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Zusammenfassung 

 

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin 23 (IL-23) ist an der Differenzierung und 

Expansion von IL-17 produzierenden CD4
+
 T-Helfer (TH17) -Zellen beteiligt und daher mit 

der Pathogenese inflammatorischer Autoimmunerkrankungen wie multipler Sklerose (MS) 

oder rheumatoider Arthritis (RA) verknüpft. Das heterodimere Zytokin setzt sich aus der 

Zytokinuntereinheit p19 und der löslichen α-Rezeptoruntereinheit p40 zusammen und 

signalisiert über die Rezeptorketten IL-12 Rezeptor β1 (IL-12Rβ1) und IL-23 Rezeptor 

(IL-23R). Hierbei werden die Jak-STAT, MAPK und PI3K Signalwege aktiviert. 

Der IL-23 Rezeptorkomplex umfasst vier Interaktionspartner, wobei vermutet wird, dass 

diese dem architektonischen site I-II-III Paradigma zur Signaltransduktion folgen. Site I von 

p19 wird für die Bindung zu p40 benötigt, wohingegen site II und site III von p19 die 

Bindung zu IL-12Rβ1 und IL-23R vermitteln sollen.  

Der erste Teil dieser Doktorarbeit befasst sich mit der Identifizierung kritischer Aminosäuren 

und Proteindomänen der Interaktionspartner zur Vermittlung der IL-23•IL-23R•IL-12Rβ1 

Komplexbildung. Die klassischen Interaktionsflächen der site I und site III wurden 

charakterisiert und Aminosäuren identifiziert, die für diese Interaktionen verantwortlich sind 

(site I: p19_I176/A178/R179, p40_Y265/Y318; site III: p19_W157). Die klassische 

Definition einer site II vermittelten Interaktion zwischen p19 und IL-12Rβ1 wurde hingegen 

ausgeschlossen. Stattdessen wird die Interaktion von IL-23 und IL-12Rβ1 durch die p40 

Domänen D1 und D2 und die Zytokinrezeptor-Homologie-Region (ZHR) von IL-12Rβ1 

vermittelt (nicht-kanonische site II: IL-12Rβ1_Y143R/V116_L117_S118).  

Neben seiner Rolle als IL-23 Untereinheit wird p40 ebenfalls von IL-12 (p35/p40) genutzt. 

Die Bildung beider Zytokine schließt eine site I vermittelte Disulfidbrücke ein. Der zweite 

Teil untersucht die Rolle dieser Interaktion für IL-12 und zeigt deren Entbehrlichkeit für die 

biologische Aktivität. Außerdem wurde gezeigt, dass die Mutation von p40_C197 die 

Bildung des antagonistischen p40 Homodimers verhindert. 

Der dritte Teil dieser Arbeit betrachtet die Rolle vorausgesagter Tyrosinreste für die 

Aktivierung der IL-23 aktivierten Signalwege. Neben kanonischen Y-Motiven wurde eine 

nicht-kanonische Sequenz (L554-Q570) innerhalb des murinen IL-23R identifiziert, die eine 

Rolle bei der Aktivierung von STAT3 übernimmt. 

Die Aktivierung der Signalwege erfordert die initiale Aktivierung von Rezeptor-assoziierten 

Januskinasen (Jaks). IL-23R bindet Jak2, wohingegen IL-12Rβ1 mit der Tyrosinkinase Tyk2 
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interagiert. Die Assoziierung von Jaks erfolgt über die sogenannten Box 1 und Box 2 Motive 

innerhalb der intrazellulären Rezeptorketten. Der vierte Teil dieser Arbeit zeigt, dass die 

Interaktion von Tyk2 mit IL-12Rβ1 vorwiegend über Box 1 und in geringem Umfang über 

Box 2 vermittelt wird. Für Jak2 wurde hingegen eine untypische Bindungsstelle im murinen 

IL-23R identifiziert (E455-E479). 

Diese Doktorarbeit analysiert die kritischen extrazellulären Komponenten für die Bildung des 

IL-23 Rezeptorkomplexes, sowie die relevanten intrazellulären Bereiche für die effiziente 

Signalweiterleitung. 
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Zusammenfassung in Englisch 

 

Interleukin 23 (IL-23) is involved in the differentiation and expansion of IL-17-producing 

CD4
+
 T helper (TH17) cells and linked to the pathogenesis of inflammatory autoimmune 

diseases like multiple sclerosis (MS) or rheumatoid arthritis (RA). The heterodimeric 

cytokine, composed of the cytokine subunit p19 and the soluble α receptor subunit p40 

signals through the receptor chains IL-12 receptor β1 (IL-12Rβ1) and IL-23 receptor 

(IL-23R) by activating the Jak-STAT, MAPK and PI3K signaling pathways.  

The IL-23 receptor complex comprises four interaction partners. It is considered that they are 

following the site I-II-III architectural paradigm for signal transduction. Site I of p19 is 

required for binding to p40, whereas site II and site III of p19 were suggested to mediate 

binding to IL-12Rβ1 and IL-23R. The first part of the thesis deals with the identification of 

critical amino acids and protein domains of the interaction partners to mediate 

IL-23•IL-23R•IL-12Rβ1 complex formation. The classical site I and III interfaces were 

defined and amino acids responsible for these interactions have been identified (site I: 

p19_I176/A178/R179, p40_Y265/Y318; site III: p19_W157). However, the classical 

definition of a site II mediated interaction between p19 and IL-12Rβ1 was excluded. Instead 

interaction of IL-23 and IL-12Rβ1 is mediated by the p40 domains D1 and D2 and the 

cytokine homology region (CHR) of IL-12Rβ1 (non-canonical site II: 

IL-12Rβ1_Y143R/V116_L117_S118). 

Besides its role as IL-23 subunit p40 is also shared by IL-12 (p35/p40). The formation of 

both cytokines includes a site I mediated disulfide bond. The second part investigated the role 

of this interaction for IL-12 and showed its dispensability for biological activity. Further it 

was shown that mutation of p40_C197 prevents the formation of antagonistic p40 

homodimers. 

The third part of this work is focused on the role of predicted tyrosine residues for the 

activation of the IL-23 activated signal transduction pathways. Beside canonical tyrosine 

motifs a non-canonical sequence (L554-Q570) within the murine IL-23R with importance for 

STAT3 activation was identified.  

The activation of signal transduction requires the initial activation of receptor-associated 

Janus kinases (Jaks). IL-23R is reported to bind Jak2 whereas IL-12Rβ1 interacts with the 

tyrosine kinase Tyk2. Association of Jaks is thought to be mediated via so-called Box 1 and 

Box 2 motifs within the intracellular receptor chains. The fourth part of the thesis showed that 
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Tyk2 interaction with IL-12Rβ1 is primarily mediated via Box 1 and to a lesser extend by 

Box 2. However, an uncommon binding site for Jak2 within the murine IL-23R was 

identified (E455-E479). 

In brief, this doctoral thesis analyzes the critical extracellular components for the formation 

of the IL-23 receptor complex as well as the relevant intracellular parts for efficient signal 

transduction. 

 



Einleitung 

 

1 

 

1 Einleitung 

 

1.1 Einteilung der Zytokine 

 

Zytokine sind lösliche Polypeptide, welche als wichtige Mediatoren der interzellulären 

Kommunikation regulatorische Funktionen bezüglich biologischer Prozesse wie z.B. 

Proliferation, Differenzierung, Immunantwort oder Entzündungsreaktionen 

übernehmen [1,2]. Diese Peptide weisen sowohl pleiotrope als auch redundante 

Eigenschaften auf und werden gemäß ihrer biologischen Effekte in verschiedene 

Untergruppen eingeteilt [1]. 

Hierzu werden neben den Kolonie-stimulierenden Faktoren (colony-stimulating factors, 

CSF), Tumornekrosefaktoren (tumor necrosis factors, TNF), Chemokinen und Interferonen 

(IFN) ebenso die Interleukine (IL) gezählt [3]. Bedingt durch ihre Faltungstopologie werden 

Zytokine weiterhin in helikale Zytokine, die trimere TNF Familie, Cysteinknoten 

Wachstumsfaktoren und β-Trefoil Wachstumsfaktoren unterschieden. 

Die Klassifizierung ihrer Rezeptoren erfolgt aufgrund gemeinsamer struktureller 

Eigenschaften in Chemokinrezeptoren, Klasse I und II Zytokinrezeptoren, 

Tyrosinkinaserezeptoren, TNF Rezeptoren sowie IL-1 Rezeptoren (IL-1R) [4]. 

1.1.1 Zytokine der Interleukin 12 (IL-12) Familie 

Sowohl die Interleukin 6 (IL-6) als auch die IL-12 Familie repräsentieren klassische Vertreter 

der Klasse I Zytokine, welche aus strukturell verwandten Vier-Helix-Bündel Proteinen 

aufgebaut sind [5]. Zu der IL-12 Familie werden derzeit vier Mitglieder gezählt (IL-12, 

IL-23, IL-27, IL-35), wobei IL-12 und IL-23 proinflammatorische und IL-27 sowie IL-35 

antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen. 

Die Interleukine lassen sich weiterhin aufgrund gemeinsamer struktureller Eigenschaften 

gruppieren, die sich durch die Verwendung identischer Zytokinuntereinheiten und 

Rezeptoren charakterisieren. Die Mitglieder der IL-12 Familie bilden heterodimere 

Komplexe, wobei die α-Untereinheiten (p19, p28, p35) mit zwei möglichen β-Untereinheiten 

(p40; Epstein-Barr virus-induced gene 3 protein (EBI-3)) dimerisieren (siehe 

Abbildung 1) [5].  
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Abbildung 1: Architektur der IL-12 Familie. 

Das Heterodimer IL-12 besteht aus p35 und p40 und vermittelt die intrazelluläre Signalkaskade über die 

Rezeptoren IL-12Rβ2 und IL-12Rβ1 [6,7]. IL-23 setzt sich aus p19 und p40 zusammen und signalisiert über 

IL-23R und IL-12Rβ1, wohingegen IL-27 aus den Untereinheiten p28 und EBI-3 gebildet wird [8-10]. IL-27 

bindet die Rezeptoren WSX-1 und gp130 [11]. P35 und EBI-3 bilden das Zytokin IL-35, welches die 

Signaltransduktion über IL-12Rβ2 und gp130 induziert [12,13]. Ig-ähnliche Domänen werden durch Kreise 

symbolisiert und Sechsecke repräsentieren Fibronektin Typ III Domänen. Konservierte Cysteinpaare werden 

durch doppelte rote Linien und das Motiv WSXWS wird durch rote Balken dargestellt. Die Darstellung ist 

modifiziert nach Vignali et al. und Langrish et al. [12,14,15]. 

IL-12 und IL-23 verfügen über die lösliche β-Untereinheit p40, welche in IL-12 mit p35 und 

in IL-23 mit p19 interagiert [6,8]. Die α-Untereinheit p35 wird sowohl von IL-12 als auch 

von IL-35 genutzt, wobei die Heterodimerisierung bei IL-35 mit der β-Untereinheit EBI-3 

erfolgt [6,12]. EBI-3 interagiert ebenfalls mit der α-Untereinheit p28 zur Bildung von IL-27 

(siehe Abbildung 1) [10]. 

Auch die Liganden-induzierte Signalweiterleitung der IL-12 Heterodimere erfolgt teilweise 

mittels analoger Rezeptoren. So signalisiert IL-12 über den IL-12 Rezeptor β1 (IL-12Rβ1) 

und den IL-12 Rezeptor β2 (IL-12Rβ2), wohingegen IL-23 sowohl IL-12Rβ1 als auch den 

IL-23 Rezeptor (IL-23R) rekrutiert [7,9]. Im Gegensatz hierzu bindet IL-27 die Rezeptoren 

gp130 (Gykoprotein 130) und WSX-1 [11]. Zur Signalweiterleitung nutzt IL-35 die 

Rezeptoren gp130, IL-12Rβ2 sowie Homodimere dieser Rezeptoren, wobei in B-Zellen 

ebenfalls die Verwendung von IL-12Rβ2 und WSX-1 beschrieben wurde [13,16]. 

Nach Aktivierung intrazellulärer Januskinasen (Jaks) rekrutieren die Rezeptoren verschiedene 

Spektren an signal transducers and activators of transcription (STAT) Molekülen [14]. IL-12 

und IL-23 phosphorylieren STAT1, -3, -4 und -5, wobei IL-12 hauptsächlich STAT4 und 

IL-23 STAT3 rekrutiert [9]. Dahingegen wird die biologische Aktivität von IL-27 

p28 p35

p40 EBI-3

IL-12Rβ2 IL-12Rβ1 IL-23R IL-12Rβ1 gp130 WSX-1 gp130IL-12Rβ2

p35

EBI-3

p19

p40

IL-12 IL-23 IL-27 IL-35
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vorwiegend über STAT1 und STAT3 vermittelt, jedoch erfolgt ebenfalls die Rekrutierung 

von STAT2 und STAT5 [13,17,18]. IL-35 vermittelt die Signaltransduktion über die 

Phosphorylierung von STAT1, -3 und -4 [13,16]. 

1.2 Komponenten des heterodimeren Interleukin 23 Komplexes 

 

1.2.1 Interleukin 23 

IL-23 ist ein binärer Komplex der Klasse I Zytokine, welchem eine Schlüsselrolle in der 

Pathogenese entzündlicher Autoimmunerkrankungen zugeordnet wird [15]. Die Expression 

dieses Zytokins erfolgt durch aktivierte Monozyten, Makrophagen, dendritische und 

endotheliale Zellen sowie T- und B-Zellen [8,19]. Die Interaktion zwischen den monomeren 

Untereinheiten p40 und p19 mit den zugehörigen Rezeptoren (IL-12Rβ1/IL-23R) resultiert in 

einem biologisch aktiven Komplex, wobei die Heterodimerisierung von p19 und p40 die 

Synthese beider Untereinheiten innerhalb derselben Zelle erfordert [8,9]. 

IL-23R wird hauptsächlich von T-Zellen, aber auch von B-Zellen sowie lymphoiden Zellen 

des angeborenen Immunsystems exprimiert. Die Expression von IL-12Rβ1 erfolgt dagegen 

hauptsächlich in natürlichen Killerzellen (NK), aber auch in T-Zellen und in geringen 

Mengen in B-Zellen und Monozyten [20]. 

1.2.2 Struktureller Aufbau der Zytokinuntereinheit p19 

Die IL-23 Untereinheit p19 wurde erstmals im Jahr 2000 von Oppmann et al. als Ergebnis 

einer sequenzbasierten Datenanalyse zur Identifikation von IL-6 verwandten Zytokinen 

beschrieben. P19 enthält 5 Cysteinreste, keine Glykosylierungsstellen und die cDNA Sequenz 

codiert im humanen Molekül (UniProtKB: Q9NPF7) für 189 Aminosäuren 

(UniProtKB-Angaben schließen das Signalpeptid ein). Das kalkulierte Molekulargewicht 

beträgt im humanen p19 20,73 kDa, wohingegen das murine Molekül (UniProtKB: Q9EQ14) 

mit 196 Aminosäuren über ein kalkuliertes Molekulargewicht von 22,07 kDa verfügt [8]. 

Obwohl die IL-23 Untereinheit p19 nur eine geringe Sequenzähnlichkeit zu den übrigen 

Mitgliedern der IL-12 Familie aufweist, nimmt sie ebenfalls die sogenannte 

Vier-Helix-Bündel Faltungstopologie ein (siehe Abbildung 2) [5,8]. 
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Abbildung 2: Vier-Helix-Bündel Topologie der Zytokinuntereinheit p19. 

A) P19 besteht aus vier α-Helices, die in der Orientierung auf-auf-ab-ab angeordnet sind [8,21]. Die Helices 

werden durch drei Schleifen unterschiedlicher Länge verknüpft [22]. Die Abbildung ist modifiziert nach 

Grötzinger [22]. B) Schematische Darstellung der Faltung von Vier-Helix-Bündeln nach dem Vorbild des 

porcinen Wachstumsfaktors Methionyl-Somatropin (methionyl porcine somatotropin, MPS) [8,23]. Die 

Abbildung ist modifiziert nach Bazan [24]. 

Die größte Homologie zeigt p19 innerhalb der IL-12 Familie zu p35 (25%) [5]. P19 und p35 

verfügen auch über ein vergleichbares Interaktionsmuster zu ihren β-Untereinheiten wie IL-6 

zu dem IL-6 Rezeptor (IL-6R) α, weshalb diese α-Untereinheiten auch als 

Zytokinuntereinheiten bezeichnet werden [5,8]. 

Die Vier-Helix-Bündel Zytokine werden in zwei Untergruppen differenziert, wobei die 

sogenannten Klasse I Zytokine in einem Bündel aus vier dicht gepackten Helices falten und 

die Klasse II Zytokine mehr als vier Helices enthalten [21,25,26]. 

Die Tertiärstruktur von p19 besteht aus vier amphipathischen α-Helices, wobei die 

hydrophilen Bereiche nach außen gerichtet sind [4]. Die hydrophoben Regionen bestimmen 

den Kern der Struktur, so dass die Helices sich in einer sogenannten stereotypischen 

auf-auf-ab-ab Orientierung ausrichten, welche das Resultat einer antiparallelen Anordnung 

konsekutiver Helixpaare ist [4,21]. Die Helices werden hierbei durch Schleifen 

unterschiedlicher Länge in der Reihenfolge lang-kurz-lang miteinander verknüpft [22]. 

Aus diesem Grund wird p19 zur Klasse I der Zytokine gezählt, wobei diese weiterhin in 

kurz- und langkettige Zytokine unterteilt werden. Kurzkettige Zytokine überschreiten nicht 

mehr als 160 Aminosäuren, wohingegen langkettige Zytokine typischerweise 170 bis 250 

C

B

D
A

COOH

NH2

BC Schleife

AB Schleife

CD Schleife

A B

NH2 COOH
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W30
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Aminosäuren umfassen [21]. Vor diesem Hintergrund wird p19 den langkettigen Zytokinen 

zugeordnet. 

1.2.3 Die lösliche α-Rezeptoruntereinheit p40 

Die humane p40 Untereinheit (UniProtKB: P29460) verfügt mit einem kalkulierten 

Molekulargewicht von 37,17 kDa über 328 Aminosäuren und besitzt 4 potentielle 

N-Glykosylierungsstellen, sowie eine C-Mannose Modifikation [6,27,28]. Im Gegensatz 

hierzu weist das murine Molekül 335 Aminosäuren mit fünf potentiell glykosylierbaren 

N-Resten auf und besitzt ein kalkuliertes Molekulargewicht von 38,24 kDa (UniProtKB: 

P43432) [29]. 

Die lösliche p40 Untereinheit, welche sowohl einen Bestandteil von IL-12 als auch von IL-23 

darstellt, zeigt keine strukturelle Verwandtschaft zu den kanonisch helikalen Klasse I 

Zytokinen [27,30]. 

Vielmehr charakterisiert sich diese Untereinheit aufgrund ihrer drei Domänen aus 

β-Faltblättern [30]. P40 besitzt eine homologe Primärstruktur zu den extrazellulären 

Domänen der Klasse I Zytokinrezeptoren, z.B. der IL-6Rα Kette oder dem ziliären 

neurotrophen Faktor Rezeptor (ciliary neurotrophic factor receptor, CNTFR) [27,30,31]. 

