukturelement	ist	ein	Bündel	aus	

vier	a-Helices,	die	in	einer	up-up-down-down	Topologie	angeordnet	sind.	Allerdings	weisen	diese	

nur	eine	geringe	Sequenzhomologie	auf	(Bazan,	1990;	Spangler	et	al.,	2015).	Außer	IL-31	nutzen	

alle	Zytokine	der	IL-6-Familie	das	Transmembranprotein	gp130	zur	Signaltransduktion	(Diveu	et	

al.,	2003).	Gp130	ist	die	b-Untereinheit	des	Rezeptorkomplexes	und	wird	im	Gegensatz	zu	den	

a-Untereinheiten	ubiquitär	auf	allen	Zellen	exprimiert	(Hibi	et	al.,	1990).	Die	Zytokine	IL-6	und	

IL-11	sind	die	einzigen	der	IL-6-Zytokinfamilie,	deren	Signalweg	durch	eine	Homodimerisierung	

von	gp130	aktiviert	wird	(Heinrich	et	al.,	2003).	Der	IL-6Ra	wird	nur	auf	Hepatozyten	und	einigen	

lymphozytären	Zellen,	wie	Monozyten,	Makrophagen,	neutrophilen	Granulozyten,	B-Zellen	und	

Untergruppen	der	T-Zellen	exprimiert	(Chalaris	et	al.,	2011).	Der	IL-11Ra	existiert	in	2	Isoformen.	

IL-11Ra1	 wird	 in	 geringen	 Mengen	 in	 vielen	 Organen,	 wie	 beispielsweise	 dem	 Dünndarm	

exprimiert	(Davidson	et	al.,	1997;	Romas	et	al.,	1996).	Dem	IL-11Ra2	fehlt	der	zytoplasmatische	

Anteil	und	wird	nur	im	Thymus,	den	Lymphknoten	und	den	Hoden	exprimiert	(Robb	et	al.,	1997).	

1.2.2 Klassischer	Signalweg	von	IL-6	und	IL-11	
Für	den	klassischen	Signalweg	von	IL-6	bindet	das	Zytokin	zunächst	an	den	membranständigen	

IL-6Ra.	 Nachdem	 IL-6	 gebunden	 an	 den	 spezifischen	 Rezeptor	 ebenfalls	 an	 gp130	 bindet,	

dimerisiert	 dieses	und	 aktiviert	 die	 intrazelluläre	 Signalkaskade	 (Hibi	 et	 al.,	 1990;	Taga	 et	 al.,	

1989).	Jeweils	zwei	Moleküle	Zytokin,	Zytokinrezeptor	und	gp130	bilden	somit	einen	hexameren	

Komplex	 (Boulanger	 et	 al.,	 2003).	 IL-6	 und	 IL-11	 sind	 die	 einzigen	 Zytokine	 der	 IL-6-

Zytokinfamilie,	welche	 durch	 die	Homodimerisierung	 von	 gp130	 die	 Signalkaskade	 aktivieren	

(Heinrich	et	al.,	2003).	Die	Hauptakteure	der	Signalweiterleitung	von	gp130	ist	die	Januskinase	

(Jak)1,	welche	konstitutiv	an	gp130	gebunden	ist,	und	STAT3	(Garbers	et	al.,	2018;	Schaper	und	

Rose-John,	 2015).	 Intrazellulär	 aktiviert	 gp130	 die	 Januskinase,	 welche	 STAT3	 durch	
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Phosphorylierung	am	Tyrosin	705	aktiviert.	 IL-11	bindet	an	den	 IL-11Ra	und	vermittelt	 seine	

Wirkung	ebenfalls	über	die	Homodimerisierung	von	gp130	und	die	anschließende	Aktivierung	

von	 der	 an	 gp130	 gebundenen	 Kinase	 Jak1.	 Somit	 führt	 der	 klassische	 Signalweg	 von	 IL-11	

ebenfalls	zur	Phosphorylierung	am	Tyrosin	705	von	STAT3	(Abb.	2)	(Pflanz	et	al.,	1999).	

Die	klassischen	Signalwege	von	IL-6	und	IL-11	unterscheiden	sich	demnach	durch	die	Expression	

ihrer	spezifischen	Rezeptoren	auf	unterschiedlichen	Zelltypen	(Garbers	et	al.,	2012).	Nach	der	

Aktivierung	 von	 STAT3	 bildet	 dieses	 Homodimere	 und	 kann	 anschließend	 in	 den	 Zellkern	

gelangen.	Im	Zellkern	fungiert	STAT3	als	Transkriptionsfaktor	(Aggarwal	et	al.,	2006;	Levy	und	

Darnell,	2002).	Ein	Zielgen	von	STAT3	ist	der	negative	Regulator	suppressor	of	cytokine	signaling	

(SOCS)3	(Croker	et	al.,	2003).	Es	bindet	an	das	phosphorylierte	Tyrosin	759	im	Menschen	und	in	

Mäusen	 an	 das	 phosphorylierte	 Tyrosin	 757	 von	 gp130.	 SOCS3	 verhindert	 die	 weitere	

Signaltransduktion	durch	erhöhten	Rezeptorabbau	und	Hemmung	der	Funktion	der	Januskinasen	

(Babon	et	al.,	2012;	Nicholson	et	al.,	2000;	Sasaki	et	al.,	1999;	Schmitz	et	al.,	2000).		

Abb.	2:	Schematische	Darstellung	des	klassischen	Signalweges	von	IL-6	und	IL-11	durch	den	spezifischen	Rezeptor	und	
gp130.	 Intrazellulär	 aktiviert	 gp130	 die	 Jak1.	 STAT3	 dimerisiert	 nach	 Phosphorylierung	 durch	 Jak1	 und	 kann	
anschließend	in	den	Zellkern	translozieren.	
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1.2.3 Trans-Signalweg	von	IL-6	und	IL-11	
Neben	dem	klassischen	Signalweg	über	den	membrangebundenen	IL-6Ra	gibt	es	eine	alternative	

Möglichkeit	 der	 zellulären	 Aktivierung	 durch	 IL-6.	 Eine	 lösliche	 Form	 des	 IL-6Ra	 (sIL-6Ra)	

konnte	in	humanen	Blutproben	und	Urin	identifiziert	werden	(Honda	et	al.,	1992;	Novick	et	al.,	

1989).	Erhöhte	Spiegel	von	sIL-6Ra	fanden	sich	bei	HIV-Patienten,	Patienten	mit	monoklonaler	

Gammopathie,	 Non-Hodgkin-Lymphomen,	 chronisch	 lymphatischer	 Leukämie,	 endokriner	

Orbitopathie	und	multipler	Sklerose	(Honda	et	al.,	1992;	Lavabre-Bertrand	et	al.,	1995;	Padberg	

et	 al.,	 1999;	 Slowik	 et	 al.,	 2012).	 Es	 wird	 angenommen,	 dass	 die	 pro-inflammatorischen	

Funktionen	von	IL-6	durch	den	trans-Signalweg	vermittelt	werden	(Rose-John,	2012).	Der	trans-

Signalweg	 ist	 beispielsweise	 verantwortlich	 für	 die	 Entwicklung	 eines	 hepatozellulären	

Karzinoms	(Bergmann	et	al.,	2017).	Der	lösliche	Rezeptor	entsteht	vor	allem	durch	Proteolyse	des	

membrangebundenen	 Rezeptors	 durch	 die	 Metalloproteasen	 ADAM10	 oder	 ADAM17	

(Riethmueller	et	al.,	2017).	Er	kann	aber	auch	durch	alternatives	Spleissen	der	mRNA	gebildet	

werden	(Lust	et	al.,	1992).		

	 	

Abb.	3:	Schematische	Darstellung	des	trans-Signalweges.	Der	lösliche	Rezeptor	sIL-6Ra	oder	sIL-11Ra	bindet	IL-6	bzw.	
IL-11.	Die	Signalweiterleitung	erfolgt	dann	über	das	membranständige	gp130,	welches	auf	allen	Zellen	exprimiert	wird.	
Die	Jak1	aktiviert	darauffolgend	STAT3	und	dieses	kann	in	den	Zellkern	translozieren.	
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Der	 lösliche	 Rezeptor	 ist	 in	 der	 Lage	 IL-6	 zu	 binden	 und	 kann	 als	 IL-6/sIL-6R	 Komplex	

membranständiges	 gp130	 auf	 Zellen	 aktivieren,	 welche	 keinen	 membranständigen	 IL-6Ra	

besitzen,	wie	in	Abb.	3	dargestellt	(Rose-John	und	Heinrich,	1994).	Die	lösliche	Form	von	gp130	

(sgp130)	konnte	ebenfalls	in	humanen	Blut	nachgewiesen	werden	(Narazaki	et	al.,	1993).	Jostock	

et	al.	zeigten,	dass	rekombinantes	sgp130	den	trans-Signalweg	von	IL-6	spezifisch	blocken	kann,	

ohne	 dabei	 den	membranständigen	 IL-6Ra	 zu	 beeinflussen	 (Jostock	 et	 al.,	 2001).	 Es	 wurden	

mittlerweile	 verschiedene	 Isoformen	 des	 löslichen	 gp130	 nachgewiesen,	 welche	 von	

unterschiedlichen	 Zelltypen	 exprimiert	 werden.	 Abhängig	 von	 der	 spezifischen	 Isoform	 des	

sgp130	ist	auch	die	Effizienz	der	Blockierung	des	trans-Signalweges	(Wolf	et	al.,	2016).	IL-11	und	

sIL-11Ra	können	ebenfalls	STAT3	aktivieren	(Pflanz	et	al.,	1999).	Der	sIL-11Ra	wurde	bisher	nur	

in	einigen	Serumproben	von	gesunden	Menschen	nachgewiesen.	Der	lösliche	Rezeptor	konnte	in	

vitro	durch	ADAM10	und	nicht	durch	ADAM17	freigesetzt	werden.	Zusätzliche	Sheddasen	für	den	

IL-11Ra	 sind	 neutrophile	 Elastase,	 Proteinase	 3	 und	 rhomboide	 intramembranöse	 Protease	

RHBDL2	(Koch	et	al.,	2021;	Lokau	et	al.,	2016).	

1.2.4 Einfluss	von	STAT3	auf	den	Zellzyklus	
Die	vermehrte	Proliferation	von	Zellen	ist	charakteristisch	für	die	Tumorentstehung	durch	den	

Verlust	 der	 Zellzykluskontrolle.	 STAT3	 kann	 die	 Apoptose	 durch	 die	 Hochregulierung	 von	

überlebensfördernden	 Proteinen	 wie	 z.B.	 B-cell	 lymphoma	 (Bcl)-2,	 Bcl-XL,	 myeloid	 leukemia	

(Mcl)-1	und	Survivin	hemmen	(Bromberg	et	al.,	1999;	Kanda	et	al.,	2004;	Rahaman	et	al.,	2002).	

Gemeinsam	mit	c-jun	hemmt	STAT3	die	extrinsische	Apoptose	durch	Herunterregulierung	der	

Fas-Rezeptor	Expression	auf	der	Zelloberfläche.	Der	Zelltod	durch	die	Bindung	des	Fas-Liganden	

kann	somit	nicht	stattfinden	(Ivanov	et	al.,	2001).	STAT3	greift	ebenfalls	 in	den	Zellzyklus	ein,	

indem	es	die	Expression	von	 c-myc	und	Cyclin	D1	 fördert	 (Bromberg	et	 al.,	 1999).	Außerdem	

scheint	STAT3	bei	der	Hochregulierung	von	Cyclin	B1	und		der	Cyclin-abhängigen	Kinase	1	(CDK1)	

beteiligt	 zu	 sein	 (Wang	 et	 al.,	 2014).	 Der	 Transkriptonsfaktor	 führt	 ebenfalls	 zu	 einer	

Herunterregulierung	 des	 natürlichen	 Inhibitors	 p21,	 welcher	 die	 Cyclin-abhängigen	 Kinasen	

hemmt	(Bollrath	et	al.,	2009).	Angiogenese	ist	ein	weiterer	wichtiger	Faktor	für	die	Tumorgenese.	

STAT3	 erhöht	 die	 Vascular	 Endothelial	 Growth	 Factor	 (VEGF)	 Expression	 und	 fördert	 damit	

Wachstum,	 Gefäßneubildung	 und	 Metastasierung	 (Wei	 et	 al.,	 2003).	 STAT3	 induziert	 bei	

Sauerstoffmangel	im	Gewebe	den	Hypoxie-induzierten-Faktor	(HIF)-1a	und	formt	Komplexe	mit	

diesem.	Somit	ist	die	Expression	von	Zielgenen	wie	VEGF	möglich	(Lang	et	al.,	2007).	STAT3	kann	

zudem	durch	 eine	Aktivierung	 der	Matrix-Metalloproteinase	 (MMP)-2	 die	Metastasierung	 von	

Tumoren	fördern	(Xie	et	al.,	2004).		
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1.2.5 Biologische	Funktionen	von	IL-6	
IL-6	 ist	 ein	 pleiotropes	 Zytokin	 mit	 vielen	 pro-	 und	 anti-inflammatorischen	 Funktionen.	 IL-6	

aktiviert	 mehrere	 Akute-Phase-Proteine,	 wie	 das	 C-reaktive	 Protein,	 Serum-Amyloid-A,	

Fibrinogen,	 Haptoglobin	 und	 a1-Antichymotrypsin.	 Zusätzlich	 reduziert	 IL-6	 die	 Anti-Akute-

Phase-Proteine	 Albumin	 und	 Transferrin	 (Castell	 et	 al.,	 1989).	 Bei	 einer	 Sepsis	 kann	 IL-6	 als	

prognostischer	 Laborparameter	 für	 den	 Erfolg	 der	 antibiotischen	 Therapie	 dienen.	 Eine	 der	

ersten	entdeckten	Wirkungen	von	 IL-6	 ist	die	 Stimulation	der	Differenzierung	von	aktivierten	

B-Zellen	in	Antikörper-produzierende	Plasmazellen	(Yoshizaki	et	al.,	1984).	Daher	kann	es	auch	

als	 autokriner	 Wachstumsfaktor	 für	 reife	 B-Zell-Neoplasien	 wirken,	 beispielsweise	 beim	

Multiplen	 Myelom	 (Kawano	 et	 al.,	 1988).	 Im	 Knochenmark	 fördert	 IL-6	 die	

Megakaryozytenreifung	und	somit	den	Anstieg	der	Thrombozyten	im	Blut	(Ishibashi	et	al.,	1989).	

IL-6	stimuliert	gemeinsam	mit	TGF-b	die	spezifische	Differenzierung	von	naiven	CD4+-T-Zellen	zu	

TH17-Zellen	 (Korn	 et	 al.,	 2009).	 Zudem	 hemmt	 IL-6	 die	 TGF-b-induzierte	 Differenzierung	 von	

regulatorischen	 T-Zellen	 (Bettelli	 et	 al.,	 2006).	 Eine	 gestörte	 Balance	 der	 TH-Subpopulationen	

zugunsten	 von	 TH17-Zellen	 kann	 zu	 Autoimmunkrankheiten	 führen.	 Bei	 der	 dermalen	

Erkrankung	 Psoriasis	 steigert	 IL-6	 die	 Keratozytenproliferation	 (Grossman	 et	 al.,	 1989).	 In	

Fibroblasten-ähnlichen	 Synovialzellen	 stimuliert	 IL-6	 den	 RANK-Liganden	 über	 den	 trans-

Signalweg,	welcher	Osteoklasten	aktiviert	und	somit	zur	Knochenresorption	 führt	 (Hashizume	

und	 Hayakawa,	 2008).	 IL-6	 konnte	 in	 der	 Synovialflüssigkeit	 der	 Gelenke	 von	 Patienten	 mit	

aktiver	 rheumatoider	 Arthritis	 nachgewiesen	 werden	 (Hirano	 et	 al.,	 1988).	 In	 synovialen	

Fibroblasten,	 welche	 von	 rheumatoider	 Arthritis	 betroffenen	 sind,	 fördert	 IL-6	 außerdem	 die	

Produktion	 von	 VEGF	 (Nakahara	 et	 al.,	 2003).	 Zusätzlich	 konnte	 bei	 Patienten	mit	 Covid-19-

Infektion	ein	Zusammenhang	zwischen	 IL-6	Serumspiegeln	und	der	Prognose	der	Erkrankung	

gezeigt	werden	(Wu	et	al.,	2021).	Tocilizumab,	ein	monoklonaler	Antikörper	gegen	den	IL-6Ra,	

ist	 in	 der	 Europäischen	 Union	 bereits	 zur	 Behandlung	 von	 rheumatoider	 Arthritis,	 aktiver	

systemischer	juveniler	idiopathischer	Arthritis,	polyartikulärer	juveniler	idiopathischer	Arthritis,	

Riesenzellarteriitis,	 schwerer	 Covid-19-Infektion	 und	 dem	 Zytokin-Freisetzungs-Syndrom	

zugelassen	(European	Medicines	Agency,	2021).	Die	Bedeutung	von	IL-6	bei	der	Tumorgenese	

wird	in	Kapitel	1.2.7	beschrieben.	

