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Zusammenfassung

Interleukin-23 (IL-23) ist ein heterodimeres Zytokin, bestehend aus den Untereinheiten

p19 und p40. Das Protein p40 ist auch Bestandteil von Interleukin-12 und beide Zytokine

zählen zur Interleukin-6 Familie. IL-23 ist vor allem für die Differenzierung und Stabili-

sierung von T-Helferzellen 17 (TH17) verantwortlich, welche durch die Produktion des

pro-inflammatorischen Zytokins IL-17 charakterisiert sind. Verschiedene Studien zeigen,

dass die IL-23-TH17-IL-17-Achse bei der Entstehung von Autoimmun- und chronisch

entzündlichen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt.

Wie genau die Signaltransduktion über IL-23 funktioniert, ist noch weitgehend unbekannt.

Sie verläuft über ein Heterodimer aus dem IL-12 Rezeptor β1 (IL-12Rβ1) und dem Zytokin-

eigenen IL-23 Rezeptor (IL-23R). Der IL-23R besitzt in der intrazellulären Domäne sieben

Tyrosinreste, die mögliche Phosphorylierungsstellen für den JAK-STAT-Signalweg sind.

Vermutet wird, dass vor allem STAT3 bei der Signaltransduktion von IL-23 von Bedeutung ist.

Ziel der Arbeit war herauszufinden, welche Tyrosinreste im humanen IL-23R für

die STAT3-Phosphorylierung verantwortlich sind. Außerdem sollte die Beteiligung anderer

Signalwege untersucht werden. Dafür wurde zunächst eine Chimäre des IL-23R kloniert,

bestehend aus der murinen extrazellulären (ECD) und transmembranen Domäne (TM),

sowie der humanen intrazellulären Domäne (ICD). Mittels PCR wurden verschiedene

Mutations- und Deletionsvarianten dieser intrazellulären Domäne erzeugt. Die verschie-

denen Varianten des chimären IL-23 Rezeptors wurden zusammen mit dem murinen

IL-12Rβ1 in HeLa Zellen transfiziert und stabil in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert.

Durch FACS-Analyse und Kontrolle der mRNA-Expression wurde überprüft, dass die

Rezeptoren auf den Ba/F3 Zellen korrekt vorhanden waren. Anschließend wurden die

Zellen mit murinem Hyper-IL-23 (mHIL-23) stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und

die Aktivierung von STAT3 durch Western Blot analysiert.

Überraschenderweise wies die Variante, in denen alle für eine STAT3-Phosphorylierung in

Frage kommenden Tyrosine zu Phenylalanin mutiert wurden (Y397/463/484/611F), noch

ein Phospho-STAT3-Signal auf. Die Deletionsvarianten, bei denen die ICD des chimären

IL-23R C-terminal des Tyrosins 463 entfernt wurde, zeigten hingegen sowohl in HeLa als
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auch in Ba/F3-gp130 Zellen keine STAT3-Phoyphorylierung mehr. Der Tyrosinrest 463 spielt

somit keine Rolle bei der STAT3-Phosphorylierung.

Diesen Ergebnissen zufolge gibt es neben den Tyrosinen im C-terminalen Teil des humanen

IL-23R noch ein weiteres Bindemotiv für STAT3-Phosphorylierung. Dies stimmt mit

den Untersuchungen zum murinen IL-23R überein. Durch die Generierung weiterer

Deletionsvarianten des mIL-23R konnte der Bereich eingeengt werden (Aminosäuren

554-624). Die Aminosäuresequenz vom murinen und humanen IL-23 Rezeptor stimmt in

diesem Bereich weitgehend überein. Die Suche nach Interaktionspartnern und die weitere

Einengung über Deletionen in diesem Bereich sollen in Zukunft weiteren Aufschluss über

die Signalweiterleitung des IL-23R über STAT3-Phosphorylierung geben.

Die Proliferationsanalysen zeigen, dass über den ersten Tyrosinrest 397 andere Signalwege

als der JAK-STAT-Weg beteiligt sind. Dabei könnte es sich um den MAP-Kinase-Weg handeln.

Auch ein Einfluss über PI3K und NFκB wäre denkbar und soll zukünftig weiter untersucht

werden.
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Summary

Interleukin-23 is a heterodimeric cytokine consisting of the subunits p19 and p40. Protein

p40 is also part of Interleukin-12 and both cytokines are members of the IL-6 family.

The main function of IL-23 is the differentiation and stabilisation of T helper cells 17

(TH17), which are characterized by their production of the pro-inflammatory cytokine

IL-17. Multiple studies show that the IL-23-TH17-IL-17-axis plays an important role in the

development of autoimmune- and chronic inflammatory diseases.

It remains largely unclear how the signal transduction via IL-23 is functioning. A heterodi-

mer consisting of the IL-12 receptor β1 (IL-12Rβ1) and the cytokine-specific IL-23 receptor

(IL-23R) is needed. The IL-23R features seven tyrosine residues in the intracellular domain

(ICD), which are possible sites of phosphorylation for the JAK-STAT-pathway. It is conceived

that STAT3 plays a major role in the signal transduction of IL-23.

The main objective of this thesis was to uncover which tyrosine residues in the hu-

man IL-23R are responsible for the STAT3-phosphorylation. Additionally, it was of interest

to examine the involvement of other signalling pathways. For this purpose a chimera of the

IL-23R was cloned, consisting of the murine extracellular and transmembrane domain, as

well as the human intracellular domain. Using PCR, different mutation and deletion variants

of this intracellular domain were generated. The different variants of the chimeric IL-23R

together with the murine IL-12Rβ1 were transfected in HeLa cells and stably transduced

in Ba/F3-gp130 cells. Using FACS-analysis and control of the mRNA-expression, it was

verified that the receptors on the Ba/F3-cells were existent in correct manner. Afterwards

the cells were stimulated with murine hyper-IL-23 (mHIL-23). Cell lysates were prepared

and Western-Blotting allowed analysis of STAT3-activation.

Notably, even the variant in which all tyrosines that are eligible for a STAT3-phosphorylation

were mutated to phenylalanine (Y397/463/484/611F) showed a phospho-STAT3-signal.

Deletion variants in which the ICD of the chimeric IL-23R was removed C-terminal

from tyrosine 463 showed no STAT3-phosphorylation anymore in both HeLa- as well as

Ba/F3-gp130 cells. Thus, the tyrosine residue 463 plays no role for phosphorylation of

STAT3.
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According to these results, there is another binding motive for STAT3-phosphorylation aside

from the tyrosines in the C-terminal part of the human IL-23R. This is in accordance with

results for the murine IL-23R. Through generation of additional deletion variants of the

mIL-23R, the area of the binding motive could be narrowed down to between amino acids

554-624. The amino acid sequence of the murine and human IL-23R in this area is almost

identical. The search for interaction partners and identification of binding motives through

deletions in this area will give further insight into the signaling pathways of the IL-23R over

STAT3-phosphorylation.

The proliferation analyses showed that there is a participation of other signaling pathways

aside from the JAK-STAT-pathway via the first tyrosine residue 397, which could possibly

be MAP-Kinase pathway. Equally, the influence over PI3K and NFκB will be examined in

further detail.
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Abkürzungsverzeichnis

Chemikalien (z.B. NaCl), Enzymbezeichnungen (z.B. PmeI), Länder (z.B. BRD), Antikörper

(z.B. Anti-myc 9E10) und SI-Einheiten (z.B. h, µl, kDa) befinden sich nicht im Abkürzungs-

verzeichnis.

AS Aminosäure

CIA collagen-induced arthritis

CED chronisch entzündliche

Darmerkrankungen

CLC cardiotrophin-like cytokine

CNTF ciliary neurotrophic factor

CT cardiotrophin

cDNA complementary

deoxyribonucleic acid

DMEM Dulbecco’s modified

Eagle’s Medium

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

EAE experimentelle autoimmune

Enzephalomyelitis

ECD extracellular domain

FN Fibronektin

GM-CSF granulocyte macrophage

colony-stimulating factor

gp130 Glykoprotein 130

h human

HIL-6 Hyper-IL-6

IFN Interferon

ICD intracellular domain

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

Jak Januskinase

LIF leukaemia inhibitory factor

m murin

mHIL-23 murines Hyper-IL-23

MAPK mitogen-activated protein kinase

MEK mitogen/ extracellular

signal-regulated kinase

MS Multiple Sklerose

NF nuclear factor

NKT-Zelle Natürliche Killer-T-Zelle

NOD nucleotide oligomerisation domain
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Opn Osteopontin

OSM Oncostatin M

PCR polymerase chain reaction

PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen

RA Rheumatoide Arthritis

RANKL receptor activator of nuclear

factor kappa-B ligand

RNA ribonucleic acid

ROR retinoic acid-related

orphan receptor

SH src homology

SHP protein tyrosine phosphatase

SNP single nucleotide polymorphism

SOE splicing by overlapping extensions

SOCS suppressor of cytokine signalling

SpA Spondyloarthritis

STAT signal transducers and

activators of transcription

TGF transforming growth factor

TH T-Helferzelle

TLR toll-like Rezeptoren

TM Transmembrandomäne

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zelle

Tyk Tyrosinkinase

WT Wildtyp

Aminosäuren

A (Ala) Alanin

C (Cys) Cystein

D (Asp) Asparaginsäure

E (Glu) Glutaminsäure

F (Phe) Phenylalanin

G (Gly) Glycin

H (His) Histidin

I (Ile) Isoleucin

K (Lys) Lysin

L (Leu) Leucin

M (Met) Methionin

N (Asn) Asparagin

P (Pro) Prolin

Q (Gln) Glutamin

R (Arg) Arginin

S (Ser) Serin

T (Thr) Threonin

V (Val) Valin

W (Trp) Tryptophan

Y (Tyr) Tyrosin
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KAPITEL 1

Einleitung

1.1 Zytokine: Signalstoffe im Immunsystem

Zytokine regulieren das Überleben, das Wachstum, die Differenzierung, sowie die Funktion

von Zellen. Hierbei handelt es sich um Polypeptide mit kleiner molekularer Masse (bis 25

kDa). Sie sind wichtige Schlüsselfiguren bei der Entstehung einer Immunantwort [1].

In multizellulären Organismen spielen Zytokine vor allem eine große Rolle in der Kommuni-

kation zwischen den Zellen. Sie können ihre Wirkung nach der Sekretion autokrin, auf die

eigene Zelle, parakrin, auf Nachbarzellen, oder endokrin, im Organismus, entfalten.

Die Klassifikation der Zytokine erfolgt nach ihrer biologischen Aktivität, ihrem strukturellen

Aufbau oder entsprechend ihrer Rezeptoren.

Anhand ihrer biologischen Aktivität werden pro- und anti-inflammatorische Zytokine un-

terschieden. Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor (TNF), Interfe-

ron γ (IFNγ), Interleukin-12 (IL-12), Interleukin-18 (IL-18) und granulocyte macrophage

colony-stimulating factor (GM-CSF) zählen unter anderem zu den pro-inflammatorischen

Zytokinen, wohingegen Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-10 (IL-10) und transforming growth

factor β (TGFβ) zu den anti-inflammatorischen Zytokinen gehören.