Häufig werden diese Rezeptoren auch ohne Transmembrandomäne und zytosolische Domäne 

von den Zellen in löslicher Form freigesetzt, weshalb p40 ebenfalls als lösliche 

α-Rezeptoruntereinheit beschrieben wird [30]. In Analogie zu diesen Rezeptoren weist p40 

eine N-terminale Immunglobulin (Ig) -ähnliche Domäne auf, welche eine S-Typ Anordnung 

einnimmt [30,32]. Die sieben antiparallelen β-Stränge bilden hierbei eine fassähnliche 

Struktur, deren zwei β-Faltblätter aus drei und vier Strängen in sandwichförmiger 

Orientierung bestehen. Im Gegensatz zum klassischen S-Typ ist jedoch der A-Strang Teil 

eines viersträngigen Faltblattes (A, B, E, D), wohingegen die Helices C, F und G das 

dreisträngige Faltblatt bilden [30]. Die Domäne D1 wird in annähernd orthogonaler 

Ausrichtung C-terminal mit zwei Fibronektindomänen (Domänen D2 und D3) des 

Strukturtyps III (FN-III) verknüpft, welche für die Zytokinbindung verantwortlich 

sind [5,30,33]. Die FN-III Domänen falten ebenfalls in der Topologie der Ig-ähnlichen 

Faltungen, da hier die sieben antiparallelen β-Stränge zwei Faltblätter aus den Helices A, B 

und E sowie C, D, F und G in sandwichförmiger Anordnung orientieren [34]. 

Die Domäne D2 weist vier konservierte Cysteinreste auf, die über intersträngige 

Disulfidbrücken die Stränge A und B (human: C131-142, murin: C128-C139) sowie D und E 
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(human: C170-C193, murin: C167-C191) miteinander verknüpfen. Außerdem besitzt die 

Domäne D2 eine N-verknüpfte Zuckermodifikation zweier N-Acetylglucosaminmoleküle mit 

Mannose, welche die relative Orientierung zu der Domäne D1 mittels Wasserstoffbindungen 

und Van-der-Waals Kontakten stabilisiert [30]. Der G-Strang der Domäne D3 enthält die 

Konsensussequenz WSXWS (human p40: WSEWA, murin: CSKWA), wobei X einer nicht 

konservierten Aminosäure entspricht (siehe Abbildung 3) [29,33]. 

Die Interaktion von p40 mit p19 oder p35 erfolgt in verschiedenen Bindungsprofilen, in 

welchen die Zytokinuntereinheiten unterschiedliche Orientierungen relativ zur p40 

Bindungstasche einnehmen [33]. Diese Bindungstasche nimmt die Form eines 

„vulkanähnlichen“ Kraters mit hydrophober Oberfläche im Übergangsbereich der beiden 

FN-III Domänen ein. Das humane D322 (murin: D316) liegt in der Basis der Bindungstasche 

und eine periphere Gruppe apolarer und Hydrogen-bindender Aminosäurereste umgibt den 

Krater als Ring von Peaks (z.B.: R230, S267, E203, R313) [33]. Außerdem ist p40 in der 

Lage Homodimere zu bilden und wurde auch als Interaktionspartner des cluster of 

differentiation 5 antigen like protein (CD5L) gezeigt [35,36]. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Domänen der löslichen murinen α-Rezeptoruntereinheit p40. 
Die N-terminale Ig-ähnliche Domäne D1 wird durch einen Kreis dargestellt, die FN-III Domänen D2 und D3 

werden durch Sechsecke repräsentiert. Konservierte Cysteinpaare der Domäne D2 sind durch doppelte rote 

Linien dargestellt. Das Motiv CSKWA in der Domäne D3 wird durch einen roten Balken symbolisiert. 

Domänenbegrenzende Aminosäureangaben sind dem Model in Publikation 1 (siehe Kapitel 3) entnommen. Die 

Darstellung ist modifiziert nach Langrish et al. [15]. 

1.3 Rezeptoren des Zytokins IL-23 

 

1.3.1 Klasse I Zytokinrezeptoren 

Bei Zytokinrezeptoren handelt es sich um Typ I Transmembranproteine, welche 

extrazelluläre Signale nach Bindung ihrer Liganden ins Zellinnere weiterleiten. Die 

N-terminalen Rezeptordomänen ragen hierbei in den extrazellulären Bereich, wohingegen der 

C-Terminus intrazellulär orientiert ist [22]. Sämtliche Rezeptoren der IL-12 Familie werden 
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den Zytokinrezeptoren der Klasse I zugeordnet, die ebenso wie die Klasse II Rezeptoren 

Zytokine mit einer Vier-Helix-Bündel Faltungstopologie binden [37]. Die Klasse I 

Rezeptoren weisen nicht nur eine geringfügige Sequenzhomologie auf, sondern variieren 

auch hinsichtlich ihrer Topologie [34,38]. 

Die modulare Architektur der glykosylierten, extrazellulären Domäne umfasst einen Bereich 

von 200 Aminosäuren, welcher für die Ligandeninteraktion erforderlich ist und als 

Zytokinrezeptor-Homologie-Region (ZHR) bezeichnet wird [34,39]. Dieser Bereich setzt sich 

aus zwei FN-III Domänen mit sieben β-Strängen antiparalleler Faltung zusammen, welche 

über eine Hinge-Region zu einer fassähnlichen Struktur miteinander verknüpft werden. Die 

Membran-distale Domäne verfügt, wie p40, über ein charakteristisches Muster aus vier 

konservierten Cysteinresten und dem WSXWS Motiv im C-terminalen Bereich der 

Membran-proximalen Domäne [34,40]. Die β-Faltblatt-verknüpfenden Schleifen der FN-III 

Domänen der ZHR ermöglichen den spezifischen Kontakt zum Liganden [34]. 

Die extrazelluläre Domäne wird über ein hydrophobes Segment von 20-26 Aminosäuren, der 

Transmembrandomäne, mit der zytoplasmatischen Domäne verknüpft [22]. 

1.3.2 Strukturelle Eigenschaften des IL-23R 

Der IL-23R gehört zu den Zytokinrezeptoren der Klasse I und wird dabei der zweiten 

Untergruppe zugeordnet, wobei sich diese Gruppe über weitere Elemente wie einer 

zusätzlichen N-terminalen Ig-ähnlichen Domäne und/oder FN-III Modulen zwischen ihrer 

ZHR und der Transmembrandomäne auszeichnet (siehe Abbildung 4) [37]. Die Sequenz des 

humanen Proteins (UniProtKB: Q5VWK5) besteht aus 629 Aminosäuren mit einem 

kalkulierten Molekulargewicht von 71,72 kDa und verfügt darüber hinaus über sieben 

potentielle N-Glykosylierungsstellen [9]. Der murine Rezeptor (UniProtKB: Q8K4B4) besitzt 

dagegen acht potentiell glykosylierbare N-Reste, eine Sequenzlänge von 644 Aminosäuren 

und ein kalkuliertes Molekulargewicht von 73,45 kDa. Außerdem zeigt dieser Rezeptor die 

größte Homologie innerhalb der Klasse I Zytokinrezeptoren zu gp130 und IL-12Rβ2. 

Die extrazelluläre Domäne des IL-23R verfügt neben den zwei Zytokinrezeptordomänen der 

ZHR über eine N-terminale Ig-ähnliche Domäne (siehe Abbildung 4). Die ZHR Domänen 

beinhalten ebenfalls charakteristische konservierte Cysteinreste und sowohl das murine als 

auch das humane Rezeptormolekül weisen die Zytokinrezeptorsignatur WQPWS auf, welche 

mit dem WSXWS Motiv vergleichbar ist. Außerdem besitzt die murine Sequenz eine 

Duplikation von 20 Aminosäuren, die dieses Motiv ebenfalls enthält [9]. 



Einleitung 

 

8 

 

Die extrazellulären Rezeptordomänen werden über eine lange Peptidkette, welche auch als 

Stalk Region bezeichnet wird, mit der Transmembrandomäne verknüpft [5,9,41]. Darüber 

hinaus verfügt dieser Rezeptor über eine einzelne Transmembrandomäne sowie über eine 

C-terminale zytoplasmatische Region [9]. Der humane intrazelluläre Bereich setzt sich aus 

252 Aminosäuren zusammen, wohingegen die murine Sequenz 247 Aminosäuren aufweist. 

Der humane Rezeptor verfügt dabei über sieben Tyrosinreste, wobei mit Ausnahme von 

Y463 sechs davon im murinen Protein konserviert sind. Zusätzlich besitzt die intrazelluläre 

murine Struktur den nicht konservierten Aminosäurerest Y542. Drei dieser Tyrosinreste 

(human: Y397, Y484, Y611; murin: Y416, Y504, Y626) werden hierbei als potentielle 

Bindungsstellen für steroid receptor co-activator homology 2 (SH2) Domänen betrachtet [9]. 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Domänen des murinen IL-23 Rezeptors. 
Die N-terminale Ig-ähnliche Domäne D1 wird durch einen Kreis dargestellt, die Sechsecke repräsentieren die 

FN-III Domänen (D2, D3) der ZHR. Konservierte Cysteinpaare in Domäne D2 werden durch doppelte rote 

Linien dargestellt. Das Motiv WQWPS in Domäne D3 wird durch einen roten Balken symbolisiert. 

Domänenbegrenzende Aminosäureangaben entsprechen dem in Publikation 1 (siehe Kapitel 3) verwendeten 

Model. Die Abbildung ist modifiziert nach Langrish et al. [15]. 

1.3.3 Strukturelle Eigenschaften des IL-12Rβ1 

Auch der zweite IL-23 bindende Rezeptor, welcher als IL-12Rβ1 bezeichnet wird, zählt zu 

den Klasse I Zytokinrezeptoren der Untergruppe 2 [5,37]. Dieses Molekül weist in der 

humanen Sequenz (UniProtKB: P42701) eine Länge von 662 Aminosäuren und ein 

kalkuliertes Molekulargewicht von 73,11 kDa auf [42]. Der murine Rezeptor (UniProtKB: 
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Q60837) verfügt mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 81,79 kDa über 738 

Aminosäuren [43]. Die humane extrazelluläre Domäne enthält 6 potentiell glykosylierbare 

N-Reste, welche im murinen Molekül konserviert sind [42,43]. Das murine Molekül besitzt 

außerdem sieben zusätzliche potentielle N-Glykosylierungsstellen [43]. Weiterhin zeigt der 

Rezeptor eine enge Verwandschaft zu gp130, dem Granulozyten-Kolonie stimulierenden 

Faktor Rezeptor (granulocyte-colony stimulating factor receptor, G-CSFR) sowie dem 

leukämischen inhibitorischen Faktor Rezeptor (LIFR) [42]. 

Im Gegensatz zu gp130 besitzt IL-12Rβ1 jedoch keine Ig-ähnliche Domäne, so dass die 

Signalsequenz eine direkte C-terminale Verknüpfung mit fünf FN-III Domänen erhält (siehe 

Abbildung 5) [42,44]. Die ersten beiden N-terminal orientierten FN-III Domänen weisen 

hierbei die typischen Charakteristika der ZHR auf. Die Domäne D1 enthält zwei konservierte 

Cysteinpaare (human: C52-C62, C80-C87; murin: C53-C63, C81-C95), wohingegen die 

Domäne D2 das charakteristische WSXWS Motiv (human: X=K, murin: X=D) 

besitzt [42,43]. 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Domänen des murinen Rezeptors IL-12Rβ1. 
Die Sechsecke stellen die FN-III Domänen (D1-D5) dar. Konservierte Cysteinpaare in der Domäne D1 der ZHR 

werden durch doppelte rote Linien repräsentiert und das Motiv WSDWS in Domäne D2 der ZHR wird durch 

einen roten Balken dargestellt. Domänenbegrenzende Angaben der Aminosäuren entsprechen dem in 

Publikation 1 (siehe Kapitel 3) verwendeten Model. Die Darstellung ist modifiziert nach Langrish et al. [15]. 

IL-12Rβ1

Zytoplasmatische Domäne

(N592-A738)

FN-III Domäne

(Q20-W145)

FN-III Domäne

(T146-V257)

FN-III Domäne

(L258-E360)

FN-III Domäne

(L361-F460)

FN-III Domäne

(G461-I564)

Transmembrandomäne

(S565-L591)

ZHR

WSDWS

Konservierte

Cysteinpaare

D3

D4

D5

D2

D1



Einleitung 

 

10 

 

Die extrazelluläre murine Domäne wird über die Transmembranregion mit einer 

intrazellulären Domäne von 147 Aminosäuren (human: 91 Aminosäuren) verknüpft. Im 

Gegensatz zu IL-23R weist diese verhältnismäßig kurze Region lediglich im murinen 

Rezeptor einen Tyrosinrest (Y635) auf und zeigt außerdem die Präsenz sogenannter Box 1 

und Box 2 Motive, welche in der humanen und murinen Sequenz konserviert 

vorliegen [42,43]. Diese Sequenzen ermöglichen wahrscheinlich die Assoziation mit Jaks, 

wobei Box 1 ein prolinreiches Motiv aus 6 bis 10 Aminosäuren bildet und unmittelbar im 

C-terminalen Bereich der Transmembrandomäne lokalisiert ist [42,45]. Das zweite Motiv 

Box 2 ist bislang nicht eindeutig definiert, weist jedoch überwiegend hydrophobe 

Aminosäuren auf [42,45]. 

1.4 Postuliertes Bindungsparadigma des IL-23 Rezeptorkomplexes 

 

Basierend auf der Kristallstruktur von IL-6 in Komplex mit IL-6Rα und den beiden 

signaltransduzierenden gp130 Rezeptoren, wird für die Mitglieder der IL-12 Familie ein 

Interaktionsmodel postuliert, welches als site I-II-III Paradigma bezeichnet wird [5,31]. 

Bei diesem Model handelt es sich um eine Erweiterung des site I-II Paradigmas für das 

humane Wachstumshormon (growth hormone, GH), welches zunächst einen Rezeptor 

(growth hormone receptor, GHR) über die sogenannte site I bindet, und im nächsten Schritt 

ein identisches GHR Molekül über die site II rekrutiert [46,47]. 

Für die Interaktionen der IL-6 Familie wird das α-helikale Zytokin bzw. die α-Untereinheit 

der heterodimeren Zytokine der IL-12 Familie als Zentrum der oligomeren Komplexe 

betrachtet [5]. Die Wechselwirkungen mit den Rezeptoren erfolgen über drei konservierte 

Bereiche (site I, II und III). Während IL-6 mit IL-6Rα über die sogenannte site I interagiert, 

übernimmt die strukturell verwandte β-Untereinheit der IL-12 Familie (p40, EBI-3) die 

Funktion des IL-6Rα und bindet die Zytokinuntereinheit. Das Dimer bindet anschließend die 

ZHR einer Rezeptorkette über die site II, die auf der gegenüberliegenden Seite der helikalen 

Komponente lokalisiert ist. Site III wird dagegen als Interaktionsfläche zwischen der 

Zytokinuntereinheit und der N-terminalen Ig-ähnlichen Domäne der zweiten Rezeptorkette 

vorausgesagt. Bei den Vertretern der IL-12 Familie werden site II und site III Interaktionen 

über zwei unabhängige Rezeptorketten ausgebildet, wie z.B. bei IL-23 über die Rezeptoren 

IL-12Rβ1 und IL-23R (siehe Abbildung 6) [5]. 
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Abbildung 6: Postuliertes site I-II-III Paradigma des heterodimeren Zytokins IL-23. 
Im Zentrum der Interaktionen bildet die Zytokinuntereinheit p19 mit p40 site I. Site II entsteht durch die 

Wechselwirkung von p19 mit der ZHR von IL-12Rβ1 und die Interaktion von p19 mit der Ig-ähnlichen Domäne 

von IL-23R formt site III [5]. Die Ig-ähnlichen Domänen von p40 und IL-23R werden durch Kreise dargestellt. 

Sechsecke repräsentieren die FN-III Domänen der ZHR von p40, IL-23R und IL-12Rβ1. Die Darstellung ist 

modifiziert nach Vignali et al. [14]. 

1.4.1 Site I Interaktion von p19 mit p40 

Gemäß des Paradigmas steht die Zytokinuntereinheit p19 des dimeren IL-23 im Zentrum der 

Interaktionen, wobei site I über die Wechselwirkung von p19 mit der löslichen 

α-Rezeptoruntereinheit p40 gebildet wird [5,33].  

In der Kristallstruktur von IL-23 interagieren die Schleifen 1 und 3 der p40 Domäne D2 

sowie die Schleifen 5 und 6 der Domäne D3 mit den Helices A und D von p19 sowie der 

C-terminalen Hälfte der p19 AB-Schleife [33]. Im humanen Molekül wird die Interaktion von 

p19 vorwiegend über die Aminosäure R178 (murin: R182) vermittelt. Dieser Aminosäurerest 

ist in der Helix D von p19 lokalisiert und ragt in die Bindungstasche von p40. Die 

Guanidiniumgruppe bildet ein ausgedehntes Interaktionsnetzwerk, welches unter anderem 

eine Salzbrücke zu D312 (murin: D316) und eine Wasserstoffbrückenbindung zu Y136 

(murin: Y133) von p40 einschließt. Das ε-Stickstoffatom der Guanidiniumgruppe bildet 

außerdem Wasserstoffbrückenbindungen zu Y268 (murin: Y265) sowie D312, welche über 

Wassermoleküle vermittelt werden. 

Weiterhin wird die Bindungstasche von p40 mit aromatischen Resten ausgekleidet, die 

multiple Van-der-Waals Interaktionen mit dem Rückgrat und Seitenkettenatomen der Helices 

A und D von p19 ermöglichen, die das hervorstehende, zentrale R178 umgeben. Die 

wesentlichen Interaktionen werden hierbei hydrophoben Kontakten von p40_Y314 

(murin: Y315) mit p19_A174 (murin: A175) und p19_A177 (murin: A178) der Helix D 
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zugeschrieben sowie Wechselwirkungen von p40_Y315 (murin: Y319) mit p19_A171 

(Helix D, murin: A172) und p19_W45 (Helix A, murin: W45). 

Im Vergleich zu den übrigen Mitgliedern der IL-12 Familie werden bei IL-12 und IL-23 die 

Zytokinuntereinheiten und die lösliche α-Rezeptoruntereinheit p40 über eine Disulfidbrücke 

verknüpft. Diese periphere Wechselwirkung wird bei IL-23 über ein Cystein in Position 73 

(murin: C74) innerhalb der AB-Schleife der p19 Untereinheit und C199 (murin: C197) in der 

D2 Domäne des p40 ausgebildet [33]. In IL-12 wird die Interaktion der Zytokinuntereinheit 

p35 ebenfalls über eine solche Disulfidbrücke des Cysteins p35_C74 (murin: C92) mit 

p40_C199 stabilisiert [30]. 

In Publikation 1 (siehe Kapitel 3) dieser Arbeit werden kritische Aminosäuren in p19 für die 

Interaktion mit p40 identifiziert (p19_I176/A178/R179) [48]. Weiterhin wird gezeigt, dass 

die Interaktion zwischen p19 und p40 lediglich die Domäne D2 von p40 erfordert. Die als 

kritisch identifizierten Aminosäuren in p40 (p40_Y265/Y318) werden dagegen innerhalb der 

Domäne p40_D3 lokalisiert, welche außerdem eine vermittelnde Rolle für die site II 

Interaktion von p19 mit IL-23R übernimmt [48]. 

In Publikation 2 (siehe Kapitel 4) wird außerdem die Relevanz der Disulfidbrücke für die site 

I Interaktion von p40 mit p35 betrachtet, wobei dieser lediglich eine stabilisierende Rolle 

zugesprochen wird und diese für die Bildung des IL-12 Heterodimers sowie der biologischen 

Aktivität verzichtbar ist. Weiterhin wird die Rolle des Disulfids bezüglich der Bildung des 

p40 Homodimers untersucht und gezeigt, dass die Mutation des entsprechenden Cysteins in 

p40 eine Disulfid-vermittelte Interaktion verhindert [49]. 

1.4.2 Site II Interaktion von p19 mit IL-12Rβ1 

Beide Rezeptoren des IL-23 Rezeptorkomplexes weisen die notwendige ZHR für die 

Ausbildung der site II Interaktion auf [5,9,42]. Da die site III Interaktion auf der 

Wechselwirkung mit einer Ig-ähnlichen Domäne beruht und daher IL-23R zugesprochen 

wird, muss die Rekrutierung des IL-12Rβ1 folglich über site II erfolgen [5]. 