1.2.6 Biologische	Funktionen	von	IL-11	
IL-11	wurde	zuerst	im	Überstand	von	kultivierten	Fibroblasten	entdeckt,	welche	die	Proliferation	

von	IL-6-abhängigen	Plasmozytomzellen	und	deren	Immunglobulin	(Ig)G-Produktion	stimuliert	

(Paul	et	al.,	1990).	IL-11	steigert	die	Thrombopoese	und	ist	in	den	USA	in	rekombinanter	Form	als	

Therapeutikum	 nach	 Chemotherapie	 zugelassen	 (Cantor	 et	 al.,	 2003).	 Das	 Zytokin	 stimuliert	

außerdem	die	Erythropoese	und	die	Aktivierung	von	Megakaryozyten		und	unterstützt	zusätzlich	

die	Makrophagenproliferation	(Du	und	Williams,	1994;	Musashi	et	al.,	1991;	Weich	et	al.,	1997).	
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Den	 Behandlungserfolg	 von	Knochenmarkstransfers	 in	Mäusen	 kann	man	 zudem	durch	 IL-11	

verbessern	(Holyoake	et	al.,	1996).	Erhöhte	IL-11	Werte	sind	mit	kardialen	Komplikationen	bei	

Patienten	mit	chronischer	Herzinsuffizienz	assoziiert	(Ye	et	al.,	2019).	Durch	TGF-b	wird	die	IL-11	

Expression	induziert	und	somit	die	Entstehung	von	kardiovaskulärer	Fibrose	gefördert	(Schafer	

et	 al.,	 2017).	 IL-11	wird	 ebenfalls	 vermehrt	 in	 dem	 Lungengewebe	 von	 Patienten	 exprimiert,	

welche	an	idiopatischer	pulmonaler	Fibrose	erkrankt	sind	(Strikoudis	et	al.,	2019).	Bei	den	Lebern	

von	 Mäusen,	 welche	 IL-11	 Injektionen	 erhalten	 hatten,	 wurden	 erhöhte	 Fibrosemarker,	

Entzündungsreaktionen	und	Zelltod	der	Hepatozyten	nachgewiesen.	Neutralisierende	Antikörper	

gegen	 IL-11	 bewirkten	 eine	 Reduktion	 der	 Fibrose,	 Steatose,	 Zelltod	 der	 Hepatozyten,	

Entzündung	und	Hyperglykämie	in	Mäusen	mit	einer	Diät-induzierten	Steatohepatitis	(Widjaja	et	

al.,	2019).	In	der	Tumorgenese	spielt	IL-11	ebenfalls	eine	Rolle.	Yamazumi	et	al.	konnten	sowohl	

eine	Überexpression	von	 IL-11	als	auch	 IL-11Ra	 im	kolorektalem	Adenokarzinom	nachweisen	

(Yamazumi	 et	 al.,	 2006).	 Die	 erhöhte	 Expression	 des	 IL-11Ra	 konnte	 in	 Proben	 von	

Prostatakarzinomen	 nachgewiesen	 werden.	 IL-11	 im	 Serum	 könnte	 sogar	 ein	 möglicher	

Tumormarker	beim	Prostatakarzinom	darstellen	(Zurita	et	al.,	2004).		

1.2.7 Bedeutung	von	IL-6	und	IL-11	im	Magen-Darm-Trakt	
Karzinome	entstehen	durch	das	unkontrollierte	Wachstum	eines	bestimmen	Zelltyps	und	gehen	

mit	der	Invasion	des	umliegenden	Gewebes	einher	sowie	der	Ausbreitung	von	malignen	Zellen	

über	die	Blut-	 oder	 Lymphbahnen.	 Chronische	Entzündungsreaktionen	unterstützen	dabei	 die	

Entstehung	des	malignen	Gewebes	vor	allem	 im	Magen-Darm-Trakt	(Karin	und	Greten,	2005).	

Patienten	mit	 aktiver	 Colitis	 ulcerosa,	 einer	 inflammatorischen	Darmerkrankung,	 zeigten	 eine	

höhere	IL-6	Expression	und	STAT3-Phosphorylierung	in	den	epithelialen	Kolonzellen.	Beides	ist	

ebenfalls	bei	dem	Fortschreiten	in	dysplastische	Zellen	und	Tumorzellen	erhöht.	Die	Expression	

des	 negativen	 Regulators	 SOCS3	 reduziert	 sich	 während	 der	 Entwicklung	 eines	 kolorektalen	

Karzinoms	(Li	et	al.,	2010).	In	einem	STAT3∆IEC	Mausmodell	von	Bollrath	et	al.	zeigten	Mäuse	mit	

fehlender	 STAT3	 Expression	 in	 den	 Epithelzellen	 des	 Darms	 keine	 tubulären	 Adenome	 im	

Vergleich	zu	einer	Kontrollgruppe	nach	Gabe	von	Azoxymethan.	 Im	Gegensatz	dazu	 ist	 in	dem	

gp130Y757F	Mausmodell	 gp130	mutiert,	 so	dass	SOCS3	nicht	an	Tyrosin	757	binden	kann.	Dies	

führt	zu	einer	Hyperaktivierung	von	STAT3,	da	der	negative	Regulator	des	Signalweges	durch	das	

mutierte	gp130	seine	Funktion	verliert.	Diese	Mäuse	zeigten	eine	erhöhte	Anzahl	und	Größe	der	

induzierten	Tumore	im	Vergleich	zu	Wildtyp	Mäusen.	Die	Funktionsgewinnmutation	gp130Y757F	

hatte	 zusätzlich	 einen	 erhöhten	 Bromdesoxyuridin-Proliferationsindex	 verglichen	 mit	 den	

STAT3∆IEC	Mäusen,	welche	kein	STAT3	in	den	Epithelzellen	des	Darms	exprimieren.	Diese	Mäuse	

wiesen	 sogar	 eine	 erhöhte	 Apoptoserate	 auf.	 Das	 STAT3-kompetente	 Vergleichsmausmodell	

STAT3fIox	zeigte	außerdem	eine	Induktion	der	antiapoptotischen	Zielproteine	Bcl-XL	und	Survivin.	

In	 den	 STAT3∆IEC	Mäusen	 fiel	 allerdings	 im	 Vergleich	 zu	 den	 STAT3fIox	Mäusen	 eine	 erhöhte	
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Zerstörung	der	Kolonmukosa	auf.	Gp130Y757F/Il6-/-	und	gp130Y757F/Il11ra-/-	Mäuse	entwickelten	

beide	den	hyperproliferativen	Phänotyp.	Das	gp130Y757F/Il11ra-/-/Il6-/-	Mausmodell,	bei	welchem	

beide	 Zytokinwirkungen	 fehlen,	 zeigte	 eine	 Reduktion	 in	 der	 Proliferationsrate.	 Dies	 legt	 die	

redundante	Funktion	von	IL-6	und	IL-11	im	Darm	bei	den	gp130Y757F	Mäusen	nahe	(Bollrath	et	al.,	

2009).	Putoczki	et	al.	zeigten	ebenfalls	eine	IL-11	abhängige	Tumorgenese	in	Kolontumoren	und	

Magentumoren	 unabhängig	 von	 hämatopoetischen	 Zellen.	 Das	 Einsetzen	 von	 mIL-11	 Mutein,	

einem	 Antagonisten	 des	 IL-11	 Signalweges,	 führte	 zu	 einer	 verminderten	 Tumorlast	 und	

epithelialer	Hyperplasie	in	Mäusen	(Putoczki	et	al.,	2013).	

In	humanen	Adenokarzinomen	des	Magens	konnte	eine	erhöhte	IL-11	Expression	nachgewiesen	

werden	(Ellmark	et	al.,	2006).	Nakayama	et	al.	untersuchten	73	Fälle	von	chirurgisch	resezierten	

humanen	Magenkarzinomen.	 In	der	 immunhistochemischen	Färbungen	 für	 IL-11	und	 IL-11Ra	

konnten	beide	Proteine	nachgewiesen	werden.	Die	IL-11Ra	Expression	wurde	besonders	in	den	

invasiven	Anteilen	des	Primärtumors	gefärbt.	Die	Expression	von	IL-11	war	deutlich	höher	 im	

intestinalen	 Typ	 als	 im	 diffusen	 Typ	 (Nakayama	 et	 al.,	 2007).	 Zwischen	 erhöhten	 IL-6	

Serumwerten	 und	 der	 Größe	 des	 Tumors	 sowie	 venöse	 und	 lymphatische	Metastasierung	 bei	

Patienten	mit	Magenkarzinom	konnte	ebenso	ein	signifikanter	Zusammenhang	gezeigt	werden	

(Ashizawa	et	al.,	2005).	In	humanen	Magengewebeproben	von	Patienten	mit	H.	pylori	Infektion,	

welches	den	Hauptrisikofaktor	für	die	Entwicklung	eines	Magenkarzinoms	darstellt,	wurde	eine	

erhöhte	 STAT3	 Aktivierung	 nachgewiesen	 (Jackson	 et	 al.,	 2007).	 H.	 pylori	 induziert	 die	

Aktivierung	 von	 STAT3	 sowohl	 in	 vitro	 als	 auch	 in	 vivo.	 Diese	 H.	 pylori	 mediierte	 STAT3	

Aktivierung	benötigt	den	IL-6Ra,	 ist	allerdings	unabhängig	von	IL-6	oder	IL-11.	Das	Zytotoxin-

assoziierte-Gen-A-Protein	 (CagA)	 von	 H.	 pylori,	 welches	 in	 die	 Epithelzellen	 der	

Magenschleimhaut	gelangt,	 ist	notwendig	für	die	Phosphorylierung	von	STAT3	und	scheint	die	

Dimerisierung	von	gp130	indirekt	zu	fördern	(Bronte-Tinkew	et	al.,	2009).	Ernst	et	al.	zeigten	im	

gp130Y757F	Mausmodell,	dass	IL-11	mRNA	und	Proteinspiegel	in	den	Tumoren	des	Magens	erhöht	

waren.	 In	diesen	Läsionen	war	die	Genexpression	von	 IL-6	 zwar	 auch	 erhöht,	 jedoch	deutlich	

weniger	als	IL-11.	Die	Rezeptorexpression	beider	Zytokine	blieb	unverändert	im	Vergleich	zu	den	

Wildtyp	Mäusen.	Außerdem	zeigten	gp130Y757F/Il11ra-/-	Mäuse	keine	Tumore	und	unterschieden	

sich	nicht	in	der	Morphologie	zu	den	Mägen	in	den	Wildtyp	Mäusen.	Dem	gegenüber	konnte	eine	

genetische	 Deletion	 von	 IL-6	 in	 den	 gp130Y757F/Il6-/-	 Mäusen	 die	 Tumorgenese	 nicht	

unterdrücken.	 Ebenfalls	 blieben	 die	 inflammatorischen	 Zellinfiltrate	 erhalten.	 In	 den	

gp130Y757FIl11ra-/-	Mäusen	konnte	eine	deutliche	Reduktion	der	STAT3	Aktivierung	und	SOCS3	

Expression	nachgewiesen	werden.	Zudem	zeigten	gp130Y757F	Mäuse	eine	erhöhte	Expression	der	

STAT3	Zielgene	Cyclin	D1,	c-myc,	Survivin,	Bcl-XL	und	Matrix	Metallopeptidase	13	(Ernst	et	al.,	

2008).	Dies	legt	eine	vermehrte	Bedeutung	von	IL-11	in	der	Tumorgenese	des	Magenkarzinoms	

nahe.	IL-6	scheint	hier	dagegen	eine	eher	untergeordnete	Rolle	zu	spielen.	 	
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1.3 Zielsetzung	
Das	Magenkarzinom	ist	der	fünfthäufigste	diagnostizierte	maligne	Tumor	weltweit	und	zudem	die	

vierthäufigste	 Todesursache	 unter	 allen	 Krebserkrankungen	 (Sung	 et	 al.,	 2021).	 Karzinome	

entstehen	durch	das	unkontrollierte	Wachstum	eines	bestimmten	Zelltyps	und	führen	zu	einer	

Invasion	des	umliegenden	Gewebes	sowie	der	Ausbreitung	von	malignen	Zellen	über	die	Blut-	

oder	Lymphbahnen.	Chronische	Entzündungsreaktionen	unterstützen	diesen	Prozess	vor	allem	

im	Magen-Darm-Trakt	(Karin	und	Greten,	2005).		

Ein	 Zusammenhang	 zwischen	 erhöhten	 IL-6	 Serumwerten	 und	 der	 Größe	 des	 Tumors	 sowie	

venöser	 und	 lymphatischer	 Metastasierung	 bei	 Patienten	 mit	 Magenkarzinom	 konnte	 bereits	

gezeigt	 werden	 (Ashizawa	 et	 al.,	 2005).	 In	 humanen	 Adenokarzinomen	 des	 Magens	 konnte	

ebenfalls	eine	erhöhte	IL-11	Expression	nachgewiesen	werden	(Ellmark	et	al.,	2006).	Ernst	et	al.	

zeigten	in	einem	Magentumormodell	von	Mäusen,	dass	die	IL-11	mRNA	und	Proteinspiegel	in	den	

Tumoren	des	Magens	 erhöht	waren.	Die	Genexpression	von	 IL-6	war	 ebenfalls	 erhöht,	 jedoch	

deutlich	 weniger	 als	 die	 Expression	 von	 IL-11.	 Die	 Mäuse	 mit	 deletiertem	 IL-11Ra	 in	 dem	

Magentumormodell	 entwickelten	 außerdem	 keine	 Tumore	 und	 unterschieden	 sich	 nicht	 von	

Wildtyp	Mäusen	(Ernst	et	al.,	2008).	Diese	Ergebnisse	legen	einen	kausalen	Einfluss	von	IL-6	und	

vor	allem	IL-11	auf	die	Entstehung	und	das	Wachstum	des	Magenkarzinoms	nahe.	

In	 dieser	 Arbeit	 wurde	 die	 Bedeutung	 von	 IL-6	 und	 IL-11	 auf	 Magenkarzinomzellen	 und	

Immunzellen	 über	 den	 klassischen	 sowie	 den	 trans-Signalweg	 analysiert.	 Beide	 Signalwege	

führen	zu	einer	Phosphorylierung	des	Transkriptionsfaktors	STAT3	(Levy	und	Darnell,	2002).	Für	

die	 Untersuchungen	 wurden	 kultivierte	 Zelllinien	 von	 Magenkarzinomzellen,	 Monozyten	 und	

Makrophagen	 mit	 beiden	 Zytokinen	 sowie	 deren	 löslichen	 Rezeptoren	 stimuliert,	 um	

anschließend	die	Signalintensität	des	aktivierten	STAT3	zu	messen.	Pelaia	et	al.	zeigten,	dass	eine	

Stimulation	von	humanen	Lungenfibroblasten	mit	TGF-b	 zu	einer	erhöhten	Sekretion	von	 IL-6	

und	 IL-11	 führen	 kann	 (Pelaia	 et	 al.,	 2007).	 In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurden	 daher	 die	

Magenkarzinom-,	Monozyten-	und	Makrophagenzelllinien	kultiviert	und	die	Sekretion	von	IL-6	

und	IL-11	in	den	Zellkulturüberständen	von	Zellen	mit	und	ohne	TGF-b	Stimulation	analysiert.	

Zusätzlich	 wurden	 sowohl	 die	 kultivierten	 Zelllinien	 als	 auch	 humane	 PBMC	 und	 primäre	

Mausmakrophagen	auf	ihre	mRNA	Expression	der	Zytokine,	ihrer	spezifischen	Rezeptoren	und	

dem	gemeinsamen	Rezeptor	gp130	untersucht.	

	 	



-	12	-	
	

2 Material	&	Methoden	

2.1 Material	
Eine	 Auflistung	 der	 verwendeten	 Antikörper,	 Chemikalien,	 Geräte,	 Kits,	 Oligonukleotide,	

Verbrauchsmaterialien,	Zellen,	Zytokine	und	Rezeptoren	befindet	sich	in	Kapitel	10.1.	