Basierend auf ihrem strukturellen Aufbau werden Zytokine in verschiedene Familien un-

terteilt. Zur IL-6 Familie gehören, neben IL-6, Interleukin-11 (IL-11), leukaemia inhibitory

factor (LIF), oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin (CT)-1,

cardiotrophin-like cytokine (CLC) und IL-27 [1, 2]. Neben der Ähnlichkeit in ihrem drei-

dimensionalen Aufbau, haben diese Zytokine außerdem die Gemeinsamkeit, dass sie das

Glykoprotein 130 (gp130) als Rezeptorkomponente nutzen.

Jedes Zytokin bindet spezifisch an bestimmte Oberflächenrezeptoren und löst so eine Si-

gnalkaskade in der Zielzelle aus. Die Gruppe der Typ-1-Zytokine bindet an Rezeptoren,

die durch ihre molekulare Ähnlichkeit (Homologie) einer gemeinsamen Zytokin-Rezeptor-

Superfamilie (Typ-1-Zytokin-Rezeptoren) zugeordnet werden können [3]. Zu dieser Gruppe
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1.2 Die Interleukin-12 Familie

gehören unter anderem die Mitglieder der IL-6 und IL-12 Familie. Die Signaltransduktion

von Typ-1-Zytokinen verläuft vor allem über den Jak-STAT-Signalweg. Dieser ist durch eine

besonders schnelle Überleitung des Signals von der Zellmembran zum Zellkern charakteri-

siert [4].

Vier Tyrosinkinasen der Janus-Familie sind in Säugetieren bekannt: Januskinase 1 (Jak1),

Jak2, Jak3 und Tyrosinkinase 2 (Tyk2). Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie sieben Jak-

homology (JH) Domänen aufweisen [4]. Dabei ist JH1 die katalytische bzw. Tandem-Kinase-

Domäne. JH2 ist die Pseudokinase-Domäne und kann auch direkt mit STAT-Molekülen

interagieren [5]. Der N-Terminus der Jaks bindet an den entsprechenden Zytokinrezeptor

[4]. Die Jaks sind Protein-Tyrosinkinasen (PTKs) und werden durch Homo- oder Heterodi-

merisierung aktiviert. Durch die Phosphorylierung von Tyrosinen im intrazellulären Bereich

der Rezeptoren können Signalmoleküle in den Zellen aktiviert werden.

Die signal transducers and activators of transcription (STATs) binden an die von den Jaks

phosphorylierten Tyrosine der Zytokinrezeptoren. Dafür besitzen sie eine SH2 (Scr homo-

logy 2) Domäne. Die aktivierten STATs dislozieren im phosphorylierten Zustand von den

Rezeptoren und bilden Homo- oder Heterodimere. So können sie in den Zellkern gelangen

und durch Bindung an die DNA die Expression von Zielgenen (target genes) modulieren [6].

In Säugetieren sind sieben STATs bekannt: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b

und STAT6 [4].

1.2 Die Interleukin-12 Familie

Interleukine werden nach der zeitlichen Reihenfolge ihrer Entdeckung von IL-1 bis IL-37

bezeichnet [7]. Die IL-12-Familie besteht aus den vier heterodimeren Zytokinen IL-12, IL-23,

IL-27 und IL-35 [8].

1.2.1 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Familienmitglieder

Die Zytokine der IL-12 Familie setzen sich aus zwei verschiedenen Untereinheiten zusam-

men. Die α-Untereinheiten (p19, p28, p35) weisen dabei strukturelle Ähnlichkeiten mit IL-6

auf.

Die β-Untereinheiten (p40, Ebi3) ähneln den membrangebundenen Rezeptoren der IL-6

Familie, IL-6Rα, IL-11Rα und CNTFRα. Sie liegen aber als lösliche Proteine vor und besitzen

keine Transmembrandomäne (TM) [9].

Die für die Signaltransduktion benötigten Rezeptoren bilden, passend zu den Zytokinen,

heterodimere Rezeptorkomplexe [9]. Abb. 1.1 gibt einen Überblick über die strukturelle

Ähnlichkeit der Zytokine aus der IL-12 Familie und ihrer Rezeptoren.

Zum Vergleich ist auch der IL-6 Rezeptorkomplex dargestellt.

Im Gegensatz zur IL-12 Familie ist IL-6 kein heterodimeres Zytokin. Allerdings benötigt IL-6

2



1.2 Die Interleukin-12 Familie

IL-12Rβ1 IL-12Rβ1 
IL-12Rβ2 IL-12Rβ2 IL-23R 

gp130 gp130 
WSX-1 

p40 

p35 

p40 

p19 p28 

EBI3 

p35 

EBI3 

IL-12 IL-23 IL-27 IL-35 

gp130 gp130 

IL-6Rα 

IL-6 IL-6 

WSX-1 

Abb. 1.1: Strukturelle Ähnlichkeit der Zytokine der IL-12 Familie und IL-6, sowie ihrer Rezeptoren (modi-

fiziert nach Kastelein et al. 2007 [16])

Die extrazellulären Domänen der Rezeptoren bestehen aus Fibronectin (FN)-Typ III-ähnlichen Domänen

(grau), Zytokin-Rezeptor Domänen (rot) und ggf. einer Immunglobulin (Ig)-ähnlichen Domäne (hellblau). Die

Transmembrandomänen (schwarz) und die intrazellulären Domänen (grün) sind nicht genauer dargestellt.

Innerhalb der Rezeptoren sind das WSXWS-Motiv (dicke schwarze Striche), sowie Cysteine (dünne schwarze

Striche) konserviert.

IL-6 benötigt für seine Signaltransduktion zwei Moleküle gp130. Die Zytokine der IL-12 Familie bilden hete-

rodimere Rezeptorkomplexe, wobei IL-27 und IL-35 ein Molekül gp130 benutzen. Die ECD des IL-12Rβ2 ist

homolog zu gp130 und wird sowohl von IL-12 als auch von IL-35 für die Signaltransduktion benötigt. IL-35

kann sowohl an ein Heterodimer aus IL-12Rβ2 und gp130 oder IL-12Rβ2 und WSX-1 binden, als auch an

Homodimere aus IL-12Rβ2 oder gp130. Der IL-12Rβ1 (IL-12 und IL-23) und WSX-1 (IL-27 und IL-35) besitzen

keine Ig-ähnliche Domäne. Der IL-23R hat proximal der Zellmembran keine FN-Typ III-ähnliche Domäne.

Die Zytokine bestehen aus einer α-Untereinheit (IL-6, p35, p19 und p28) und einer β-Untereinheit (IL-6Rα,

p40, EBI3). Der IL-6Rα ist membrangebunden, kann aber auch als lösliche Form (sIL-6R) vorliegen.

für seine Signaltransduktion den membrangebundenen IL-6Rα, welcher der β-Untereinheit

der IL-12 Zytokine ähnelt. Zudem bildet IL-6 bei seiner Signaltransduktion einen homodi-

meren Rezeptorkomplex aus zwei Molekülen gp130 [10], welches auf fast allen Körperzellen

vorhanden ist.

Neben diesem klassischen Signalweg von IL-6 ist auch ein trans-Signalweg bekannt. Dabei

bildet IL-6 zunächst einen Komplex mit der lösliche (soluble) Form des IL-6Rα (sIL-6R) [11,

12, 13] und kann so alle Zellen aktivieren, die gp130 auf ihrer Oberfläche exprimieren. In

dieser Variante der Signalweiterleitung ist die Ähnlichkeit zur IL-12 Familie noch deutlicher

[14, 15].

IL-12 wurde 1989 als natural killer cell stimulatory factor (NKSF) identifiziert. Hierbei han-

delt es sich um ein ca. 70 kDa schweres Protein, welches ein über Disulfidbrücken verbun-

denes Heterodimer aus den Polypeptiden p35 und p40 ist [17]. Für die Signaltransduktion

bindet IL-12 an einen Komplex, bestehend aus dem IL-12Rβ1 und dem IL-12Rβ2 [17, 18].

IL-23 wurde im Jahr 2000 entdeckt und besteht aus p19 und p40, die ebenfalls über Disul-
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1.2 Die Interleukin-12 Familie

fidbrücken verbunden sind. Die genauere Beschreibung von IL-23 folgt im Kap. 1.2.2. Die

Signaltransduktion verläuft über den IL-12Rβ1 und den IL-23R [19] und wird im Kap. 1.4.1

weiter beleuchtet.

IL-27 ist seit 2002 bekannt und setzt sich aus Epstein-Barr-virus-induced gene 3 (EBI3) und

p28 zusammen [20]. IL-27 kann Zellen stimulieren, die die Rezeptoren WSX-1 und gp130

exprimieren [21]. WSX-1 kommt auf Lymphozyten, unter anderem auf naïven T-Zellen, vor

[22]. Das jüngste Mitglied der IL-12-Familie ist IL-35, welches erstmals 2007 beschrieben

wurde. Dieses Zytokin setzt sich aus p35 (IL-12α) und EBI3 (IL-27β) zusammen [23]. IL-35

benutzt für seine Signaltransduktion den IL-12Rβ2 und gp130 [23]. Zudem kann IL-35 an

einen Rezeptorkomplex aus IL-12Rβ2 und WSX-1 (IL-27Rα) binden [24]. Außerdem konnte

gezeigt werden, dass IL-35 neben diesem heterodimeren Rezeptorkomplex auch über die

Bildung von Homodimeren aus IL-12Rβ2 oder gp130, Signalmoleküle (STAT1 oder STAT4)

aktivieren kann [25]. IL-27 und IL-35 können sowohl als Mitglied der IL-12 als auch der IL-6

Familie angesehen werden [25].

Erstaunlicherweise unterscheiden sich, trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten, die funk-

tionellen Effekte der Zytokine der IL-12 Familie sehr [8]. Dies kann unter anderem durch

die unterschiedliche Expression und Sekretion der Zytokinuntereinheiten in verschiedenen

Anteilen des Immunsystem erklärt werden [26].

IL-35 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin [23]. Dieses wird von Foxp3 (forkhead box P3)-

positiven regulatorischen T-Zellen (Treg) produziert und hat eine hemmende Aktivität im

Immunsystem [27]. Treg Zellen sind vor allem für die Selbsttoleranz von großer Bedeutung

und verhindern Autoimmunität [28].

IL-27 wirkt ebenfalls anti-inflammatorisch, aber auch immunregulatorisch [29, 30]. Stimula-

torisch wirkt IL-27 auf IL-10 produzierende Treg Zellen und inhibitorisch auf T-Helferzellen

(TH) 17 [31, 32]. In der frühen TH1 Zellantwort kann IL-27 gemeinsam mit IL-12 die INFγ

Produktion von naïven CD4+ T-Zellen fördern [20].

IL-12 und IL-23 sind strukturell sehr eng verwandt. Sie haben mit p40 eine gemeinsame

β-Untereinheit und ihre α-Untereinheiten IL-23p19 und IL-12p35 sind homolog aufgebaut.