Für die Rezeptoren der IL-12 Familie sind keine kristallographischen Daten und nur wenige 

Mutagenesestudien verfügbar, weshalb lediglich theoretische Aussagen über die Natur dieser 

Interaktionen möglich sind. Im Gegensatz hierzu sind die Interaktionen der IL-6 Familie mit 

ihren Rezeptoren gut charakterisiert und site II Studien bezüglich der Rolle der ZHR dieser 

Rezeptoren konzentrieren sich auf den Rezeptor gp130 [5]. Vor Ausbildung der site II 

Interaktion benötigt IL-6 zunächst die Bindung des α-Rezeptors (IL-6/IL-6Rα: site I). Erst 
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infolge dieser Interaktion wird die site II Bindungsfläche gebildet [5,39]. Beide Moleküle 

interagieren im nächsten Schritt mit dem β-Rezeptor gp130, weshalb ebenfalls für das 

heterodimere IL-23 eine Beteiligung der Zytokinuntereinheit p19 und der löslichen 

α-Rezeptoruntereinheit p40 angenommen wird [5]. Im Gegensatz hierzu steht jedoch, dass 

die Interaktion von IL-12 und IL-12Rβ1 vorwiegend über Regionen von p40 erfolgt [50]. Die 

Bindung von p40 erfordert weder die Beteiligung der Zytokinuntereinheit p35 noch die 

Generierung einer Bindungsfläche, die erst aufgrund spezifischer Paarung der beiden 

Untereinheiten p40 und p35 entsteht [5,50,51]. 

Mutagenesestudien deuten darauf hin, dass die Erkennung multipler Zytokine durch gp130 

und andere Vertreter dieser Rezeptorklasse sogenannte hot spots involvieren, aber auch 

Interaktionen nutzen, die spezifisch für die verschiedenen Zytokine sind [5]. So bildet bei 

dem amphipatischen gp130 ein zentraler Phenylalaninrest einen solchen hot spot für die 

Bildung des Komplexes, bei dem die umgebenden Reste individuell in Abhängigkeit des 

gebundenen Zytokins verschiedene intermolekulare Kräfte nutzen [52,53]. Da die homologen 

Rezeptoren der IL-12 Familie, wie IL-12Rβ1, ebenfalls mit verschiedenen Zytokinen 

interagieren, wird ein ähnlicher Mechanismus für die Wechselwirkung vermutet [5]. Die 

hydrophoben gp130 Aminosäuren, die zur Interaktion mit dem Zytokin beitragen, sind 

innerhalb der IL-12 Rezeptorfamilie annähernd konserviert. Allerdings weisen sie keine 

Aminosäurereste auf, die mit dem hot spot bildenden Phenylalanin des gp130 vergleichbar 

sind. Daher wird für die site II von IL-23 und IL-12Rβ1 angenommen, dass diese von einer 

höheren Anzahl spezifischer Wechselwirkungen zwischen Zytokin und Rezeptor dominiert 

wird und weniger Kreuzreaktivitäten innerhalb dieser Interaktionen erfolgen [5]. 

In Publikation 1 (siehe Kapitel 3) dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Bindung von IL-23 und 

IL-12Rβ1 über die Domänen D1 und D2 von p40 vermittelt wird und keine Beteiligung von 

p19 erfordert [48]. Dementsprechend wird das Paradigma der klassischen site II widerlegt 

und gezeigt, dass für die Interaktion von p40 mit dem Rezeptor die Domänen D1 und D2 von 

IL-12Rβ1 benötigt werden. Des Weiteren wurden mit IL-12Rβ1_Y143 und V116/L117/S118 

kritische Aminosäuren dieser Interaktion in der Domäne D1 des Rezeptors identifiziert [48]. 
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1.4.3 Site III Interaktion von p19 mit IL-23R 

Für die site III Interaktion des IL-23 Rezeptorkomplexes wird eine Wechselwirkung der 

helikalen Zytokinuntereinheit p19 und der Ig-ähnlichen Domäne des IL-23R 

angenommen [5]. Bei Betrachtung der site III Interaktion von gp130 zeigt dessen Ig-ähnliche 

Domäne eine starre Struktur ohne Flexibilität zur Zytokinbindung. Aus diesem Grund wird 

der Kontakt zwischen den Proteinen vermutlich über die flexiblen Schleifen des Zytokins 

vermittelt, wobei die amphipathische Interaktionsfläche der Ig-ähnlichen Domäne des 

Rezeptors multiple Wechselwirkungen ermöglicht [52]. 

In verschiedenen Studien bezüglich der site III Interaktion des gp130 Rezeptors wurden 

hydrophobe Reste in der jeweiligen N-terminalen Region von Helix D der interagierenden 

Zytokine identifiziert [54,55]. Für virales IL-6 wurde hierbei ein Tryptophan als kritischer 

Rest nachgewiesen, wobei diese aromatische Aminosäure ebenfalls innerhalb der IL-12 

Familie konserviert ist [5,52]. Auch in p19 befindet sich ein solches Tryptophan, das eine 

ähnliche Position einnimmt, wie bei den IL-6 verwandten Zytokinen (human: p19_W156, 

murin: p19_W157) [5,33]. Da IL-12Rβ1 nicht über eine N-terminale Ig-ähnliche Domäne 

verfügt, wird angenommen, dass die site III Interaktion von IL-23 und IL-23R über 

p19_W156 und die Ig-ähnliche Domäne des IL-23R vermittelt wird [5]. 

Die Rolle des Tryptophans im murinen p19 (W157) wird in Publikation 1 (siehe Kapitel 3) 

untersucht, wobei bestätigt wird, dass diese Aminosäure eine kritische Funktion für die 

Ausbildung der klassischen site III übernimmt [48]. 

1.5 IL-23 induzierte Signaltransduktion: Aktivierung des IL-23 

Rezeptorkomplexes 

 

Zytokine, die Klasse I Rezeptoren binden, spielen eine kritische Rolle in der Entwicklung 

und Differenzierung verschiedener Zellen [56]. Infolge der spezifischen Bindung des 

Liganden IL-23 an die membrangebundenen Rezeptoren werden Letztere aktiviert und 

vermitteln ihr Signal von dem extrazellulären in den intrazellulären Bereich der Zelle [22]. 

Da hierbei zwei unterschiedliche Rezeptoren involviert sind, erscheint deren Dimerisierung 

als ausschlaggebender Schritt der Signalweiterleitung über die Membran, wobei eine 

spezifische Orientierung der involvierten Rezeptorketten unabdingbar ist [22,57,58]. 

Diesbezüglich zeigt sich das WSXWS Motiv als kritischer Faktor der Rezeptoraktivierung, 

da Mutationen dieses Motivs im Erythropoietin Rezeptor (EpoR) auf eine essentielle Rolle 
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für die erforderliche Konformation der Ligandenbindedomänen deuten und die Aktivierung 

des Rezeptors beeinflussen [59]. 

Anhand des Prolaktinrezeptors wurde bereits gezeigt, dass dieses Motiv als molekularer 

Schalter zwischen dem ungebundenen und gebundenen Zustand des Rezeptors agiert. Die π-π 

Wechselwirkung der beiden Tryptophanreste nimmt in dem ungebundenen Molekül eine 

T-förmige Anordnung an, wobei sich diese während der Ligandenbindung zugunsten anderer 

Interaktionen verschiebt [60]. 

IL-12Rβ1 und weitere Mitglieder der Klasse I Rezeptoren weisen darüber hinaus zusätzliche 

FN-III Domänen auf [22]. In dem strukturell verwandten gp130 führt die Deletion der vierten 

und sechsten Domäne zum vollständigen Verlust der Bindungsfähigkeit des Liganden [61]. 

Daher scheinen diese extrazellulären Domänen die N-terminalen Domänen des Rezeptors so 

zu positionieren, dass die Bindung des Liganden ermöglicht wird [22]. Die Deletion der 

fünften Domäne ermöglicht zwar weiterhin die Ligandeninteraktion, verhindert jedoch die 

Initiierung der Signalkaskade [61]. Für die Aktivierung des IL-23 Rezeptorkomplexes ist eine 

solche Involvierung dieser FN-III Domänen für IL-12Rβ1 zu berücksichtigen, nicht jedoch 

für IL-23R, welcher anstelle der zusätzlichen FN-III Domänen über die sogenannte Stalk 

Region verfügt [5,9]. Die Bindung von IL-23 führt zu einer Konformationsänderung der 

extrazellulären Rezeptordomänen, welche die Juxtaposition der intrazellulären Domänen der 

signalisierenden Untereinheiten herbeiführt [4]. 

1.5.1 Signalweiterleitung des IL-23 Rezeptorkomplexes 

Die Klasse I Rezeptoren und somit auch IL-23R und IL-12Rβ1 weisen keine intrinsische 

enzymatische Kinaseaktivität auf [62]. Nach Bildung des hochaffinen oligomeren Komplexes 

mit den Transmembranrezeptoren werden intrazellulär assoziierte Tyrosinkinasen der Jak 

Familie aktiviert [22]. 

Die Familie der Jaks besteht aus vier Mitgliedern, welche als Jak1, Jak2, Jak3 und 

Tyrosinkinase 2 (Tyk2) bezeichnet werden [63]. IL-23 aktiviert mit Jak2 und Tyk2 dasselbe 

Spektrum an Januskinasen wie IL-12 (siehe Abbildung 7) [9,64]. Bislang wurde IL-23R als 

die alleinige signalisierende Komponente betrachtet und interagiert mit Jak2, wobei der Tyk2 

bindende IL-12Rβ1 für die hochaffine Bindung von IL-23 benötigt wird [9,64-66]. 

Die Januskinasen weisen sieben Janus Homologie (JH) Domänen auf [63]. Die 

Kinasedomäne JH1 befindet sich hierbei im C-terminalen Bereich und wird N-terminal mit 

einer Pseudokinase JH2 verknüpft, welche zwar charakteristische katalytische Domänen 
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aufweist, jedoch keine kritischen Reste besitzt [67]. Die JH3-JH4 Region teilt hierbei 

strukturelle Ähnlichkeiten mit SH2 Domänen und die JH4-JH7 Region enthält eine 

Four-point-one/Ezrin/Radixin/Moesin (FERM) Domäne, welche Protein-Protein-

Interaktionen vermittelt [68,69]. Jaks binden hierbei an spezifische Regionen der Rezeptoren, 

welche als Box 1 und Box 2 Motive bezeichnet werden [70]. 

In Publikation 4 (siehe Kapitel 6) dieser Dissertation wird gezeigt, dass die Assoziation von 

Jak2 mit IL-23R über ein bislang unbekanntes Sequenzmotiv erfolgt. Für die effiziente 

Signaltransduktion wird die Bindung der Kinase Tyk2 an das Box 1 Motiv der intrazellulären 

Domäne des IL-12Rβ1 benötigt [71]. 

Anschließend werden die assoziierten Januskinasen, infolge der Rezeptoraktivierung, 

innerhalb der katalytischen Domäne autophosphoryliert und somit die Aktivierung ihrer 

Kinaseaktivität induziert (siehe Abbildung 7) [72-74]. Dies wiederum ermöglicht die 

Phosphorylierung intrazellulärer Tyrosinreste der Rezeptoren, welche als Bindungsstellen für 

STAT Proteine dienen können [75]. Auch hier aktivieren IL-12 und IL-23 mit STAT1, -3, -4 

und -5 dasselbe Spektrum an STAT Proteinen, wobei IL-12 vorwiegend STAT4 und IL-23 

hauptsächlich STAT3 rekrutiert [9]. 

Die Mitglieder der STAT Familie besitzen gemeinsame strukturelle Eigenschaften wie eine 

N-terminale STAT Dimerisierungsdomäne, eine coiled-coil Domäne mit multiplen 

herausragenden α-Helices, gefolgt von einer DNA-Bindedomäne und einer Linkerdomäne. 

Diese wird C-terminal mit einer SH2 Domäne verknüpft. Weiterhin verfügen sie über einen 

konservierten Tyrosinrest und eine variable C-terminale Transaktivierungsdomäne [62]. 

Die Bindung der STAT Moleküle an die phosphorylierten Tyrosine des Rezeptors erfolgt 

über ihre SH2 Domäne. Anschließend wird die Phosphorylierung des konservierten Tyrosins 

im STAT Protein durch die Kinaseaktivität der aktivierten Januskinasen vermittelt [75]. 

Die Identifizierung der beteiligten Tyrosinreste der intrazellulären Domäne des IL-23R wird 

in Publikation 3 (siehe Kapitel 5) gezeigt (IL-23R_Y504/Y542/Y626). Neben der 

Phosphorylierung dieser Aminosäuren wird ebenfalls die Präsenz eines nicht-kanonischen 

Aktivierungsmotivs für die Vermittlung der STAT3 Phosphorylierung bewiesen [76]. 

In Publikation 4 (siehe Kapitel 6) wird gezeigt, dass auch die intrazelluläre Domäne des 

IL-12Rβ1 eine Rolle im Rahmen der Signaltransduktion übernimmt, da diese Tyk2 über 

dessen Interaktion mit den Box 1 und Box 2 Motiven bindet [71]. 

Im Anschluss an die Phosphorylierung und Aktivierung der STAT Moleküle erfolgt deren 

Homodimerisierung, wobei prinzipiell auch Heterodimere von STAT1/2 und STAT1/3 und 

STAT5a/5b möglich sind [77-79]. Die Dimerisierung wird hierbei durch die intermolekulare 
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Assoziation einer SH2 Domäne mit dem konservierten Phosphotyrosin eines anderen STAT 

Moleküls vermittelt [75]. 

 

 

Abbildung 7: IL-23 induzierte Signalkaskade. 
Infolge der Bindung von IL-23 an die extrazellulären Rezeptordomänen wird das Signal über die Transmembran 

in den zytoplasmatischen Bereich transferiert. Die intrazellulären Rezeptordomänen sind mit Januskinasen 

assoziiert, wobei IL-23R Jak2 bindet und IL-12Rβ1 Tyk2 aktiviert [9,65]. Nach ihrer Autophosphorylierung und 

Aktivierung phosphorylieren Jaks C-terminale Tyrosinreste der intrazellulären Rezeptordomäne, die 

anschließend der Bindung und Aktivierung von STAT Molekülen dienen [74,75]. Im IL-23 vermittelten 

Signalweg wird dabei überwiegend STAT3 rekrutiert [9]. STAT3 dimerisiert anschließend und transloziert in 

den Nukleus [62,77]. Durch Bindung an die DNA regulieren diese Transkriptionsfaktoren die Transkription 

ihrer Zielgene [62]. Die Darstellung ist modifiziert nach Di Cesare et al. sowie Langrish et al. [15,80]. 

Entgegen diesem klassischen Model der STAT Aktivierung wurde gezeigt, dass 

nicht-phosphorylierte STAT Moleküle ebenfalls in der Lage sind in vivo Dimere zu bilden 

und dies bereits vor der Aktivierung durch Zytokine erfolgen kann [75,81]. 
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Im darauffolgenden Schritt translozieren die Dimere in den Nukleus, wobei dies 

möglicherweise auch im Fall der nicht-phosphorylierten Dimere erfolgt, und binden an 

spezifische Erkennungssequenzen der DNA [62,75]. Für STAT1, -3, -4 und -5 ist die 

Bindungssequenz, welche als γ-aktivierte Sequenz (GAS) bezeichnet wird, als TTCN3GAA 

definiert. STAT1 erkennt außerdem IFN stimulierte Antwortsequenzen [62]. Die STAT 

Dimere binden hierbei in einer C-förmigen Klammer an die DNA, wobei die N-terminale 

Domäne die Ausbildung von Dimer-Dimer Interaktionen von STAT Molekülen stabilisiert 

und die Engagierung von Transkriptionsfaktoren über die coiled-coil Domäne möglich 

ist [75,82-86]. Auf diese Weise führt die Aktivierung des IL-23 Rezeptorkomplexes und die 

Homodimerisierung von STAT3 zur Expression weiterer Zytokine wie IL-17A, IL-17F, 

IL-22 und IL-21 [87]. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass in der IL-23 vermittelten 

Produktion von IL-17 die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) einen 

Einfluss auf die STAT3 Aktivierung nimmt und über die Phosphorylierung von inhibitor of 

nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha (IκB-α) der nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells (NF-κB) Signalweg stimuliert wird [88]. 

In Publikation 3 (siehe Kapitel 5) wird die Aktivierung der PI3K durch IL-23R bestätigt und 

auch gezeigt, dass dieser Rezeptor die extracellular signal-regulated kinases (Erk) 1/2 

phosphoryliert und daher eine Rolle in der Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase 

(MAPK) Kaskade spielt [76]. Die Aktivierung der PI3K durch IL-12Rβ1 wird in Publikation 

4 (siehe Kapitel 6) bestätigt [71]. 

1.6 IL-23 vermittelte Immunantwort 

 

IL-23 spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung humaner und muriner 

T-Helferzellen (TH-Zellen), wobei naive T-Zellen keinerlei Reaktivität gegenüber IL-23 

besitzen, da sie den IL-23R nicht oder nur in geringem Maß exprimieren [8,9]. Hierbei 

fördert IL-23 die Entwicklung sogenannter TH17-Zellen, welche durch die Expression von 

IL-17 (IL-17A) und verwandten proinflammatorischen Zytokinen charakterisiert 

werden [15]. Die Entwicklung von TH17-Zellen wird durch mikrobielle Faktoren und 

Signalwege stimuliert. Eine Produktion von IL-17 ist wichtig für die Kontrolle und Abwehr 

verschiedener Pathogene wie z.B. das extrazelluläre Bakterium Klebsiella pneumonia, 

Citrobacter rodentium und Borrelia burgdorferi oder systemische Infektionen mit dem 

fungalen Pathogen Candida albicans [89-92]. 
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Nach der Aktivierung durch Antigen-präsentierende Zellen differenzieren 

Antigen-spezifische cluster of differentiation (CD) 4
+
-Zellen in Effektorzellen in 

Abhängigkeit des Zytokinmilieus und spezialisieren sich in Abhängigkeit ihrer sekretierten 

Zytokine [80]. 

1.6.1 Entwicklung naiver T-Zellen 

T-Zellen entstehen aus Vorläuferzellen innerhalb des Knochenmarks, die zur weiteren 

Entwicklung in den Thymus wandern und dort deren Differenzierung zu naiven T-Zellen 

eingeleitet wird [93]. In diesem Prozess produzieren die Zellen beispielsweise das 

Oberflächenmolekül CD3, aber auch die beiden Ko-Rezeptoren CD4 und CD8 [94]. 

Bereits vor einem ersten Kontakt mit ihrem entsprechenden Antigen erfolgt eine 

Reorganisation ihrer Rezeptor-kodierenden Gene [93]. Die Produktion Antigen-spezifischer 

Rezeptoren ist daher das Ergebnis zufälliger Reorganisation und dem Spleißen multipler 

DNA-Segmente, die für die Antigen-bindenden Regionen der Rezeptoren codieren. 

In T-Zellen gibt es zwei Formen dieser Rezeptoren, wobei die häufigste ein Heterodimer aus 

einer α- und einer β-Kette ist. Eine weitere Form besitzt eine γ- und eine δ-Kette [93]. Der 

Einfluss von IL-23 wurde nicht nur bei T-Zellen, die T-Zellrezeptoren (T cell receptor, TCR) 

mit den αβ-Ketten tragen gezeigt, sondern auch bei Zellen des angeborenen 

Immunsystems [95]. Die γδ-T-Zellen exprimieren IL-23R konstitutiv und zeigen eine 

Anreicherung innerhalb epithelialer Zellschichten der Haut und des Darms [95,96]. 

Aufgrunddessen spielen diese Zellen eine wesentliche Rolle in der Bildung der 

aufkommenden adaptiven Immunantwort, da sie die ersten Zellen darstellen, die durch den 

Kontakt mit IL-23 eine direkte Ausschüttung von Zytokinen ermöglichen und somit das 

lokale Zytokinmilieu für die folgende adaptive Immunantwort vermitteln [95]. 