2.2 Methoden	

2.2.1 Zellbiologische	Methoden	

2.2.1.1 Auftauen	der	Zelllinien	
Es	 wurden	 die	 folgenden	 vier	 humanen	 und	 zwei	 murinen	 Zelllinien	 epithelialem	 oder	

hämatopoetischem	Ursprungs	verwendet:	

Tabelle	1:	Ursprungsgewebe	der	Zelllinien	

Zelllinie	 Art	der	Zelllinie	

AGS	 humane	epitheliale	Magenkarzinomzellen	

CLS-103	 murine	epitheliale	Magenkarzinomzellen	

J774A.1	 murine	Makrophagen	

N87	 humane	epitheliale	Magenkarzinomzellen	

THP-1	 humane	Monozyten	

U-937	 humane	Monozyten	
	

Die	 Kryoröhrchen	 mit	 Zellen	 wurden	 in	 der	 Hand	 aufgewärmt	 und	 in	 10	ml	 Nährmedium	

überführt.	Für	die	Entfernung	des	enthaltenen	Dimethylsulfoxid	(DMSO)	wurden	die	Zellen	bei	

700	g	 für	 5	min	 zentrifugiert.	 DMSO	 verhindert	 beim	 Einfrieren	 der	 Zellen	 die	 Bildung	 von	

schädigenden	Eiskristallen.	Nach	dem	Auftauen	wirkt	es	sich	allerdings	toxisch	auf	die	Zellen	aus	

und	 muss	 dementsprechend	 vor	 der	 Kultivierung	 entfernt	 werden.	 Das	 Zellpellet	 wurde	

anschließend	mit	1	ml	Nährmedium	resuspendiert	und	wie	in	2.2.1.2	beschrieben	kultiviert.	
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2.2.1.2 Kultivierung	
Die	 jeweiligen	 Zelllinien	wurden	 in	 folgenden	Medien	mit	 fetal	 bovine	 serum	 (FBS),	 Penicillin,	

Streptomycin	und	L-Glutamine	in	entsprechender	Konzentration	kultiviert:	

Tabelle:	2:	Verwendete	Kulturmedien	der	Zelllinien	

Zelllinie	 Nährmedium	 FBS	 Penicillin	 Streptomycin	 L-Glutamine	

AGS	 Ham’s	Medium	 10%	 100	U/ml	 100	µg/ml	 200	mM	

CLS-103	 RPMI	1640	
(PAN-Biotech)	 10%	 100	U/ml	 100	µg/ml	 	

J774A.1	 DMEM	 10%	 100	U/ml	 100	µg/ml	 	

N87	
RPMI	1640	
(Thermo	Fisher	
Scientific)	

10%	 100	U/ml	 100	µg/ml	 	

THP-1	 RPMI	1640	
(PAN-Biotech)	 10%	 100	U/ml	 100	µg/ml	 	

U-937	 RPMI	1640	
(PAN-Biotech)	 10%	 100	U/ml	 100	µg/ml	 	

	

Alle	Zelllinien	wurden	bei	37°C	und	5%	CO2	im	Brutschrank	inkubiert.	Die	Epithelzellen	wurden	

in	CELLSTAR®	Zellkultur	Flaschen	(75	cm2)	mit	25	ml	Nährmedium	kultiviert	und	die	Monozyten	

in	 Petrischalen	 mit	 10	ml	 Nährmedium.	 Für	 die	 Makrophagen	 wurden	 CorningÒ	

Zellkulturschalen	 mit	 10	ml	 Nährmedium	 verwendet.	 Zur	 Subkultivierung	 wurden	 die	

Epithelzellen	einmal	mit	5	ml	phophate	buffered	 saline	 (PBS)	gewaschen	und	mit	5	ml	Trypsin	

0,25%	für	10-15	min	bei	37°C	abgelöst.	Trypsin	ist	eine	Endopeptidase,	welche	die	Zell-Matrix-

Verbindungen	 abbaut	 und	 somit	 die	 Zellen	 von	 der	 Oberfläche	 ablöst.	 Die	 Zellsuspensionen	

wurden	anschließend	mit	ihrem	Nährmedium	in	ein	Röhrchen	überführt	und	bei	700	g	für	5	min	

zentrifugiert.	Das	Zellpellet	wurde	erneut	resuspendiert	und	1:3	(N87)	oder	1:10	(AGS,	CLS-103)	

verdünnt.	 Die	 Monozyten	 wurden	 1:10	 für	 die	 Subkultivierung	 verdünnt.	 Die	

Makrophagenzelllinie	wurde	bei	der	Subkultivierung	mit	5	ml	PBS	gewaschen	und	anschließend	

mit	3	ml	Medium	mit	dem	Zellen-Schaber	von	der	Platte	gelöst.	Die	Verdünnung	erfolgte	1:3.	Die	

N87	Zelllinie	wurde	einmal	pro	Woche	passagiert.	Alle	anderen	Zelllinien	wurden	dreimal	die	

Woche	passagiert.	 	
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2.2.1.3 Bestimmung	der	Zellzahl	
Zur	 Zellzahlbestimmung	 für	 die	 verschiedenen	 Versuche	 wurden	 die	 Zellen	 im	 jeweiligen	

Nährmedium	verdünnt	und	ein	Aliquot	von	10	µl	mit	10	µl	Trypan	Blue	Stain	 in	einem	500	µl	

Reagiergefäß	 transferiert.	 Die	 angefärbte	 Zellsuspension	 wurde	 in	 Countess™	 Cell	 Counting	

Chamber	 Slides	 pipettiert	 und	 mit	 Hilfe	 des	 Zellzählers	 gezählt.	 Für	 die	 Versuche	 wurde	 die	

gewünschte	Zellzahl	mit	entsprechendem	Nährmedium	in	ein	50	ml	Röhrchen	suspendiert	und	

anschließend	ausplattiert.	

2.2.1.4 Isolation	von	mononukleären	Zellen	aus	dem	peripheren	Blut	
Für	 die	 Isolierung	 von	 PBMC	 wurden	 zunächst	 27	ml	 Blut	 mittels	 Li-Heparin	 Monovetten	

abgenommen.	 Die	 Blutproben	 stammten	 von	 freiwilligen	 gesunden	 Spendern.	 Für	 die	

Blutabnahme	lag	ein	positives	Votum	der	Ethikkommission	der	Medizinischen	Fakultät	der	Otto-

von-Guericke	Universität	Magdeburg	vor	(129/19).	Die	Proben	wurden	2:1	mit	PBS	verdünnt	und	

anschließend	 30	ml	 dieser	 Suspension	 in	 ein	 50	ml	 Röhrchen	 auf	 7,5	ml	 HistopaqueÒ-1077	

geschichtet.	 Das	 Röhrchen	 wurde	 ohne	 Bremse	 für	 24	min	 bei	 700	g	 zentrifugiert.	 Nach	 der	

Zentrifugation	konnten	die	PBMC	zwischen	Plasma	und	Trennungsmedium	isoliert	werden	(Abb.	

4).	

Die	Zellen	wurden	mit	einer	1	ml	Pipette	in	ein	neues	Röhrchen	überführt	und	bei	700	g	für	5	min	

zentrifugiert.	Das	Zellpellet	der	PBMC	wurde	zweimal	mit	1	ml	PBS	resuspendiert	und	erneut	bei	

700	g	für	5	min	zentrifugiert.	Die	Isolation	von	Ribonukleinsäure	(RNA)	aus	den	Zellen	erfolgte,	

wie	in	2.2.3.1	beschrieben	ohne	zwischenzeitliches	Einfrieren.		 	

Abb.	 4:	 Schematische	 Darstellung	 der	 Trennung	 der	 Blutbestandteile	 nach	 Dichtegradientenzentrifugation.	 Die	
Blutproben	wurden	verdünnt	mit	PBS	auf	HistopaqueÒ-1077	geschichtet.	Nach	der	24-minütigen	Zentrifugation	sind	
Erythrozyten	und	Granulozyten	am	Boden	des	Röhrchens.	Über	dem	Trennungsmedium	befinden	 sich	die	PBMC.	Die	
oberste	Schicht	ist	das	Blutplasma.	
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2.2.2 Proteinbiochemische	Methoden	

2.2.2.1 Herrunterregulierung	der	Signalwege	in	den	Zellen	
Zur	Stimulation	des	STAT3-Signalweges	wurden	die	Epithelzellen	und	Makrophagen	auf	6-Loch-

Platten	transferiert.	Für	die	AGS	und	CLS-103	Zelllinien	wurden	5x105	Zellen	pro	Feld	genutzt	und	

für	die	Makrophagen	etwa	3x106	Zellen	pro	Feld.	Die	N87	Zelllinie	benötigte	7,5x105	–	4,5x106	

Zellen	pro	Feld,	um	die	gewünschte	Gesamtproteinmenge	zu	erreichen.	Durch	die	Bestimmung	

des	Gesamtproteingehaltes	(beschrieben	in	Kapitel	2.2.2.3)	konnte	die	maximal	erreichbare	Zahl	

an	Zellen	für	die	Stimulation	genutzt	werden.	Die	adhärenten	Epithelzellen	wurden	über	Nacht	im	

Inkubator	belassen	und	am	nächsten	Tag	dreimal	mit	jeweils	1	ml	PBS	gewaschen.	Anschließend	

wurden	die	Zellen	in	dem	jeweiligen	Medium	ohne	Zusätze	inkubiert.	Das	Fehlen	der	Nährstoffe	

aus	 dem	 FBS	 führt	 zu	 einer	 Herunterregulierung	 der	 ablaufenden	 Signalwege	 in	 den	 Zellen,	

beispielsweise	 der	 Phosphorylierung	 des	 Transkriptionsfaktors	 STAT3.	 Dadurch	 ist	 es	 besser	

möglich,	 den	 Effekt	 der	 Stimulation	 mit	 einer	 unstimulierten	 Kontrolle	 zu	 vergleichen.	 Die	

Epithelzellen	 wurden	 für	 24	h	 in	 nährstofffreiem	 Medium	 inkubiert,	 während	 dies	 bei	 den	

Makrophagen	nur	für	5	h	der	Fall	war.	Zum	Herunterregulieren	der	intrazellulären	Signalwege	

der	 Monozyten	 wurden	 etwa	 30	ml	 Zellsuspension	 bei	 700	g	 für	 5	min	 zentrifugiert.	 Das	

entstandene	Zellpellet	wurde	dreimal	in	10	ml	PBS	resuspendiert	und	erneut	wie	im	vorherigen	

Schritt	zentrifugiert.	Das	entstandene	Pellet	wurde	anschließend	mit	7	ml	nährstofffreien	Medium	

resuspendiert	und	die	Zellzahl	bestimmt.	Es	wurden	etwa	1,5x106	Monozyten	pro	Feld	auf	eine	

12-Loch-Platte	 aufgetragen.	 Die	 Inkubation	 mit	 nährstofffreiem	 Medium	 dauerte	 bei	 den	

Monozyten	6	h.	Zusammenfassend	folgt	eine	Tabelle	der	Versuchsschritte:	

Tabelle	3:	Verwendete	Zellzahlen	und	Dauer	der	Hungerperiode	

Zelllinie	 Zellzahl	 Zeit	in	nährstofffreiem	Medium	

AGS	 5x105	 24	h	

CLS-103	 5x105	 24	h	

J774.A1	 3	x106	 5	h	

N87	 7,5x105	–	4,5x106	 24	h	

THP-1	 1,5x106	 6	h	

U-937	 1,5x106	 6	h	
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2.2.2.2 Stimulation	und	Lyse	der	Zellen	
Für	die	Stimulation	der	Zellen	wurden	10	ng/ml	IL-6,	IL-11	oder	Hyper-IL-6	(Hy-IL-6)	in	jeweils	

ein	Feld	der	6	oder	12-Loch-Platte	pipettiert.	Für	den	trans-Signalweg	wurden	zuvor	200	ng/ml	

sIL-6Ra	oder	sIL-11Ra	mit	10	ng/ml	IL-6	oder	IL-11	in	ein	500	µl	Reagiergefäß	transferiert	und	

danach	 in	 je	 ein	 Feld	 überführt.	 Als	 Negativkontrolle	 blieb	 ein	 Feld	 unbehandelt.	 Die	

Monozytenzelllinien	THP-1	und	U-937	wurden	mit	50	ng/ml	Hy-IL-6	stimuliert,	da	bei	10	ng/ml	

kein	P-STAT3	Signal	nachgewiesen	werden	konnte.	Die	Stimulation	bei	37°C	im	Inkubator	wurde	

nach	15	min	beendet.	Die	Platte	wurde	mit	1	ml	eiskaltem	PBS	gewaschen	und	je	nach	Konfluenz	

60	–	200	µl	Lysepuffer	auf	die	Zellen	gegeben.	Mit	dem	Zellschaber	wurden	die	Zelltrümmer	mit	

dem	 Lysepuffer	 in	 1,5	ml	 Reagiergefäße	 überführt	 und	 über	 Nacht	 bei	 4°C	 inkubiert.	 Danach	

wurden	die	Reagiergefäße	bei	1200	g	zentrifugiert,	um	die	verbliebenen	Zellreste	von	dem	Lysat	

zu	trennen.	Das	Lysat	wurde	bei	-20°C	eingefroren.	

2.2.2.3 Bestimmung	des	Gesamtproteingehaltes	
Zur	 Bestimmung	 des	 Gesamtproteingehaltes	 der	 Lysate	 wurde	 das	 DC	 Protein	 Assay	 Kit	 von	

Bio-RAD	verwendet.	 In	 eine	 96-Loch-Platte	wurden	 je	 5	µl	 Lysat	 oder	 Standard	 in	Duplikaten	

pipettiert.	Anschließend	wurden	25	µl	Reagenz	A	und	Reagenz	S	im	Verhältnis	20:1	und	200	µl	

Reagenz	 B	 hinzugegeben.	 Die	 Platte	 wurde	 vor	 der	 Messung	 für	 15	min	 auf	 dem	 Schüttler	

belassen.	Mit	Hilfe	des	Plattenreaders	Glomax-Multi	Detection	System	von	Promega	wurde	die	

Absorption	 bei	 650	nm	 gemessen	 und	 die	 Konzentration	 der	 Proteine	 mittels	 einer	 bovines	

Serumalbumin	(BSA)-Standardgerade	berechnet.	

2.2.2.4 Gelelektrophorese	
Zur	 Auftrennung	 der	 Proteine	 nach	 Molekülgröße	 wurde	 die	 diskontinuierliche	

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese	 (SDS-Page)	 nach	 Laemmli	 genutzt	

(Laemmli,	 1970).	 Für	 die	 Elektrophorese	wurde	 das	 PowerPac	 Basis	mit	 einer	 Spannung	 von	

130	V	verwendet.	Das	Gel	wurde	mit	10	Probentaschen	und	in	einer	Breite	von	12	mm	pro	Tasche	

hergestellt.	Die	Acrylamidkonzentration	betrug	10%	beim	Trenngel	und	5%	beim	Sammelgel.	Für	

die	Beladung	der	einzelnen	Taschen	wurden	zunächst	jeweils	40	µg	Gesamtprotein	aus	dem	Lysat	

mit	5x	oder	2x	Laemmlipuffer	 für	5	min	bei	95°C	aufgekocht.	Die	Laemmlipufferkonzentration	

wurde	 an	 die	 Gesamtproteinkonzentration	 angepasst,	 so	 dass	 ein	 Volumen	 von	 40	µl	 nicht	

überschritten	 wurde.	 Das	 Volumen	 an	 genutztem	 Laemmli	 blieb	 pro	 Gel	 identisch.	 Als	

Größenmarker	wurde	der	Precision	Plus	WesternC	Standards	verwendet.	

2.2.2.5 Western	Blot	
Die	 aufgetrennten	 Proteine	 wurden	 auf	 eine	 Nitrocellulose-Transfermembran	 mit	 Hilfe	 der	

semi-dry	 Western	 Blot	 Methode	 übertragen.	 Die	 Membran,	 sechs	 Filterpapiere	 und	 das	

Acrylamidgel	 wurden	 zuvor	 in	 Transferpuffer	 inkubiert.	 Das	 Gel	 mit	 den	 zu	 übertragenden	
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Proteinen	wurde	auf	die	befeuchteten	Filterpapiere	und	die	Membran	gelegt.	Auf	das	Gel	wurden	

erneut	 drei	 Filterpapiere	 platziert	 und	 auftretende	 Luftblasen	 nach	 außen	 gestrichen.	 Der	

Transfer	fand	bei	einer	konstanten	Spannung	von	25	V	mit	einer	maximalen	Stromstärke	von	1	A	

für	 40	min	 statt.	 Nach	 dem	 Transfer	 wurden	 die	 Banden	 des	 Größenmarkers	 mit	 dem	

WesternSure®	 Pen	 markiert.	 Die	 Membran	 wurde	 anschließend	 für	 eine	 Stunde	 bei	

Raumtemperatur	mit	Blocking	Puffer	auf	dem	Plattformschüttler	blockiert.	Der	Primärantikörper	

wurde	1:1000	in	5%igen	Lösung	von	BSA	in	Tris	buffered	Saline	und	Tween	20	(TBS-T)	verdünnt.	

Die	Inkubation	mit	dem	Antikörper	erfolgte	über	Nacht	bei	4°C	auf	dem	Plattformschüttler.	Der	

Sekundärantikörper,	 1:3000	 verdünnt	 in	 5%	Milchpulver	 in	 TBS-T,	 wurde	 nach	 dreimaligem,	

dreiminütigem	Waschen	mit	 TBS-T	 für	 eine	 Stunde	 auf	 der	Membran	 belassen.	 Anschließend	

wurde	die	Membran	erneut	dreimal	 in	TBS-T	gewaschen	und	für	2	min	in	Immobilon	Western	

Meerrettichperoxidase	(HRP)	Substrat	 inkubiert.	Die	Detektion	der	Chemilumineszenz	erfolgte	

mit	dem	Western	Blot	Entwickler	Imager	Fluor	Chem	E	von	Protein	Simple.	Nach	der	Detektion	

wurde	 die	Membran	 erneut	 dreimal	 in	 TBS-T	 gewaschen	und	 für	 20	min	mit	 Stripping	 Puffer	

inkubiert.	Um	die	Membran	erneut	mit	Blocking	Puffer	zu	behandeln,	wurde	diese	ebenfalls	zuvor	

dreimal	 mit	 TBS-T	 gewaschen.	 Eine	 erneute	 Behandlung	 mit	 Antikörpern	 war	 wie	 oben	

beschrieben	möglich.	

2.2.2.6 Statistische	Auswertung	
Die	Signalstärke	der	einzelnen	Banden	wurde	mit	dem	Programm	ImageStudioLite	ausgewertet.	