Ihre Funktionen im Immunsystem sind allerdings unterschiedlich und eine Kreuzregulation

der beiden Signalwege wird vermutet [33].

IL-12 wird vor allem von Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen produziert und

ist für die Entwicklung von TH1 Zellen von großer Bedeutung, indem IL-12 deren Zellproli-

feration stimuliert und die Sekretion von Interferon-γ induziert [34]. TH1 Zellen sind vor

allem für die Abwehr von intrazellulären Bakterien, Mykobakterien und Virusinfektionen

wichtig [35]. Sie fördern die Entstehung einer systemischen Entzündungsreaktion [16].

Auf die Immunantwort von IL-23 hat IL-12 einen negativ-regulatorischen Einfluss. In ver-

schiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die IL-17 Produktion, die von IL-23 indu-

ziert wird, durch IL-12 gehemmt wird [36, 37, 33]. Auf die Wirkung von IL-23 wird in Kap. 1.3
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eingegangen.

1.2.2 Das pro-infammatorische Zytokin IL-23

Diese Arbeit beschäftigt sich mit einem Zytokin, welches erst im Jahr 2000 entdeckt wurde.

Bei der Analyse von Sequenzdatenbanken auf der Suche nach neuen Mitgliedern der IL-6

Familie, identifizierten Oppmann und Mitarbeiter (DNAX Research Institute Palo Alto, Cali-

fornien) zunächst p19. Nach weiteren Versuchen zeigte sich, dass nur eine Co-Expression

von p19 mit der β-Untereinheit von IL-12, p40, ein funktionelles Zytokin ergibt. Dieses

wurde IL-23 genannt.

IL-23 ist demnach ein heterodimeres Zytokin, bestehend aus den Untereinheiten p19 und

p40. Diese Verbindung wird durch Disulfidbrücken stabilisiert [38]. Abb. 1.2 verdeutlicht die

molekulare Struktur von IL-23 [39].

Die α-Untereinheit von IL-23, p19, ist ein Polypeptid, dessen cDNA Sequenz aus 189 (hu-

man) bzw. 196 (murin) Aminosäuren besteht. Das humane und das murine p19 stimmen zu

70% überein und weisen ein Molekulargewicht von 18,7 bzw. 19,8 kDa auf [38].

Bei p19 handelt es sich um ein aus vier Helices (A-D) gebündeltes Zytokin mit einer up-up-

down-down-Topologie und beinhaltet die binding sites I/ II/ III für die Interaktion mit p40

und den Rezeptoren IL-12Rβ1 und IL-23R [40, 39]. Dieser molekulare Aufbau ist typisch für

die Zytokine der IL-6 Superfamilie, wozu auch die IL-12 Familie gezählt wird. Außerdem

weist p19 strukturelle Übereinstimmungen mit p35, der α-Untereinheit von IL-12, auf. Die

Aminosäuresequenz stimmt aber nur zu 15% überein [39].

Von humanen Zellen wird p19 nicht oder nur sehr schwach sezerniert. In 293T-Zellen konnte

gezeigt werden, dass nur bei Co-Expression von p19 und p40 eine erhöhte Sekretion von

p19 auftritt [38]. Nur zusammen mit p40 bildet sich ein funktionelles Zytokin.

Die β-Untereinheit von IL-23, p40, gehört zur Gruppe der löslichen Typ-1-Zytokinrezeptoren

[41]. Sie weist Ähnlichkeiten mit den α-Rezeptoren für IL-6 und CNTF auf, besitzt allerdings

keine Transmembrandomäne (TM) [39].

IL12p40 besteht aus drei Domänen (D1, D2, D3) (siehe Abb. 1.2). Bei D1 handelt es sich

um eine Immunglobulin-ähnliche Domäne (S-type IG fold), D2 und D3 sind kanonische

Bindedomänen für Zytokine, die mit einer hohen Homologie in der Gruppe der Typ-1-

Zytokinrezeptoren vorkommen. D3 enthält außerdem das konservierte Zytokin-Bindemotiv

W-S-X-W-S [39]. Dieses ist für die richtige Faltung der Rezeptoren und für die Zytokin-

Erkennung von Bedeutung [3, 9].

Strukturelle Analysen von IL-23 haben ergeben, dass für die Verbindung von p19 und p40

loop 1 und 3 von p40 D2 und loop 5 und 6 von p40 D3 mit den A und D Helices von

p19 (site I) interagiert (siehe Abb. 1.2) [42]. Schröder und Kollegen aus der AG Scheller/

Floss beschrieben 2015, dass D2 und D3 von p40 zudem an der Interaktion mit dem IL-

23R beteiligt sind, D1 und D2 von p40 an der Interaktion mit dem IL-12Rβ1 [43]. Zuvor
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p40 

p19 

A B 

p19 

p40 

D1 

D2 

D3 

Abb. 1.2: Molekulare Struktur von IL-23 (modifiziert nach Lupardus & Garcia 2008 [39])

A: Die α-Untereinheit p19, bestehend aus vier Helices (A-D), ist in dunkelrot dargestellt; p40 mit seinen

Domänen D1-D3 in blau/ grün. Abbildung aus der Protein Data Base RCSB PDB (w w w.r csb.or g ) entnommen,

PDB ID: 3DUH, [39].

B: Vereinfachte schematische Darstellung. Die β-Untereinheit p40 besteht aus einer Ig-ähnlichen Domäne (D1,

hellblau) und zwei Zytokin-Bindedomänen (D2 und 3, dunkelblau). Das WSXWS-Motiv als dicker schwarzer

Strich und die vier konservierte Cysteine als dünne schwarze Striche sind eingezeichnet.

wurde davon ausgegangen, dass vor allem p19 (site II/ III) für die Bindung von IL-23 an die

Rezeptoren zuständig ist [39].

In Verbindung mit p35 bildet p40 das heterodimere Zytokin Interleukin-12 (IL-12) [17].

1.3 Die Rolle von IL-23 im Immunsystem

1.3.1 Differenzierung von T-Helferzellen 17

T-Zellen sind wichtige Bestandteile der angeborenen und erworbenen Immunabwehr. Sie

werden im Knochenmark produziert und wandern in den Thymus, wo sie weiter diffe-

renzieren. Unterschieden wird zwischen CD8+ cytotoxischen T-Zellen (CTLs), CD4+ regu-

latorischen T-Zellen (Treg) und CD4+ T-Helferzellen (TH). Die bekanntesten Typen sind

die T-Helferzellen 1 und 2. TH1 Zellen sind vor allem für die Abwehr von intrazellulären

Pathogenen von Bedeutung. Sie produzieren Interferon-γ und sind an der Aktivierung von

Makrophagen und der Produktion von Antikörpern beteiligt. TH2 Zellen sind vor allem für

die Abwehr von Parasiten und Würmern zuständig und produzieren IL-4, -5, -9 und -13.

Außerdem spielen sie eine zentrale Rolle bei der Pathogenese allergischer Reaktionen [44,

45, 35, 46].

Im Jahr 2003 wurde von Aggarwal und Mitarbeiter ein weiterer Typ von T-Helferzellen iden-
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Abb. 1.3: Differenzierung zu T-Helferzellen 17 durch IL-23

TH17 Zellen entwickeln sich aus naïven T-Zellen durch Stimulation mit verschiedenen Zytokinen. Zunächst

sind in murinen Zellen IL-6 und TGFβ, aber auch IL-1 und IL-21 von Bedeutung [50, 51]. Durch die Stimulation

dieser Zytokine differenzieren die T-Zellen und exprimieren auf der Oberfläche weitere Rezeptoren. Bei Expres-

sion des IL-23 Rezeptorkomplexes, bestehend aus IL-12Rβ1 und IL-23R, kann IL-23 an die T-Zellen binden.

IL-23 wird von aktivierten Makrophagen, dendritischen Zellen, seltener von T-Zellen oder Endothelzellen

sekretiert [38] und führt zur Aufrechterhaltung des TH17 Zelltypstatus [54]. Die ausgereiften TH17 Zellen

spielen eine große Rolle bei der Entstehung von Entzündungsreaktionen.

tifiziert. Da dieser vor allem durch die Produktion von IL-17 charakterisiert ist, wurden

sie TH17 Zellen genannt [36]. Viele ihrer Funktionen wurden bis dahin den TH1 Zellen

zugeschrieben [35, 47].

TH17 Zellen entwickeln sich aus naïven T-Zellen. Diese sind CD4+ und CD161+ und zudem

durch den Chemokinrezeptor CCR6 auf ihrer Oberfläche gekennzeichnet [48]. Sie stammen

aus Nabelschnurblut und postnatal aus dem Thymus [49].

Naïve T-Zellen können durch IL-23 allein nicht aktiviert werden [38]. Für die Differenzierung

zu TH17 Zellen werden zunächst andere Signalmoleküle benötigt. Dabei gibt es Unterschie-

de zwischen den murinen und den humanen Zellen. Murine TH17 Zellen benötigen für ihre

Differenzierung IL-6 und TGFβ. IL-21 und IL-1 können die Entwicklung in Kombination

mit IL-6 und TGFβ unterstützen [50, 51]. Für humane TH17 Zellen scheint vor allem IL-1β

wichtig zu sein [52]. IL-6 trägt ebenfalls zur Differenzierung bei. TGFβ hingegen scheint

einen negativen Einfluss auf die Entwicklung der TH17 Zellen beim Menschen zu haben

[53]. Abb. 1.3 zeigt im Überblick die Differenzierung einer naïven T-Zelle zur TH17 Zelle und

ihre Funktion im Immunsystem.

Für die endgültige Differenzierung von IL-17-produzierenden T-Zellen und für die Aufrecht-

erhaltung des TH17 Zellstatus ist IL-23 essentiell. Dafür müssen die unreifen T-Zellen aber

die Rezeptoren exprimieren, die für die IL-23-vermittelte Signaltransduktion nötig sind

(IL-23R und IL-12Rβ1, siehe Kap. 1.4.1). Studien belegen, dass die Entwicklung von TH17

Zellen in IL-23R-defizienten Mäusen (IL-23R−/−) in einer frühen Phase unterdrückt wird.

Die Produktion von IL-17 ist in diesen Mäusen deutlich reduziert [54].
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IL-23 wird von polarisierten TH1 Zellen, Endothelzellen und aktivierten dendritischen Zel-

len im peripheren Blut, sowie von aktivierten Makrophagen gebildet und sezerniert [38].

IL-23-produzierende Makrophagen sind pro-inflammatorische Typ1-Makrophagen, die

durch extra- oder intrazelluläre Pathogene aktiviert werden [55].

Dendritische Zellen exprimieren verschiedene toll-like Rezeptoren (TLR) auf ihrer Ober-

fläche, mithilfe derer sie mikrobielle Bestandteile erkennen können. Durch Stimulation

der TLR werden die dendritischen Zellen aktiviert und leiten eine Immunantwort ein. Eine

Stimulation von TLR2 führt zur erhöhten Synthese von p19 und damit zur gesteigerten Sekre-

tion von IL-23 [56, 57, 58]. Darüber hinaus erhöhen über NOD2 (nucleotide oligomerisation

domain 2) aktivierte dendritische Zellen die Produktion von IL-17 in T-Gedächtniszellen

[59]. Eine Fehlregulation dieses Signalweges wird mit Morbus Crohn in Verbindung gebracht

[60] (siehe Kap. 1.3.3).