Nach der Reorganisation der Rezeptoren differenzieren die naiven Zellen schließlich je nach 

Expressionsmuster in CD4
+
- oder CD8

+
-Zellen, wobei die TH17-Zellen aus naiven 

CD4
+
-Zellen gebildet werden [80,94]. 

Diese Zellen besiedeln im nächsten Schritt die sekundären lymphoiden Gewebe, wo sie auf 

Antigen-präsentierende Zellen treffen [93]. 
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1.6.2 Entwicklung von Effektorzellen 

Der Kontakt mit den Antigen-präsentierenden Zellen hängt nicht nur von dem spezifischen 

Antigen ab, sondern auch von den sogenannten major histocompatibility complex (MHC) 

Molekülen, welche sich ebenfalls auf der Oberfläche befinden [93]. CD4
+
-Zellen interagieren 

nur mit solchen Antigen-präsentierenden Zellen, die mit MHC Klasse II Molekülen gekoppelt 

sind [93,97]. Nach der Bindung des Antigen/MHC Klasse II Komplexes an den TCR 

assoziiert Letzterer mit den CD3 Molekülen CD3γε und CD3δε, sowie mit dimeren δ 

Modulen und vermittelt das Signal über Immunrezeptor-basierte Tyrosinaktivierungsmotive 

(ITAM) in der zytoplasmatischen Domäne [98-100]. 

Dieser supramolekulare Aktivierungskomplex assoziiert weiterhin mit dem CD4 

Ko-Rezeptor, welcher mit der Lymphozyt-spezifischen Proteintyrosinkinase 

(lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, Lck) der steroid receptor co-activator (SRC) 

Familie assoziiert. Die Kinase phosphoryliert anschließend Tyrosinreste in den zytosolischen 

ITAM der TCR-assoziierten Ketten [101]. 

Dies führt zur Rekrutierung und Phosphorylierung des 70 kDa δ-assoziierten Proteins 

(ZAP-70), welches eine Vielzahl zytosolischer Proteine phosphoryliert und somit 

verschiedene Signalkaskaden zur Transkription verschiedener Gensequenzen 

einleitet [101,102]. 

1.6.3 Differenzierung von TH17-Zellen 

Infolge vielfältiger in vivo und in vitro Studien humaner und muriner Modelle werden 

verschiedenste Zytokine und Transkriptionsfaktoren im Rahmen der 

TH17-Zelldifferenzierung beschrieben, wobei einige Faktoren als essentielle 

Schlüsselproteine betrachtet werden. IL-23, welches durch Antigen-präsentierende Zellen 

produziert wird, wird nicht für die frühe Entwicklung der TH17-Zellen benötigt, sondern 

spielt eine Rolle in der terminalen Differenzierung und ist daher wichtig für die Entwicklung 

und Expansion dieser Zelllinie [15]. 

So umfasst der grundlegende Mechanismus zunächst eine initiale Differenzierung naiver 

CD4
+
-Zellen, die ohne die Beteiligung von IL-23 auskommt. 

Dendritische Zellen, die über verschiedene Toll-like Rezeptoren stimuliert werden, stellen ein 

breites Spektrum proinflammatorischer Zytokine bereit, welche die Entwicklung von 

T-Helferzellen fördern [103]. Für die Differenzierung muriner TH17-Zellen spielen 

insbesondere die Zytokine IL-6, IL-21, IL-23 sowie die Transkriptionsfaktoren STAT3 und 
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der retinoic acid-related orphan receptor (ROR) γt eine wichtige Rolle (siehe 

Abbildung 8) [104]. 

 

 

Abbildung 8: Differenzierung muriner TH17-Zellen. 
In Abhängigkeit von STAT3 induziert IL-6 die Expression des Zytokins IL-21, welches in einem STAT3 

abhängigen Prozess die eigene Expression reguliert [104-106]. IL-21 induziert die Expression des IL-23R, so 

dass IL-23 an seine Rezeptoren (IL-23R/IL-12Rβ1) bindet und die terminale Differenzierung der TH17-Zellen 

vermittelt wird [104]. Die Abbildung ist modifiziert nach Di Cesare et al. und Ivanov et al. [80,104]. 

IL-6 initiiert hierbei die Differenzierung der naiven CD4
+
-Zellen, indem zunächst die 

Expression eines weiteren Zytokins, IL-21, induziert wird [105]. In diesem Prozess vermittelt 

IL-6 zunächst die Aktivierung von STAT3 und RORγt, wobei jedoch nur STAT3 eine Rolle 

hinsichtlich der IL-21 Expression übernimmt. IL-21 reguliert in einem STAT3-abhängigen 

Prozess die eigene Expression und führt ebenfalls zur Hochregulierung des 

Transkriptionsfaktors RORγt, welcher ebenfalls die IL-21 Expression induziert und somit zur 

Ausbildung eines positiven autokrinen Loops beiträgt [104-106]. 

Im nächsten Schritt aktiviert IL-21 die Expression des IL-23R, wobei dies in Abhängigkeit 

von STAT3 und RORγt erfolgt. IL-21 wird daher auch als intermediärer Vermittler der IL-6 

vermittelten Induktion des IL-23R betrachtet [105]. Die Aktivierung des IL-23 Signalwegs 

induziert ebenfalls RORγt, welches eine Hochregulation der IL-23R Expression, ähnlich wie 

bei dem autokrinen IL-21 Loop, bewirkt [104,105]. 

Sobald IL-23R auf der T-Zelloberfläche exprimiert wird, bindet IL-23 an seine Rezeptoren, 

wobei das codierende Gen des IL-12Rβ1 bereits von den CD4
+
-Zellen exprimiert wird 

[20,104]. Die Aktivierung von STAT3 in dem IL-6/IL-21/IL-23 Signalweg ermöglicht die 

direkte Bindung des Transkriptionsfaktors an die Promotoren von IL-21, IL-23R und IL-17 

[107-109]. Bislang wurden keine Gene identifiziert, die direkt durch RORγt reguliert werden. 
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Dennoch weist der IL-17 Promotor die konservierte Konsensussequenz AGGTCA der 

sogenannten ROR responsive elements (ROREs) auf, welche der Bindung von ROR 

Proteinen dient [110,111]. 

Die terminal differenzierten TH17-Zellen exprimieren ein charakteristisches Zytokinprofil, 

welches nicht nur IL-21, sondern auch IL-17 (IL-17A), IL-17F, IL-22, IL-26 und CCL20 

einschließt [112,113]. 

1.6.4 Unterschiede der murinen und humanen TH17-Zelldifferenzierung 

Für die Regulierung der TH17-Zelldifferenzierung wurden unterschiedlichste Daten in 

murinen und humanen Systemen erhalten. So wird beispielsweise die Rolle des transforming 

growth factor (TGF) β diskutiert, wobei diesem Zytokin im Rahmen der initialen 

Differenzierung muriner Zellen eine kritische Rolle zugewiesen wurde [114]. IL-1β und 

TNF-α verstärken die murine TH17-Zelldifferenzierung, wobei ohne die Anwesenheit von 

TGF-β keine Differenzierung der naiven T-Zellen stattfindet [103,104]. 

Andere Studien zeigen dagegen, dass die Differenzierung IL-6, IL-23 und IL-1β erfordert, 

nicht aber TGF-β [115,116]. Die Differenzierung TCR stimulierter humaner T-Zellen wird 

nicht durch TGF-β und IL-6 induziert. Vielmehr wird die Expression von IL-17 durch IL-1β 

induziert und durch die Anwesenheit von IL-6 verstärkt [117]. 

Dennoch sind IL-21 und TGF-β für die Differenzierung der naiven humanen T-Zellen 

erforderlich [118]. Die Notwendigkeit von TGF-β lässt sich hier aufgrund der inhibierenden 

Wirkung auf die Differenzierung von TH1-Zellen erklären [119]. 

Die Identifizierung humaner TH17-Zellen, die sowohl IL-17 als auch IFN-γ produzieren, 

führt zu einem Zelltyp, der als TH17/TH1-Zellen bezeichnet wird. Diese Zellen besitzen 

nicht nur das charakteristische Expressionsprofil der TH17-Zellen, sondern exprimieren 

neben IFN-γ auch den Transkriptionsfaktor der TH1-Zelldifferenzierung, welcher als T-box 

transcription factor normally expressed in T cells (T-bet) bezeichnet wird [120]. 

Sowohl TH17-Zellen als auch TH17/TH1-Zellen exprimieren den Rezeptor IL-12Rβ2 und 

ermöglichen daher die IL-12 induzierte Signalweiterleitung [120,121]. Die Stimulation dieser 

Zellen mit IL-12 führt zu einer Änderung des Phänotyps. Die Zellen senken die Expression 

der charakteristischen Proteine der TH17-Zellen, stimulieren jedoch die Expression von T-bet 

und IFN-γ und weisen daher die Charakteristika von TH1-Zellen auf [120,121]. TGF-β zeigt 

eine inhibierende Wirkung auf die Expression von T-bet und unterstützt daher indirekt die 

Differenzierung der humanen TH17-Zellen [119]. Ein Wechsel des Phänotyps der 
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TH17-Zellen wurde auch in verschiedenen Studien für die Differenzierung muriner Zellen 

gezeigt [122,123]. 

Zusätzlich werden weitere Proteine genannt, die eine Beteiligung an dem Prozess aufzeigen. 

So wird ebenfalls in primären, humanen T-Zellen die Beteiligung weiterer Mitglieder der 

ROR Familie bezüglich der Expression von IL-17 beschrieben (human: RORαd, RORβ; 

murin: RORα) oder auch die Expression des Aryl-Hydrocarbonrezeptors genannt [124-126]. 

Außerdem wurden weitere transkriptionelle Regulatoren wie zum Beispiel der 

Kruppel-ähnliche Faktor 4, der IFN-regulatorische Faktor 4 oder auch Eomesodermin 

identifiziert [127-129]. Der prägnanteste Unterschied zwischen murinen und humanen Zellen 

liegt jedoch in der Expression des Ko-Rezeptors CD161, welcher nur von humanen 

TH17-Zellen exprimiert wird [130,131]. 

1.7 Die Bedeutung von IL-23 in Autoimmunerkrankungen 

 

Eine gemeinsame Eigenschaft von verschiedenen Autoimmunerkrankungen ist die 

Dysregulation der Antwort von T-Effektorzellen bei langwierigen Entzündungen [113]. IL-23 

und IL-17 werden mit einer Vielzahl solcher humaner Autoimmunerkrankungen assoziiert. 

So weisen psoriatische Hautläsionen einen erhöhten Anteil der TH17-Zellfaktoren RORγt, 

IL-17, IL-22 und der IL-23 mRNA auf [132-135]. 

Bei der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodel für 

multiple Sklerose (MS), zeigen p19- und p40-defiziente Mäuse ein resistentes Verhalten, da 

die lokale Expression von IL-23 für die Induktion von EAE erforderlich ist [136]. Auch 

anhand der Kollagen-induzierten Arthritis (collagen-induced arthritis, CIA) wurde gezeigt, 

dass eine Defizienz von p19 zu einer Resistenz gegenüber der Erkrankung führt und 

verdeutlicht die regulatorische Funktion von IL-23 im Rahmen der Pathogenese [137]. Die 

Expression von p19 in klinischen Proben von Patienten mit Morbus Crohn, rheumatoider 

Arthritis (RA) und MS unterstützen eine mögliche Rolle von IL-23 in humanen 

Autoimmunerkrankungen [80,138-140]. Des Weiteren wurde IL-23R als Krankheitsgen in 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen identifiziert, wobei hier verschiedene 

Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) wie R381Q 

(human) innerhalb des Rezeptors mit dieser Erkrankung assoziiert werden und somit den 

Einfluss des IL-23 Signalwegs in der Regulation chronischer Gewebsentzündungen 

unterstreichen [141]. Derzeit ist jedoch nicht bekannt, ob es sich hierbei um einen 
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Funktionszugewinn oder Funktionsverlust zur Ausbildung der chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen handelt. Weitere genetische Studien zeigen außerdem, dass 

SNP-Varianten von IL-23R mit Erkrankungen wie Psoriasis, Spondylitis ankylosans sowie 

MS verknüpft werden [142-146]. 

Diese Studien demonstrieren, dass IL-23 und/oder IL-23R potentielle Ziele für die 

Behandlung chronisch-entzündlicher Erkrankungen wie Psoriasis oder Morbus Crohn 

darstellen [147]. Die Entwicklung von Antagonisten zur Inhibierung der Zytokinaktivität ist 

daher von größter Bedeutung. Die Verwendung von Fusionsproteinen extrazellulärer 

Rezeptordomänen, welche als cytokine traps bezeichnet werden, wurde bereits als effiziente 

Methode zur Blockierung der Zytokinaktivität gezeigt [148,149]. So führt beispielsweise die 

linkerverknüpfte Fusion der ligandenbindenden Domänen von gp130 (D1, D2 und D3) und 

IL-6Rα (D1, D2) zur Blockierung der IL-6 vermittelten Aktivität [150]. Ebenso induziert die 

C-terminale Fusion von IL-6Rα und von gp130 mit dem humanen Fc-Tag die Bildung eines 

IL-6 antagonisierenden Heterodimers beider Rezeptoren [149]. 

In Publikation 1 (siehe Kapitel 3) dieser Arbeit werden die strukturellen und funktionellen 

Eigenschaften einer IL-23 Deletionsvariante, p40_D2D3-p19, hinsichtlich der Funktion eines 

potentiellen Antagonisten für die IL-23 Signaltransduktion untersucht [48]. Diese 

Deletionsvariante interagiert ausschließlich mit IL-23R, zeigt jedoch keine Bindung an 

IL-12Rβ1. Interessanterweise wird jedoch gezeigt, dass das Fc-getaggte Fusionsprotein, 

p40_D2D3-p19Fc, die Signaltransduktion allein über die Interaktion mit IL-23R induziert 

[48].  
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2 Zielsetzung 

 

Das Zytokin IL-23 spielt eine wichtige Bedeutung in der Pathogenese entzündlicher 

Autoimmunerkrankungen, wie z.B. bei rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn oder multipler 

Sklerose [15,151]. IL-23 nimmt hierbei eine Schlüsselrolle in der Entwicklung von 

TH17-Zellen ein [104]. Das Ziel dieser Doktorarbeit ist es daher, die molekularen 

Mechanismen dieses proinflammatorischen Zytokins aufzuklären und damit die Basis für die 

Entwicklung von Antagonisten zu errichten. 

Als erstes Ziel dieser Arbeit wird die strukturelle Aktivierung der Rezeptoren, IL-23R und 

IL-12Rβ1, durch die Interaktion mit IL-23 untersucht. Hierfür sollen die extrazellulären 

kritischen Aminosäuren und die relevanten Domänen, welche eine effiziente Bindung von 

IL-23 an die beiden Rezeptoren vermitteln, identifiziert werden. Anhand eines murinen 

Models von IL-23 im Komplex mit den Rezeptoren werden zunächst die kritischen 

Aminosäuren des site I-II-III Paradigmas bestimmt. Die Interaktion zwischen p19 und p40 

(site I) wird über die Beteiligung spezifischer Aminosäuren in beiden Untereinheiten 

untersucht. Analog hierzu werden diejenigen Aminosäuren analysiert, die in p19 die site II 

und site III Interaktionen mit IL-12Rβ1 (site II) bzw. IL-23R (site III) vermitteln. Ebenfalls 

werden die notwendigen Domänen des Komplexes bestimmt, welche die Ausbildung der 

site I-II-III Bindungsflächen ermöglichen. 

Die zweite Fragestellung dieser Arbeit betrachtet die site I Interaktion von p40 mit p35 

(IL-12) sowie die p40 Homodimerisierung bezüglich der Ausbildung einer intermolekularen 

Disulfidbrücke. Anhand der Mutation des beteiligten Cysteinrestes in p35 wurde bereits 

gezeigt, dass diese Einzelmutation keinen kritischen Einfluss auf die Heterodimerisierung 

nimmt [30]. Durch Mutation des korrespondierenden Cysteins in p40 soll die Rolle der 

Disulfidbrücke im Hinblick auf die Dimerisierung von IL-12 untersucht werden. 

Die dritte Fragestellung betrachtet die intrazelluläre Signaltransduktion des IL-23R, welcher 

als STAT-rekrutierende Komponente des IL-23•IL-23R•IL-12Rβ1 Komplexes vermutet 

wird [9]. Die Aktivierung von STAT3 gilt als essentieller Bestandteil der 

TH17-Zelldifferenzierung, weshalb die intrazelluläre Domäne des IL-23R bezüglich der 

STAT3 Bindemotive analysiert wird [109]. Als Grundlage der Untersuchung dienen 

postulierte Tyrosinreste, die als Adapterstellen für die Bindung von STAT3 verantwortlich 

sein sollen [9]. Des Weiteren wird die Beteiligung weiterer Tyrosinreste untersucht, um die 
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Eingrenzung relevanter Motive zu ermöglichen. Außerdem wird eine mögliche Rolle bislang 

unbekannter intrazellulärer Signalmoleküle analysiert. 

Als viertes Ziel wird die Aktivierung von Januskinasen durch die intrazellulären Domänen 

der Rezeptoren des IL-23 aktivierten Komplexes untersucht. Für die Interaktion von Jak2 und 

IL-23R soll die verantwortliche Bindungsstelle identifiziert werden. Ebenfalls soll die 

Wechselwirkung von Tyk2 mit der zytoplasmatischen Domäne des IL-12Rβ1 analysiert und 

eine mögliche Beteiligung des IL-12Rβ1 an der Signaltransduktion untersucht werden. 
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7 Diskussion 

 

Diese Doktorarbeit betrachtet die strukturelle und funktionelle Charakterisierung des 

tetrameren IL-23 Rezeptorkomplexes. Das Zytokin IL-23 bildet ein Dimer aus der 

Zytokinuntereinheit p19 und der löslichen α-Rezeptoruntereinheit p40, welches über die 

membrangebundenen Rezeptoren, IL-12Rβ1 und IL-23R, die intrazelluläre Signalkaskade 

induziert [8,9]. 

Die Publikation 1 dieser Arbeit thematisiert die Interaktion der extrazellulären Komponenten 

des murinen IL-23 Rezeptorkomplexes gemäß des postulierten Bindungsparadigmas für 

Zytokine der IL-12 Familie [5]. Das site I-II-III Paradigma beschreibt die Interaktionsfläche 

der Dimerisierung von p19 und p40 als site I. Dieses Dimer interagiert im nächsten Schritt 

über die site II mit IL-12Rβ1 und site III bezieht sich auf die Interaktion des Zytokins mit 

IL-23R [5]. Durch Verwendung von Deletionsvarianten wurden die beteiligten Domänen 

identifiziert und mittels zielgerichteter Mutationen die kritischen Aminosäuren bestimmt 

[48]. Ko-Immunopräzipitationsanalysen und Zellviabilitätsassays identifizierten p19_I176E, 

A178 und R179 sowie p40_Y265 und Y318 als kritische Aminosäuren der site I Interaktion. 

Die Wechselwirkung von p19 und p40 erforderte lediglich die p40_D2 Domäne. Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass die site II Interaktion von IL-23 nicht über eine klassische 

site II zwischen p19 und IL-12Rβ1 vermittelt wird, sondern über p40 erfolgt. Als 

verantwortliche Aminosäuren dieser Wechselwirkung wurden IL-12Rβ1_Y143 und die 

Kombination IL-12Rβ1_V116_L117_S118 identifiziert. Diese Interaktion benötigte jeweils 

die Kombination der D1 und D2 Domänen beider Proteine (p40_D1D2, IL-12Rβ1_D1D2). 

Für site III wurde p19_W157 als essentielle Aminosäure für die Interaktion mit IL-23R 

identifiziert, wobei die Ausbildung der site III erst durch Bindung von p19 mit p40_D2D3 

ermöglicht wird [48]. 