Es	wurde	das	Verhältnis	der	P-STAT3	zu	STAT3	Signalintensität	gebildet	und	wiederum	in	das	

Verhältnis	 zur	 unstimulierten	Kontrolle	 gesetzt.	Unterschiede	 zu	der	 unstimulierten	Kontrolle	

wurden	 mit	 einem	 one-way	 ANOVA	 mit	 Dunn’s	 Post-hoc	 Test	 auf	 Signifikanz	 geprüft.	 Die	

Ergebnisse	wurden	bei	einem	p-Wert	<	0,05	als	signifikant	angegeben.	
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2.2.3 Molekularbiologische	Methoden	

2.2.3.1 RNA-Extraktion	und	Konzentrationsmessung	
Für	die	Isolation	und	Aufreinigung	der	RNA	aus	den	Zellen	wurde	das	NucleoSpin	RNA-Kit	von	

Machery-Nagel	 nach	den	Angaben	des	Herstellers	 genutzt.	Die	 kultivierten	Zellen	wurden	mit	

einer	 Zellzahl	 von	 5x106	Zellen	 eingesetzt.	 Bei	 den	 PBMC	 erfolgte	 keine	 Zellzählung,	 da	 die	

gesamte	Menge	an	Zellpellet	genutzt	wurde.	Um	eine	höhere	Konzentration	an	RNA	zu	erhalten,	

wurde	 bei	 den	 Primärzellen	 abweichend	 vom	 Protokoll	 mit	 40	µl	 Wasser	 eluiert.	 Die	 RNA-

Konzentration	 wurde	 mit	 Hilfe	 des	 ScanDrop2	 gemessen.	 Zum	 Überprüfen	 der	 Reinheit	 der	

Proben	 diente	 der	 Quotient	 der	 Absorptionen	 bei	 260	nm	 und	 280	nm.	 Dieser	 lag	 bei	 allen	

kultivierten	Zellen	im	optimalen	Bereich	zwischen	2,0	und	2,3.	Bei	zwei	Proben	der	PBMC	war	der	

Wert	zwischen	1,95	und	1,99.	

2.2.3.2 Synthese	von	komplementärer	Desoxyribonukleinsäure	
Für	 die	 Synthese	 der	 komplementären	 Desoxyribonukleinsäure	 (cDNA)	 wurde	 von	 den	

kultivierten	Zellen	und	den	primären	murinen	Makrophagen	2	µg	RNA	verwendet.	Aufgrund	der	

geringeren	 RNA-Konzentration	 der	 PBMC	 wurden	 für	 die	 Synthese	 nur	 1	µg	 RNA	 genutzt.	

Folgender	Ansatz	wurde	5	min	bei	65°C	inkubiert:		

RNA	 	 	 	 	 1	bzw.	2	µg	

oligo-dT-Primer	 	 	 100	µM	

ddH2O	 	 	 	 	 ad	13	µl	

Nach	dem	Abkühlen	auf	4°C	wurde	der	folgende	Mastermix	hinzugegeben:	

5X	Reaction	Buffer	for	RT	 	 4	µl	

dNTP-Mix	(10	mM)	 	 	 2	µl	

Revert	Aid	Reverse	Transcriptase	 1	µl	

Der	Ansatz	wurde	60	min	bei	42°C	und	10	min	bei	70°C	inkubiert.	Nach	dem	Abkühlen	wurden	

die	Proben	bei	-20°C	eingefroren.	
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2.2.3.3 Quantitative	Polymerasekettenreaktion	
Nach	der	RNA-Extraktion	und	cDNA-Synthese	wurde	mit	Hilfe	des	FAST	SYBR®	Green	Master	Mix	

die	 quantitative	 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion	 (qPCR)	 durchgeführt,	 um	 eine	 relative	

Quantifizierung	von	mRNA	vorzunehmen.	

Für	die	qPCR	wurde	folgender	Ansatz	verwendet:	

SYBR	Green	Master	Mix	 	 5	µl	

Forward	Primer	(10	µM)	 	 0,4	µl	

Reverse	Primer	(10	µM)	 	 0,4	µl	

Wasser		 	 	 	 3,7	µl	

cDNA	 	 	 	 	 0,5	µl	(25	bzw.	50	ng	Ausgangs-RNA)	

Für	die	Auswertung	der	qPCR	wurde	das	QuantStudio	6	Flex	Real-Time	PCR	Systems	genutzt	mit	

den	folgenden	Temperaturzyklen:	

95°C	 	 	 10	min	

95°C	 	 	 15	s	 	 	

60°C	 	 	 1	min	

Zur	Auswertung	der	Daten	wurde	die	komparative	CT-Methode	(2-∆CT)	angewandt.	Die	Ergebnisse	

der	 humanen	 Zellkulturproben	 wurden	 auf	 die	 endogenen	 Kontrollen	 Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase	(GAPDH)	und	Aktin	bezogen.	Für	die	murinen	Zellkulturproben	und	die	

Primärzellproben	wurde	 lediglich	 das	 endogene	GAPDH	als	 Vergleich	 genutzt.	Die	Messungen	

wurden	in	Triplikaten	durchgeführt.	

	 	

} 	 40	Zyklen	
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2.2.4 Enzyme-Linked	ImmunoSorbent	Assay	(ELISA)		

2.2.4.1 Probengewinnung	
Für	 die	 Analyse	 der	 Zytokinsekretion	 wurden	 die	 AGS,	 CLS-103,	 J774.A1,	 THP-1	 und	 U-937	

Zelllinien	 in	 12-Loch-Platten	 ausgesät.	 Die	 N87	 Zelllinie	 konnte	 nicht	 konfluent	 auf	 die	 Platte	

ausgesät	werden	und	wurde	daher	bei	der	Analyse	der	Zytokinsekretion	vernachlässigt.	Bei	den	

Suspensionszellen	 und	 Makrophagen	 wurden	 7,5x105	Zellen	 in	 ein	 Feld	 mit	 1	ml	 Medium	

gegeben.	Bei	den	adhärenten	Zellen	wurden	3x105	Zellen	in	ein	Feld	mit	1	ml	Medium	pipettiert.	

Alle	 Zelllinien	 außer	 CLS-103	 wurden	 zusätzlich	 mit	 100	ng/ml	 TGF-b	 stimuliert,	 da	 eine	

Stimulation	mit	TGF-b	zu	einer	erhöhten	Sekretion	von	IL-6	und	IL-11	in	den	Zellüberstand	führen	

kann	(Pelaia	et	al.,	2007).	Der	Überstand	wurde	nach	24	h,	48	h	und	72	h	abgenommen	und	bei	

18.000	g	für	15	min	zentrifugiert,	um	die	Zellen	aus	dem	Medium	zu	entfernen.	Danach	wurden	

die	Überstände	in	neue	Reagiergefäße	überführt	und	bei	-20°C	eingefroren.		

2.2.4.2 Durchführung	
Der	 Enzyme-Linked	 ImmunoSorbent	 Assay	 (ELISA)	 ist	 eine	 immunologische	 Methode	 zum	

Nachweis	von	Proteinen,	Viren	oder	niedermolekularen	Verbindungen.	Bei	dem	Sandwich-ELISA	

wird	eine	Mikrotiterplatte	mit	einem	primären	Antikörper	(Fängerantikörper)	beschichtet	(Abb.	

5A).	 Um	 unspezifische	 Bindungen	 zu	 verhindern	 wird	 die	 Platte	 gewaschen	 und	 blockiert.	

Anschließend	kann	das	gesuchte	Antigen	in	den	Proben	an	den	Fängerantikörper	binden	(Abb.	

5B).	

Abb.	5:	Sandwich-Elisa.	A:	Fängerantikörper	gebunden	an	Mikrotiterplatte;	B:	Antigenbindung;	C:	Detektorantikörper	und	
Fängerantikörper	gebunden	an	Antigen;	D:	Bindung	des	Enzyms;	E:	Umsetzung	des	Substrats.	
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Ein	zweiter	Antikörper	(Detektorantikörper)	bindet	an	eine	andere	Stelle	des	Antigens	(Abb.	5C).	

An	den	Detektorantikörper	ist	Biotin	fixiert.	Biotin	bindet	an	das	Enzymkonjugat	bestehend	aus	

Streptavidin	und	Peroxidase	(Abb.	5D).	Nach	Zugabe	des	Substrats	kann	das	Enzymkonjugat	eine	

Farbreaktion	 auslösen	 (Abb.	 5E).	 Die	 Farbreaktion	wird	 durch	 die	 Zugabe	 von	 Schwefelsäure	

gestoppt.	 Das	 Signal	 kann	 mit	 Hilfe	 eines	 Plattenlesers	 nachgewiesen	 werden	 (Engvall	 und	

Perlmann,	1971).	Zur	Analyse	der	IL-6	oder	IL-11	Konzentration	im	Überstand	der	kultivierten	

Zellen	wurden	DuoSet	ELISA	Kits	für	humanes	IL-6,	humanes	IL-11,	murines	IL-6	und	murines	

IL-11	 laut	 Herstellerangaben	 verwendet.	 Die	 Proben	 wurden	 unverdünnt	 in	 Triplikaten	

aufgetragen.	Der	Standard	wurde	ebenfalls	in	Triplikaten	aufgetragen.	Für	die	Messung	wurde	der	

ELISA	Plattenleser	CLARIOstarÒ	Plus	von	BMG	Labtech	verwendet	und	die	Messung	bei	450	nm	

durchgeführt.	
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3 Ergebnisse	

3.1 Stimulation	des	Signalweges	
Zur	 Detektion	 der	 Induktion	 des	 STAT3-Signalweges	 nach	 Zytokinstimulation	 wurden	 alle	

Zelllinien,	wie	in	den	Kapiteln	2.2.2.1	und	2.2.2.2	beschrieben,	mit	IL-6,	IL-11,	Hy-IL-6	stimuliert.	

Der	IL-6	trans-Signalweg	konnte	durch	die	Stimulation	mit	dem	IL-6Ra	und	IL-6	nachgewiesen	

werden.	 Stellvertretend	 für	 jede	 Zellart	 wurde	 der	 Versuch	 nur	mit	 N87,	 U-937	 und	 J774.A1	

durchgeführt.	Zusätzlich	wurde	der	IL-11	trans-Signalweg	ebenfalls	bei	den	genannten	Zelllinien	

analysiert.	 Zum	 Nachweis	 der	 Phosphorylierung	 von	 STAT3	 wurde	 ein	 Western	 Blot	

durchgeführt.	 Hy-IL-6	 diente	 dabei	 als	 Positivkontrolle.	 Das	 synthetisch	 hergestellte	 Zytokin	

besteht	aus	IL-6	kovalent	gebunden	an	sIL-6Ra	und	hat	deshalb	eine	höhere	Aktivität	als	IL-6	+	

sIL-6Ra	(Fischer	et	al.,	1997).	Die	Signalstärke	der	einzelnen	Banden	wurde	mit	dem	Programm	

ImageStudioLite	ausgewertet.	Es	wurde	das	Verhältnis	der	P-STAT3	zu	STAT3	Signalintensität	

gebildet	 und	 wiederum	 in	 das	 Verhältnis	 zur	 unstimulierten	 Kontrolle	 gesetzt.	 Die	 Zelllinie	

CLS-103	 zeigte	 eine	 3,4-fache	 Erhöhung	 der	 STAT3	 Aktivierung	 nach	 IL-6	 Stimulation	 im	

Vergleich	zur	nicht	stimulierten	Kontrolle.	Es	konnte	allerdings	keine	erhöhte	Phosphorylierung	

von	 STAT3	 nach	 der	 IL-11	 Stimulation	 nachgewiesen	 werden.	 Hy-IL-6	 führte	 zu	 einer	

signifikanten	Steigerung	der	P-STAT3-Signalintensität	(29-fache)	(Abb.	6A).	Bei	der	humanen	AGS	

Zelllinie	 konnte	 ebenfalls	 eine	 leichte	 Stimulation	 des	 Signalweges	 durch	 IL-6	 gezeigt	werden	

(2,4-fache).	 Hier	 war	 auch	 eine	 1,6-fache	 Steigerung	 der	 STAT3	 Aktivierung	 nach	 IL-11	

Stimulation	 nachweisbar.	 Nach	 Stimulation	 mit	 der	 Positivkontrolle	 Hy-IL-6	 zeigte	 sich	 eine	

signifikante	 Erhöhung	 der	 Phosphorylierung	 von	 STAT3	 (6,5-fache)	 (Abb.	 6B).	 Bei	 der	 N87	

Zelllinie	konnte	eine	20-fache	Steigerung	des	Signalweges	nach	IL-6	Stimulation	nachgewiesen	

werden.	 Bei	 der	 humanen	 Magenkarzinomzelllinie	 wurde	 die	 STAT3	 Phosphorylierung	 nach	

IL-11	 Stimulation	 um	 das	 7,7-fache	 erhöht.	 Es	 zeigte	 sich	 außerdem	 eine	 48-fache	 höhere	

Signalintensität	 von	 aktiviertem	 STAT3	 durch	 den	 IL-6	 trans-Signalweg	 und	 eine	 22-fache	

Steigerung	 der	 STAT3-Signalintensität	 nach	 der	 Stimulation	 mit	 sIL-11-Ra	 und	 IL-11.	 Eine	

signifikante	Erhöhung	der	Phosphorylierung	von	STAT3	war	nach	der	Stimulation	mit	Hy-IL-6	

nachweisbar	(120-fache)	(Abb.	6C).	 	
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Abb.	6:	Western	Blot	Analyse	der	STAT3-Phosphorylierung	nach	der	15-minütigen	Stimulation	mit	10	ng/ml	IL-6,	
IL-11,	Hy-IL-6	und	einer	unstimulierten	Kontrolle	(neg)	bei	A:	CLS-103;	B:	AGS.	Western	Blot	Analyse	der	STAT3-
Phosphorylierung	 nach	 der	 15-minütigen	 Stimulation	 mit	 10	ng/ml	 IL-6,	 IL-11,	 Hy-IL-6	 und	 10	ng/ml	 IL-6	 +	
200	ng/ml	sIL-6Ra;	10	ng/ml	IL-11	+	200	ng/ml	sIL-11Ra	und	einer	unstimulierten	Kontrolle	(neg)	bei	C:	N87.	Alle	
Versuche	 wurden	 mit	 drei	 unabhängigen	 Proben	 im	 Vergleich	 zur	 nicht	 stimulierten	 Kontrolle	 durchgeführt.	
Dargestellt	 sind	 die	 Mittelwerte	 ±	 SD	 von	 drei	 Experimenten	 und	 ein	 repräsentatives	 Beispiel.	 Die	 statistische	
Signifikanz	wurde	bestimmt	durch	den	Vergleich	zur	unstimulierten	Kontrolle	mittels	one-way	ANOVA	mit	Dunn’s	
Post-hoc	Test.	*,	P	0.05;	***,	P	0.001.	
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Eine	signifikante	Aktivierung	von	STAT3	ist	bei	der	Monozytenzelllinie	THP-1	sichtbar,	wenn	sie	

mit	 IL-6	 stimuliert	 wird.	 Es	 zeigte	 sich	 eine	 144-fache	 höhere	 STAT3	 Phosphorylierung	 im	

Vergleich	 zur	 unstimulierten	 Kontrolle.	 Die	 Stimulation	mit	 IL-11	 hatte	 keinen	 Effekt	 auf	 die	

Zelllinie.	Die	Konzentration	von	Hy-IL-6	musste	bei	den	THP-1	auf	50	ng/ml	erhöht	werden,	um	

eine	Steigerung	der	Signalintensität	von	P-STAT3	zu	erkennen	(50-fache)	(Abb.	7A).	Die	ebenfalls	

humane	 Monozytenzelllinie	 U-937	 zeigte	 ähnliche	 Ergebnisse	 wie	 die	 THP-1.	 Es	 zeigte	 sich	

ebenfalls	 eine	 signifikante	Erhöhung	der	 STAT3	Aktivierung	 (77-fache)	 nach	 IL-6	 Stimulation.	

Nach	IL-11	Stimulation	ließ	sich	keine	gesteigerte	Phosphorylierung	von	STAT3	nachweisen.	Die	

Konzentration	Positivkontrolle	Hy-IL-6	wurde	ebenfalls	auf	50	ng/ml	erhöht	um	eine	Zunahme	

der	Signalintensität	nachzuweisen	(30-fache).	Eine	signifikante	Erhöhung	der	STAT3	Aktivierung	

durch	 den	 IL-6	 trans-Signalweg	 war	 bei	 der	 Monozytenzelllinie	 U-937	 mit	 einer	 62-fachen	

Steigerung	sichtbar.	Es	zeigte	sich	allerdings	keine	erhöhte	Phosphorylierung	von	STAT3	bei	einer	

Stimulation	mit	 sIL-11-Ra	 und	 IL-11	 (Abb.	 7B).	 Die	Makrophagenzelllinie	 J774.A1	 zeigte	 eine	

ähnliche	Steigerung	der	Phosphorylierung	von	STAT3	(19-fache)	nach	IL-6	Stimulation	wie	die	

N87-Zelllinie.	Die	Stimulation	mit	IL-11	hatte	keinen	Effekt	auf	die	Makrophagenzelllinie.	Nach	

der	 Stimulation	 des	 IL-6	 trans-Signalweges	 zeigte	 sich	 eine	 signifikante	 28-fache	 erhöhte	

Signalintensität	 von	 P-STAT3.	 Bei	 der	 Zelllinie	 konnte	 eine	 7,4-fache	 Erhöhung	 der	

Phosphorylierung	 von	 STAT3	 nach	 Stimulation	 des	 IL-11	 trans-Signalweges	 nachgewiesen	

werden.	Hy-IL-6	 in	 der	 Konzentration	 von	 10	ng/ml	 zeigte	 eine	 signifikante	 53-fache	 erhöhte	

Aktivierung	von	STAT3	(Abb.	7C).
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Abb.	7:	Western	Blot	Analyse	der	STAT3-Phosphorylierung	nach	der	15-minütigen	Stimulation	mit	10	ng/ml	IL-6,	
IL-11	und	50	ng/ml	Hy-IL-6	und	einer	unstimulierten	Kontrolle	(neg)	bei	A:	THP-1.	Western	Blot	Analyse	der	STAT3-
Phosphorylierung	nach	der	15-minütigen	Stimulation	mit	10	ng/ml	IL-6,	IL-11,	50	ng/ml	Hy-IL-6,	10	ng/ml	IL-6	+	
200	ng/ml	sIL-6Ra;	10	ng/ml	IL-11	+	200	ng/ml	sIL-11Ra	und	einer	unstimulierten	Kontrolle	(neg)	bei	B:	U-937.	
Western	Blot	Analyse	der	STAT3-Phosphorylierung	nach	der	15-minütigen	Stimulation	mit	10	ng/ml	IL-6,	IL-11,	
Hy-IL-6,	 10	ng/ml	 IL-6	 +	 200	ng/ml	 sIL-6Ra;	 10	ng/ml	 IL-11	 +	 200	ng/ml	 sIL-11Ra	 und	 einer	 unstimulierten	
Kontrolle	 (neg)	 bei	 C:	 J774.A1.	 Alle	 Versuche	 wurden	 mit	 drei	 unabhängigen	 Proben	 im	 Vergleich	 zur	 nicht	
stimulierten	 Kontrolle	 durchgeführt.	 Dargestellt	 sind	 die	 Mittelwerte	 ±	 SD	 von	 drei	 Experimenten	 und	 ein	
repräsentatives	 Beispiel.	 Die	 statistische	 Signifikanz	 wurde	 bestimmt	 durch	 den	 Vergleich	 zur	 unstimulierten	
Kontrolle	mittels	one-way	ANOVA	mit	Dunn’s	Post-hoc	Test.	*,	P	0.05;	**,	P	0.01;	***,	P	0.001.	
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Zusammenfassend	 kann	 man	 erkennen,	 dass	 die	 Monozyten	 ein	 deutlich	 höheres	 Signal	 an	

aktiviertem	STAT3	nach	IL-6	Stimulation	aufweisen	als	die	Epithelzellen	und	die	Makrophagen.	