Die Differenzierung von TH17 Zellen wird durch den Transkriptionsfaktor RORγt (retinoic

acid-related orphan receptor γt) induziert [61]. Die Expression von RORγt wiederum wird

durch den Transkriptionsfaktor STAT3 reguliert [62]. Bei Vorhandensein von IL-23 wird

durch die Aktivierung von STAT3 und RORγt die Expression vom IL-23R, sowie von IL-17

und IL-22 erhöht. Somit kommt es zu einem positiven feed-forward loop und zur Stabilisie-

rung des TH17 Zelltyps [8, 63].

IL-12 und IL-27 inhibieren den Transkriptionsfaktor RORγt und haben dadurch einen nega-

tiven Einfluss auf die Differenzierung von TH17 Zellen [64]. In naïve T-Zellen wird durch

IFNγ und IL-4 STAT1 aktiviert [47] und durch IL-2 STAT5. Dies wiederum führt zu einer

Verminderung der Signaltransduktion von IL-23 über STAT3 und hemmt somit ebenfalls die

Differenzierung von TH17 Zellen [65]. INFγ hat zudem die Eigenschaft, die Produktion von

IL-27 zu stimulieren und von Opn (Osteopontin) zu hemmen. Für Opn konnte eine positive

Regulation von IL-17 produzierenden Zellen nachgewiesen werden [32].

Die differenzierten TH17 Zellen sind durch ihre Produktion von IL-17 gekennzeichnet. Die

IL-17 Familie besteht aus sechs Zytokinen, IL-17A, B, C, D, E, F. TH17 Zellen produzieren

IL-17A und F. Diese Zytokine bilden durch Disulfidbrücken verbundene Homo- oder Hetero-

dimere [66, 46] und wirken pro-inflammatorisch. IL-17 aktiviert Neutrophile Granulozyten

und erhöht die Produktion von IL-1, IL-6 und TNF, welche für akute Entzündungsreaktionen

wichtig sind [33]. Neben IL-17 produzieren TH17 Zellen auch IL-6, IL-22 und TNFα [67].

TH17 Zellen sind Bestandteil der angeborenen und der erworbenen Immunität. Einteilen

lassen sie sich in induzierbare, natürliche und Gedächtnis-TH17 Zellen, die sich in ihrer

Entwicklung und Funktion unterscheiden [68].

Sie kommen vor allem in Schleimhäuten und in lymphatischen Strukturen vor, wobei die

größte Expression im Dünndarm gefunden wird [69]. TH17 Zellen spielen eine bedeutende

Rolle bei der Abwehr extrazellulärer Pathogene. Im Rahmen des angeborenen Immun-

systems werden dendritrische Zellen und Makrophagen durch mikrobielle Bestandteile
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aktiviert und zur Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen angeregt. Hierzu zählt

auch IL-23, das wiederum zur Differenzierung von TH17 Zellen führt (siehe Abb. 1.3). In ver-

schiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass der IL-23-TH17-Signalweg bei der Abwehr

von Pilzen (u.a. Candia albicans [70], Aspergillus fumigatus [71]), Bakterien (u.a. Salmonella

enteriditis [72], Bordetella pertussis [73], Mycoplasma pneumonia [74], Streptococcus pneu-

moniae [75]) und Mycobakterien [76] beteiligt ist [69].

Neben den physiologischen Funktionen der TH17 Zellen bei der Entstehung einer Immu-

nantwort, spielen sie auch eine zentrale Rolle bei der Pathogenese von Autoimmun- und

chronisch entzündlichen Erkrankungen (siehe Kap. 1.3.3).

IL-23 hat aber nicht nur pro-inflammatorische Eigenschaften. IL-22, dessen Sekretion von

IL-23 erhöht wird, führt beispielsweise zu einer Hemmung von Entzündungsreaktionen in

der Leber [77] und im Darm [78].

Außerdem wird die Sekretion von IL-12 durch IL-23 negativ reguliert [79]. Dadurch wird die

Komplexität des Netzwerkes der Zytokine deutlich, welches noch nicht vollständig erfasst

und erklärt werden kann.

1.3.2 Wirkungen von IL-23 auf zellulärer Ebene

IL-23 ist ein zentrales Zytokin im Rahmen von Entzündungsreaktionen [67]. Abb. 1.4 gibt

einen Überblick über die verschiedenen Wirkungen von IL-23 auf zellulärer Ebene.

Der zentrale Bestandteil der IL-23-vermittelten Immunantwort ist die Differenzierung von

TH17 Zellen. IL-23 kann jedoch auch direkt (als end stage effector cytokine) auf Makrophagen

und dendritische Zellen wirken [80], da diese den IL-23R exprimieren können [19]. IL-23

induziert auf diese Weise die Produktion von IL-1, IL-12 und TNFα und auch von IL-23

selbst, welches autokrin wieder Makrophagen stimulieren kann (autocrine loop) [81].

Ein weiterer Zelltyp, der den IL-23R exprimiert, sind die γδT-Zellen. Zusammen mit IL-1

regt IL-23, über Aktivierung von RORγt, diese Zellen zur Produktion von IL-17, IL-21 und

IL-22 an. Die γδT-Zellen werden als wichtige Quelle für IL-17 angesehen und spielen so eine

entscheidende Rolle bei Entzündungsreaktionen und Autoimmunität. Sie verstärken die

Immunantwort der TH17 Zellen [82].

γδT-Zellen kontrollieren in einer frühen Phase der Entzündungsreaktion über IL-17 Pro-

duktion die Einwanderung von Neutrophilen Granulozyten [83, 84]. Außerdem entfalten

γδT-Zellen ihre pro-inflammatorische Wirkung, indem sie die Differenzierung von kon-

ventionellen T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen unterdrücken [85]. Dies wird über den

Transkriptionsfaktor Foxp3 reguliert. Das Gleichgewicht zwischen TH17 Zellen und iTreg

Zellen (induced regulatory T cells) scheint vor allem für die balancierte Entzündungsreaktion

im Darm wichtig zu sein [86, 87].

Eine weitere Zelllinie, die von IL-23 aktiviert werden kann, sind die iNKT17 Zellen (invariant

natural killer T cells). Diese Zellen sind an der Pathogenese von Atemwegserkrankungen
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Abb. 1.4: Wirkungen von IL-23 (modifiziert nach Duvallet et al. 2011 [67])

IL-23 ist ein zentrales Zytokin in Entzündungsreaktionen. Im Zusammenspiel mit anderen pro-

inflammatorischen Zytokinen entfaltet es seine Wirkung über positive und negative Regulation im immunolo-

gischen Netzwerk.

beteiligt [88] und sind u.a. durch die Sekretion von IL-17, sowie IL-6, TNFα und IL-22 ge-

kennzeichnet [67].

Zusammen mit IL-17 induziert IL-23 die Expression von RANKL (receptor activator of nuclear

factor kappa-B ligand) auf mesenchymalen Stammzellen, Osteoblasten und CD4+ T-Zellen

(z.B. TH17 Zellen) [89]. IL-23 stimuliert außerdem die RANK Expression auf myeloiden

Vorläuferzellen von Osteoklasten [89]. Durch die Interaktion von RANK/RANKL wird die

Differenzierung von Osteoklasten und damit der Knochenabbau gefördert.

1.3.3 Klinische Relevanz von IL-23

IL-23 ist klinisch von großer Bedeutung, da es eine Schlüsselrolle bei der Pathogenese von

Autoimmunerkrankungen spielt.

In verschiedenen Tiermodellen für Experimentelle Autoimmun Encephalomyelitis (EAE),

collagen-induced arthritis (CIA) und CED wurde ein Zusammenhang von IL-23 und autoim-

muner Zellzerstörung hergestellt [64].
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Ursprünglich wurden einige dieser Reaktionen der Wirkung von IL-12 zugeordnet. Heute

beweisen Studien die unterschiedlichen Funktionen dieser beiden strukturell ähnlichen

Zytokine und erlauben eine Zuordnung der verschiedenen Immunantworten (siehe Kap.

1.2.1).

Die Induktion von EAE in Tiermodellen dient zur Erforschung der Pathogenese von Mul-

tipler Sklerose (MS). Erste Versuche mit modifizierten Mäusen wurden 2003 von Cua und

Mitarbeiter in Californien [80] durchgeführt. Die defizienten Mäusen konnten kein IL-23

(p19−/−), kein IL-12 (p35−/−) oder weder IL-12 noch IL-23 (p40−/−) exprimieren. Die Er-

gebnisse zeigen, dass nur die p19−/− und p40−/− Mäuse resistent gegen EAE waren. Ohne

IL-23 kann EAE also nicht induziert werden. Die p35−/− Mäuse hingegen waren sehr an-

fällig für EAE. Die Autoimmunität ist ohne IL-12 erhöht. Dies lässt sich durch das negative

Feedback erklären, welches IL-12 auf die Entwicklung von TH17 Zellen ausübt. Fehlt IL-12

(p35−/−) entfällt diese Hemmung und führt zu einer erhöhten Wirkung der IL-23-IL-17-

Immunreaktion [80].

Im Jahr 2005 wurden diese Ergebnisse bestätigt: p19−/− Mäuse zeigten eine reduzierte IL-6

und nicht messbare IL-17 Produktion. Die Entwicklung von TH1 Zellen und die Produktion

von IFNγ war jedoch nicht gestört. Die Mäuse waren resistent gegen EAE [90].

Neben den Ergebnissen aus den Experimenten zu EAE in Mausmodellen wurde auch beim

Menschen eine Verbindung des IL-23-IL-17-Signalweges und der Pathogenese von MS her-

gestellt. Durch Opn stimulierte CD4+ T-Zellen von MS-Patienten produzieren signifikant

mehr IL-17 [91].

IL-23 ist auch im Rahmen von autoimmun-getriggerten Arthritiden beteiligt. Die Knochen-

zerstörung kann auf die Aktivierung von Osteoklasten über die erhöhte RANKL Expression

durch IL-23/IL-17 zurückgeführt werden (siehe Kap. 1.3.2).

Tiermodelle zu Rheumatoider Arthritis (RA) zeigten eine stark erhöhte Expression von IL-

23 in entzündeten Gelenken. Außerdem war IL-23 bei Patienten mit RA im Serum, in der

Gelenkflüssigkeit und in der Synovialmembran im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe

erhöht [92, 93]. In gezielten Versuchen mit genetisch veränderten Mäusen wird das Modell

der CIA genutzt. Dabei zeigten p19 defiziente Mäuse (p19−/−, IL-23 wird nicht exprimiert)

keine IL-17-produzierenden CD4+ T-Zellen und eine vollständige Resistenz gegen die Ent-

wicklung von Gelenk- und Knochenpathologien [37]. In einem anderen CIA-Modell wurde

eine Korrelation zwischen der Höhe des IL-17 Levels und der Schwere der Knorpel-/ Kno-

chenschäden gezeigt [94]. Erhöhte Serumlevel von IL-23/IL-17 wurden auch bei Patienten

mit Spondyloarthritis (SpA) nachgewiesen [95].