In Publikation 2 (siehe Kapitel 4) wurde die Rolle der löslichen α-Rezeptoruntereinheit p40 

im Hinblick auf dessen Interaktion mit der Zytokinuntereinheit p35 von murinem IL-12 

untersucht [49]. Die Betrachtung dieser site I Interaktion richtete sich dabei auf die 

Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbrücke zwischen den beiden Untereinheiten. 

Anhand der Mutation der entsprechenden Cysteine p40_C197 und p35_C92 wurde gezeigt, 

dass die Interaktion der beteiligten Thiolgruppen keinen Einfluss auf die Heterodimerisierung 

und die biologische Aktivität von IL-12 nimmt. Außerdem wurde gezeigt, dass die Mutation 
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des p40_C197 die Ausbildung einer Disulfidbrücke zwischen den Untereinheiten des p40 

Homodimers verhinderte [49].  

In den Publikationen 3 und 4 (siehe Kapitel 5 und 6) dieser Arbeit wurden die intrazellulären 

Rezeptorketten bezüglich ihrer Rolle in der Signaltransduktion untersucht. Der IL-23R wurde 

bislang als signalvermittelnde Komponente betrachtet und in Publikation 3 wurden die 

kritischen Aminosäuren der STAT3 Aktivierung untersucht [76]. Die Einführung 

zielgerichteter Mutationen bewirkte die Inhibition der STAT3 Phosphorylierung bei 

Verwendung der Kombinationen Y542F/Y626F und Y504F/Y542F/Y626F in HeLa Zellen. 

Anhand der mutierten Deletionsvarianten mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F-Δ554 (m= murin) 

und mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F-Δ571 wurde ebenfalls ein nicht-kanonischer Bereich 

(L554-Q570) der STAT3 Aktivierung definiert, da nur die zweite Variante die 

Phosphorylierung induzierte [76]. Weiterhin wurde in Publikation 3 gezeigt, dass IL-23 

ebenfalls die Aktivierung von Erk 1/2 und Akt induziert [71,76]. 

In Publikation 4 wurde die Aktivierung der Januskinasen Jak2 und Tyk2 durch die murinen 

Rezeptoren IL-23R und IL-12Rβ1 thematisiert [71]. Mit Hilfe der Deletionsvarianten 

IL-23RΔ455 und IL-23RΔ480 wurde hierbei ein nicht-kanonischer Sequenzbereich 

(E455-E479) definiert, der die Assoziation von Jak2 an IL-23R ermöglichte, da Δ455 im 

Gegensatz zu Δ480 keine Ko-Immunpräzipitation von Jak2 vermittelte. Für IL-12Rβ1 wurde 

gezeigt, dass für die Assoziation mit der Kinase Tyk2 das Box 1 Motiv essentiell ist, da 

sowohl Mutations- als auch Deletionsvarianten (Ba/F3-IL-23R-

IL-12Rβ1/P601V/P603V/P605V, Ba/F3-IL-23R-IL-12Rβ1595-606) die Phosphorylierung 

von STAT3 verhinderten [71]. 

7.1 Charakterisierung der site I relevanten Aminosäuren in p19 

 

Für die Wechselwirkungen zwischen den IL-23 Untereinheiten p19 und p40 mit den 

entsprechenden Rezeptoren (IL-23R/IL-12Rβ1) wird das site I-II-III Bindungsparadigma 

vorausgesagt. Die site I Interaktion betrachtet hierbei die Wechselwirkung der helikalen 

Zytokinuntereinheit p19 mit der löslichen α-Rezeptoruntereinheit p40 [5]. 

In Publikation 1 (siehe Kapitel 3) wurde über molecular modeling ein Model des murinen 

IL-23 generiert und kritische Aminosäuren für die Interaktion mit p40 bestimmt [48]. Anhand 

gerichteter Mutationen dieser Aminosäuren in der Sequenz von p19 wurde die Interaktion 

beider Proteine gemäß einer klassischen site I bestätigt. Die Inhibition der Zellproliferation 
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von IL-23 abhängigen Ba/F3 Zellen, welche die murinen Rezeptoren (IL-23R/IL-12Rβ1) 

stabil exprimieren, zeigte hierbei die Beteiligung der Aminosäuren p19_I176, p19_A178 und 

p19_R179 an der Ausbildung der biologischen Aktivität von IL-23. Das Ausbleiben der 

Zellproliferation deutet an, dass die Mutationen eine Interaktion mit p40 verhindern und 

somit keine Komplexbildung mit den signalvermittelnden Rezeptoren erfolgt. Dies wurde 

mittels Ko-Immunopräzipitation bestätigt, wobei mit Ausnahme von p19_K66A eine 

Mutation dieser einzelnen Aminosäuren die Dimerisierung mit p40 vollständig 

blockierte [48]. 

Dies steht im Einklang mit den von Jones et al. publizierten Beobachtungen, welche für die 

site I Interaktion in IL-12 (p35/p40) einzelne Aminosäuren in p35 zur Unterbrechung der 

Interaktion identifizierten [152]. Im Sequenzvergleich weisen p19 und p35 eine geringfügige 

Homologie auf (25%), jedoch zeigen die beiden Vier-Helix-Bündel Zytokine im 

evolutionären Dendrogram die engste Verwandschaft und interagieren beide mit der löslichen 

α-Rezeptoruntereinheit p40 [5,8]. Nach einem auf p40 basierenden Alignment überlappen p19 

und p35, so dass ihre Vier-Helix-Bündel deckungsgleich sind [27].  

Die in p19 mutierten Aminosäuren A178 und R179 entsprechen den korrespondierenden 

Mutationen des murinen p35 (p19_A178W= p35_N206W, p19_R179A/p19_R179E= 

p35_R207A) [8,152]. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden diese Aminosäuren als kritisch 

bei der Ausbildung der site I Interaktion identifiziert (siehe Abbildung 9A) [48]. Lediglich 

die Mutation von p19_K66A (p35_E68A) bestätigte dieses Lysin nicht als essentielle 

Aminosäure für die Bildung des dimeren IL-23 [8,48,152]. 

Die Interaktion zwischen p19 und p40 wird, anhand von kristallographischen Daten, den 

Helices A und D sowie dem C-terminalen Bereich der AB-Schleife zwischen den Helices A 

und B von p19 zugesprochen. Die Arbeiten von Lupardus und Garcia weisen hierbei der 

humanen Aminosäure p19_R178 (murin: R179) die Hauptrolle bezüglich der Interaktion mit 

p40 zu, wobei das Arginin verschiedene intermolekulare Wechselwirkungen mit 

Aminosäuren der p40 Bindungstasche vermittelt [33]. Dieser Argininrest liegt, ebenso wie 

die in dieser Arbeit identifizierten kritischen Aminosäuren, in Helix D [33,48]. Auch p35 

verfügt über eine solche Aminosäure, wobei das humane p35_R211 (murin: p35_R207) die 

Interaktion mit dem Asparaginrest D312 in der Basis der p40 Bindungstasche vermittelt [30]. 

Damit wurde die Beteiligung der Helix D nicht nur bestätigt, sondern weist dieser Helix 

aufgrund der vielfältigen Interaktionen eine wichtige Rolle für die site I Interaktion 

zu [33,48]. 
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Die Interaktionsfläche von p19 zeigt eine geringere Polarität als die von p35, was hier durch 

die Beteiligung der ungeladenen Aminosäurereste p19_I176 und A178 unterstützt wird [27]. 

Die als unbeteiligt identifizierte Aminosäure p19_K66 befindet sich im N-terminalen Bereich 

der Schleife AB, so dass eine funktionelle Rolle dieser Region in diesem Fall nicht bestätigt 

wurde [48]. Für p19 wird anhand der Kristallstruktur des humanen IL-23 ebenfalls die 

Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbrücke zwischen dem humanen p19_C73 mit 

p40_C199 beschrieben [27,33]. Unveröffentlichte Daten (Zellviabilitätsassay, 

Ko-Immunopräzipitation) bestätigten, dass die Mutation des konservierten Cysteins p19_C74 

in der Schleife AB des murinen p19 die Dimerisierung mit p40 verhinderte und diese 

Aminosäure daher eine Rolle bezüglich der site I Wechselwirkung übernimmt (siehe 

Abbildung 9A). Dementsprechend wurde auch die Beteiligung der Schleife AB bestätigt, 

bislang jedoch kein direkter Einfluss der Helix A gezeigt. 

7.2 Charakterisierung der site I relevanten Aminosäuren in p40 

 

7.2.1 Interaktion von p40 mit p19 

Weiterhin wurden in Publikation 1 dieser Arbeit ebenfalls die Aminosäuren in p40 

identifiziert, die anhand des Models als kritische Komponenten für die site I Interaktion mit 

p19 eingestuft werden [48]. Die erhaltenen Resultate des Zellviabilitätsassays zeigten, dass 

im Gegensatz zu der Ko-Stimulation mit den Wildtyp-Proteinen p19 und p40, die Einführung 

der Mutationen p40_Y265K oder p40_Y318K keine Proliferation der IL-23 responsiven 

Zellen bewirkte. Dies deutet auch hier darauf hin, dass diese Aminosäuren eine kritische 

Funktion für die Ausbildung der biologischen Aktivität von IL-23 einnehmen (siehe 

Abbildung 9B). Die essentielle Rolle dieser Aminosäuren wurde mittels 

Ko-Immunopräzipitation bestätigt, da keine Präzipitation der mutierten Proteine p40_Y265K 

und p40_Y318K mit p19 erfolgte [48]. 

Für die Interaktion mit den Helices A und D, sowie der AB-Schleife von p19, werden die 

beteiligten Bereiche den Schleifen 1 und 3 der D2 Domäne und den Schleifen 5 und 6 von 

p40_D3 zugeordnet [27]. Die beiden Domänen p40_D2 und p40_D3 charakterisieren die 

ZHR Domänen in Klasse I Zytokinrezeptoren, welche bei den Rezeptoren als verantwortliche 

Domänen für die Interaktion mit dem jeweiligen Zytokin betrachtet werden [34,39]. Bei den 

heterodimeren Vertretern der IL-12 Familie werden die β-Untereinheiten p40 und EBI-3 mit 

den extrazellulären Domänen der Klasse I Rezeptoren verglichen, wobei sowohl die 
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Transmembrandomäne als auch der intrazelluläre Bereich fehlt [30]. In humanem p40 bildet 

D312 (murin: D316) die Basis der „vulkanähnlichen“ Bindungstasche, wobei die 

hauptsächlichen Interaktionen hydrophoben Kontakten des p40_Y314 (murin: Y318), aber 

auch p40_Y315 (murin: Y319) zugeschrieben werden [33]. Die lösliche 

α-Rezeptoruntereinheit p40 nutzt für die Bindung von p19 und p35 dieselbe Bindungstasche, 

wobei die zur Dimerisierung mit p19 als essentiell bestimmten Aminosäuren in der D3 

Domäne von p40 lokalisiert sind [48]. Unveröffentlichte Daten (Zellviabilitätsassay, 

Ko-Immunopräzipitation), die im Rahmen dieser Doktorarbeit erhalten wurden, bestätigten 

außerdem die Beteiligung der Domäne D2. Die Mutation des hier lokalisierten murinen 

Cysteins p40_C197A, welches für die Ausbildung der Disulfidbrücke mit p19 betrachtet 

wird, verhinderte ebenfalls die Dimerisierung beider Proteine [33]. 

Diese Ergebnisse führen daher zu der Schlussfolgerung, dass die identifizierten Aminosäuren 

Teil der site I Interaktion sind und bestätigten zugleich die Beteiligung der Domänen D2 und 

D3 von p40 (siehe Abbildung 9B). 

Die Daten der Ko-Immunopräzipitation von p19 mit Deletionsvarianten von p40 zeigten, dass 

p19 mit den Varianten p40_D2, p40_D1D2 und p40_D2D3 interagierte und daher für die 

alleinige Interaktion mit p19 die D2 Domäne von p40 genügte. Überraschenderweise sind die 

kritischen Aminosäuren, mit Ausnahme von C197, in p40_D3 lokalisiert [48]. Die site I 

Interaktion von p35 und p40 führt zu einer Änderung der Konformation, wobei die Domäne 

D3 von p40 um 14,5° gegenüber der Domäne D2 rotiert [30]. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigten, dass die site I Interaktion mit p19 sowohl die Domänen p40_D2 und D3 erforderte 

(siehe Abbildung 10) [48]. Dies deutet darauf hin, dass eine Änderung der Konformation 

nach der Bindung von p40_D2 und p19 die Interaktion mit p40_D3 ermöglicht. Obwohl die 

Interaktion von p19 und p40 keine notwendige Beteiligung der Domäne p40_D1 zeigte, 

induzierte keine der Deletionsvarianten bei Ko-Stimulation mit p19 die Proliferation der 

IL-23 responsiven Zellen. So ist die Domäne D3 zwar nicht die alleinig verantwortliche 

Komponente für die direkte Interaktion mit p19, jedoch verhinderten die Mutationen die 

Ausbildung eines biologisch aktiven Komplexes [48]. Aufgrund der Beteiligung der 

Domänen p40_D2 und D3 als verantwortliche Komponenten der Interaktion mit der 

Zytokinuntereinheit p19 bestätigte sich daher ebenfalls die charakteristische Funktion als 

ZHR Domänen. 

 



Diskussion 

 

36 

 

7.2.2 Interaktion von p40 mit p35 

Die Untereinheit p40 dient sowohl als heterodimerisierende Komponente von IL-23 

(p40/p19) als auch von IL-12 (p40/p35) [6,8]. Die Interaktion der löslichen 

α-Rezeptoruntereinheit p40 und der Zytokinuntereinheit p35 folgt dabei der klassischen site I 

Definition [5]. Analog zu IL-23 wird hier ebenso die Ausbildung einer intermolekularen 

Disulfidbrücke zwischen p40 (human: C199, murin: C197) und der Zytokinuntereinheit p35 

beschrieben (human: C96, murin: C92) [27,30,33]. 

Die Relevanz dieser kovalenten Wechselwirkung in murinem IL-12 wurde in Publikation 2 

(siehe Kapitel 4) dieser Arbeit untersucht [49]. Im Gegensatz zu p19 sekretierte p35 nur in 

Kombination mit p40 in Zellkulturüberstände ko-transfizierter HEK293 Zellen, wobei die 

Mutation p40_C197A eine verringerte p35 Sekretion bewirkte. Die entsprechende Mutation 

des zur Ausbildung der Disulfidbrücke erforderlichen Cysteins in p35 (p35_C92A, 

p35_C92S) und dessen Ko-Transfektion mit p40 oder die Kombination der mutierten 

Proteine p35_C92A oder p35_C92S mit p40_C197 führten jedoch weiterhin zur Sekretion 

beider Untereinheiten [49].  

Dies steht in Übereinstimmung mit den von Yoon et al. publizierten Ergebnissen, deren 

Mutation des Cysteins im humanen p35_C74 und dessen Ko-Transfektion mit p40 die 

Sekretion von intaktem IL-12 in konditioniertes Medium induzierte [30]. 

Wie in Kapitel 7.1 beschrieben, weisen die von Jones et al. als kritisch identifizierten 

Aminosäuren in p35 teilweise Ähnlichkeiten mit den site I vermittelnden Aminosäuren in p19 

auf (p19_A178= p35_N206, p19_R179= p35_R207) [8,48,152]. Für die Relevanz der 

Disulfidbrücke bestätigte sich jedoch keine solche Vergleichbarkeit zwischen p35 und p19, 

da diese nicht für die Ausbildung und Sekretion des heterodimeren IL-12 erforderlich 

war [49]. Diese Beobachtung lässt sich anhand der strukturellen Unterschiede beider 

Zytokinuntereinheiten erklären. So werden die site I Interaktionen von p35, wie bei p19, 

primär über die Helices A und D vermittelt [33]. Ein besonderer Unterschied besteht jedoch 

darin, dass p35 am C-terminalen Ende der AB-Schleife über eine zusätzliche 

Disulfid-verbrückte Schleife aus 11 Aminosäuren verfügt. Neben zahlreichen weiteren 

Kontakten zu p40 vermittelt diese Region ebenfalls die genannte Disulfidbrücke zwischen 

den Cysteinen der beiden IL-12 Untereinheiten [30,33]. Dieser strukturelle Unterschied und 

die erhaltenen Daten deuten daher darauf hin, dass die Ausbildung der Disulfidbrücke für die 

Heterodimerisierung von p40 und p35 vernachlässigbar ist [49].  

Auch die Untersuchung der biologischen Aktivität steht in Übereinstimmung mit dieser 

Annahme, da bei Verwendung der mutierten Proteine die Zellproliferation IL-12 responsiver 
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Ba/F3 Zellen (IL-12Rβ1/IL-12Rβ2) keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich zur 

Stimulation mit den Wildtyp-Proteinen aufwies [49]. Dies bestätigte sich ebenso für die 

intrazelluläre Phosphorylierung von STAT3 oder die IL-12 typische IFN-γ Produktion. 

Lediglich die Kombination von p35 und p40_C197A führte zu einer geringeren Aktivität, 

wobei dies jedoch auf die verminderte Sekretion von p35 zurückzuführen ist. Die 

Verwendung von gereinigtem p35 oder p35_C92A mit p40_C197A aus 

Zellkulturüberständen bestätigte eindeutig die biologische Aktivität des rekonstituierten 

IL-12 [49]. Diese Ergebnisse lassen daher schlussfolgern, dass die Ausbildung der 

Disulfidbrücke keine essentielle Notwendigkeit für die Ausbildung der site I Interaktion 

aufweist. 

Interessanterweise wurde bereits die Bildung von p40 Homodimeren im Kontext einer 

antagonistischen Wirkung bezüglich der IL-12 und IL-23 induzierten Signalwege 

beschrieben [35,153,154]. In Publikation 2 dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese 

Homodimerisierung in Abhängigkeit des p40_C197 steht, da dessen Mutation in 

nicht-reduzierenden SDS-Gelen die Disulfid-verbrückte Dimerisierung verhinderte [49]. 

Demzufolge übernimmt die Ausbildung der Disulfidbrücke für die Interaktion von p40_C197 

mit p19 eine wichtige Rolle, wohingegen p40_C197 und p35_C92 nicht als kritische 

Aminosäuren der site I Interaktion von p40 mit p35 einzustufen sind. Da die erhaltenen Daten 

zeigten, dass die Interaktion von p35 und p40 keine Ausbildung der Disulfidbrücke für die 

biologische Aktivität erforderte, ist ebenfalls zu berücksichtigen, dass auch die 

Homodimerisierung von p40 weitere und möglicherweise essentiellere Wechselwirkungen 

einschließt. 

7.3 Charakterisierung der site II Interaktion von p19 mit IL-12Rβ1 

 

Bei der Untersuchung der site II Interaktion zwischen IL-23 und IL-12Rβ1 wurde das 

vorausgesagte Paradigma nicht bestätigt, sondern ein nicht-kanonischer Mechanismus 

identifiziert [48]. Bisher galt die Annahme, dass die site II zwischen der ZHR eines Rezeptors 

und der Zytokinuntereinheit, also p19, ausgebildet wird [5]. Sowohl IL-23R als auch 

IL-12Rβ1 verfügen über diese zwei FN-III Domänen der ZHR. Da die site III Interaktion die 

Ig-ähnliche Domäne eines der Rezeptoren erfordert, kommt für diese Wechselwirkung nur 

IL-23R in Betracht [5]. Durch das Fehlen einer Ig-ähnlichen Domäne bei IL-12Rβ1 erfolgt 

die site II Interaktion folglich zwischen p19 und IL-12Rβ1. 
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Die in Publikation 1 erhaltenen Ergebnisse der Ko-Immunopräzipitationsassays zeigten erst 

bei Verwendung ko-transfizierter Lysate (p19/p40) eine Interaktion von p19 mit IL-12Rβ1, 

jedoch nicht bei der alleinigen Ko-Präzipitation von p19 mit dem Rezeptor [48]. Die anhand 

des murinen Models vorausgesagten Aminosäuren, die eine potentielle Interaktionsfläche mit 

dem Rezeptor liefern, wurden mittels Mutagenese-PCR in p19 eingeführt. Die Ergebnisse des 

Zellviabilitätsassays bei der Ko-Stimulation von p40 mit p19_L36E, p19_R38E oder 

p19_L135E führten, ebenso wie der Wildtyp, weiterhin zu der Bildung aktiver Komplexe, 

welche befähigt waren, die Signaltransduktion zu initiieren. Auch die Untersuchung der 

Ko-Immunopräzipitation von p40 und den mutierten p19 Varianten mit IL-12Rβ1, zeigte 

weiterhin die Wechselwirkung der Proteine miteinander. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde 

die klassische site II Definition nicht bestätigt. Auch die Verwendung dieser potentiell 

kritischen Aminosäuren als kombinierte Trippelmutante führte zu keinem gegenteiligen 

Resultat. Des Weiteren wurde in Publikation 1 dieser Arbeit gezeigt, dass p40 ohne die 

Interaktion mit p19 in der Lage war, IL-12Rβ1 zu binden [48]. 