Für	eine	gesteigerte	Signalintensität	von	P-STAT3	nach	Hy-IL-6	Stimulation	bei	den	Monozyten	

musste	die	Konzentration	allerdings	auf	50	ng/ml	erhöht	werden.	Die	anderen	Zelllinien	zeigten	

nach	 10	ng/ml	 Hy-IL-6	 Stimulation	 dagegen	 eine	 deutliche	 Aktivierung	 von	 STAT3.	 Eine	

gesteigerte	Phosphorylierung	von	STAT3	nach	IL-11	Stimulation	konnte	nur	bei	der	AGS	und	N87	

Zelllinie	gezeigt	werden.	Auf	die	anderen	Zelllinien	hatte	die	IL-11	Stimulation	keinen	Effekt.	Der	

IL-6	 trans-Signalweg	 konnte	 bei	 allen	 drei	 Zelllinien	 nachgewiesen	 werden.	 Der	 IL-11	 trans-

Signalweg	zeigte	eine	STAT3	Aktivierung	lediglich	bei	den	Makrophagen	und	Epithelzellen	(Abb.	

8).	
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Abb.	8:	Vergleich	der	Signalintensität	von	P-STAT3	nach	der	15-minütigen	Stimulation	mit	den	verwendeten	Zytokinen	und	Auswertung	mittels	Western	Blot.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	
der	relativen	P-STAT3-Signale	±	SD	von	drei	Experimenten.	Es	zeigt	sich	vor	allem	eine	stärkere	STAT3	Aktivierung	nach	IL-6	Stimulation	bei	den	Monozyten.	Eine	Phosphorylierung	von	STAT3	
nach	 IL-11	 Stimulation	 konnte	 nur	 bei	 den	 humanen	Magenkarzinomzelllinien	 nachgewiesen	werden.	Der	 IL-6	 trans-Signalweg	 konnte	 bei	 allen	 drei	 untersuchten	 Zelllinien	 eine	 STAT3	
Aktivierung	nachweisen.	Der	IL-11	trans-Signalweg	dagegen	zeigte	eine	STAT3	Phosphorylierung	lediglich	bei	den	Makrophagen	und	Epithelzellen.	
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3.2 Sekretion	von	IL-6	und	IL-11	
Um	zu	analysieren,	ob	die	hier	untersuchten	Zelllinien	 IL-6	und	 IL-11	sekretieren,	wurden	die	

Zellen	zunächst	ohne	Stimulus	für	24,	48,	72	Stunden	kultiviert	und	anschließend	mittels	ELISA	

die	Menge	an	Zytokin	in	den	Überständen	der	Zellen	quantifiziert.	Hierbei	wurden	nur	die	AGS,	

CLS-103,	 J774.A1,	 THP-1	 und	 U-937	 Zellreihen	 untersucht.	 Die	 N87	 Zelllinie	 konnte	 nicht	

konfluent	auf	die	6-Loch-Platte	ausgesät	werden.	Bei	allen	analysierten	Zelllinien	konnte	nach	24,	

48,	 72	 Stunden	 keine	 Sekretion	 von	 IL-6	 nachgewiesen	 werden	 (Abb.	 9A).	 Alle	 genannten	

Zelllinien	außer	CLS-103	wurden	daher	zusätzlich	für	die	genannten	Zeiträume	mit	100	ng/ml	

TGF-b	 stimuliert.	Es	wurde	bereits	gezeigt,	dass	eine	Stimulation	mit	TGF-b	 zu	einer	erhöhten	

Sekretion	 von	 IL-6	 und	 IL-11	 in	 Zellüberständen	 führen	 kann	 (Pelaia	 et	 al.,	 2007).	 Nach	 der	

Stimulation	mit	100	ng/ml	TGF-b	 konnte	ebenfalls	keine	 IL-6	Produktion	 in	allen	gemessenen	

Zeitpunkten	gezeigt	werden	(Abb.	9B).	

	 	

Abb.	9:	Analyse	der	IL-6	Sekretion	in	den	Zellüberständen.	A:	Der	Überstand	der	Zellreihen	AGS,	CLS-103,	THP-1,	U-937,	
J774.A1	wurden	nach	24,	48,	72	Stunden	untersucht.	B:	Eine	zusätzliche	Stimulation	mit	100	ng/ml	TGF-b	erfolgte	für	die	
Zellreihen	AGS,	THP-1,	U-937	und	J774.A1.	Alle	Versuche	wurden	mit	drei	unabhängigen	Proben	durchgeführt.	
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Die	gleichen	Ergebnisse	zeigten	die	Analysen	der	IL-11	Sekretion.	Nach	keinem	der	angegebenen	

Zeitpunkte	wurde	ein	IL-11	Signal	in	den	Überständen	gemessen	(Abb.	10A).	Nach	der	Stimulation	

mit	TGF-b	konnte	ebenso	keine	IL-11	Sekretion	nachgewiesen	werden	(Abb.	10B).	

	 	

Abb.	10:	Analyse	der	IL-11	Sekretion	in	den	Zellüberständen.	A:	Der	Überstand	der	Zellreihen	AGS,	CLS-103,	THP-1,	U-937,	
J774.A1	wurden	nach	24,	48,	72	Stunden	untersucht.	B:	Eine	zusätzliche	Stimulation	mit	100	ng/ml	TGF-b	erfolgte	für	
die	Zellreihen	AGS,	THP-1,	U-937	und	J774.A1.	Alle	Versuche	wurden	mit	drei	unabhängigen	Proben	durchgeführt.	
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3.3 mRNA	Expression	der	primären	Zellen	und	Zelllinien	
Um	das	Expressionsmuster	der	Zytokin-	und	Zytokinrezeptor-mRNA	zu	analysieren	wurde	eine	

qPCR	der	kultivierten	Zellen	und	PBMC	sowie	primären	murinen	Makrophagen	durchgeführt.	Die	

Expression	 von	 IL-6,	 IL-11,	 IL-6Ra,	 IL-11Ra	 und	 gp130	 kodierender	 mRNA	 zur	 relativen	

Quantifizierung	 wurde,	 wie	 in	 Kapitel	 2.2.3	 beschrieben,	 untersucht.	 Es	 wurden	 die	 sechs	

Zellkulturlinien	(AGS,	CLS-103,	J774.A1,	N87,	THP-1,	U-937),	humane	PBMC	und	primäre	murine	

Makrophagen	analysiert.	Zur	Auswertung	der	Daten	wurde	die	komparative	CT-Methode	(2-∆CT)	

angewandt.	Bei	den	humanen	epithelialen	Zellen	AGS	und	N87	wurde	die	Expression	relativ	zu	

GAPDH	und	Aktin	gemessen.	Beide	Zelllinien	zeigten	eine	stärkere	mRNA	Expression	von	IL-6	und	

IL-6Ra	 im	 Vergleich	 zu	 IL-11	 und	 IL-11Ra.	 Das	 Gen	 Interleukin	 6	 Signal	 Transducer	 (IL6ST)	

kodiert	die	b-Untereinheit	des	Rezeptorkomplexes	gp130	und	wies	eine	deutlich	höhere	mRNA	

Expression	auf	(Abb.	11A;B).	

Abb.	11:	Auswertung	der	mRNA	Expression	der	humanen	Magenkarzinomzelllinien.	Die	RNA	wurde	wie	in	Kapitel	2.2.3.1	
beschrieben	 isoliert	 und	 gereinigt.	 Die	 reverse	 Transkription	 und	 die	 qPCR	wurden	wie	 in	 Kapitel	 2.2.3.2	 und	 2.2.3.3	
beschrieben	durchgeführt.	A:	Expression	der	mRNA	relativ	zu	GAPDH	und	Aktin	für	die	AGS	Zelllinie.	Dargestellt	sind	die	
Mittelwerte	der	2-∆CT	±	SD	von	vier	unabhängigen	Experimenten.	B:	Expression	der	mRNA	relativ	zu	GAPDH	und	Aktin	für	
die	N87	Zelllinie.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	der	2-∆CT	±	SD	von	drei	unabhängigen	Experimenten.	
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Die	murine	 kultivierte	 Zelllinie	 CLS-103	 zeigte	 ähnliche	 Ergebnisse.	 Bei	 der	murinen	 Zelllinie	

wurde	die	Expression	nur	relativ	zu	GAPDH	analysiert.	IL-6	und	IL-6Ra	wurden	ebenfalls	stärker	

exprimiert	als	IL-11	und	dessen	spezifischer	Rezeptor.	Die	IL-11	und	IL-11Ra	Expression	war	nur	

schwach	 nachweisbar.	 Zudem	 konnte	 auch	 hier	 eine	 höhere	 gp130	 mRNA	 Expression	

nachgewiesen	werden	(Abb.	12).	Die	kultivierten	Monozyten	THP-1	und	U-937	zeigten	dagegen	

ein	 anderes	 Expressionsmuster.	 Die	 Expression	 der	 Zielgene	 von	 den	 humanen	

Monozytenzelllinien	 wurde	 ebenfalls	 relativ	 zu	 GAPDH	 und	 Aktin	 ausgewertet.	 Bei	 beiden	

Zelllinien	fiel	eine	hohe	IL-6Ra	mRNA	Expression	auf	im	Gegensatz	zu	allen	anderen	gemessenen	

Zytokinen	oder	Zytokinrezeptoren.	Die	gp130	mRNA	Expression	war	bei	den	Monozyten	höher	

als	die	Zytokine	und	der	IL-11Ra.	Diese	wurden	nur	schwach	exprimiert	(Abb.	13A;B).	

	 	

Abb.	12:	Auswertung	der	mRNA	Expression	der	murinen	Magenkarzinomzelllinie	CLS-103.	Die	RNA	wurde	wie	in	Kapitel	
2.2.3.1	beschrieben	isoliert	und	gereinigt.	Die	reverse	Transkription	und	die	qPCR	wurden	wie	in	Kapitel	2.2.3.2	und	2.2.3.3	
beschrieben	durchgeführt.	Die	Expression	der	mRNA	wurde	relativ	zu	GAPDH	ausgewertet.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	
der	2-∆CT	±	SD	von	drei	unabhängigen	Experimenten.	
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Bei	der	murinen	Makrophagenzelllinie	J774.A1	war	die	IL-6,	IL-6Ra	und	gp130	mRNA	Expression	

höher	als	die	von	 IL-11	und	 IL-11Ra.	Bei	der	Makrophagenzelllinie	war	die	gp130	Expression	

ebenfalls	am	stärksten,	gefolgt	von	dem	IL-6Ra	und	anschließend	IL-6	(Abb.	14).	

Abb.	14:	Auswertung	der	mRNA	Expression	der	murinen	Makrophagenzelllinie	 J774.A1.	Die	RNA	wurde	wie	 in	Kapitel	
2.2.3.1	beschrieben	isoliert	und	gereinigt.	Die	reverse	Transkription	und	die	qPCR	wurden	wie	in	Kapitel	2.2.3.2	und	2.2.3.3	
beschrieben	durchgeführt.	Die	Expression	der	mRNA	wurde	relativ	zu	GAPDH	ausgewertet.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	
der	2-∆CT	±	SD	von	drei	unabhängigen	Experimenten.	

Abb.	 13:	 Auswertung	 der	 mRNA	 Expression	 der	 humanen	 Monozytenzelllinien.	 Die	 RNA	 wurde	wie	 in	 Kapitel	 2.2.3.1	
beschrieben	 isoliert	 und	 gereinigt.	 Die	 reverse	 Transkription	 und	 die	 qPCR	wurden	wie	 in	 Kapitel	 2.2.3.2	 und	 2.2.3.3	
beschrieben	durchgeführt.	A:	Expression	der	mRNA	relativ	zu	GAPDH	und	Aktin	für	die	THP-1	Zelllinie.	Dargestellt	sind	die	
Mittelwerte	der	2-∆CT	±	SD	von	drei	unabhängigen	Experimenten.	B:	Expression	der	mRNA	relativ	zu	GAPDH	und	Aktin	für	
die	U-937	Zelllinie.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	der	2-∆CT	±	SD	von	fünf	unabhängigen	Experimenten.	
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Bei	den	PBMC	fiel	eine	starke	IL-6Ra	und	gp130	mRNA	Expression	im	Vergleich	zu	den	anderen	

untersuchten	Genen	auf.	Die	IL-11	und	die	IL-11Ra	mRNA	Expression	war	auch	bei	den	PBMC	nur	

schwach	 nachweisbar	 (Abb.	 15A).	 Bei	 den	 primären	Mausmakrophagen	war	 IL-6,	 IL-6Ra	 und	

gp130	ebenfalls	stärker	exprimiert	als	IL-11	und	IL-11Ra.	Allerdings	war	hier	IL-6	am	stärksten	

exprimiert,	gefolgt	von	dem	IL-6Ra	und	anschließend	gp130	(Abb.	15B).		

	 	

Abb.	15:	Auswertung	der	mRNA	Expression	der	Primärzellen.	Die	RNA	wurde	wie	in	Kapitel	2.2.3.1	beschrieben	isoliert	und	
gereinigt.	Die	reverse	Transkription	und	die	qPCR	wurden	wie	in	Kapitel	2.2.3.2	und	2.2.3.3	beschrieben	durchgeführt.	A:	
Expression	der	mRNA	relativ	zu	GAPDH	für	die	PBMC.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	der	2-∆CT	±	SD	von	drei	unabhängigen	
Experimenten.	B:	Expression	der	mRNA	relativ	zu	GAPDH	für	die	primären	murinen	Makrophagen.	Dargestellt	sind	die	
Mittelwerte	2-∆CT	±	SD	von	drei	unabhängigen	Experimenten.	
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Im	Vergleich	der	 verschiedenen	Zelllinien	 fällt	 auf,	 dass	 bei	 den	 epithelialen	Zellen	die	 gp130	

mRNA	Expression	am	stärksten	war.	Die	Monozyten	zeigten	dagegen	eine	deutlich	höhere	IL-6Ra	

Expression	und	eine	weniger	starke	gp130	mRNA	Expression	als	die	anderen	Zelllinien.	Die	PBMC	

hatten	 ähnlich	wie	 die	Monozyten	 Zelllinien	 eine	 starke	 IL-6Ra	mRNA	 Expression.	 Allerdings	

zeigten	 sie	 ebenfalls	 eine	 ähnlich	 starke	 gp130	 mRNA	 Expression.	 Die	 primären	

Mausmakrophagen	hatten	eine	höhere	IL-6,	IL-6Ra	und	gp130	mRNA	Expression	als	IL-11	und	

dessen	spezifischer	Rezeptor.	Die	IL-11	und	IL-11Ra	mRNA	Expression	war	bei	allen	Zelllinien	

und	 Primärzellen	 nur	 gering	 nachweisbar	 (Abb.	 16).	 Die	 Ergebnisse	 der	 mRNA	

Expressionsmuster	 passen	 zu	 den	 Ergebnissen	 der	 Stimulationsexperimente.	 Der	 geringe	

Nachweis	IL-11Ra	mRNA	lässt	sich	mit	der	kaum	nachweisbaren	STAT3	Aktivierung	nach	IL-11	

Stimulation	 bestätigen.	 Die	 hohe	 IL-6Ra	 mRNA	 Expression	 der	 Monozytenzelllinien	 und	 der	

PBMC	ist	ebenfalls	vereinbar	mit	der	hohen	P-STAT3	Signalintensität	nach	der	Stimulation	mit	

IL-6	bei	den	THP-1	und	U-937.	
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Abb.	16:	Vergleich	der	mRNA	Expression	der	unterschiedlichen	kultivierten	Zelllinien	relativ	zu	GAPDH.	Dargestellt	sind	die	Mittelwerte	der	2-∆CT	±	SD.	Auffällig	ist	die	starke	IL-6Ra	mRNA	
Expression	bei	den	monozytären	Zelllinien	THP-1	und	U-937	im	Vergleich	zu	den	anderen	untersuchten	Genen.	Zellen	des	gleichen	Ursprungs	zeigten	ein	ähnliches	Expressionsmuster	der	mRNA.	
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4 Diskussion	
Trotz	 sinkender	 Inzidenzen	 in	 Deutschland	 ist	 das	 Magenkarzinom	 weiterhin	 als	 der	

fünfthäufigste	 diagnostizierte	 maligne	 Tumor	 weltweit	 eines	 der	 bedeutendsten	 Karzinome.	