Bei der Entwicklung von Psoriasis spielt die Assoziation zwischen der IL-23-TH17-Achse

und Keratinozyten außerdem eine Rolle [96]. Hierbei handelt es sich um eine chronisch

entzündliche Erkrankung der Haut mit einer multifaktoriellen Pathogenese. In psoriatischen

Hautläsionen wurden erhöhte Spiegel von IL-17 und IL-22 gefunden. Diese Zytokine werden
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von TH17 Zellen ausgeschüttet und sind zentrale Elemente bei Entzündungsreaktionen in

der Haut [97].

Zudem konnte eine Assoziation zwischen genetischen Varianten des IL-23R und der Patho-

genese von Psoriasisarthritis und Psoriasis vulgaris nachgewiesen werden [98].

Eine Behandlung mit Ustekinumab, einem monoklonalen Antikörper gegen p40, zeigte gute

Wirksamkeit bei der Behandlung von Psoriasis [97] (siehe Kap. 1.3.4).

In der Darmschleimhaut, vor allem im Ileum [99, 69], ist die Konzentration von IL-23 am

höchsten [67]. IL-23 ist hier für die Abwehr von Bakterien wichtig. Für die Induktion einer

zellulären Immunantwort scheint die Hemmung der regulatorischen T-Zellen durch IL-23

besonders bedeutsam zu sein. IL-23 p19−/− Mäuse zeigen keine angemessene Immunant-

wort auf pathogene Darmkeime [100].

Versuche mit Mäusen, deren CD4+ T-Zellen keinen IL-23R besitzen (IL-23R−/−) zeigten,

dass IL-23 für lokale Entzündungsreaktionen im Magen-Darm-Trakt, aber nicht für systemi-

sche Entzündungen verantwortlich ist. Die Mehrzahl dieser Mäuse entwickelten im Darm

nur minimale Entzündungsreaktionen mit wenig zellulären Infiltraten. Die systemische

Entzündungsreaktion, gemessen u.a. an Splenomegalie, hepatischen Infiltraten und Ge-

wichtsverlust, zeigte sich jedoch unverändert im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen [86].

IL-23 ist zudem an der Entstehung von CED, wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, betei-

ligt. Eine Mutation von NOD2, einem intrazellulären Rezeptor in Dendritischen Zellen (siehe

Kap. 1.3.1), kann zum Beispiel zu einer Fehlregulierung von IL-23 führen und kommt bei

Patienten mit Morbus Crohn gehäuft vor [60, 59]. Eine Mutation im IL-23R Gen (Chromosom

1p31, siehe Kap. 1.4.1) hingegen führt zu einem Schutz gegen Morbus Crohn, indem die

Signaltransduktion von IL-23 verhindert wird [101]. Des Weiteren wurde in der entzündeten

Schleimhaut von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa eine erhöhte Expression

von IL-17, IL-21, IL-22, IL-23, RORγt und IL-23R gefunden [102].

Die Studien unterstreichen die Schlüsselposition, die die IL-23-TH17-Achse bei Entzün-

dungsreaktionen im Darm einnimmt. Die Bedeutung für Therapieansätze für Patienten

mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, die bisher nur unzureichend behandelt

werden können, wird somit deutlich (siehe Kap. 1.3.4).

Neben der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen ist IL-23 auch an Entstehung und

Wachstum von verschiedenen Tumoren, zum Beispiel Papillomen, beteiligt [103]. Außer-

dem korreliert eine Überexpression von IL-23 bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen

mit erhöhten VEGF (vascular endothelial growth factor)-Leveln und begünstigt damit das

Wachstum des Tumors [104, 67]. Signifikant erhöhte Werte von IL-23 und IL-17 wurden im

Gewebe verschiedener Tumore beim Menschen nachgewiesen [103].

Dem gegenüber steht eine Studie, die eine anti-Tumor Aktivität von IL-23 gegen B-ALL

(Akute lymphatische Leukämie der B-Zellreihe) bei Kindern zeigt. In diesem Fall wird IL-23

sogar als mögliche Therapieoption gesehen [105].
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1.3.4 Therapieansatz: Antikörper gegen IL-23

Die Beteiligung von IL-23 bei chronischer Entzündung und Pathogenese von Autoimmuner-

krankungen macht es zu einem interessanten Angriffsziel für neue Medikamente [93].

Die Substanzklasse der Biologika umfasst monoklonale Antikörper, die gegen verschiedene

Komponenten des Immunsytems gerichtet sind. Zu den Bekanntesten gehören die TNFα-

Blocker, zum Beispiel Infliximab und Adalimumab, die unter anderem bei der Therapie von

Psoriasis, CED und RA eingesetzt werden. Sie hemmen das Immunsystem und haben dabei

ein relativ breites Wirkspektrum. Allerdings beinhaltet dies auch viele Nebenwirkungen und

beispielsweise bei Patienten mit CED ist eine Nichtansprechrate von 33% zu verzeichnen

[106, 86]. Neue Erkenntnisse zur Pathogenese von Autoimmunerkrankungen sollen zu einer

gezielteren Therapie führen.

Ustekinumab ist ein humaner monoklonaler IgG1κ Antikörper, der gegen die p40 Unter-

einheit von IL-12 und IL-23 gerichtet ist [107]. Ursprünglich wurde er als Antikörper gegen

humanes IL-12 entwickelt, bevor sich zeigte, dass er ebenfalls eine hemmende Wirkung auf

IL-23 besitzt [108]. Mittlerweile wird Ustekinumab für die Behandlung von Psoriasis einge-

setzt. Die PHOENIX 1 [109] und PHOENIX 2 [110] Studien waren randomisierte, Placebo

kontrollierte klinische Studien der Phase 3 mit Psoriasis Patienten. Die Wirksamkeit des

p40-Antikörpers wurde bestätigt, denn 67 bis 75% der Patienten sprachen auf die Therapie

an [108]. Seit 2009 ist Ustekinumab unter dem Handelsnamen StelaraT M zur Behandlung

erwachsener Patienten mit mittelschwerer bis schwerer Plaque-Psoriasis zugelassen [111,

112].

Ustekinumab senkt die pathologisch erhöhte Expression von T Zellen, IL-23, IFNγ und IL-8

in Hautläsion von Psoriasis-Patienten, hat aber keine systemische, generalisierte Immunsup-

pression zur Folge [108]. Darin könnte ein Vorteil gegenüber der breiten immunsuppressiven

Therapie, mit beispielsweise Methotrexat (MTX, Klasse der Folsäure-Antagonisten), liegen,

welches bisher die Standardtherapie für Immunerkrankungen wie Psoriasis ist.

Ebenfalls ein humaner, monoklonaler IL-12/IL-23 p40 Antikörper ist Briakinumab [113].

Ergebnisse klinischer Studien zeigten auch hier die Möglichkeit zum Einsatz in der Therapie

von Psoriasis [114, 93].

Zudem wurde eine Assoziation zwischen der Pathogenese von Diabetes mellitus Typ 1 und

IL-23 gefunden: IL-17 und INFγ induzieren die Zerstörung von β-Zellen im Pankreas. Somit

ist IL-23 über die Induktion der IL-17 Produktion an der Entwicklung von Autoimmun-

diabetes beteiligt. Eine Therapie, unter anderem mit dem monoklonalen p40-Antikörper

Ustekinumab wird in der frühen Phase der Erkrankung als mögliche Option diskutiert [115].

Secukinumab ist ein monoklonaler Antikörper gegen IL-17A. Eine randomisierte, place-

bokontrollierte, doppel-blind Studie mit Patienten, die an einer moderaten bis schweren

Form von M. Crohn erkrankt sind, zeigte jedoch, dass eine Therapie mit Secukinumab hier

ineffektiv ist. Zudem trat eine erhöhte Rate von unerwünschten Nebenwirkungen, zum
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Beispiel eine erhöhte Zahl von Pilzinfektion, auf [116]. Diese Ergebnisse unterscheiden sich

allerdings von Studien zu RA und Psoriasis. Bei den Patienten konnten positive Effekte durch

die Therapie mit Secukinumab beobachtet werden [117, 118].

Auch monoklonale Antikörper die sich spezifisch gegen IL-23 richten, anti-IL-23p19 Anti-

körper, sind in der Entwicklung [119]. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass sie

Colitis vorbeugen und behandeln können [120, 102]. Die beiden Substanzen Guselkumab

und Tildrakizumab werden bereits in klinischen Studien für die Behandlung von Psoriasis

Patienten getestet und zeigen gute Ergebnisse [121, 122].

1.4 Signaltransduktion von IL-23

1.4.1 Aufbau des Rezeptorkomplexes

Für die Signaltransduktion von IL-23 wird ein heterodimerer Rezeptorkomplex benötigt

[33], der in Abb. 1.5 dargestellt ist. Dieser besteht aus dem IL-12Rβ1 und dem IL-23R [19].

IL-23 

IL-12Rβ1 

p40 

Y 

p19 

Box 1 Motiv 
Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

IL-23R 

Box 2 Motiv 

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Rezeptorkomplexes von Interleukin-23 (modifiziert nach

Langrish et al. 2004 [33])

Das heterodimere Zytokin IL-23, mit den Untereinheiten p19 (lila) und p40 (blau) dargestellt, bindet an

einen Rezeptorkomplex bestehend aus dem IL-12Rβ1 und dem IL-23R. Die extrazellulären Domänen sind

aufgebaut aus einer N-terminalen Ig-ähnlichen Domäne (hellblau), den Zytokin-Rezeptor Domänen (rot),

sowie den transmembran-proximal FN-TypIII Domänen (grau). WSXWS-Motive (dicke schwarze Striche) und

konservierte Cysteine (dünne Striche) sind gekennzeichnet. Die intrazelluläre Domäne (grün) des murinen

und humanen IL-23R enthält sieben Tyrosine. Die intrazelluläre Domäne des IL-12Rβ1 beinhaltet ein Box1

und Box2 Motiv, sowie im murinen Rezeptor ein Tyrosin (Y635).
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Der IL-12Rβ1 ist zusammen mit dem IL-12Rβ2 auch für die Signaltransduktion von IL-12

notwendig [123]. IL-23 bindet jedoch nicht an den IL-12Rβ2 [19].

Die p40 Untereinheit, die sowohl Bestandteil von IL-12 als auch von IL-23 ist, interagiert mit

dem IL-12Rβ1, der so für die Signaltransduktion beider Zytokine essentiell ist [19].