Wie in Kapitel 7.2.2 beschrieben, dimerisiert p40 nicht nur mit p19 und p35, sondern bildet 

ebenfalls Homodimere [49]. Dies steht in Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass p40 

Homodimere IL-12Rβ1 binden und infolge dieser Antagonisierung die Weiterleitung des 

IL-12 und des IL-23 Signalwegs inhibieren [35,154]. Außerdem wurde bereits gezeigt, dass 

p40 Homodimere in der Lage sind, Makrophagen über die Bindung des IL-12Rβ1 zu 

aktivieren und p40 daher nicht nur für die Bindung an den Rezeptor benötigt wird, sondern 

auch eine funktionelle Rolle übernimmt [153]. Anhand der verschiedenen Deletionsvarianten 

von p40 wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Interaktion von p40 mit IL-12Rβ1 lediglich 

die Kombination der Domänen p40_D1 und p40_D2 erforderte [48]. Auch IL-12Rβ1 

verwendete für diese Interaktion nur seine Domänen D1 und D2 (siehe Abbildung 10). 

Zusätzlich wurden Mutationen in der Domäne D1 des IL-12Rβ1 eingeführt, wobei Y143R 

eine deutliche Verringerung der Interaktion mit p40 bewirkte, welche durch die Kombination 

der Mutationen V116E/L117E/S118E sogar vollständig unterbunden wurde (siehe 

Abbildungen 9C, 13). Entgegen des postulierten Paradigmas zeigten die erhaltenen 

Ergebnisse, dass die Interaktion von IL-23 mit IL-12Rβ1 keine Beteiligung von p19 

benötigte. 

Somit ergibt sich die Schlussfolgerung, dass diese Interaktion nicht durch die Ausbildung 

einer klassischen site II erfolgt, sondern vielmehr über einen nicht-kanonischen 

Mechanismus, der die Bindung von IL-23 über p40 an IL-12Rβ1 vermittelt (siehe 

Abbildung 10) [48]. 
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7.4 Charakterisierung der site III Interaktion von p19 mit IL-23R 

 

Innerhalb des site I-II-II Paradigmas beschreibt site III die Interaktion zwischen der 

α-helikalen Zytokinuntereinheit mit der Ig-ähnlichen Domäne eines Rezeptors [5]. 

Dementsprechend erfolgt die site III Interaktion zwischen p19 und IL-23R. Für verschiedene 

Zytokine wird diese Interaktion hierbei hydrophoben Aminosäuren zugeordnet, die im 

N-terminalen Bereich der Helix D lokalisiert sind [54,55,155,156]. Im Fall von humanem 

IL-6 handelt es sich bei dieser kritischen Aminosäure um einen Tryptophanrest und bei 

Zytokinen, die mit LIFR interagieren (Onkostatin M (OSM), ziliärer neurotropher Faktor 

(ciliary neurotrophic factor, CNTF), leukämischer inhibitorischer Faktor (LIF)), um 

Phenylalanin [5]. 

Auch innerhalb der Struktur von IL-23_p19 existiert eine solche kritische und konservierte 

Aminosäure, wobei dieses Tryptophan (human: W156, murin: W157) in p19 eine ähnliche 

Lokalisierung wie die Aminosäure in IL-6 aufweist (humanes IL-6_W185, UniProtKB: 

P05231) [5,33,54]. Das Tryptophan p19_W157 ist innerhalb der Helix D des 

Vier-Helix-Bündels lokalisiert (siehe Abbildung 9A). 

In Publikation 1 wurde die Beteiligung von p19_W157 an der Ausbildung der site III für die 

Komplexbildung zwischen IL-23 und IL-23R bestätigt [48]. Sowohl die Ko-Stimulation der 

Ba/F3-IL-12Rβ1-IL-23R Zellen mit p19_W157A und p40, als auch die Verwendung des 

Fusionsproteins p40-p19_W157A-Fp, führten hierbei zum Ausbleiben der Zellproliferation. 

Auch die Präzipitation des IL-23R zeigte keine Interaktion mit den mutierten Proteinen 

(p19_W157A/p40, p40-p19_W157A-Fp), so dass diese Aminosäure als kritischer Rest für die 

site III zu betrachten ist (siehe Abbildung 9A) [48]. Humanes und murines p35 verfügen 

ebenfalls über eine solche Aminosäure, die jedoch hierbei durch Tyrosin repräsentiert 

wird [5]. Bei IL-27 (p28/EBI-3) zeigt die Mutation des konservierten Tryptophans in der 

Zytokinuntereinheit p28 zwar keinen Einfluss auf die Interaktion mit WSX-1 oder EBI-3, 

verhindert jedoch die Signalweiterleitung mittels gp130 und dient daher als Antagonist für 

IL-27 [157]. 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung identifizierter kritischer Aminosäuren in murinem IL-23. 
A) Kritische Aminosäuren zur Ausbildung der site I und site III Interaktionen in p19. B) Kritische Aminosäuren 

zur Ausbildung der site I Interaktion in p40. C) Kritische Aminosäuren der nicht-kanonischen site II im 

IL-12Rβ1 zur Bindung von p40. Aus Gründen der Übersichtlichkeit werden lediglich die extrazellulären 

Domänen des Rezeptors dargestellt. 

Interessanterweise wurde für die alleinige Verwendung von p19 keine Bindungsaffinität zu 

IL-23R nachgewiesen. Die Kombination von p19 und p40 führte jedoch zur Ko-Präzipitation 

beider Proteine mit dem Rezeptor [48]. Am Beispiel von IL-6 wurde gezeigt, dass dieses 
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Zytokin den Rezeptor gp130 erst mit hoher Affinität bindet, wenn zuvor die Interaktion mit 

IL-6Rα erfolgt [39]. Auch die Bindung von IL-11 mit dem IL-11 Rezeptor (IL-11R) oder die 

Wechselwirkung von CNTF mit CNTFR ermöglicht erst die jeweilige Interaktion mit gp130. 

In jedem dieser Beispiele wird ein Rezeptor der nicht-signalisierenden Klasse benötigt, um 

die Interaktion mit dem signaltransduzierenden gp130 zu bewerkstelligen [39]. 

Da die Rekrutierung des IL-23R nicht allein durch p19 vermittelt wurde, sondern nur in 

Anwesenheit von p19 und p40 erfolgte, deutet dies darauf hin, dass auch p19 zunächst die 

lösliche, nicht-signalisierende α-Rezeptoruntereinheit p40 bindet und diese Interaktion die 

Bildung des hochaffinen Signalkomplexes induziert [48]. Anhand der Verwendung der p40 

Deletionsvarianten wurde außerdem gezeigt, dass p40_D2D3 diese Interaktion von p19 mit 

IL-23R aufrecht erhielt. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls für das Fusionsprotein aus den 

beiden Untereinheiten p40_D2D3-p19 erhalten und zeigte daher, dass die p40_D1 Domäne 

nicht für die site III Interaktion benötigt wird (siehe Abbildung 10). 

Anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Daten wird daher ein neues Model des site I-II-III 

Paradigmas definiert, in dem die site I und site III Interaktionen gemäß des kanonischen 

Musters erfolgen, die site II jedoch zwischen p40 und IL-12Rβ1 gebildet wird (siehe 

Abbildung 10) [48]. 

 

 

Abbildung 10: Experimentell bestimmte Definition des site I-II-III Paradigmas. 

Die site I Interaktion wird über die Bindung der Domänen p40_D2D3 und p19 vermittelt. Erst infolge dieser 

Bindung entsteht die Interaktionsfläche zur Ausbildung der site III zwischen p19 und IL-23R. Die Bindung von 

IL-23 mit IL-12Rβ1 erfordert keine Beteiligung von p19. Stattdessen erfolgt die Interaktion zwischen den 

Domänen p40_D1D2 und IL-12Rβ1_D1D2 über eine nicht-kanonische site II [48]. 
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7.5 Aktivierung eines homodimeren IL-23R Komplexes durch 

p40_D2D3-p19Fc 

 

Die proinflammatorischen Eigenschaften von IL-23 basieren auf dessen Beteiligung an der 

terminalen Differenzierung und Proliferation von TH17-Zellen [158]. Auf diese Weise ist 

IL-23 in der Pathogenese verschiedener Autoimmun- und Entzündungserkrankungen, wie 

z.B. bei RA, MS oder entzündlichen Darmerkrankungen, involviert [151]. Daher stellt der 

IL-23 Signalweg ein wichtiges Ziel zur Entwicklung therapeutischer Substanzen dar. Die 

klinische Anwendung des p40 Antikörpers Ustekinumab, der zur Neutralisierung der 

Aktivität von IL-23 und IL-12 führt, zeigt jedoch keine reproduzierbare Effizienz bei Morbus 

Crohn [159,160]. Wie in Kapitel 7.3 beschrieben inhibieren Dimere von p40, durch ihre 

Bindung an IL-12Rβ1, die Signaltransduktion, jedoch beeinflusst dies sowohl die IL-23 als 

auch die IL-12 induzierte Signalkaskade [35,154]. Anhand von Tiermodellen der EAE und 

CIA wurde gezeigt, dass die Zytokinuntereinheit p19 des IL-23 Heterodimers eine 

bedeutendere Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankungen spielt, als die ursprünglich 

angenommene p35 Zytokinuntereinheit von IL-12 [136,137]. IL-12 und IL-23 übernehmen 

außerdem vollkommen verschiedene Rollen bezüglich der Differenzierung von TH-Zellen, da 

IL-12 an der Entwicklung von TH1-Zellen beteiligt ist [80]. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass p40, neben p19 und p35, auch CD5L bindet, aber dieser 

Komplex nicht in der Lage ist, die IL-12 typische Produktion von IFN-γ zu induzieren. Die 

Autoren vermuten daher, dass p40 verschiedene biologische Funktionen vermittelt [36]. 

Daher ist es von größter Bedeutung, Therapeutika mit spezifischen Fähigkeiten bezüglich der 

unterschiedlichen Signalwege zu entwickeln. So wurde bereits gezeigt, dass auch die ZHR 

Domäne des IL-23R in vitro IL-23 bindet, wodurch die Expression von RORγt unterdrückt 

und somit die Entwicklung von TH17-Zellen inhibiert wird [161]. 

In Publikation 1 wurde ein potentieller Antagonist, das Fusionsprotein p40_D2D3-p19-Fp, 

bezüglich seiner strukturellen und biologischen Eigenschaften charakterisiert [48]. Die zuvor 

diskutierten Ergebnisse der verschiedenen Deletionsvarianten von p40 zeigten, dass die 

Interaktion mit IL-23R die Bindung von p19 und den Domänen p40_D2D3 erforderte, jedoch 

keine Beteiligung der Domäne p40_D1 benötigte. Die Bindung von IL-23 an IL-12Rβ1 

erfolgte hingegen nur über die Domänen D1 und D2 von p40 (siehe Abbildung 11A). Eine 

Deletionsvariante des IL-23 Fusionsproteins p40-p19-Fp, die über p19 und die Domänen 

p40_D2D3 (p40_D2D3-p19-Fp) verfügt, stellt daher einen potentiellen Antagonisten für den 
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IL-23 Signalweg dar. Dieses deletierte Fusionsprotein verfügt über sämtliche Domänen zur 

Bindung des IL-23R, aber nicht über die Domäne p40_D1, welche für die Interaktion mit 

IL-12Rβ1 erforderlich ist (siehe Abbildungen 11A, B). Die Ergebnisse der 

Ko-Immunopräzipitation bestätigten diese Annahme, da p40_D2D3-p19-Fp weiterhin mit 

IL-23R interagierte, jedoch keine Bindung an IL-12Rβ1 nachgewiesen wurde [48]. 

 

 

Abbildung 11: Domänenbasierte Entwicklung eines potentiellen IL-23 Antagonisten. 

A) Schematische Darstellung relevanter Domänen von IL-23 zur Ausbildung der site I-II-III Interaktionen und 

zur effizienten IL-23 vermittelten Signaltransduktion. Die Bindung des IL-23R (site III) erfordert die Interaktion 

von p19 und p40_D2D3, wohingegen p40_D1D2 die Bindung des IL-12Rβ1 über die nicht-kanonische site II 

vermittelt [48]. B) Schematische Darstellung der Domänen des potentiellen Antagonisten p40_D2D3-p19-Fp. 

Die Deletion von p40_D1 verhindert die Bindung des IL-12Rβ1. Daher werden lediglich die site I und site III 

Interaktionen ausgebildet, nicht jedoch die nicht-kanonische site II. Somit soll die Weiterleitung der 

intrazellulären Signalkaskade unterbrochen werden [48]. Die Abbildungen sind modifiziert nach Di Cesare et al. 

und Langrish et al. [15,80]. 

Die Verwendung Fc-getaggter Fusionsproteine findet vielfach Anwendung in der 

Entwicklung von Arzneimitteln [162]. Ein solches Beispiel ist unter Anderem die Fusion des 

TNF-α Rezeptors II (TNFR II) mit der Fc Domäne des humanen IgG1 (Enbrel
®
, Etanercept), 

da dieses Fusionsprotein sowohl die Aktivität von membrangebundenem als auch von der 

löslichen Form von TNF-α neutralisiert [162-164]. Die Fc Domäne verlängert die 

Serum-Halbwertszeit von Proteinen, wobei dieser Effekt hauptsächlich infolge der 

pH-abhängigen Bindung durch den neonatalen Fc Rezeptor erfolgt, welcher die endosomale 

Degradierung des Proteins verhindert [162,165,166]. 
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Interessanterweise wurde bei Untersuchung der biologischen Aktivität des gereinigten 

Fc-getaggten p40_D2D3-p19 Fusionsproteins (p40_D2D3-p19Fc) die Weiterleitung des 

Signalwegs jedoch nicht inhibiert. Vielmehr wurde gezeigt, dass dieses Fusionsprotein in 

hohen Konzentrationen die Signaltransduktion sehr wahrscheinlich über die Rekrutierung 

von IL-23R Homodimeren induzierte [48]. 

Eine ähnliche Beobachtung wurde ebenfalls für ein verwandtes Zytokin der IL-12 Familie 

gefunden. So ist auch IL-35 (p35/EBI-3) in der Lage Hetero- und Homodimere seiner 

Rezeptoren gp130 und IL-12Rβ2 zu rekrutieren [13]. Für IL-12Rβ2 wurde gezeigt, dass 

Ba/F3 Zellen, die diesen Rezeptor stabil exprimieren, nach Stimulation mit IL-12 ebenfalls 

ein langsames Wachstum aufweisen [7]. Dies wurde jedoch nicht für IL-12Rβ1 bestätigt und 

steht in Übereinstimmung mit den erhaltenen Daten dieser Arbeit, da p40_D2D3-p19Fc keine 

Proliferation von Ba/F3 Zellen bewirkte, die nur diesen Rezeptor stabil exprimieren [7,48]. 

Aufgrund der Bindung des gp130 Rezeptors verknüpft IL-35 die IL-12 Familie auch mit der 

IL-6 Familie der Zytokine [76]. 

IL-6 ist ebenfalls in der Lage über die Bindung des IL-6Rα gleichzeitig mit zwei gp130 

Rezeptoren zu interagieren. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass dieser Komplex sogar ein 

Hexamer aus zwei IL-6 Molekülen mit zwei IL-6Rα und den beiden signaltransduzierenden 

β-Rezeptoren bildet [54]. Diesbezüglich lässt sich ebenfalls vermuten, dass die Aktivierung 

des IL-23R Homodimers über ein Dimer des Fusionsproteins p40_D2D3-p19Fc erfolgt. 

Hierbei ist jedoch zu berücksichtigen, dass das Wildtyp p40-p19 Fusionsprotein lediglich die 

heterodimeren Rezeptoren aktivierte, jedoch keinen Einfluss auf die Aktivierung solcher 

Zellen nahm, die ausschließlich IL-23R exprimieren [48].  

Die Fc Region verbessert häufig die biophysikalischen Eigenschaften ihrer Fusionspartner, 

z.B. die Löslichkeit und die Stabilität des Proteins. Außerdem sind Fc Proteine in der Lage 

Homodimere zu bilden [162]. Dies deutet daher ebenfalls auf eine mögliche 

Homodimerisierung des p40_D2D3-p19Fc, welche eine Aktivierung der IL-23R 

Homodimere induziert. 
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7.6 Kritische Tyrosinreste des IL-23R zur STAT3 Rekrutierung 

 

IL-23 und IL-12 aktivieren das gleiche Spektrum an Jak und STAT Molekülen zur Initiierung 

der intrazellulären Signalkaskade (Jak2, Tyk2, Stat1, Stat3, Stat4, Stat5) [9]. Die 

intrazellulären Domänen von IL-23R und IL-12Rβ2 interagieren hierbei mit Jak2, so dass 

infolge der Bindung des extrazellulären Liganden die Rekrutierung und Phosphorylierung der 

STAT Moleküle induziert wird. Im Vergleich zum IL-12 Signalweg, wobei hauptsächlich 

STAT4 aktiviert wird, stellt STAT3 die Hauptkomponente dieser Adapterproteine im IL-23 

Signalweg dar [9]. 

In Publikation 3 (siehe Kapitel 5) wurden die an dieser Interaktion involvierten 

Tyrosin-Bindungsstellen des IL-23R identifiziert (siehe Abbildung 12B) [76]. Die 

intrazellulären Domänen von humanem und murinem IL-23R verfügen über sieben 

Tyrosinreste, wobei sechs dieser Aminosäuren konserviert vorliegen (siehe 

Abbildung 12A) [9]. 

Drei dieser Tyrosinreste repräsentieren hierbei potentielle Bindungsstellen für die Interaktion 

von Proteinen mit SH2 Domänen (human: Y397, Y484, Y611; murin: Y416, Y504, Y626). 

Bei Y542 handelt es sich um ein Tyrosin, das nur innerhalb der murinen Sequenz vorkommt, 

wohingegen Y636 nur in der intrazellulären Sequenz des humanen IL-23R vorhanden ist [9]. 

 

 

Abbildung 12: Schematische Darstellung beteiligter Aminosäuren zur Vermittlung der IL-23 induzierten 

Signaltransduktion im murinen IL-23 Rezeptor. 
A) Darstellung der Tyrosinreste der intrazellulären IL-23R Domäne. Die Tyrosinreste Y416, Y504 und Y626 

werden nach Parham et al. als potentiell beteiligte Aminosäuren zur Vermittlung der STAT Phosphorylierung 

beschrieben. Bei Y448, Y469 und Y496 handelt es sich um konservierte Tyrosinreste, wohingegen Y542 nicht 

konserviert ist [9]. B) Übersicht der in Publikation 3 identifizierten Aminosäuren zur Vermittlung der 

Signaltransduktion. Das nicht-konservierte Y542 und das vorausgesagte Y626 aktivieren die Phosphorylierung 

von STAT3, wobei Y626 ebenfalls STAT1 aktiviert. Bei der Sequenz L554 bis Q570 handelt es sich um eine 

nicht-kanonische Sequenz, die ohne Phosphorylierung des Y626 die Aktivierung von STAT3 induziert. Y416 

aktiviert Akt und Erk1/2, wobei Y504/Y542/Y626 ebenfalls zur Erk1/2 Aktivierung beitragen [76]. Aus 

Gründen der Übersichtlichkeit wird der extrazelluläre Bereich des IL-23R nur angedeutet. (AS=Aminosäure). 
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Verschiedene Mutationen der Tyrosine zu Phenylalanin in der intrazellulären Domäne des 

murinen IL-23R zeigten, dass Y542 und Y626 die Phosphorylierung von STAT3 

vermittelten [76]. Im Gegensatz hierzu wurde bei Mutation der einzelnen Aminosäuren kein 

Effekt beobachtet. Für Y504F wurde keine eindeutige Beteiligung gezeigt und auch für das 

postulierte Y416 wurde kein Effekt bezüglich der STAT3 Aktivierung bestätigt [76]. 