Außerdem	zählt	es	durch	seine	hohe	Mortalität	zu	der	vierthäufigsten	Todesursache	unter	allen	

Krebserkrankungen	(Sung	et	al.,	2021).	In	der	vorliegenden	Arbeit	wurde	der	Einfluss	von	IL-6	

und	 IL-11	 auf	 Magenkarzinomzelllinien	 und	 Immunzelllinien	 untersucht.	 Dazu	 wurden	 die	

kultivierten	Zelllinien	mit	IL-6	und	IL-11	sowie	mit	den	Zytokinen	und	deren	löslichen	Rezeptoren	

stimuliert.	Die	sich	daraus	ergebende	Aktivierung	von	STAT3	wurde	durch	einen	Western	Blot	

analysiert.	 Die	 Zellkulturüberstände	 der	 Magenkarzinomzelllinien	 und	 der	 Immunzelllinien	

wurden	zudem	auf	die	Sekretion	von	IL-6	und	IL-11	nach	der	Stimulation	mit	TGF-b	und	ohne	

Stimulation	untersucht.	Weiterhin	wurden	alle	Zelllinien,	primäre	Mausmakrophagen	und	PBMC	

auf	 die	mRNA	 Expression	 der	 Zytokine,	 ihrer	 spezifischen	 Rezeptoren	 und	 der	 gemeinsamen	

b-Untereinheit	des	Rezeptors	gp130	analysiert.	

4.1 Zytokin-induzierte	Aktivierung	von	STAT3	
Bei	der	Stimulation	von	Magenepithel-	und	Immunzellen	mit	IL-6	und	IL-11	sowie	deren	löslichen	

Rezeptoren	wiesen	Zellen	aus	dem	gleichen	Ursprungsgewebe	ähnliche	Ergebnisse	auf.	So	zeigten	

die	Epithelzellen	eine	gesteigerte	STAT3	Aktivierung	nach	der	15-minütigen	Stimulation	mit	IL-6	

und	IL-11.	Dabei	war	die	Phosphorylierung	von	STAT3	nach	der	IL-11	Stimulation	schwächer	als	

nach	der	Inkubation	mit	IL-6.	Diese	Beobachtung	stimmt	mit	Ergebnissen	von	Zhu	et	al.	überein.	

Sie	stimulierten	AGS	Zellen	mit	50	ng/ml	IL-6	und	wiesen	ebenfalls	eine	Steigerung	des	P-STAT3	

Signals	 im	 Gegensatz	 zu	 der	 nicht	 stimulierten	 Kontrolle	 nach	 (Zhu	 et	 al.,	 2011).	 Die	 hier	

durchgeführten	Versuche	konnten	allerdings	schon	eine	Steigerung	der	STAT3	Aktivierung	nach	

einer	 Stimulation	 mit	 10	ng/ml	 IL-6	 zeigen.	 Suman	 et	 al.	 zeigten	 in	 einer	

Chorionkarzinomzelllinie,	 dass	 die	 Stimulation	 mit	 IL-11	 zu	 einer	 dosisabhängigen	

Phosphorylierung	von	STAT3	 führte,	wobei	10	ng/ml	die	geringste	verwendete	Konzentration	

war.	Zusätzlich	konnten	die	Autoren	eine	von	IL-11	dosisabhängige	Steigerung	der	Invasion	der	

Zellen	 in	einem	 in	vitro	Matrigel	 Invasions	Assay	nachweisen	(Suman	et	al.,	2009).	 In	den	hier	

durchgeführten	 Versuchen	wiesen	 die	 Epithelzellen	 nach	 10	ng/ml	 IL-11	 Inkubation	 nur	 eine	

schwache	 Aktivierung	 von	 STAT3	 auf.	 Es	 ist	 zu	 erwarten,	 dass	 eine	 Dosissteigerung	 der	

Zytokinstimulation	bei	den	hier	verwendeten	Epithelzellen	auch	eine	dosisabhängige	Steigerung	

des	P-STAT3	Signals	ergeben	würde.	Die	stärkere	Aktivierung	von	STAT3	nach	IL-6	Stimulation	

als	nach	IL-11	Stimulation	liegt	vermutlich	an	der	Verfügbarkeit	des	spezifischen	Rezeptors.	Die	

Epithelzellen	exprimieren	vermehrt	IL-6Ra,	wie	in	der	Analyse	der	mRNA	Expression	in	Kapitel	

3.3	gezeigt	wurde.	
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Die	 Epithelzelllinie	 N87	 wurde	 zusätzlich	 mit	 10	ng/ml	 IL-6	 und	 100	ng/ml	 sIL-6Ra	 bzw.	

10	ng/ml	IL-11	und	100	ng/ml	sIL-11Ra	stimuliert.	Die	Stimulation	des	trans-Signalweges	konnte	

eine	stärkere	Aktivierung	von	STAT3	auslösen	als	die	Induktion	des	klassischen	Signalweges.	In	

Kapitel	 3.3	 konnte	 ebenfalls	 gezeigt	werden,	 dass	 die	 ubiquitär	 vorkommende	b-Untereinheit	

gp130	eine	höhere	mRNA	Expression	als	der	IL-6Ra	in	den	Magenkarzinomzelllinien	hat.	Durch	

die	 Stimulation	 des	 trans-Signalweges	 kann	 somit	 die	 Aktivierung	 von	 STAT3	 vereinfacht	

induziert	 werden,	 da	 kein	 spezifischer	 membranständiger	 Rezeptor	 notwendig	 ist.	 Die	

Epithelzellen	des	Magenkarzinoms	könnten	demnach	ebenfalls	durch	die	löslichen	Varianten	der	

IL-6	 oder	 IL-11	 Rezeptoren	 ihre	 Stimuli	 erhalten.	 Die	 Monozytenzelllinien	 THP-1	 und	 U-937	

zeigten	nach	der	Inkubation	mit	den	Zytokinen	ebenfalls	eine	ähnliche	Aktivierung	von	STAT3.	

Sowohl	 IL-6	 als	 auch	 der	 trans-Signalweg	 von	 IL-6	 können	 eine	 deutliche	 Steigerung	 der	

Phosphorylierung	von	STAT3	auslösen.	Aus	den	Versuchen	von	Basu	et	al.	geht	hervor,	dass	eine	

Stimulation	von	THP-1	mit	50	ng/ml	IL-6	für	zwei	Stunden	zu	einem	gesteigerten	P-STAT3	Level	

führt	 (Basu	 et	 al.,	 2017).	 Yeh	 et	 al.	 zeigten	 ebenfalls,	 dass	 THP-1	 nach	 der	 Stimulation	 mit	

100	ng/ml	 IL-6	 oder	 Zellkulturüberständen	 von	 kolorektalen	 Krebszelllinien	 eine	 erhöhte	

Phagozytosekapazität	 und	 Migrationsfähigkeit	 resultierte.	 Außerdem	 wurde	 bei	 der	 THP-1	

Zelllinie	auch	eine	vermehrte	Aktivierung	von	STAT3	nach	IL-6	Stimulation	oder	Inkubation	mit	

den	Zellkulturüberständen	nachgewiesen	 (Yeh	et	al.,	2016).	Die	hier	durchgeführten	Versuche	

zeigen	demnach,	dass	ebenfalls	eine	deutlich	geringere	Konzentration	mit	10	ng/ml	IL-6	zu	einer	

Aktivierung	des	klassischen	und	trans-Signalweges	führen	kann.	

Es	 ist	 davon	 auszugehen,	 dass	 die	 Aktivierung	 von	 STAT3	 durch	 IL-11	 in	 Epithelzellen	 und	

Monozyten	eher	eine	untergeordnete	Rolle	spielt.	In	einem	Kolonkarzinom	Mausmodell	zeigten	

Nishina	et	al.,	dass	vor	allem	Fibroblasten	IL-11	produzierten.	Die	Deletion	des	IL-11Ra	oder	IL-11	

schwächte	 die	 Entwicklung	 von	 Kolontumoren	 ab.	 Die	 IL-11	 produzierenden	 Fibroblasten	

aktivierten	 ebenfalls	 die	 Karzinomepithelzellen.	 Allerdings	 zeigten	 die	 Epithelzellen	 eine	

schwächere	Aktivierung	von	STAT3	durch	IL-11	als	die	Fibroblasten	(Nishina	et	al.,	2021).	Eine	

IL-11	 Sekretion	 und	 Stimulation	 der	 Tumor-assoziierten	 Fibroblasten	 im	 Magenkarzinom	 ist	

demnach	denkbar.	

Die	 Versuche	mit	 der	Makrophagenzelllinie	 J774.A1	 zeigen	 eine	 Aktivierung	 von	 STAT3	 nach	

alleiniger	IL-6	sowie	nach	IL-6	und	IL-11	trans-Signalweg	Stimulation.	Dabei	hat	die	Stimulation	

über	 den	 IL-6	 trans-Signalweg	 den	 stärksten	 Effekt	 und	 über	 den	 IL-11	 trans-Signalweg	 den	

schwächsten.	 Niemand	 et	 al.	 konnten	 ebenfalls	 zeigen,	 dass	 die	 Stimulation	 mit	 IL-6	 eine	

dosisabhängige	 Aktivierung	 von	 STAT3	 in	 primären	 humanen	 Makrophagen	 bewirkt.	 Diese	

wurde	 durch	 eine	 Vorbehandlung	 mit	 pro-inflammatorischen	 Faktoren	 wie	 LPS	 und	 TNF-a	

gehemmt	(Niemand	et	al.,	2003).		
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Die	 STAT3	Aktivierung	 kann	 somit	 sowohl	mit	 IL-6	 als	 auch	 IL-11	 oder	 dem	 trans-Signalweg	

induziert	 werden.	 Allerdings	 ist	 bei	 allen	 Zelllinien	 die	 Induktion	 nach	 IL-11	 Stimulation	

schwächer	als	nach	IL-6	Stimulation.	Dies	steht	im	Kontrast	zu	der	Annahme,	das	Magenkarzinom	

entstehe	vor	allem	durch	eine	vermehrte	 IL-11	Stimulation.	Dass	eine	genetische	Deletion	von	

IL-6	trotzdem	zur	Tumorgenese	führte,	zeigten	Ernst	et	al.	in	dem	Funktionsgewinnmausmodell	

gp130Y757F,	 in	 dem	gp130	hyperaktiviert	 ist.	Mäuse	mit	 der	 genetischen	Deletion	des	 IL-11Ra	

zeigten	 dagegen	 keine	 Tumore	 und	 glichen	 in	 der	 Magenmorphologie	 den	 Wildtyp	 Mäusen	

(Ernst	et	al.,	2008).	Die	Stimulation	mit	IL-6	oder	über	den	IL-6	trans-Signalweg	der	Epithelzellen	

und	der	Immunzellen	zeigte	eine	höhere	STAT3	Aktivierung	als	mit	IL-11	oder	dem	IL-11	trans-

Signalweg.	Eine	auto-	oder	parakrine	Stimulation	von	IL-11	in	Magenkarzinomen	würde	demnach	

nur	 eine	 geringe	 Phosphorylierung	 von	 STAT3	 auslösen.	 Eine	 durch	 IL-6	 ausgelöste	 STAT3	

Phosphorylierung	in	Magenkarzinomepithelzellen	wäre	eher	denkbar.	Möglicherweise	sind	bei	

der	 Tumorgenese	 und	 -progression	 im	 Magenkarzinom	 ebenfalls	 Karzinom-assoziierte	

Fibroblasten	involviert,	welche	durch	autokrine	IL-11	Produktion	STAT3	aktivieren.	

4.2 Sekretion	von	IL-6	und	IL-11	
Zwei	 der	 epithelialen	 Zellreihen	 (AGS,	 CLS-103),	 die	 Monozyten-	 (THP-1,	 U-937)	 und	 die	

Makrophagenzelllinie	(J774.A1)	wurden	auf	die	Sekretion	von	IL-6	untersucht.	Der	Überstand	der	

Zellen	wurde	nach	24,	48	und	72	Stunden	im	ELISA	analysiert.	Bei	keiner	Zelllinie	konnte	eine	

Sekretion	 von	 IL-6	 nachgewiesen	werden.	 Die	 Sekretion	 von	 IL-6	 durch	 Tumor-	 oder	 Tumor-

assoziierte	 Zellen	 wurde	 schon	 in	 einer	 Vielzahl	 von	 Tumoren	 untersucht.	 In	 der	

Kolitis-assoziierten	Tumorgenese	wird	IL-6	vor	allem	von	dendritischen	Zellen	und	Makrophagen	

produziert.	T-Zellen	sekretieren	ebenfalls	nachweislich	IL-6	(Grivennikov	et	al.,	2009).	Dagegen	

zeigten	 Becker	 et	 al.	 in	 einem	 Kolonkarzinom	 Mausmodell,	 dass	 IL-6	 vor	 allem	 durch	

CD4+-T-Zellen	aus	Tumorgewebe	exprimiert	wurde.	IL-6	wurde	zusätzlich	in	Tumorepithelzellen	

und	dendritischen	Zellen	exprimiert.	In	Makrophagen	und	CD8+-T-Zellen	war	die	Menge	an	IL-6	

dagegen	 gering	 (Becker	 et	 al.,	 2004).	 Hou	 et	 al.	 zeigten	 eine	 geringe	 Sekretion	 von	 maximal	

23,8	pg/ml	 IL-6	 nach	 48	 Stunden	 in	 U-937	 oder	 THP-1	Monokulturen	 (Hou	 et	 al.,	 2020).	 Die	

fehlende	IL-6	Sekretion	von	allen	hier	untersuchten	Zelllinien	unterscheidet	sich	somit	von	den	

oben	 genannten	 Ergebnissen.	 Die	 von	 Hou	 et	 al.	 nachgewiesene	 IL-6	 Sekretion	 bei	 den	

monozytären	 Zelllinien	THP-1	 und	U-937	war	 sehr	 gering,	 so	 dass	 die	 Sekretion	 bei	 den	 hier	

vorliegenden	 Ergebnissen	 eventuell	 durch	 einen	 unterschiedlichen	 Versuchsablauf	 unter	 der	

Detektionsgrenze	 lag.	Die	entweder	 sehr	geringe	nachgewiesene	 IL-6	Sekretion	von	Hou	et	 al.	

oder	sogar	fehlende	IL-6	Sekretion	in	den	hier	untersuchten	Zelllinien	könnte	ebenfalls	durch	das	

fehlende	 Tumorumgebungsgewebe	 begründet	 sein.	 Erez	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 die	 Tumor-

assoziierten	 Fibroblasten	 im	 Brustkrebsgewebe	 und	 Ovarialkrebsgewebe	 IL-6	 exprimieren	
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(Erez	et	 al.,	 2013).	 Zudem	könnten	CD4+-T-Zellen	oder	dendritische	Zellen	die	Quelle	der	 IL-6	

Sekretion	im	Magenkarzinom	sein.	

In	 den	 hier	 untersuchten	 Zellreihen	 konnte	 keine	 IL-11	 Produktion	 in	 den	 Zellüberständen	

nachgewiesen	werden.	Zusätzlich	wurde	die	Sekretion	von	IL-6	und	IL-11	nach	einer	Stimulation	

mit	10	ng/ml	TGF-b	untersucht.	Bei	allen	Zelllinien	konnte	erneut	keine	Sekretion	der	Zytokine	in	

den	 Zellüberständen	 nachgewiesen	 werden.	 Pelaia	 et	 al.	 stimulierten	 primäre	 humane	

Lungenfibroblasten	 ebenfalls	 mit	 10	ng/ml	 TGF-b.	 Nach	 24,	 48	 und	 72	 Stunden	 konnte	 eine	

deutlich	erhöhte	Sekretion	von	 IL-6	und	 IL-11	nachgewiesen	werden	 (Pelaia	 et	 al.,	 2007).	Die	

TGF-b	 Produktion	 in	 Tumor	 infiltrierenden	 T-Lymphozyten	 unterdrückten	 allerdings	 das	

Tumorwachstum	in	einem	Kolonkarzinom	Mausmodell	durch	die	Hemmung	der	IL-6	Produktion	

in	den	T-Zellen	(Becker	et	al.,	2004).	Eventuell	wurde	die	Sekretion	von	IL-6	durch	die	Stimulation	

mit	TGF-b	weiterhin	unterdrückt,	wie	Becker	et	al.	in	ihrem	Kolonkarzinom	Mausmodell	zeigten.	