Der murine IL-12Rβ1 besteht aus 719 Aminosäuren. Die Sequenz stimmt zu 45% mit dem

humanen Rezeptor überein. Beide enthalten ein WSXWS-Motiv, welches charakteristisch

für die Zytokinrezeptor-Superfamilie ist. Die intrazelluläre Domäne (ICD) des murinen

Rezeptors enthält einen Tyrosinrest (Y635), der in der humanen Sequenz nicht vorhanden

ist. Im humanen und murinen Rezeptor sind Box 1 und 2 Motive konserviert [124, 18].

Der IL-23 Rezeptor (IL-23R) wurde 2002 als neues Mitglied der Hämopoetin-Rezeptor-

Familie identifiziert. Er bildet zusammen mit dem IL-12Rβ1 den Rezeptorkomplex für IL-23.

Das humane IL-23R Gen ist auf Chromosom 1 (1p31.2-32.1) lokalisiert [19]. Der IL-23R wird

von aktivierten T-Zellen und T-Gedächtniszellen, Natürlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen),

Eosinophilen Granulozyten, Dendritischen Zellen, Makrophagen, Mikroglia [80, 38, 19, 125]

und Keratinozyten [126] exprimiert. Die Induktion der IL-23R mRNA ist von STAT3 und

RORγt abhängig (siehe Kap. 1.3.1) [69, 62].

Der murine IL-23R besteht aus 644 Aminosäuren und stimmt zu 66% mit dem humanen

Rezeptor überein. Die extrazelluläre Domäne (ECD) besteht aus einer N-terminalen Im-

munglobulin (Ig)-ähnlichen Domäne und zwei Zytokin-Rezeptor Domänen. Dieser Aufbau

stimmt mit der Struktur des IL-12Rβ2 überein, der zusätzlich noch drei transmembran-

proximale Fibronectin (FN)-TypIII Domänen besitzt (vgl. Abb.1.1). Der humane (h) und

auch der murine (m) IL-23R enthalten eine Sequenz, WQPWS, die dem Zytokinrezeptor-

Motiv WSXWS ähnelt.

Die intrazelluläre Domäne (ICD) des IL-23R enthält sieben Tyrosine, die als potentielle

Phosphorylierungsstellen für die Signaltransduktion von Bedeutung sind. Sechs dieser Tyro-

sine sind in Mensch und Maus konserviert. Der mIL-23R und hIL-23R unterscheiden sich

in einem Tyrosinrest. Das murine Y542PNFQ ist im humanen Rezeptor nicht vorhanden,

wohingegen zusätzlich Y463PQ zu finden ist [19].

1.4.2 Durch IL-23 induzierte Signalwege

Über den heterodimeren Rezeptorkomplex, bestehend aus IL-12Rβ1 und IL-23R, werden

verschiedene Signalmoleküle durch IL-23 aktiviert. Dabei scheint der Jak-STAT-Signalweg

im Mittelpunkt zu stehen.

Che Mat und Kollegen zeigten 2011 in Western Blot Analysen, dass IL-23 die Phosphorylie-

rung von Tyk2, Jak2, STAT1, STAT3 und STAT4 induzieren kann [63]. Dabei ist STAT3 das

zentrale Molekül für die Signaltransduktion von IL-23. Dies ist bereits 2002 von Parham und

Kollegen beschrieben worden [19, 16].

Der IL-12Rβ1 ist mit Tyk2 (tyrosine kinase 2), einem Mitglied der Familie der Januskinasen
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(siehe Kap. 1.1), assoziiert. Diese Bindung besteht schon im Ruhezustand [18]. Bei Aktivie-

rung des Rezeptorkomplexes kommt es über die ICD des IL-12Rβ1 zur Phosphorylierung

von Tyk2. Dies wurde in Versuchen mit Ba/F3 Zellen bewiesen, die stabil mit Chimären

aus der ECD von EGF (epidermal growth factor) und der Transmembrandomäne (TM) und

ICD vom IL-12Rβ1 (E12R1) oder β2 (E12R2) transfiziert worden waren. Nur Zellen, die

intrazelluläre Anteile vom IL-12Rβ1 enthielten, zeigten eine Phosphorylierung von Tyk2

[18].

Der IL-23R ist konstitutiv mit Jak2 und Liganden-abhängig mit STAT3 assoziiert [19]. Die

putative Jak2 Bindestelle ist im proximalen Bereich der ICD des IL-23R, nahe der TM, postu-

liert. Sie umfasst 15 Aminosäuren und ist in vielen Spezies konserviert [127]. Das Arginin

R381 liegt zwischen der TM und der Jak2 Bindestelle. Ein Aminosäureaustausch an dieser

Stelle könnte die Bindung von Jak2 und damit die Signalweiterleitung über den IL-23R

beeinträchtigen (SNP R381Q, siehe Kap. 1.4.3). Zudem liegt Tyrosin Y397 (hIL-23R) bzw.

Y416 (mIL-23R) innerhalb der Sequenz, die als Bindestelle von Jak2 identifiziert wurde.

Insgesamt sind innerhalb des IL-23R sieben Tyrosine lokalisiert, die als potentielle Phospho-

rylierungsstellen für die Signaltransduktion gelten. Die Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über

die postulierten Bindestellen für Signalmoleküle innerhalb der Intrazellulären Domäne des

murinen und humanen IL-23R.

Ym416/h397EDI ist als mögliche SHP2 (Src homology 2-containing protein tyrosine phos-

phatase 2) Bindestelle für Proteine mit Src homology 2 (SH2) Region, z.B. PI3K und STAT,

identifiziert worden [128]. Im phosphorylierten Zustand können Signalmoleküle an solche

Tyrosinreste binden und aktiviert werden.

Ym626/h611FPQ umfasst das klassische Bindemotiv für STAT1 und STAT3 [1, 19, 129]. Für

STAT1 wurde die Sequenz aus pY-X-P/R-P/R/Q (Phosphotyrosin-(Aspartat/Glutamat)-

(Prolin/Arginin)-(Arginin/Prolin/Glutamin)) als Bindemotiv beschrieben, wohingegen pY-

X-P-Q (Phosphotyrosine-(basisch/hydrophob)-(Prolin/basisch)-Glutamin) als STAT3 Binde-

motiv deklariert ist [129].

GYm504/h484KPQIS ähnelt dem Bindemotiv für STAT4, welches innerhalb des IL-12Rβ2 be-

schrieben ist (G-Y-L/V-P-S) [130, 131].

Das Aktivierungsmuster der verschiedenen STAT Proteine durch IL-12 und IL-23 ist sehr

ähnlich. Beide Zytokine können STAT1, 3, 4 und 5 aktivieren [19]. Die Phosphorylierung von

STAT4 durch IL-12 ist jedoch deutlich stärker als durch IL-23. Die Aktivierung von STAT4

durch IL-12 ist für die Differenzierung von naïven CD4+ T-Zellen zu IFNγ-produzierenden

TH1 Zellen von zentraler Bedeutung [132, 133]. Bei IL-23 scheint hingegen primär STAT3 das

Signal zu vermitteln [19]. Daher wurde der Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Aktivierung

von STAT3 gelegt, die komplexer als nur über kanonische, Tyrosin-abhängige Aktivierung zu

sein scheint [134].

Neben dem Jak-STAT-Weg wird auch die Beteiligung weiterer Signalwege diskutiert [135].
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Tabelle 1.1: Intrazelluläre Domäne des IL-23R

murin human postulierte Bindestellen

R400IGI R381TGI JAK2 [127]

Y416EDI Y397EDI SHP2 [19, 128]

Y448VPD Y429VDP

Y469KEE Y450KKE

Y463PQ

Y496IPD Y476IPD

Y504KPQ Y484KPQ STAT4 [130, 131]

Y542PNFQ

Y626FPQ Y611FPQ STAT 1/ 3 [1, 19, 129]

Dabei konnte die Aktivierung von PI3K (Phosphoinositide 3-kinases) und NF-κB (Nuclear

factor κB) über Jak2 schon nachgewiesen werden [52]. Zusätzlich konnte gezeigt werden,

dass es über die Aktivierung von PI3K/Akt ebenfalls zu einer Phosphorylierung von STAT3

kommen kann [52]. Auch eine Aktivierung der MAPK (Mitogen-activated protein kinase)-

Kaskade durch IL-23 ist denkbar. Bei der Signaltransduktion von IL-6 ist dies über eine

SHP2-Bindestelle von gp130 beschrieben [136] (siehe Diskussion Kap. 4.1.4).

Für die negative Regulation der IL-23-vermittelten Immunantwort wurde eine Assoziation

mit Socs3 (suppressor of cytokine signalling 3) beschrieben. Diese Proteine können mit

ihren SH2-Domänen an phosphorylierte Tyrosinreste binden und so die Signalweiterleitung,

zum Beispiel über Jak2, unterbrechen. Versuche mit Socs3-defizienten T-Zellen zeigten

eine erhöhte STAT3 Phosphorylierung und eine erhöhte IL-17 Produktion [137]. Ob diese

negative feedback-Schleife bei der Signaltransduktion von IL-23 aber tatsächlich eine Rolle

spielt, ist bisher fraglich (siehe Diskussion Kap. 4.1.2).

1.4.3 Varianten des IL-23R

Einzelnukleotid-Polymorphismen, SNPs (single nucleotide polymorphisms), beschreiben

den Austausch einer Base im DNA-Strang. Bei synonymen SNPs kodiert das veränderte

Basentriplett für dieselbe Aminosäure und es kommt trotz Mutation nicht zu einer Ver-

änderung der Aminosäuresequenz. Davon zu unterscheiden sind nicht-synonyme SNPs.

Der Basenaustausch kann außerdem in einer kodierenden oder einer nicht-kodierenden

DNA-Region liegen. Liegt ein nicht-synonymer SNP in einer kodierenden Region vor, kann

dies Auswirkungen auf die Funktion des Proteins haben, welches aus der Aminosäurese-

quenz entsteht. Für den IL-23R sind verschiedene dieser SNPs beschrieben, die erheblichen

Einfluss auf das Immunsystem des Menschen haben.
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Beim Menschen sind vor allem zwei Varianten des IL-23R beschrieben. Für die Variante

P310L (rs7530511) wird das Auftreten mit einer Häufigkeit von 2-30% und für die Variante

R381Q (rs11209026) von 0-17% (abhängig von der Population) beschrieben [138, 139]. Der

Austausch von Arginin 381 zu Glutamin (R381Q) scheint einen Einfluss auf die Signaltrans-

duktion von IL-23 zu haben und führt zu einem unter Umständen wünschenswerten Schutz

gegen Autoimmunität [140]. In CD8+ T-Zellen und TH17 Zellen, die die genetische Variante

des IL-23R, R381Q, aufwiesen, wurde eine verminderte STAT3 Phosphorylierung durch IL-23

festgestellt. Außerdem konnte eine verminderte IL-17 Produktion, sowie eine reduzierte

Zahl von zirkulierenden TH17 nachgewiesen werden [140, 141].

Vermutet wird, dass durch die Nähe von R381 in der Aminosäuresequenz zur putativen Jak2

Bindestelle des IL-23R, die Spezies-übergreifend konserviert ist, ein loss-of-function allele

entsteht. Die protektive Wirkung, die durch R381Q gegenüber experimentell induzierter

Entzündung in Mäusen vermittelt wird, unterstreicht die besondere Bedeutung von IL-23

im Immunsystem und bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen [127].