Die Sequenz, welche die Phosphorylierung von STAT3 Molekülen vermittelt, wird durch das 

Motiv YXXQ charakterisiert [167]. Das Glutamin spielt im Hinblick auf die Rekrutierung 

von STAT3 eine wichtige Rolle. Bei einer Chimäre des neurotrophic tyrosine kinase receptor 

type 3 (NTRK3), dessen intrazelluläre Domäne gegen die des EpoR getauscht und N-terminal 

mit dem YMPQ Motiv des gp130 fusioniert wurde, verhindert die Mutation des Glutamins 

die Phosphorylierung von STAT3 [167]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass weder die einzelnen Mutationen von Y504, 

Y542 oder Y626 zu Phenylalanin bzw. die Kombinationen Y504F/Y542F und Y504F/Y626F 

zu einer Verringerung der STAT3 Phosphorylierung führten [76]. 

Das Tyrosin in Position 504 (GYKPQISN) des IL-23R repräsentiert zwar das Motiv für 

STAT3 in seiner Sequenz und ähnelt auch der zur Aktivierung von STAT4 erforderlichen 

Sequenz des IL-12Rβ2 (GYLPSNID), wurde aufgrund der erhaltenen Ergebnisse jedoch 

nicht für die Phosphorylierung von STAT3 bestätigt [168].  

Interessanterweise nimmt die Mutation des Y542 einen entscheidenden Einfluss auf die 

Aktivierung von STAT3. Erst die Kombinationen von Y542F/Y626F und 

Y504F/Y542F/Y626F bewirkten eine Unterbindung der Phosphorylierung [76]. Das Y542 

umgebendene Motiv YPNFQ zeigt keine Konservierung im Vergleich mit anderen 

Organismen wie z.B. dem humanen Rezeptor (HPNFA) oder der Ratte (YPNFT). Die 

Sequenz Y542PNFQ verfügt jedoch über eine Ähnlichkeit mit dem postulierten STAT3 

Motiv, so dass in dieser Arbeit mit YXXXQ ein weiteres Motiv für die Interaktion mit 

STAT3 vorgeschlagen wird [76]. Mit der Sequenz YFPQ zeigt auch Y626 das typische 

STAT3 Motiv YXXQ, wobei diese Sequenz ebenfalls auch als potentielles Motiv für die 

STAT1 Aktivierung betrachtet wird [169]. Daher spielen die Tyrosinreste Y542 und Y626 

gemeinsam eine wichtige Rolle in der IL-23 vermittelten Signalkaskade und bestätigten die 

Involvierung der vorausgesagten, potentiellen SH2 Bindungsstelle Y626 [76].  

Auch in gp130 sind vier dieser YXXQ Motive vorhanden und LIFR sowie der epidermale 

Wachstumsfaktor Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) verfügen zweimal 

über dieses Motiv, so dass solche Rezeptorketten entsprechend multiple Sequenzen für die 

Vermittlung der STAT3 Aktivierung aufweisen [167,170,171]. Für gp130 wurde die 
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jeweilige Funktion der verschiedenen intrazellulären Tyrosine bestimmt. Die vier humanen 

Phosphotyrosinmotive von Y767, Y814, Y905 und Y915 repräsentieren Bindungsstellen für 

STAT3, wobei auch die Mutation der einzelnen Aminosäuren eine STAT3 Rekrutierung im 

Vergleich zum Wildtyp Rezeptor verringerte [172]. Y905 und Y915 sind ebenfalls in der 

Lage STAT1 zu rekrutieren und Y759 (murin: Y757) rekrutiert sowohl steroid receptor 

co-activator homology-2 domain-containing phosphatase 2 (SHP2) als auch suppressor of 

cytokine signaling (SOCS) 3 [167,169,173]. 

Anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Daten wird daher angenommen, dass die Tyrosinreste 

von mIL-23R/Y542/Y626 und somit deren flankierende Motive gemeinsam die 

Phosphorylierung von STAT3 vermitteln, weshalb hierbei auf einen synergistischen Effekt 

geschlossen werden kann [76]. In gp130 führt die Mutation der STAT3 rekrutierenden 

Tyrosine in den entsprechenden Bindemotiven von gp130 zu einer vollständigen 

Unterbrechung der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors in murinen embryonischen 

Fibroblasten (MEFs) [174]. 

Im Gegensatz hierzu bewirkte die Mutation der Aminosäuren Y504F/Y542F/Y626F bzw. 

Y542F/Y626F im IL-23R nur eine verringerte STAT3 Aktivierung bei Verwendung des 

murinen IL-23R in humanen HeLa Zellen, nicht aber beim humanen IL-23R oder murinen 

Ba/F3 Zellen [76]. Interessanterweise unterdrückten diese Mutationsvarianten des IL-23R 

nicht die IL-23 induzierte Proliferation von Ba/F3 Zellen, welche ebenfalls IL-12Rβ1 stabil 

exprimieren. Dies deutet auf eine Beteiligung weiterer intrazellulärer Mechanismen, welche 

diesen Prozess induzieren. Diese Beobachtung zeigt, dass dieser Mechanismus deutlich 

komplexer ist als bei gp130 und deutet auch darauf hin, dass weitere nicht-kanonische 

Prozesse in die IL-23 vermittelte Signalweiterleitung involviert sind [76]. 

7.7 IL-23 abhängige STAT1 Aktivierung 

 

Ebenso wie IL-23 induzieren auch andere Zytokine der IL-12 Familie die Aktivierung 

verschiedener Vertreter der STAT Proteine. Auch IL-6 induziert sowohl die Aktivierung von 

STAT1 als auch von STAT3, wobei diese über den Rezeptor gp130 erfolgt [1,167,169].  

In Publikation 3 dieser Arbeit wurde daher ebenfalls die Rolle von IL-23 und IL-23R 

bezüglich der Aktivierung von STAT1 untersucht [76]. Die Sequenz YFPQ von Y626 spielt 

dabei eine besonders interessante Rolle, da sie nicht nur dem typischen STAT3 Motiv 

entspricht, sondern auch als potentielles Motiv für die STAT1 Aktivierung vorgeschlagen 
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wird. Dies lässt sich anhand des gp130 Rezeptors begründen, da dessen STAT3 rekrutierende 

Tyrosinreste mit der Sequenz YXPQ ebenfalls STAT1 aktivieren (humanes gp130: 

Y905LPQ, Y915MPQ) [169]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass mIL-23R/Y626F, im Gegensatz zum Wildtyp, 

nur eine geringe Phosphorylierung von STAT1 bewirkte [76]. Dies deutet darauf hin, dass 

Y626 sowohl eine Rolle bezüglich der Aktivierung von STAT1 als auch von STAT3 

übernimmt. Auch die Variante mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F/Y626F führte, im Gegensatz 

zu mIL-23R/Y416F, zu einer verringerten STAT1 Phosphorylierung. Daher bestätigten die 

Ergebnisse die Notwendigkeit einer kanonischen Sequenz für die Tyrosin-abhängige Bindung 

der SH2 Domäne zur Phosphorylierung von STAT1 [76]. 

7.8 Identifizierung eines nicht-kanonischen Aktivierungsmotivs für 

STAT3 

 

Die Generierung verschiedener Deletionsvarianten des IL-23R ermöglichte in Publikation 3 

die Identifizierung eines Sequenzbereiches, welcher ebenfalls die Phosphorylierung von 

STAT3 vermittelt [76]. Die Variante mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F-Δ554 induzierte keine 

Aktivierung von STAT3, wohingegen mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F-Δ571 die 

Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors vermittelte. Daher umfasst der nicht-kanonische 

Bereich 17 Aminosäuren des murinen Moleküls (L554-Q570), die entweder die direkte 

Interaktion mit SH2 Domänen ermöglichen oder als Bindungsbereich für bislang 

nicht-identifizierte Adapterproteine dienen, welche die Aktivierung von STAT3 vermitteln 

(siehe Abbildungen 12B, 13). Bei einem Vergleich von verschiedenen Säugetierspezies ist 

dieses Motiv innerhalb der zytoplasmatischen Domäne des IL-23R zwar konserviert, verfügt 

jedoch über keine bekannten Motive für die Interaktion mit intrazellulären Proteinen. 

Lediglich N-terminal der identifizierten Sequenz ist eine konservierte und potentielle 

Kaseinkinase (casein kinase, CK) 1 Phosphorylierungsstelle (S548ASS) vorhergesagt [76]. 

So wurde zwar für den OSM induzierten Signalweg eine Rolle des verwandten CK2 

bezüglich der Aktivierung von STAT gezeigt, jedoch konnte bislang keine Interaktion dieser 

Proteine innerhalb der IL-12 Familie bestätigt werden [175]. Die Beteiligung eines 

nicht-kanonischen STAT Aktivierungsmotivs wurde bereits anhand des IL-22 Rezeptors 

(IL-22R) gezeigt [176]. Die hierbei identifizierte Sequenz umfasst 84 Aminosäuren, welche 

die konstitutive Aktivierung von STAT3 vermitteln. 
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In Übereinstimmung mit den in Publikation 3 erhaltenen Daten führt auch bei IL-22R die 

Mutation der zytoplasmatischen Tyrosine weiterhin zur STAT3 Phosphorylierung. Die 

Rekrutierung von STAT3 erfolgt stattdessen über dessen coiled-coil Domäne [176]. Dies 

unterstützt die Existenz eines nicht-kanonischen Aktivierungsmechanismus und lässt für 

IL-23R ebenfalls hinsichtlich einer solchen Interaktion spekulieren. 

Eine Tyrosin-unabhängige Aktivierung von STAT3 wurde ebenfalls anhand des G-CSFR 

gezeigt. Hierbei vermuten die Autoren eine direkte Interaktion von STAT3 mit der 

Rezeptor-assoziierten Januskinase oder ziehen ebenfalls die Möglichkeit der Rekrutierung 

über eine bislang unbekannte Komponente des Rezeptors in Betracht [177]. 

7.9 IL-23 vermittelte Aktivierung von Erk1/2 und Akt 

 

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschäftigte sich zudem mit der Interaktion der intrazellulären 

Domäne des IL-23R zur Aktivierung weiterer intrazellulärer Proteine. In Publikation 3 

wurden Deletionsvarianten identifiziert, die ohne Phosphorylierung von STAT3 die 

Proliferation der entsprechenden Ba/F3 Zellen ermöglichen und daher andere 

Signaltransduktionswege den Prozess vermitteln [76]. Die IL-23 induzierte Phosphorylierung 

der PI3K wurde bereits von Cho et al. gezeigt, wobei hier keine Beteiligung der MAPK 

beobachtet wurde [88]. 

Anhand von mutierten und nicht-mutierten Deletionsvarianten des murinen und humanen 

IL-23R wurde in Publikation 3 gezeigt, dass die STAT3 Phosphorylierung nicht 

ausschlaggebend für die Induktion der Ba/F3 Zellproliferation ist [76]. Für den murinen 

Rezeptor wurde beobachtet, dass die Deletionsvariante mIL-23R-Δ503 keine 

Phosphorylierung von STAT3 induzierte, aber die Proliferation der entsprechend 

transduzierten Ba/F3 Zellen (Ba/F3-IL-12Rβ1-IL-23R-Δ503) ermöglichte. Die Mutation des 

Tyrosins Y416F in der Deletionsvariante mIL-23R-Δ503 (mIL-23R/Y416F-Δ503) zeigte 

weder eine Aktivierung von STAT3, noch die Proliferation der entsprechenden Ba/F3 Zellen. 

Auch für die humane Chimäre des IL-23R, welche die murinen Domänen des extrazellulären 

Bereiches und der Transmembrandomäne mit der intrazellulären Domäne des humanen 

Rezeptors (mET/hC) verknüpft, wurde ein vergleichbares Ergebnis für die Deletionsvarianten 

hIL-23R(mET/hC)-Δ476 (h= human) und hIL-23R(mET/hC)/Y397-Δ476 erhalten. 

Dementsprechend wurde die Proliferation der Zellen daher über einen anderen Mechanismus 
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induziert, welcher in dem murinen IL-23R über Y416 und in dem humanen Rezeptor über 

Y397 vermittelt wurde [76]. 

Das Motiv YEDI (murin: Y416EDI, human: Y397EDI) ist am C-terminalen Ende einer 

putativen Jak2 Bindungsstelle lokalisiert und gilt als potentielle Interaktionsstelle für die 

Wechselwirkung mit der Tyrosinphosphatase SHP2 [9,87,178]. Auch für Zytokine der IL-6 

Familie wurde eine Verknüpfung mit der Aktivierung der MAPK Signalkaskade gezeigt, da 

IL-6, LIF, OSM und IL-11 die MAPK Kaskade induzieren [179]. Die Phosphorylierung des 

humanen gp130_Y759 (murin: Y757) ermöglicht die Rekrutierung von SHP2, wobei die 

anschließende Phosphorylierung dieser Tyrosinphosphatase zur Rekrutierung des 

Adapterproteins growth factor receptor-bound protein (GRB) 2 führt und somit die 

Verknüpfung zur MAPK Signalkaskade herstellt [167,180,181]. Wie bereits in Kapitel 4.6 

erwähnt, ermöglicht die Phosphorylierung dieses Tyrosins ebenfalls die Bindung von 

SOCS3 [173]. SOCS Proteine inhibieren die Aktivität von Zytokinen, da sie z.B. die 

Rekrutierung von STAT Molekülen verhindern oder durch die Bindung an Januskinasen 

deren Aktivierung unterdrücken [182]. So wurde bereits gezeigt, dass die Aktivität von 

SOCS3 die IL-6 induzierte STAT3 Rekrutierung an den Rezeptor gp130 ausschaltet [183]. 

In Publikation 3 wurde dagegen gezeigt, dass die IL-23 induzierte Aktivierung von STAT3 

bei Ba/F3 Zellen, welche die murinen Rezeptoren IL-12Rβ1 und IL-23R stabil exprimieren, 

mit zunehmender Zeit nicht verringert wurde [76]. Auch die Verwendung von Ba/F3 Zellen 

mit der mutierten Variante mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F/Y626F zeigte keine Verringerung 

der zeitabhängigen STAT3 Phosphorylierung, so dass Y416F keine Rolle bezüglich der 

Rekrutierung von SOCS Proteinen zugesprochen wird. 

So verweisen die hier erhaltenen Ergebnisse auf eine IL-23 induzierte Beteiligung der MAPK 

Signalkaskade, da für IL-23 responsive Ba/F3 Zellen (IL-23R/IL-12Rβ1) eine 

Phosphorylierung von Erk1/2 gezeigt wurde. Für diesen Aktivierungsprozess wurde die 

Beteiligung des Y416 bestätigt, da die Phosphorylierung von Erk1/2 in der Deletionsvariante 

mIL-23R-Δ503 induziert wurde, aber nicht in der Variante mIL-23R/Y416F-Δ503 beobachtet 

wurde (siehe Abbildungen 12B, 13). Die Mutation des Y416 in der Gesamtsequenz des 

IL-23R führte ebenfalls zur Aktivierung von Erk1/2. Dies deutet darauf hin, dass die 

Aktivierung sowohl Y416 als auch ein zusätzliches C-terminales Motiv erfordert. 

Diesbezüglich wurde gezeigt, dass die Variante mIL-23R/Y416F/Y504F/Y542F/Y626F 

ebenfalls keine Phosphorylierung von Erk1/2 bewirkte und die Kombination der 

entsprechend mutierten Tyrosinreste Y504F/Y542F/Y626F daher Teil dieses C-terminalen 

Motivs darstellen. Hierbei ist jedoch nicht auszuschließen, dass innerhalb dieser Kombination 
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nicht alle Tyrosinreste für die Phosphorylierung von Erk1/2 erforderlich sind. Die Daten 

deuten ebenfalls darauf hin, dass die STAT3 unabhängige Zellproliferation möglicherweise 

durch die Aktivierung von Erk1/2 vermittelt wird [76]. 

Die molekulare Interaktion zwischen Jaks und SHP2 mit daraus resultierender SHP2 

Phosphorylierung wurde bereits gezeigt und unterstützt ebenfalls die Involvierung von Y416 

in der IL-23 vermittelten Signalkaskade [184]. 

In Publikation 4 (siehe Kapitel 6) wurde außerdem bestätigt, dass auch IL-12Rβ1, infolge der 

IL-12 stimulierten Aktivierung, eine Phosphorylierung von Erk1/2 vermittelte [71]. 

Weiterhin wurde in Publikation 3 gezeigt, dass Y416 eine kritische Rolle im Hinblick auf die 

Aktivierung von PI3K/Akt übernimmt (siehe Abbildungen 12B, 13) [76]. Bereits Cho et al. 

zeigten eine solche IL-23 abhängige Aktivierung der PI3K, wobei im Gegensatz zu den hier 

erhaltenen Ergebnissen die Inhibition der PI3K auch die STAT3 Phosphorylierung 

unterdrückte [88]. 

Für Y416 wurde zwar keine Beteiligung an der Aktivierung von STAT3 gezeigt, jedoch liegt 

diese Aminosäure innerhalb der postulierten Jak2 Bindungsstelle, weshalb vermutet wird, 

dass dieses Y416 ebenfalls für die effiziente Jak Bindung erforderlich ist [71,76,87]. 

7.10 Charakterisierung der Bindung von Jak2 mit IL-23R 

 

Die Aktivierung der Kinase Jak2 wurde bereits für verschiedene Zytokinrezeptoren gezeigt, 

wie z.B. für den Rezeptor gp130, den IFN-γ Rezeptor (IFN-γR) 2 oder für die β-Kette des 

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktor Rezeptors 

(granulocyte-macrophage-colony stimulating factor receptor, GM-CSFR), welcher die 

Signaltransduktion des Granulozyten-Makrophagen Kolonie stimulierenden Faktors 

(granulocyte-macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF), IL-3 und IL-5 

vermittelt [185-187]. 

Auch die konstitutive Interaktion von Jak2 mit IL-23R wurde bereits demonstriert [9]. In 

Publikation 4 (siehe Kapitel 6) dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Stimulation Jak2 

defizienter Fibrosarkom-Zellen (γ2A), welche die Rezeptoren IL-12Rβ1 und IL-23R transient 

exprimieren, keine IL-23 induzierte Phosphorylierung von STAT3 ermöglichte. Diese 

Beobachtung stellt den direkten Zusammenhang zwischen der Aktivierung dieser Proteine 

her und zeigt, dass die enzymatische Aktivität der Kinase Jak2 absolut notwendig für die 

IL-23 vermittelte Signaltransduktion ist [71]. Für eine mögliche Interaktion wurde hierbei der 
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Sequenzbereich von I403 bis E417 innerhalb der zytoplasmatischen Sequenz des IL-23R 

vorausgesagt [87]. 