Eine	erhöhte	Sekretion	von	 IL-6	und	 IL-11	nach	der	TGF-b	Behandlung,	wie	bei	den	primären	

Lungenfibroblasten,	konnte	zumindest	nicht	nachgewiesen	werden.	Eine	durch	TGF-b	stimulierte	

IL-11	Produktion	 konnte	 schon	mehrfach	nachgewiesen	werden.	Morinaga	 et	 al.	 zeigten,	 dass	

humane	 Melanomzellen	 durch	 TGF-b	 Produktion,	 die	 durch	 IL-11	 induzierte	 Osteolyse	

stimulierten	(Morinaga	et	al.,	1997).	Humane	Alveolarzellen	konnten	ebenfalls	eine	gesteigerte	

IL-11	 Gen	 Transkription	 nach	 TGF-b	 Stimulation	 nachweisen	 (Tang	 et	 al.,	 1998).	 TGF-b	

sekretierende	 Kolontumorzellen	 führten	 zu	 einer	 IL-11	 Sekretion	 der	 Tumor-assoziierten	

Fibroblasten	 (Calon	 et	 al.,	 2012).	Wang	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 eine	 IL-11	 Sekretion	mittels	 ELISA	

detektiert	 wurde,	 wenn	 Magenkarzinomzelllinien	 MGC-803	 und	 SGC-7901	 mit	 Tumor-

assoziierten	Fibroblasten	kokultiviert	wurden	(Wang	et	al.,	2018).	Möglicherweise	sekretieren	

die	Tumor-assoziierten	Fibroblasten	IL-11	bzw.	auch	IL-6	in	Magenkarzinomen	und	können	somit	

die	Tumorepithelzellen	stimulieren.	Zudem	könnten	andere	Immunzellen,	wie	CD4+-T-Zellen	oder	

dendritische	Zellen,	als	Quelle	für	die	Sekretion	der	Zytokine	dienen.	Das	fehlende	Ansprechen	

der	kultivierten	Magenkarzinomzelllinien	und	Immunzellen	auf	die	TGF-b	Stimulation	könnte	in	

einem	Mangel	an	TGF-b	Rezeptoren	begründet	sein.	

4.3 mRNA	Expression	der	Zytokine	und	deren	Rezeptoren	
In	der	qPCR	wurden	von	allen	sechs	kultivierten	Zelllinien	und	PBMC	sowie	murinen	primären	

Makrophagen	die	IL-6,	IL-11,	 ihre	spezifischen	Rezeptoren	IL-6Ra	und	IL-11Ra	und	die	gp130	

mRNA	Expression	relativ	zu	GAPDH	oder	Aktin	gemessen.	Die	humanen	Epithelzellen	zeigten	eine	

höhere	 IL-6Ra	 und	 IL-6	mRNA	 Expression	 als	 die	 IL-11Ra	 und	 IL-11	mRNA	 Expression.	 Der	

gemeinsame	Rezeptor	gp130	wurde	bei	beiden	Zelllinien	am	stärksten	exprimiert.	Die	murine	

Epithelzellline	CLS-103	zeigte	das	gleiche	Expressionsmuster	wie	die	humanen	Zelllinien.	Dies	

passt	 zu	 den	 in	 Kapitel	 3.1	 beschriebenen	 Ergebnissen	 der	 Aktivierung	 von	 STAT3	 nach	
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Stimulation.	Eine	stärkere	Aktivierung	des	klassischen	Signalwegs	nach	IL-6	Stimulation	zeigte	

sich	in	den	kultivierten	Magenkarzinomzelllinien	im	Vergleich	zu	der	IL-11	Stimulation,	was	mit	

der	höheren	mRNA	Expression	des	IL-6Ra	einhergeht.	Die	Stimulation	über	den	trans-Signalweg	

in	der	N87	Zelllinie	führte	abgesehen	von	der	Positivkontrolle	zur	stärksten	Signalintensität	von	

P-STAT3.	Dies	ist	ebenfalls	mit	der	hohen	gp130	mRNA	Expression	zu	vereinbaren.	Jackson	et	al.	

untersuchten	in	einer	qPCR	Analyse	humane	Magenbiopsien	von	Patienten	mit	H.	pylori	Infektion.	

Die	Autoren	zeigten	eine	zweifach	erhöhte	IL-6	mRNA	Expression	des	untersuchten	Gewebes	im	

Gegensatz	 zu	 nicht-infizierten	 Kontrollen.	 Die	 IL-6	 mRNA	 Expression	 blieb	 weiterhin	 in	 der	

intestinalen	 Metaplasie	 und	 dem	 Magenkarzinom	 erhöht.	 Die	 IL-11	 mRNA	 Expression	 war	

dagegen	während	der	Gastritis	und	intestinaler	Metaplasie	normal	wie	in	dem	nicht-infizierten	

Magengewebe.	Die	mRNA	Expression	von	IL-11	erhöhte	sich	erst	in	den	Magenkarzinomproben	

(Jackson	et	al.,	2007).	Yin	et	al.	zeigten	ebenfalls	erhöhte	IL-6	mRNA	Expressionslevel	in	humanen	

Magenkarzinomproben	im	Vergleich	zu	gesundem	Magengewebe	(Yin	et	al.,	2013).	Da	in	den	hier	

durchgeführten	Versuchen	keine	gesunde	Magenepithelzelllinie	untersucht	wurde,	kann	man	die	

Stärke	IL-6	und	IL-6Ra	mRNA	Expression	schwer	einordnen.	Die	Ergebnisse	von	Jackson	et	al.	

und	Yin	et	al.	legen	zumindest	nahe,	dass	IL-6	mRNA	Expression	in	gesunden	Magenepithelzellen	

geringer	ist	als	in	den	hier	untersuchten	Magenkarzinomzelllinien.	Allerdings	ist	es	unklar,	ob	die	

erhöhte	IL-6	mRNA	Expression	von	den	Magenkarzinomzellen	oder	anderen	umgebenden	Zellen	

stammt	(Jackson	et	al.,	2007;	Yin	et	al.,	2013).		

In	den	hier	vorliegenden	Ergebnissen	konnte	keine	IL-6	Sekretion	von	Magenkarzinomzelllinien	

im	ELISA	 nachgewiesen	werden.	 Die	 fehlende	 Produktion	 der	 Zytokine	 kann	 ebenfalls	 an	 der	

fehlenden	 Stimulation	 von	 umgebenden	 Zellen	 liegen.	 Die	 kultivierten	Monozyten	 THP-1	 und	

U-937	zeigten	eine	sehr	hohe	IL-6Ra	mRNA	Expression	im	Vergleich	zu	den	anderen	untersuchten	

Genen.	 Der	 gemeinsame	 Rezeptor	 gp130	 war	 deutlich	 weniger	 exprimiert	 als	 der	 IL-6Ra.	

Allerdings	war	die	gp130	mRNA	Expression	ebenfalls	 stärker	als	 IL-6,	 IL-11	und	 IL-11Ra.	Die	

PBMC	 zeigten	 ebenso	 eine	 starke	 IL-6Ra	 mRNA	 Expression	 im	 Vergleich	 zu	 den	 anderen	

untersuchten	 Genen.	 Bei	 den	 PBMC	 ist	 die	 Differenz	 zwischen	 IL-6Ra	 und	 gp130	 mRNA	

Expression	 jedoch	nicht	so	deutlich.	Hou	et	al.	untersuchten	ebenfalls	die	monozytäre	Zelllinie	

U-937	und	konnten	keine	starke	IL-6Ra	mRNA	Expression	nachweisen.	Diese	war	auch	ähnlich	

wie	die	gp130	mRNA	Expression	(Hou	et	al.,	2020).	Die	fehlend	hohe	IL-6Ra	Expression	bei	Hou	

et	al.	unterscheidet	sich	von	den	oben	beschriebenen	Daten	der	qPCR	von	THP-1,	U-937	und	den	

PBMC.	Da	alle	drei	Zelllinien	die	gleiche	hohe	Expression	des	IL-6Ra	zeigten	und	es	sich	bei	den	

PBMC	um	humane	Primärzellen	handelt,	kann	man	davon	ausgehen,	dass	es	sich	hierbei	nicht	um	

Artefakte	handelt.	In	dem	Kolonkarzinom	Mausmodell	von	Becker	et	al.	wurde	gezeigt,	dass	der	

membrangebundene	IL-6Ra	sowohl	im	Western	Blot	als	auch	in	der	Immunohistochemie	in	den	

Tumorläsionen	wenig	oder	gar	nicht	nachweisbar	war.	In	den	Tumorepithelzellen	wurde	dagegen	
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reichlich	mRNA	des	Rezeptors	exprimiert.	Dies	lässt	die	Tumorzellen	als	Herkunft	des	löslichen	

sIL-6Ra	vermuten.	Der	Western	Blot	der	konzentrierten	Überstände	bestätigte	die	Anwesenheit	

des	50kDa	sIL-6Ra	 (Becker	et	al.,	2004).	Bei	Becker	et	al.	waren	zwar	Tumorepithelzellen	der	

Ursprung	 des	 sIL-6Ra,	 aber	 die	 hohe	 IL-6Ra	 mRNA	 Expression	 bei	 den	 hier	 untersuchten	

monozytären	Zelllinien	und	den	PBMC	könnten	ebenfalls	ein	Hinweis	darauf	sein,	dass	die	Zellen	

eine	 Quelle	 für	 den	 sIL-6Ra	 sind.	 In	 den	 Stimulationsexperimenten	 zeigten	 die	

Monozytenzelllinien	eine	stärkere	Aktivierung	von	STAT3	nach	der	Stimulation	mit	IL-6	als	nach	

der	Hy-IL-6	Stimulation.	Ein	höheres	Angebot	an	membrangebundenen	IL-6Ra	als	gp130	würde	

dies	erklären.	Bei	der	Inkubation	mit	IL-6	und	IL-6Ra	zeigte	sich	ebenfalls	eine	etwas	schwächere	

P-STAT3	Signalintensität	als	nach	der	alleinigen	IL-6	Gabe.	Wenn	die	Zellen	ein	hohes	Angebot	an	

IL-6Ra	 besitzen	 ist	 es	unklar,	ob	die	STAT3	Aktivierung	nach	 Inkubation	mit	 IL-6	und	 IL-6Ra	

durch	den	klassischen	oder	trans-Signalweg	ausgelöst	wurde.	Die	murine	Makrophagen	Zelllinie	

J774.A1	 und	 die	 primären	 murinen	 Makrophagen	 zeigten	 wenig	 IL-11	 oder	 IL-11Ra	 mRNA	

Expression.	Dies	könnte	an	dem	fehlenden	Tumorumgebungsgewebe	liegen	oder	andere	Zellen	

sind	die	Quelle	der	IL-11	Sekretion,	wie	die	vorher	genannten	Tumor-assoziierten	Fibroblasten.	

Diese	Ergebnisse	passen	 ebenfalls	 zu	den	Ergebnissen	nach	 IL-11	 Stimulation	 in	 der	murinen	

Makrophagenzelllinien.	Die	Aktivierung	von	STAT3	unterschied	sich	nicht	von	der	unstimulierten	

Kontrolle.	

Zusammenfassend	zeigten	die	 in	der	hier	vorliegenden	Arbeit	untersuchten	murine	und	beide	

humanen	 Magenkarzinomzelllinien	 ein	 ähnliches	 mRNA	 Expressionsmuster.	 IL-6	 mRNA	 und	

IL-6Ra	mRNA	wurde	stärker	exprimiert	als	die	IL-11Ra	und	IL-11	mRNA.	Die	hohe	IL-6Ra	mRNA	

Expression	 bei	 den	 kultivierten	 Monozyten	 THP-1	 und	 U-937	 ähnelte	 ebenfalls	 dem	

Expressionsmuster	 der	 PBMC.	 Die	 kultivierte	 murine	 Makrophagenzelllinie	 J774.A1	 und	 die	

primären	Mausmakrophagen	zeigten	auch	eine	geringere	IL-11	und	IL-11Ra	mRNA	Expression	

im	Vergleich	zu	den	anderen	Zielgenen.	

	 	



-	42	-	
	

4.4 Klinische	Bedeutung	und	Ausblick	
Studien	 weisen	 auf	 einen	 möglichen	 klinischen	 Einfluss	 der	 Zytokine	 IL-6	 und	 IL-11	 auf	 die	

Entwicklung	 des	 Magenkarzinoms	 hin.	 Ernst	 et	 al.	 zeigte	 in	 einem	 Mausmodell	 mit	

hyperaktiviertem	STAT3,	dass	vor	allem	die	IL-11	und	auch	die	IL-6	mRNA	und	Proteinspiegel	in	

den	Tumoren	des	Magens	erhöht	waren.	Mäuse	mit	deletiertem	IL-11Ra	waren	in	diesem	Modell	

vor	der	Tumorbildung	geschützt	und	unterschieden	sich	 somit	nicht	von	Mäusen	ohne	STAT3	

Hyperaktivierung	 (Ernst	 et	 al.,	 2008).	 Die	 hier	 vorliegenden	 Ergebnisse	 zeigen	 eher	 eine	

untergeordnete	 Rolle	 der	 IL-11	 gesteuerten	 STAT3	 Aktivierung	 in	 kultivierten	 und	 primären	

Magenkarzinomzellen	 oder	 Immunzellen.	 Die	 Karzinomzellen	 könnten	 im	 Umgebungsgewebe	

durch	IL-6	sekretierende	Tumor-assoziierte	Fibroblasten	oder	Immunzellen	stimuliert	werden.	

Die	in	den	hier	vorliegenden	Ergebnissen	hohe	IL-6Ra	mRNA	Expression	der	Monozyten	und	den	

PBMC	 könnte	 auf	 eine	 mögliche	 Sekretion	 des	 sIL-6Ra	 hinweisen.	 Dieser	 könnte	 wiederum	

gemeinsam	 mit	 IL-6	 über	 den	 trans-Signalweg	 die	 Karzinomzellen	 aktivieren.	 Um	 weitere	

Aussagen	 treffen	 zu	 können,	 wäre	 es	 sinnvoll	 immunhistochemische	 Untersuchungen	 an	

Magenkarzinomen	von	Mäusen	durchzuführen.	Eine	Untersuchung	der	Proben	auf	IL-6,	IL-11	und	

deren	Rezeptoren	wäre	interessant.	Zusätzlich	könnten	Magenkarzinome	von	Mäusen	durch	eine	

qPCR	 auf	 die	 mRNA	 Expression	 der	 Zytokine	 und	 ihrer	 Rezeptoren	 analysiert	 werden.	 Zum	

Nachweis	der	Sekretion	des	sIL-6Ra	von	den	Monozytenzelllinien	wäre	eine	ELISA-Analyse	der	

Zellkulturüberstände	 sinnvoll.	 Um	 den	 Einfluss	 von	 Tumor-assoziierten	 Fibroblasten	 auf	 die	

humanen	 Magenkarzinomzelllinien	 zu	 untersuchen,	 wäre	 eine	 Kokultivierung	 dieser	 Zellen	

denkbar.	Die	Überstände	der	Zellen	könnten	dann	mit	einem	ELISA	auf	die	Sekretion	von	IL-6	und	

IL-11	geprüft	werden.	

Weitere	Therapiemöglichkeiten	für	das	Magenkarzinom	sind	aufgrund	seiner	hohen	Mortalität	

von	 großem	 Interesse.	 Der	 Einsatz	 von	 Antikörpern	 gegen	 IL-6	 oder	 IL-6Ra,	 sowie	 einer	

spezifischen	Blockierung	des	trans-Signalweges	durch	sgp130Fc,	wäre	denkbar.	Auch	Antikörper	

gegen	 IL-11	 und	 den	 IL-11R	 befinden	 sich	 derzeit	 in	 der	 Entwicklung	 und	 könnten	

möglicherweise	eingesetzt	werden.	
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5 Zusammenfassung	
Das	Ziel	der	vorliegenden	Arbeit	bestand	in	der	Analyse	eines	möglichen	Einflusses	von	IL-6	und	

IL-11	über	den	klassischen	oder	den	trans-Signalweg	auf	Magenkarzinomzellen	und	Immunzellen.	

Hierfür	wurden	murine	 und	 humane	Magenkarzinom-,	 humane	Monozyten-	 und	 eine	murine	

Makrophagenzelllinie	untersucht.	Die	Zelllinien	wurden	mit	IL-6	und	IL-11	sowie	ihren	löslichen	

Rezeptoren	stimuliert	und	die	darauffolgende	Phosphorylierung	von	STAT3	mittels	Western	Blot	

nachgewiesen.	 Zudem	 wurde	 die	 Sekretion	 von	 IL-6	 und	 IL-11	 ohne	 Stimulation	 und	 nach	

Stimulation	 mit	 TGF-b	 in	 den	 Überständen	 der	 Zellkulturlinien	 mittels	 ELISA	 analysiert.	 Die	

mRNA	 Expression	 von	 IL-6	 und	 IL-11,	 deren	 spezifischen	 Rezeptoren	 und	 der	 gemeinsamen	

b-Untereinheit	 gp130	 wurde	 bei	 allen	 Zelllinien,	 primären	 Mausmakrophagen	 und	 humanen	

PBMC,	 durch	 eine	 qPCR	 gemessen.	 Auf	 die	 Stimulation	 mit	 IL-6	 reagierten	 alle	 untersuchten	

Zelllinien	mit	einer	Aktivierung	von	STAT3.	Nach	der	Inkubation	mit	IL-11	ließ	sich	nur	bei	den	

humanen	Epithelzellen	 eine	 leichte	Phosphorylierung	von	 STAT3	nachweisen.	Die	 Stimulation	

durch	 den	 IL-6	 trans-Signalweg	 und	 IL-11	 trans-Signalweg	 zeigte	 ebenfalls	 eine	 gesteigerte	

Aktivierung	 von	 STAT3.	 Eine	 Sekretion	 von	 IL-6	 oder	 IL-11	 in	den	untersuchten	Überständen	

konnte	 nicht	 nachgewiesen	werden.	Die	 Sekretion	war	 nach	TGF-b	 Inkubation	 ebenfalls	 nicht	

nachweisbar.	 Die	 Analyse	 der	mRNA	 Expression	wies	 bei	 den	 kultivierten	 Zelllinien	 und	 den	

Primärzellen	bei	gleicher	Zellart	jeweils	konsistente	Ergebnisse	auf.	Die	IL-11	und	IL-11Ra	mRNA	

Expression	war	bei	allen	untersuchten	Zellen	niedrig.	Bei	den	Monozytenzelllinien	und	PBMC	war	

eine	hohe	IL-6Ra	mRNA	Expression	nachweisbar.	Aufgrund	der	hier	vorliegenden	Ergebnisse	ist	

davon	auszugehen,	dass	die	Phosphorylierung	von	STAT3	durch	IL-11	in	den	Epithelzellen	und	

Monozyten	 eine	 untergeordnete	 Rolle	 spielt.	 Die	 hohe	 IL-6Ra	mRNA	 Expression	 bei	 den	 hier	

untersuchten	Monozyten	und	den	PBMC	könnte	ein	Hinweis	sein,	dass	die	Zellen	eine	Quelle	für	

den	sIL-6Ra	 sind.	Die	Magenkarzinomzellen	könnten	demnach	ebenfalls	durch	den	IL-6	 trans-

Signalweg	 aktiviert	 werden.	 Die	 verschiedenen	 Zelltypen	 zeigten	 jeweils	 ähnliche	

Expressionsmuster,	welche	ebenso	 zu	den	Ergebnissen	der	STAT3	Aktivierung	nach	alleiniger	

Zytokinstimulation	oder	Stimulation	des	trans-Signalweges	passten.	Dabei	war	dies	unabhängig	

davon,	 ob	 es	 sich	 um	 murine	 oder	 humane	 kultivierte	 Zellen	 oder	 Primärzellen	 handelte.	