Dagegen zeigen Studien zu weiteren genetischen Varianten des IL-23R einen negativen

Einfluss auf die Gesundheit der betroffenen Menschen. So konnte ein Zusammenhang

zwischen verschiedenen SNPs im IL-23R und einer erhöhten Anfälligkeit für Psoriasis herge-

stellt werden [98].

Die Mutation von Prolin 310 zu Leucin (P310L) wurde vermehrt bei Patienten mit Morbus

Basedow (Grave’s disease, Autoimmunerkrankung der Schilddrüse) gefunden [139].

SNPs im IL-23R wurden zudem mit einem erhöhten Risiko an Krebs zu erkranken in Ver-

bindung gebracht, beispielsweise ein erhöhtest Auftreten von Ösophaguskarzinomen [142],

Magenkarzinomen, Blasenkarzinomen und akuter myeloischer Leukämie wurde beschrie-

ben [143].

Diese Studien verdeutlichen die klinische Relevanz, die vom IL-23R ausgeht.
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1.5 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit befasst sich mit der Signaltransduktion von Interleukin-23. Das Hauptaugen-

merk liegt auf dem humanen IL-23R und der Signaltransduktion über dessen intrazelluläre

Domäne (ICD).

IL-23 besteht aus den Untereinheiten p19 und p40 und bindet an einen heterodimeren

Rezeptorkomplex aus IL-12Rβ1 und IL-23R. Verschiedene Bindestellen für Signalmoleküle

wurden innerhalb der Rezeptoren identifiziert. Bei der IL-23 vermittelten Signaltransduktion

scheint vor allem die Aktivierung des Jak-STAT-Weges, insbesondere STAT3, wichtig zu sein.

Der IL-23R besitzt in seiner ICD sieben Tyrosinreste, die potentiell phosphoryliert werden

können, was dann zur Aktivierung weiterer Signalmoleküle führen kann.

Welche Tyrosinreste sind an der STAT3 Phosphorylierung beteiligt?

Ziel der Arbeit ist, zu untersuchen, welche Tyrosine innerhalb des humanen IL-23R

eine Rolle bei der Signaltransduktion spielen. Vor allem die Aktivierung von STAT3

soll dabei analysiert werden. Für diese Versuche werden Chimären mit der ECD des

murinen und der ICD des humanen IL-23R konstruiert. Zusätzlich werden Mutations-

und Deletionsvarianten der ICD des humanen IL-23R mittels PCR hergestellt. Jeweils eine

Variante des chimären IL-23R wird zusammen mit dem murinen IL-12Rβ1 transient in

HeLa Zellen transfiziert bzw. stabil in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert. Die Zellen werden

durch IL-23 aktiviert und die STAT3 Phosphorylierung im Western Blot analysiert.

Gibt es weitere Signalwege, die durch IL-23 aktiviert werden?

Neben dem JAK-STAT-Signalweg wird die Beteiligung weiterer Signalwege an der IL-23

vermittelten Signaltransduktion diskutiert. Dieser Aspekt soll mithilfe der erzeugten

IL-23R-Varianten ebenfalls untersucht werden. Neben der Analyse im Western Blot, wird

die Fähigkeit zur Proliferation der konstruierten Ba/F3-gp130 Zelllinien unter Stimulation

mit IL-23 untersucht.

Da IL-23 eine wichtige Rolle im Immunsystem spielt und an der Pathogenese von

Autoimmunerkrankungen beteiligt ist, können die Ergebnisse dieser Arbeit als Grundlagen

bei der Entwicklung möglicher neuer Therapieoptionen helfen.
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KAPITEL 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

In Tabelle 2.1 ist ein Auszug der verwendeten Chemikalien dargestellt. Nicht aufgeführte

Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, BRD), Merck

KGaA (Darmstadt, BRD) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, BRD) bezogen.

2.1.2 Medien und Antibiotika

2.1.2.1 Medien für die Kultivierung von Bakterien

Die Zusammensetzungen der Medien erfolgte nach Bertani (1951) [144]. Alle Medien

wurden sterilisiert und die steril filtrierten Antibiotika nach Abkühlung auf 50°C zugegeben.

lysogeny broth (LB)- Medium 1% NaCl

1% Trypton

0,5% Hefeextrakt

H2O

lysogeny broth (LB)- Platten 1% NaCl

1% Trypton

0,5% Hefeextrakt

2% Agar

H2O

20



2.1 Material

Tabelle 2.1: Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Acrylamid-Mix Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agar AppliChem GmbH, Darmstadt

Agarose Biozym Scientific, Oldendorf

Ammoniumperoxidisulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem GmbH, Darmstadt

EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim

Ethanol AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethidiumbromidlösung Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

FBS (fetal bovine serum) Life Technologies, Darmstadt

Glyzerin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim

Methanol AppliChem GmbH, Darmstadt

Milchpulver (blotting grade) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SDS Pellets Roth, Karlsruhe

Streptavidin-HRP R&D Systems, Minneapolis, USA

Tetramethylethylenediamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim

Tris HCl Merck KGaA, Darmstadt

Tween20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim
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2.1 Material

2.1.2.2 Medien für die Kultivierung von eukaryotischen Zellen

DMEM(-/-) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium,

high Glucose (4,5 g/l), with stable

Glutamine

DMEM(+/+) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium,

high Glucose (4,5 g/l), with stable

Glutamine

+10% FBS

+1% Penicillin/ Streptomycin

Die Medien wurden von Life Technologies (Darmstadt, BRD) und PAA Laboratories

GmbH (Cölbe, BRD) bezogen.

Verbrauchsmaterialen wie Pipettenspitzen, Eppendorfer-Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1 ml, 2

ml), Reaktionsgefäße (15 ml, 50 ml), Petrischalen und Zellkulturschalen stammten vor allem

von den Firmen TAA (Trasadingen, Schweiz), Eppendorf (Hamburg, BRD) und Sarstedt

(Nürnbrecht, BRD).

2.1.2.3 Antibiotika

Für die Selektion von mit Plasmid-DNA transformierten Bakterienkolonien und transfizier-

ten/ transduzierten eukaryotischen Zellen wurden folgende Antibiotika eingesetzt:

Tabelle 2.2: Antibiotika

Antibiotikum Konzentration Firma

Ampicillin 100 µg/ml Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Kanamycin 25 µg/ml Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Puromycin 1,5 µg/ml PAA Laboratories GmbH, Cölbe

Hygromycin 1 mg/ml PAA Laboratories GmbH, Cölbe

Penicillin/ Streptomy-

cin

10000 U Penicillin, 10 mg/ml

Streptomycin

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm

2.1.3 Oligonukleotide

Tab. 2.3 gibt eine Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide und ihre Basensequen-

zen.
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Tabelle 2.3: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Primer Nukleotidsequenz 5’-3’

mIL-23R B pF1 CAACTACACGTCCATCTGGATG

mIL23R-TM fwd ATTTAACAGATCATTCCGAACTGGGATTAAAAG

mIL-23R-TM rev GTTCGGAATGATCTGTTAAATATCCCAATC

hIL-23R-TM fwd GACATTGGACTTTTATTGGGAATGATCGTC

hIL-23R-TM rev TCCCAATAAAAGTCCAATGTCTTGATGA

hIL-23R-Not rev CTGCGGCCGCCTTTTCCAAGAGTGAAATCC

mIL-12Rβ1 pF1 CTTTGTCCCTCCGAACCATA

mIL-12Rβ1 pR1 GGTCGTCTTGGTCCAGTTGT

mIL-12R C pF1 CACGACACGTGTCGGTGA

c-myc pR1 CATTCAGATCCTCTTCTGAGATG

mIL-23R pF4 GCACTAGTGCTACAATCTTCAGAGGACATCCT

5’ mGAPDH GAAGGGCTCATGACCACAGT

3’ mGAPDH CATTGTCATACCAGGAAATGAGCT

R381Q GGGATATTTAACAGATCATTCCAAACTGGGATTAAAAGAAGGATC

R381Q antisense GATCCTTCTTTTAATCCCAGTTTGGAATGATACTGTTAAATATCCC

Y397F AGAAGGATCTTATTGTTAATACCAAAGTGGCTTTTTGAAGATATTCCTAATAT

Y397F antisense ATATTAGGAATATCTTCAAAAAGCCACTTTGGTATTAACAATAAGATCCTTCT

Y463F CCCCTGGAGACAAGAGACTTCCCGCAAAAC

Y463F antisense GTTTTGCGGGAAGTCTCTTGTCTCCAGGGG

Y484F TATTCCTGATCTCAACACTGGATTTAAACCCCAAATTTCAAATTTTC

Y484F antisense GAAAATTTGAAATTTGGGGTTTAAATCCAGTGTTGAGATCAGGAATA

Y611F GAATGAGGAGTTGCCATCTATTAATACTTTTTTCCACAAAATATTTTGGAAAG

Y611F antisense CTTTCCAAAATATTTTGTGGAAAAAAAGTATTAATAGATGGCAACTCCTCATTC

cIL-23R delta FP CATCCTGCTTCAGGTAATCATCAAGAC

cIL-23R delta RP GACTGCGGCCGCTACAACTGTAGTATTG

mIL-23R Xmi fwd CTAGGAATGTTGTCTACCAGTTCTTCTG

mIL-23R D5 rev GACGCGGCCGCTTTCAATCTGGCAAAGTGGTC

mIL-23R D6 rev GACGCGGCCGCAGCCATACTTGAAGCAG

mIL-23R D7 rev GACGCGGCCGCATTAATAGATGGCAAGTCTTC
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2.1.4 Plasmide

Plasmide sind kleine, ringförmige DNA-Fragmente, die in der Gentechnik zum Einbringen

von genetischem Material in Zellen genutzt werden. Sie sind meistens Träger von

Antibiotikaresistenzgenen, wodurch die Plasmide den Zellen, in die sie eingebracht werden,

einen Selektionsvorteil verschaffen.

pCR-Script

Klonierungsvektor mit Ampicillinresistenzgen (Stratagene, Agilent Technologies, La Jolla,

USA).

pcDNA3.1

Eukaryotischer Expressionsvektor für die transiente und stabile Proteinexpression mit

bakteriellem Ampicillinresistenzgen (Invitrogen, Carlsbad, USA).

p409

Eukaryotischer Expressionsvektor mit bakterieller Ampicillinresistenz [145].

pMOWS-puro/ hygro-GFP

Retroviraler Expressionsvektor mit bakteriellem Ampicillinresistenzgen, sowie Expression

von GFP (green fluorescent protein). Die Selektion der transduzierten eukaryotischen Zellen

erfolgt mittels Puromycin (pMOWS-puro-GFP, [146]) oder Hygromycin B (pMOWS-hygro-

GFP, [147]).

2.1.5 Bakterien und Zelllinien

2.1.5.1 Bakterien

XL-1blue

Genotyp: endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F’[ ::Tn10 proAB+ lacIq∆(lacZ)M15]

hsdR17(rK- mK+)

XL-1 blue ist ein Stamm des gram-negativen Bakteriums Escherichia coli der Firma Stratage-

ne (Agilent Technologies, La Jolla, USA).