Die Interaktion von Januskinasen erfolgt bei verschiedenen Rezeptoren über die sogenannten 

Box 1 und Box 2 Motive, die sich innerhalb der zytoplasmatischen Rezeptordomäne 

befinden [45]. Die hochkonservierte Membran-proximale Box 1 weist eine prolinreiche 

Sequenz auf, die allgemein als ɸɸPX[I/V]PXP[E/K] (ɸ= hydrophobe Aminosäure; P= Prolin; 

X= beliebige Aminosäure, I= Isoleucin, V= Valin; E= Glutaminsäure; K= Lysin) 

charakterisiert wird [45]. Box 2 hingegen ist C-terminal von Box 1 lokalisiert und wird durch 

die Sequenz ɸEɸɸ beschrieben [45]. 

Für die Identifizierung der Jak2 Bindungsstelle im IL-23R wurden in Publikation 4 

verschiedene Deletionsvarianten des Rezeptors generiert, wobei weder die Deletion der 

postulierten Jak2 Bindungsstelle noch die Mutation des in dieser Sequenz enthaltenen Y416F 

die Bindung von Jak2 verhinderte [71]. Dementsprechend wurde die vorausgesagte Jak2 

Bindungsstelle nicht bestätigt.  

Vielmehr wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Interaktion im Bereich der Sequenz von 

E455 bis E479 vermittelt wird, wobei eine Sequenzanalyse weder die Präsenz eines Box 1 

oder Box 2 Motivs nachweist (siehe Abbildung 13). 

Daher wird auch für die Interaktion dieser Januskinase vermutet, dass ein nicht-kanonischer 

Mechanismus die Assoziation beider Moleküle vermittelt bzw. ein bislang nicht 

identifiziertes Motiv hierfür verantwortlich ist [71]. So wurde auch für die Interaktion von 

Jak1 mit IFN-γRα und dem IL-10 Rezeptor (IL-10R) α ein alternatives Motiv, welches als 

Box 2B bezeichnet wird, identifiziert und bestätigt daher, dass die Signaltransduktion solcher 

Rezeptoren über unterschiedliche Sequenzbereiche vermittelbar ist [45]. 

7.11 Assoziation der Januskinase Tyk2 mit IL-12Rβ1 

 

Die Publikation 4 dieser Arbeit betrachtete unter Anderem die Beteiligung des IL-12Rβ1 an 

der IL-23 vermittelten Signalkaskade [71]. Dieser Rezeptor dient sowohl als 

heterodimerisierende Komponente des IL-23R, bildet aber auch mit IL-12Rβ2 einen 

funktionellen Komplex, der durch IL-12 aktivierbar ist [7,9]. Über die Verwendung von 

IL-12Rβ1 Chimären, deren extrazelluläre Domänen gegen die des EGFR ausgetauscht 

wurden, wurde bereits die spezifische Interaktion der intrazellulären Domäne von IL-12Rβ1 

mit Tyk2 gezeigt [65]. 
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Die Aktivierung von Tyk2 durch IL-12Rβ1 wurde in Publikation 4 dieser Arbeit bestätigt 

(siehe Abbildung 13) [71]. Tyk2 defiziente Fibrosarkom-Zellen, welche die beiden 

Rezeptoren (IL-23R/IL-12Rβ1) transient exprimieren, zeigten nach Stimulation mit IL-23 nur 

eine geringfügige Phosphorylierung von STAT3. 

Die Tyk2 Defizienz verhinderte die STAT3 Aktivierung hierbei nicht vollständig, so dass die 

Phosphorylierung vermutlich über die Substitution einer anderen Januskinase erfolgt [71]. 

Ein solcher Mechanismus wurde bereits für Chimären des IFN-γR2 gezeigt [188]. 

7.12 IL-23 induzierte Rolle Tyk2-bindender Motive des IL-12Rβ1 

 

Der murine IL-12Rβ1 verfügt über einen einzelnen Tyrosinrest innerhalb der intrazellulären 

Domäne, wohingegen die humane Variante keine phosphorylierbaren Tyrosine besitzt [43]. 

Daher wurde für diesen Rezeptor bislang keine direkte Beteiligung bezüglich der 

Signalweiterleitung vermutet. So wurde gezeigt, dass IL-12Rβ1 im IL-12 Signalweg 

hauptsächlich der Bindung des Zytokins dient, wohingegen IL-12Rβ2 die biologische 

Antwort vermittelt [66]. Auch in der IL-23 vermittelten Signaltransduktion wird IL-23R als 

die einzige signaltransduzierende Rezeptorkette betrachtet und angenommen, dass der 

IL-12Rβ1 lediglich der Ausbildung der hochaffinen Interaktion des Komplexes dient [76]. 

Im Gegensatz zu dieser Aussage steht jedoch die bereits in Kapitel 4.3 erwähnte 

Beobachtung, dass p40 Homodimere Makrophagen über IL-12Rβ1 aktivieren und dieser 

Rezeptor daher eine funktionelle Rolle übernehmen muss [153]. 

In Publikation 4 dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Deletionen des C-terminalen Bereiches 

von IL-12Rβ1 ab Position 628 die Proliferation der entsprechend mit IL-23R 

ko-transduzierten Ba/F3 Zellen und die Phosphorylierung von STAT3 verhinderten [71]. 

Innerhalb dieses Bereiches befindet sich ein potentielles Box 1 Motiv (Box 1: 

ɸɸPX[I/V]PXP[E/K]), welches für die Interaktion mit Januskinasen vorausgesagt wird [45]. 

Dieses Motiv umfasst mit der Sequenz LCPPLPTPC die Aminosäuren 598 bis 606. Zwar 

führte die Verlängerung der intrazellulären Domäne in den Deletionsvarianten Δ634 und 

Δ638 zu einer leichten Rückgewinnung der biologischen Aktivität, jedoch wurde gezeigt, 

dass erst eine Wildtyp-ähnliche Aktivität bei einer Sequenzlänge bis einschließlich Q656 

wiedererlangt wurde [71]. Innerhalb dieses Bereiches befindet sich eine weitere konservierte 

Sequenz, bestehend aus den Aminosäuren V641VEMPGDRGDGTE653, welche 

möglicherweise als Box 2 Motiv fungiert (Box 2: ɸEɸɸ) [45,71]. Dies deutet darauf hin, dass 
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nicht nur das Box 1 Motiv, sondern auch das Box 2 Motiv eine wichtige Rolle für die IL-23 

induzierte Signaltransduktion des IL-12Rβ1 spielt (siehe Abbildung 13). 

 

Abbildung 13: Zusammenfassende Darstellung signalvermittelnder Aminosäuren und Domänen des 

IL-23 Rezeptorkomplexes sowie der aktivierten Signalwege. 

Die Aktivierung des IL-23 Rezeptorkomplexes erfordert zunächst die Interaktion von p19 mit p40_D2D3 über 

die site I (orange) [48]. Als kritische Aminosäuren dieser Interaktion wurden p19_C74, I176, A178, R179 und 

p40_C197, Y265 sowie Y318 identifiziert. Infolge dieser Bindung wird die Interaktionsfläche der site III (grün) 

gebildet, wobei p19_W157 die Bindung an die Ig-ähnliche Domäne D1 des IL-23R ermöglicht. Die Bindung an 

IL-12Rβ1 erfordert lediglich die Domänen p40_D1D2, welche über eine nicht-kanonische site II (lila) mit den 

Domänen D1 und D2 des IL-12Rβ1 interagieren. Als kritische Aminosäuren dieser Interaktion wurden 

IL-12Rβ1_Y143 sowie die Kombination aus IL-12Rβ1_V116_L117_S118 identifiziert [48]. Anschließend 

ermöglicht die Aktivierung des Rezeptorkomplexes die Aktivierung der assoziierten Januskinasen Jak2 und 

Tyk2. Jak2 bindet im Bereich der zytoplasmatische Sequenz E455-E479 des IL-23R, wohingegen Tyk2 an das 

Box 1 Motiv bindet, das sich im intrazellulären Bereich der Sequenz L598 bis C606 des IL-12Rβ1 befindet [71]. 

Außerdem bewirkt die Präsenz des Box 2 Motivs in der intrazellulären Domäne des IL-12Rβ1 die maximale 

Aktivierung der Signaltransduktion [71]. Die gegenseitige Phosphorylierung der Januskinasen führt zur 

Aktivierung ihrer Kinaseaktivität und ermöglicht anschließend die Phosphorylierung der intrazellulären 

Tyrosinreste IL-23R_Y542 und Y626 [72-76]. Diese phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Adapterstellen 

für STAT3 Proteine, wobei Y626 ebenfalls eine Rolle in der Aktivierung von STAT1 übernimmt [75,76]. Des 

Weiteren vermittelt auch die nicht-kanonische Sequenz L554 bis Q570 die Aktivierung von STAT3 [76]. Die 

STAT Proteine werden durch die Januskinasen phosphoryliert, dimerisieren anschließend und translozieren in 

den Nukleus [62,77]. Dort regulieren sie die Transkription ihrer Zielgene nach Bindung an die entsprechenden 

Sequenzen der DNA [62]. Das Tyrosin Y416 in der zytoplasmatischen IL-23R Domäne übernimmt eine Rolle in 

der Aktivierung von Akt und vermittelt in Kombination mit Y504/Y542/Y626 ebenfalls die Phosphorylierung 

von Erk1/2 [76]. Die schematische Darstellung ist modifiziert nach Di Cesare et al. sowie Langrish et 

al. [15,80]. 
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Bereits für den humanen GHR wurde mit Hilfe von Deletionsvarianten gezeigt, dass ein 

Großteil der intrazellulären Domäne nicht für die Signalweiterleitung benötigt wird [189]. 

Die effiziente Signaltransduktion erfordert hierbei lediglich 54 Aminosäuren, die sich direkt 

im C-terminalen Bereich der Transmembrandomäne befinden. Auch innerhalb dieser 

Aminosäuren lokalisiert sich ein Box 1 Motiv und die Verwendung einer verlängerten 

Sequenz, welche ebenfalls ein Box 2 Motiv einschließt, führt hier zu einer verstärkten 

Antwort. Die Autoren vermuten daher, dass die ersten 54 Aminosäuren für die 

Signaltransduktion ausreichend sind, aber dass zusätzliche zytoplasmatische Sequenzen die 

Signalübertragung der Rezeptoren modulieren bzw. für die Erreichung der maximal 

erreichbaren Signaltransduktion erforderlich sind [189]. 

Die in Publikation 4 dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine vergleichbare 

Relevanz der Box 1 und Box 2 Motive für die Signaltransduktion des IL-12Rβ1 hin [71]. Die 

Deletion der Box 1 Sequenz oder die Mutation der konservierten Prolinreste dieser Region 

(P601V/P603V/P605V) des IL-12Rβ1 verhinderten hierbei die Proliferation der entsprechend 

mit IL-23R ko-transduzierten Ba/F3 Zellen. Die Deletion des potentiellen Box 2 Motivs 

führte dagegen nur zu einer Verringerung der Zellviabilität und setzte auch das Maß der 

STAT3 Aktivierung herab. Daher ermöglicht dieses Motiv wahrscheinlich die Induktion der 

maximal erreichbaren Signaltransduktion [71]. 

Zusätzlich wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Deletion der Box 1 die Präzipitation von 

Tyk2 mit IL-12Rβ1, im Vergleich zum Wildtyp, deutlich verringerte, so dass dieses Motiv 

entsprechend für die Interaktion verantwortlich ist (siehe Abbildung 13) [71]. 

Die Notwendigkeit der Box 1 Motive für die effiziente Weiterleitung des intrazellulären 

Signals wurde auch anhand von Deletionsanalysen der zytoplasmatischen Domänen von 

humanen Klasse I Zytokinrezeptoren wie z.B. für GM-CSFR, der als signalvermittelnde 

Rezeptorkette in Kombination mit GM-CSF/GM-CSFRα, IL-3/IL-3 Rezeptor (IL-3R) α 

sowie IL-5/IL-5 Rezeptor (IL-5R) α dient, bestätigt [190]. Die Rolle der Box 1 und Box 2 

Motive für IL-12Rβ1 wurde in Publikation 4 anhand vergleichbarer Ergebnisse für die 

Zellproliferation infolge der Stimulation mit IL-12 bestätigt. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigen daher, dass die Bindung von Tyk2 an IL-12Rβ1 zur Vermittlung der intrazellulären 

Signalkaskade unbedingt notwendig ist [71]. 

IL-12 und IL-23 aktivieren dasselbe Spektrum an STAT Molekülen, wobei die Rekrutierung 

jedoch in unterschiedlicher Favorisierung erfolgt [9]. Obwohl beide Zytokine STAT3 

aktivieren, wird dieses Adapterprotein vielmehr durch den IL-23 Rezeptorkomplex rekrutiert, 

wobei das Box 1 Motiv des IL-12Rβ1 essentiell ist [9,71]. 
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Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erhaltenen Daten deuten an, dass die STAT3 

Phosphorylierung der IL-12 vermittelten Signalkaskade möglicherweise eine zusätzliche 

Beteiligung von Box 2 erfordert [71]. Dies führt zu der Annahme, dass das Box 2 Motiv 

hierbei eine vermittelnde Rolle übernimmt und ist daher weiter zu untersuchen. IL-12Rβ1 

kontrolliert hierbei möglicherweise das Maß der rekrutierten STAT Moleküle und dient 

eventuell als entscheidender Faktor, der den Einfluss beider Zytokine in der Differenzierung 

von TH-Zellen reguliert. Auch andere Rezeptoren der IL-12 Familie werden über 

verschiedene Zytokine aktiviert. So verwendet beispielsweise IL-35 sowohl gp130 als auch 

IL-12Rβ2 und bewirkt dabei die Phosphorylierung von STAT1 und STAT4 [5,13]. IL-27 

signalisiert über gp130 und WSX-1 und aktiviert dabei STAT1 und STAT3 [5,18].  

Die Tatsache, dass auch andere Zytokine dieselben Rezeptorketten nutzen und teilweise 

identische STATs aktivieren, deutet auf einen komplexen Mechanismus der Rekrutierung 

von STAT Molekülen hin, der möglicherweise über die, bislang als nicht-regulierend 

geltenden, Rezeptorketten beeinflusst wird. 

Für die Aktivierung von Januskinasen innerhalb des IFN-γ Signalwegs wurde ein Model 

beschrieben, in dem die Rezeptoren in zwei Klassen eingeteilt werden [188]. Hierbei werden 

zum Einen solche Rezeptorketten betrachtet, die Bindungsstellen für STAT bzw. SH2 

Domänen enthaltende Proteine und für Januskinasen aufweisen. Diese Rezeptorketten werden 

als actual signal transducers (ST) bezeichnet. Zum Anderen werden die Helferrezeptoren 

(HR) unterschieden, welche nur Januskinasen binden. Diesem Model entsprechend, ist 

IL-12Rβ1 als HR zu betrachten, wohingegen IL-23R bzw. IL-12Rβ2 die Funktion der ST 

übernehmen. Die Rolle der HR, welche keine funktionell wichtigen Tyrosinreste besitzen, 

wird darin gesehen, dass diese Rezeptoren eine zusätzliche Phosphotyrosinkinase-Aktivität 

einbringen [188]. Diese Hypothese wird in dieser Arbeit insofern unterstützt, dass die 

Deletion der identifizierten Bindungsstelle für Tyk2 (Box 1) die STAT3 Phosphorylierung 

unterdrückte [71].  

Die Autoren postulieren, dass die intrazellulären Domänen der HR mit jeglicher Januskinase 

assoziieren können und keine Spezifität für die Signaltransduktion liefern [188]. Dies ist 

ebenfalls im Hinblick auf die Rezeptoren der IL-12 Familie weiter zu untersuchen. 
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9 Abkürzungsverzeichnis 

 

AS  Aminosäure 

CD  cluster of differentiation 

CD5L  cluster of differentiation 5 antigen like protein 

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

(complementary desoxyribonucleic acid) 

CIA  Kollagen-induzierte Arthritis (collagen-induced arthritis) 

CK  Kaseinkinase (casein kinase) 

CNTF  ziliärer neurotropher Faktor (ciliary neurotrophic factor) 

CNTFR ziliärer neurotropher Faktor Rezeptor (ciliary neurotrophic factor receptor) 

CSF  Kolonie-stimulierender Faktor (colony stimulating factor) 

DNA  Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonuclein acid) 

EGFR  epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor (epidermal growth factor receptor) 

EAE  experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

EBI-3  Epstein-Barr virus-induced gene 3 protein 

EpoR  Erythropoietin Rezeptor 

Erk  extracellular signal-regulated kinase 

FERM  Four-point-one/Ezrin/Radixin/Moesin 

FN-III  Fibronektindomänen des Strukturtyps III 

GAS  γ -aktivierte Sequenz 

G-CSFR Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor Rezeptor  

(granulocyte-colony stimulating factor receptor) 

GH  Wachstumshormon (growth hormone) 

GHR  Wachstumshormonrezeptor (growth hormone receptor) 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor  

(granulocyte-macrophage-colony stimulating factor) 

GM-CSFR Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor Rezeptor  

(granulocyte-macrophage-colony stimulating factor receptor) 

GRB  Wachstumsfaktor Rezeptor-gebundenes Protein  

(growth factor receptor-bound protein) 

gp130  Gykoprotein 130 

h  human 
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HEK  humane embryonische Nierenzelle (human embryonic kidney cell) 

HeLa  Henrietta Lacks 

HR  Helferrezeptor 

IFN  Interferon 

IFN-γR IFN-γ Rezeptor 

Ig  Immunglobulin 

IκB-α  inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha 

IL  Interleukin 

IL-1R  IL-1 Rezeptor 

IL-3R  IL-3 Rezeptor 

IL-5R  IL-5 Rezeptor 

IL-6R  IL-6 Rezeptor 

IL-10R  IL-10 Rezeptor 

IL-11R  IL-11 Rezeptor 

IL-12Rβ1 IL-12 Rezeptor β1 

IL-12Rβ2 IL-12 Rezeptor β2 

IL-22R  IL-22 Rezeptor 

IL-23R  IL-23 Rezeptor 

ITAM  Immunrezeptor-basiertes Tyrosinaktivierungsmotiv 

Jak  Januskinase 

JH  Janus Homologie 

kDa  Kilodalton 

Lck  Lymphozyt-spezifische Proteintyrosinkinase 

(lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) 

LIF  leukämischer inhibitorischer Faktor 

LIFR  leukämischer inhibitorischer Faktor Rezeptor  

MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MEFs  murine embryonische Fibroblasten 

m  murin 

mET/hC murine extrazelluläre und transmembrane/ humane zytoplasmatische Domäne 

  (murine extracellular and transmembrane/ human cytoplasmatic domain) 

MHC  major histocompatibility complex 

MPS  methionyl porcine somatotropin 

MS  multiple Sklerose 
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NF-κB  nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 

NK  natürliche Killerzelle 

NTRK  neurotrophic tyrosine kinase receptor type 3 

OSM  Onkostatin M 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

pH  potentia Hydrogenii 

ɸ  hydrophobe Aminosäure 

PI3K  Phosphatidylinositol-3-Kinase 

RA  rheumatoide Arthritis 

ROR  retinoic acid-related orphan receptor 

ROREs ROR responsive elements 

SH2  steroid receptor co-activator homology 2 

SHP2  steroid receptor co-activator homology 2 domain-containing phosphatase 2 

SNP  Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism) 

SOCS  suppressor of cytokine signaling 

ST  actual Signal Transducers 

STAT  signal transducers and activators of transcription 

SRC  steroid receptor co-activator 

T-bet  T-box transcription factor normally expressed in T cells 

TCR  T-Zellrezeptor (T cell receptor) 

TGF  transforming growth factor 

TH-Zelle T-Helferzelle 

TNF  Tumornekrosefaktor 

TNFR II Tumornekrosefaktor α Rezeptor II 

Tyk2  Tyrosinkinase 2 

ZAP 70 δ-assoziierten Proteins, 70 kDa 

ZHR  Zytokinrezeptor-Homologie-Region 

 

Aminosäuren wurden gemäß des internationalen Ein-Buchstabencodes abgekürzt. Eine Zahl 

hinter der Bezeichnung kennzeichnet die Position der Aminosäure einschließlich des 

Signalpeptids. 
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