Aufgrund	 der	 weltweit	 hohen	 Inzidenzen	 und	 Mortalität	 des	 Magenkarzinoms	 sind	 neue	

therapeutische	 Ansätze	 weiterhin	 notwendig.	 Der	 Einsatz	 spezifischer	 Antikörper	 gegen	 die	

involvierten	Zytokine	oder	die	Blockierung	des	trans-Signalweges	wären	denkbar.	
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10 		Anhang	

10.1 	Material	

10.1.1 Antikörper	
Tabelle	4:	Verwendete	Antikörper	-	Alle	primären	Antikörper	(β-Actin,	GAPDH,	phospho-STAT3,	

STAT3)	wurden	in	5%	BSA	in	TBS-T	verdünnt.	Alle	sekundären	Antikörper	(anti-mouse	IgG,	anti-

rabbit	IgG)	wurden	in	5%	Milchpulver	in	TBS-T	verdünnt.	

Antikörper	 Verdünnung	 Hersteller	
β-Actin	Antibody	 1:1000	 Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA	
GAPDH	(D16H11)	XP®	
Rabbit	mAb	

1:1000	 Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA	

Phospho-STAT3	(Tyr705)	
(D3A7)	XP®	Rabbit	mAb	

1:1000	 Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA	

STAT3	(124H6)	Mouse	mAb	 1:1000	 Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA	
Anti-mouse	IgG,	HRP-linked	
Antibody	

1:3000	 Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA	

Anti-rabbit	IgG,	HRP-linked	
Antibody	

1:3000	 Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA	

	

	

10.1.2 Chemikalien	
Tabelle	5:	Verwendete	Chemikalien	

Bezeichnung	 Hersteller	
5X	Reaction	Buffer	for	RT	 Thermo	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
10x	SDS-Page	Rotiphorese	 Roth,	Karlsruhe	
Acrylamid	 Roth,	Karlsruhe	
Albumin	Fraktion	V	 Roth,	Karlsruhe	
Ammoniumpersulfat	APS	10%	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	
Bromphenolblau	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA		
Ethylendiamintetraessigsäure	(EDTA)	 Roth	Karlsruhe	
Ethanol	absolut	 Chemsolute	by	Th.	Geyer,	Renningen	
Glycerol	 Roth,	Karlsruhe	
Glycin	 Roth,	Karlsruhe	
HistopaqueÒ-1077	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	
Kodan	Tinktur	forte	farblos	 Schülke	&	Meyr,	Norderstedt	
Immobilon	Western	HRP	Substrat	 Millipore	by	Merck,	Darmstadt	
2-Mercaptoethanol	 Roth,	Karlsruhe	
Methanol	 Roth,	Karlsruhe	
Milchpulver	 Roth,	Karlsruhe	
Natriumchlorid	 Roth,	Karlsruhe	
Nonidet	P40	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	
Nukleotide	dCTP,	dATP,	dUTP,	dGTP	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
PBST	 Calbiochem	by	Merck,	Darmstadt	
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Phosphatase	Inhibitor	Cocktail	3	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	
Precision	Plus	WesternC	Standards	 Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	
Protease	Inhibitor	Cocktail	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	
Revert	Aid	Reverse	Transcriptase	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
RT-PCR	grade	water	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
Schwefelsäure	 Roth,	Karlsruhe	
SDS	 Roth,	Karlsruhe	
Stripping	Puffer		 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
SYBR®	Green	Master	Mix	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
TEMED	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	
Tris-	(hydroxymethyl)-aminomethan	(Tris)	 Roth,	Karlsruhe	
Tris-hydroclorid	 Roth,	Karlsruhe	
Triton-X-100	 SERVA	Electrophoresis	GmbH,	Heidelberg	
Tween	20	 Roth,	Karlsruhe	
Wasser	
Nuklease-frei	 und	 autoklaviert,	 DEPC-
behandelt	

Roth,	Karlsruhe	

	

10.1.3 Geräte	
Tabelle	6:	Verwendete	Geräte	

Geräte	 Bezeichnung	 Hersteller	
Heizblock	 Blockthermostat	BT	100	 Kleinfeld	Labortechnik,	Gehrden	
Zellzähler	 Countess™	II	FL	Automated	

Cell	Counter	
Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	
MA,	USA	

Elisa	Plattenleser	 CLARIOstarÒ	Plus	 BMG	Labtech,	Ortenberg	
Waage	 Präzisionswaage	440-33N	 Kern	&	Sohn	GmbH,	Balingen	
Western	Blot	
Entwickler	

Imager	Fluor	Chem	E	 Protein	Simple,	San	Jose,	CA,	USA	

Inkubator	 Binder	CB	 Binder,	Tuttlingen	
Kochplattenrührer	 Hotplate	Stirrer	UC152	 Stuart	Equipment,	Staffordshire,	

UK	
Mikroskop	 AE21	

ZOE	Fluorescent	Cell	Imager	
Motic,	Barcelona,	Spanien	
Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	

PCR	cycler	 	 Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	
Pipettierhilfe	 pipetusÒ	 Hirschmann	Laborgeräte,	

Eberstadt	
Pipettenhaltersystem	 	 Eppendorf,	Hamburg	
Plattformschüttler	 Polymax	1040	 Heidolph	Instruments	GmbH	&	CO.	

KG,	Schwabach	
qPCR	Gerät	 QuantStudio	6	Flex	Real-

Time	PCR	Systems	
Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	
MA,	USA	

Proteinbestimmung	
Plattenreader	

Glomax-Multi	Detection	
System	

Promega,	Mannheim	

Netzgeräte	 PowerPac	Basic	 Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	
Kipp-/Rollmischer	 RS	TR-05	 Phoenix	Instrument,	Garbsen	
Spektrophotometer	 ScanDrop2	 Analytik	Jena,	Jena	
Schüttler	 Thermomixer	comfort	 Eppendorf,	Hamburg	
Western	Blot	 Transfer	
System	

Trans-Blot	Turbo	Transfer	
System	

Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	

Venenstauer	 	 Sarstedt,	Nümbrecht	
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Vortex	 Vortex-Schüttler	MS	3	basic	 IKA,	Staufen	
Wasserbad	 W6	W	 Labortechnik	Medingen,	Dresden	
Western	Blot	 Kammer	
System	

Mini-ProteanÒ	Tetra-Cell	 Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	

Zellkulturbank	 Herasafe	2030i	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	
MA,	USA	

Zentrifugen	 Centrifuge	5417R	
Multifuge	3	S-R	Heraeus	
Tisch	

Eppendorf,	Hamburg	
Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	
MA,	USA	
	

	

10.1.4 Kits	
Tabelle	7:	Verwendete	Kits	

Bezeichnung	 Hersteller	
Human	IL-6	DuoSet	ELISA	 R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA	
Human	IL-11	DuoSet	ELISA	 R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA	
Mouse	IL-6	DuoSet	ELISA	 R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA	
Mouse	IL-11	DuoSet	ELISA	 R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA	
NucleoSpin	RNA-Kit	 Macherey-Nagel	
DC	Protein	Assay	Kit	 Bio-RAD,	Hercules,	CA,	USA	
	

10.1.5 Oligonukleotide	
Tabelle	8:	Verwendete	Oligonukleotide	

Name	 Sequenz	 Hersteller	
hActin	 Forward:	5‘	CTCGCCTTTGCCGATCC	3‘	

Reverse:	5‘	TTCTCCATGTCGTCCCAGTT	3‘	
Sigma-Aldrich,	München	

hGAPDH	 Forward:5‘	AGCCACATCGCTCAGACAC	3‘	
Reverse:	5‘	GCCCAATACGACCAAATCC	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

hgp130	 Forward:	5‘	GGGCAATATGACTCTTTGAAGG	3‘	
Reverse:	5‘	TTCCTGTTGATGTTCAGAATGG	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

hIL-6	 Forward:	5‘	CACCAGGCAAGTCTCCTCAT	3‘	
Reverse:	5‘	TCCAAAGATGTAGCCGCCCC	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

hIL6R	 Forward:	5‘	GCTGAACTTGCTCCCGACAC	3‘	
Reverse:	5‘	AAGAGCCCCCTCAGCAATGT	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

hIL-11	 Forward:	5‘	GGACAGGGAAGGGTTAAAGG	3‘	
Reverse:	5‘	CTCAGCACGACCAGGACC	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

hIL11R	 Forward:	5‘	GGCTATGGACACTCTGCTGC	3‘	
Reverse:	5‘	GCAGACACCAGGGCTGTAG	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

mGAPDH	 Forward:	5‘	AAGGTCATCCCAGAGCTGAA	3‘	
Reverse:	5‘	CTGCTTCACCACCTTCTTGA	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

mgp130	 Forward:	5‘	ACCTGCTCTGGGTGGAATGG	3‘	
Reverse:	5’CGGCTTGTTTGAGGTACGCC	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

mIL-6	 Forward:	5‘	TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC	3‘	
Reverse:	5‘	GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

mIL6R	 Forward	5‘	CATCTGTGAGTGGCGTCCGA	3‘	
Reverse:	5‘	TCGTTGTGGCTGGACTTGCT	3‘	

Sigma-Aldrich,	München	

mIL-11	 Forward:	5‘	CTGCACAGATGAGAGACAAATTCC	3‘	 Sigma-Aldrich,	München	
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Reverse:	5‘	GAAGCTGCAAAGATCCCAATG	3‘	
mIL11R	 Forward:	5’AATACCGACCAGCACAGCAT	3‘	

Reverse:	5‘	TGACTCGTACCGCGTGTG	3‘	
Sigma-Aldrich,	München	

Oligo	dT	 5‘	TTTTTTTTTTTTTTTTTT	 Sigma-Aldrich,	München	
	

10.1.6 Puffer	und	Lösungen	
Tabelle	9:	Verwendete	Puffer	und	Lösungen	

Bezeichnung	 Zusammensetzung	
5x	Laemmlipuffer	 2,5	mM	Tris-Hydrochlorid	

10%	Glycerol	
2%	SDS	
5%	2-Mercaptoethanol	
pH	6,8	
Spatelspitze	Bromphenolblau	

Blocking	Puffer	 TBS	1x	
333	µmol/l	Albumin	Fraktion	V	
0,2%	Nonidet	P40	

Laufpuffer	 10%	10xSDS-Page	Rotiphorese	
Lysepuffer	 1	mmol/l	Tris-hydrochlorid		

pH	7,5	
150	mmol/l	Natriumchlorid	
0,5	mol/l	EDTA	
pH	8	
1%	Triton-X-100	

Sammelgel	 20%	Sammelgelpuffer	
5%	Acrylamid	
0,075%	Ammoniumpersulfat	
0,08%	TEMED	

Sammelgelpuffer	 1,84	mol/l	Tris	
0,5%	SDS	
pH	6,8	

Sekundärantikörper	Verdünnungspuffer	 TBS-T	
5%	Michpulver	

TBS	10x	 74,3	mmol/l	Tris	
0,4	mol/l	Tris-hydrochlorid	
1,5	mol/l	NaCl	
pH	7,4-7,6	

TBS-T	 TBS	1x	
0,25%	Tween	20	

Transferpuffer	 25	mmol/l	Tris	
192	mmol/l	Glycin	
20%	Methanol		

Trenngel	 20%	Trenngelpuffer	
10%	Acrylamid	
0,075%	Ammoniumpersulfat	
0,08%	TEMED	

Trenngelpuffer	 1,84	mol/l	Tris	
1%	SDS	
pH	8,8	
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10.1.7 Rekombinante	Zytokine	und	Rezeptoren	
Tabelle	10:	Verwendete	Zytokine	und	Rezeptoren	

Name	 Hersteller	
Hy-IL-6 Hergestellt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Garbers, wie zuvor beschrieben (Fischer et 
al., 1997) 

IL-6 Hergestellt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Garbers, wie zuvor beschrieben (Mackiewicz 
et al., 1992) 

IL-6Ra Hergestellt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Garbers, wie zuvor beschrieben 
(Riethmueller et al., 2017) 

IL-11 Hergestellt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Garbers, wie zuvor beschrieben (Lokau et al., 
2018) 

IL-11Ra R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA 

	

10.1.8 Verbrauchsmaterialien	
Tabelle	11:	Verwendete	Verbrauchsmaterialien	

Bezeichnung	 Hersteller	
Molecular	biology	384-Well	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	

USA	
CELLSTAR®	 Zellkultur	 Flaschen	 (25	 cm2,	 75	
cm2)	

Greiner	Bio-One,	Kremsmünster,	
Österreich	

CELLSTAR®	 Zellkultur	 Multiwell	 Platten	 (6,	
12	Well)	

Greiner	Bio-One,	Kremsmünster,	
Österreich	

Countess™	Cell	Counting	Chamber	Slides	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	
USA	

ELISA-Platten	96	Well	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	
USA	

Röhrchen	(15ml,	50ml)	 Greiner	Bio-One,	Kremsmünster,	
Österreich	

Filterpapiere	Western	Blot	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	
USA	

Mikrotest	Platten	96	Well	 Sarstedt,	Nümbrecht	
Müllbeutel	Labsolute	 Th.	Geyer,	Renningen	
Nitrilhandschuhe	 Shieldskin	 orange	 nitrile	
260	

Shield	Scientific,	Bennekom,	Niederlande	

Nitrilhandschuhe	 MaiMed,	Neuenkirchen	
Nitrocellulose	Transfermembran	0,45µm	 GVS,	Sanford,	ME,	USA	
Petrischalen	92x16	mm	 Sarstedt,	Nümbrecht	
Pipettenspitzen	(10	µl,	300	µl,	1000	µl)	 Sarstedt,	Nümbrecht	
Pipettenspitzen	(200	µl,	1000	µl,	5000	µl,	10	
ml)	

Eppendorf,	Hamburg	

S-Monovette	9	ml	Li-Heparin	 Sarstedt,	Nümbrecht	
Schlinggazetupfer	 Fuhrmann,	Much	
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SafeSeal	Reagiergefäße	(500	µl,	1500	µl,	2000	
µl)	

Sarstedt,	Nümbrecht	

Safety-Multifly-Kanüle	 Sarstedt,	Nümbrecht	
Serologische	Pipetten	(10ml,	25ml)	 TPP,	Trasadingen,	Schweiz	
Serologische	Pipetten	(5ml)	 Corning,	Corning,	NY,	USA	
Trypan	Blue	Stain	(0,4%)	 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	

USA	
WesternSure®	Pen	 LI-COR,	Lincoln,	NB,	USA	
Zellen-Schaber	 Sarstedt,	Nümbrecht	
Corning®	100	mm	TC-treated	Culture	Dish	 Corning,	Corning,	NY,	USA	
Zellschalen	steril	 Corning,	Corning,	NY,	USA	
	

10.1.9 Zellkulturmedien	und	-reagenzien	
Tabelle	12:	Verwendete	Zellkulturmedien	und	-reagenzien	

Bezeichnung	 Hersteller	
Trypsin 0,25%	 PAN-Biotech,	Aidenbach 
DMEM PAN-Biotech,	Aidenbach 
FBS Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
Ham’s F12 Medium PAN-Biotech,	Aidenbach 
L-Glutamine PAN-Biotech,	Aidenbach 
PBS PAN-Biotech,	Aidenbach 
Penicillin/Streptomycin (P/S) PAN-Biotech,	Aidenbach 
RPMI 1640 PAN-Biotech,	Aidenbach 
RPMI 1640 Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA	
	

10.1.10 Zelllinien	und	Primärzellen	
Tabelle	13:	Verwendete	Zelllinien	und	Primärzellen	

Bezeichnung	 Referenz	
AGS		 89090402	(Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA)	
CLS-103	 CVCL_5725	
J774.A1	 ATCC	TIB-67	
N87	 ATCC	CRL-5822	
THP-1		 ATCC	TIB-202	
U-937		 ATCC	CRL-1593.2	
PBMC	 Hergestellt,	wie	in	2.2.1.4	beschrieben	
Primäre	Mausmakrophagen	 Hergestellt	 aus	 C57BL/6	 Mäusen,	 von	 Dr.	

Lokau	 aus	 der	 Arbeitsgruppe	 von	 Prof.	 Dr.	
Garbers	
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