2.1.5.2 Zelllinien

HeLa

HeLa Zellen (ACC-57) sind menschliche Tumorzellen aus Epithelzellen eines Zervixkarzi-

noms von Henrietta Lacks. Sie wurden vom Leibniz Institut DSMZ (Braunschweig) bezogen.
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COS 7

Bei COS 7 (Cercopithecus aethiops, origin-defective SV-40) Zellen (ACC-60) handelt es sich

um Fibroblasten aus der Niere der grünen Meerkatze (Affengattung). Sie wurden ebenfalls

vom DSZM (Braunschweig) bezogen.

Phoenix-Eco

Diese Verpackungszelllinie (HEK293T, human embryonic kidney 293 T cell line) wird für die

retrovirale Transduktion von Ba/F3-Zellen genutzt [146] (siehe Kap. 2.3.4).

Sie wurde zur Verfügung gestellt von U. Klingmüller (DKFZ, Heidelberg).

Ba/F3-gp130

Ba/F3 ist eine murine prä-B-Zelllinie, die nur in Abhängigkeit von IL-3 proliferiert [148].

Die Zellen wurden zusätzlich mittels Elektroporation stabil mit humanem gp130 beladen

und proliferieren somit auch in Gegenwart des Designer-Zytokins Hyper-IL-6 [149, 150].

Die Zellen wurden von Immunex (Seattle, USA) bezogen.

Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1

Ba/F3-gp130-Zellen, die stabil mit der cDNA des murinen IL-12Rβ1 transduziert wurden

[134]. Diese Zelllinie diente als Grundlage für die weiteren durch retrovirale Transduktion

hergestellten Zelllinien, die für die Experimente dieser Arbeit genutzt wurden.

Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1mIL-23R (muriner WT)

Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1-Zellen, die stabil mit der cDNA des murinen IL-23R transduziert

wurden. Diese Zelllinie proliferiert daher auch in Gegenwart des Designer-Zytokins

mHIL-23 (siehe Abb. 3.10, S. 53, [134]).

2.1.6 Antikörper

Die für Western Blot und FACS Analysen verwendeten Antikörper und Bindemoleküle sind

in den Tabellen 2.4 und 2.5 aufgeführt.
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Tabelle 2.4: Primärantikörper

Antikörper Informationen Konzentration Verdünnung

α-myc (9E10) Muriner monoklonaler Antikörper.

Fällung aus dem Überstand der

Hybridoma Zelllinie 9E10 unter

Verwendung von Ammoniumsulfat

und anschließend Lösung in PBS

k. A. 1:20

α-myc (71D10) Monoklonaler Antikörper aus dem

Kaninchen (Cell Signaling Techno-

logy, Inc., Danvers, USA)

125 µg/ml 1:1000

α-mIL-23Rbiotin

(BAF1686)

Biotinylierter, monoklonaler Anti-

körper, der an die ECD des muri-

nen IL-23R bindet (R&D Systems,

Minneapolis, USA)

200 µg/ml 1:1000

α-mIL-12Rbiotin

(BAF1998)

Biotinylierter, monoklonaler Anti-

körper, der an die ECD des mu-

rinen IL-12Rβ1 bindet (R&D Sys-

tems, Minneapolis, USA)

200 µg/ml 1:1000

α-P-STAT3

(Tyr705) (D3A7)

Monoklonaler Antikörper aus dem

Kaninchen (Cell Signaling Techno-

logy, Inc., Danvers, USA)

79 µg/ml 1:1000

α-STAT3 (124H6) Monoklonaler Antikörper aus der

Maus (Cell Signaling Technology,

Inc., Danvers, USA)

150 µg/ml 1:1000

α-P-p44/42-ERK

(Thr202/ Tyr204)

Monoklonaler Antikörper aus dem

Kaninchen (Cell Signaling Techno-

logy, Inc., Danvers, USA)

501 µg/ml 1:1000

α-p44/ 42-ERK Monoklonaler Antikörper aus dem

Kaninchen (Cell Signaling Techno-

logy, Inc., Danvers, USA)

41 µg/ml 1:1000
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Tabelle 2.5: Sekundärantikörper

Antikörper Informationen Konzentration Verdünnung

α-mouse POD ImmunoPure Peroxidase Conjuga-

ted Goat Anti-Mouse IgG (H+L)

(Thermo Fisher Scientific, Perbio

Science Deutschland, Bonn)

400 µg/ml 1:5000

α-rabbit POD ImmunoPure Peroxidase Conjuga-

ted Rabbit Anti-Goat IgG (H+L)

(Thermo Fisher Scientific, Perbio

Science Deutschland, Bonn)

400 µg/ml 1:5000

2.1.7 Rekombinante Proteine

2.1.7.1 Hyper-IL-6

Hyper-IL-6 (HIL-6) ist ein humanes Fusionsprotein bestehend aus IL-6 und dem löslichen

IL-6R (sIL-6R)[149]. Für die Auslösung der IL-6-abhängigen Signaltransduktion reicht es aus,

wenn auf der Oberfläche der Zellen gp130 vorhanden ist [151]. Für zellbiologische Arbeiten

wurde das gereinigte HIL-6 in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt.

2.1.7.2 murines Hyper-IL-23

Das Designer-Zytokin murines Hyper-IL-23 (mHIL-23) besteht aus den Untereinheiten p19

und p40, die mit einem rekombinanten Peptid-Linker (RGGGGSGGGGSVE) verbunden

sind [38]. In der Arbeitsgruppe von Prof. Scheller wurde eine stabile CHO-K1 Zelllinie

erzeugt, die dieses Protein in den Überstand sezerniert. Die biologische Aktivität konnte in

vitro nachgewiesen werden [134]. Zellen, die den mIL-12Rβ1 und den mIL-23R auf ihrer

Oberfläche exprimieren, können durch mHIL-23 aktiviert werden. Für Kultur, Proliferation

und Stimulation von Zellen wurden 0,2% vom konditionierten Zellüberstand der stabilen

CHO-K1 Zelllinie benutzt. Die Konzentration an mHIL-23 wurde mittels ELISA bestimmt

und betrug 55 µg/ml [134].

2.1.8 Inhibitoren

PD98059

Spezifischer Inhibitor von MAP-Kinase-Kinasen (MEK), CAS-Nummer 167869-21-8,

bezogen von Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, BRD. Der Inhibitor wurde in Western
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Blot Analysen mit einer Konzentration von 20 µM gelöst in DMSO eingesetzt.

U0126

Spezifischer, nicht-kompetitiver Inhibitor von MEK1 (IC50 = 72 nM) und MEK2 (IC50 = 58

nM), CAS-Nummer 109511-58-2, bezogen von Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt,

BRD. Der Inhibitor wurde in Western Blot Analysen ebenfalls mit einer Konzentration von

20 µM gelöst in DMSO eingesetzt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Präparation von Plasmid-DNA

2.2.1.1 Mini-Präparation

Für die Präparation von Plasmid-DNA wurden folgende Puffer verwendet:

Solution 1 (S1) 50 mM Glucose

25 mM Tris-HCl pH 8,0

10 mM EDTA pH 8,0

1:1000 RNase

Solution 2 (S2) 0,2 mM NaOH

1% SDS

Solution 3 (S3) 60 ml 5M Kaliumacetat

11,5 ml Essigsäure

28,5 ml H2O

Zum Aufreinigen kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde zunächst eine einzelne Bakterienko-

lonie in 2 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum überführt. Die Bakterien

wurden über Nacht bei 37°C und 140 rpm kultiviert. Nach Zentrifugation (5 min, 13000

rpm, Raumtemperatur) wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 100 µl des

RNase-haltigen S1-Puffers resuspensiert. 200 µl S2-Puffer wurden hinzugegeben und nach

Durchmischen mit 150 µl S3-Puffer versehen. Nach einer Inkubationszeit von 10 min folgte

eine Zentrifugation bei 4°C (10 min, 13000 rpm). Der Überstand wurde in ein neues Re-

aktionsgefäß überführt. Zur Fällung der DNA wurde die Lösung mit 900 µl 100% Ethanol

versetzt. Anschließend wurde die DNA mittels Zentrifugation (10-15 min, 13000 rpm, 4°C)

präzipitiert. Der Überstand wurde entfernt und das DNA-Pellet mit 500 µl 70% Ethanol

gewaschen. Nach Entfernen des Ethanols wurde das DNA-Pellet luftgetrocknet und in 30 µl

H2O gelöst.
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Alternativ wurde die Plasmid-DNA mit dem GeneJet Plasmid Miniprep Kit der Firma Fer-

mentas GmbH (St. Leon-Roth, BRD) isoliert.

Dazu wurden einzelne Bakterienkolonien in 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden

Antibiotikum gegeben und über Nacht bei 37°C inkubiert (180 rpm). Die DNA wurde nach

Anweisungen des Herstellers isoliert und mit 30 µl H2O eluiert.

1 µl der erhaltenen DNA wurde durch Restriktionsanalyse überprüft (siehe Kap. 2.2.2).

2.2.1.2 Midi-Präparation

Für die Präparation größerer Mengen DNA wurde das NucleoBond Xtra Midi/ Maxi-Kit

(Machery-Nagel GmbH&Co.KG, Düren, BRD) eingesetzt.

Hierfür wurden 100 ml LB-Medium (mit dem entsprechenden Antibiotikum) mit einer Bak-

terienkolonie beimpft und über Nacht bei 37°C und 150 rpm inkubiert. Nach Zentrifugation

wurde die DNA nach Anweisungen des Herstellers isoliert und anschließend in 100 µl H2O

gelöst.

Die erhaltene DNA wurde mittels Restriktionsspaltung analysiert (siehe Kap. 2.2.2) und ihre

Konzentration im NanoDrop (siehe 2.2.4) bestimmt.

2.2.2 Restriktionsanalyse von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die die DNA an bestimmten Sequenzen schneiden

(Erkennungssequenz). Dabei hinterlassen sie entweder glatte DNA-Enden (blunt-ends) oder

sogenannte kohäsive/ klebrige Enden (sticky-ends), bei denen die beiden DNA-Stränge

leicht versetzt geschnitten werden, sodass einzelsträngige Enden entstehen.

Die Restriktionsspaltung wurde im Rahmen dieser Arbeit zur DNA-Präparation für Klonie-

rungen und zur Analyse der cDNA nach Klonierungsexperimenten eingesetzt.

Der Ansatz für eine Reaktion setzt sich wie folgt zusammen:

0,5 µl Enzym (Fermentas GmbH, St.Leon-Roth)

1 µl enzymspezifischer Puffer (Fermentas GmbH, St.Leon-Roth)

1µl Plasmid-DNA (Konzentration < 1 µg/µl)

ad. 10 µl H2O

Nach einer Inkubation von mindestens 2 h bei 37°C wurden die Fragmente durch Gelelek-

trophorese der Größe nach aufgetrennt (siehe Kap. 2.2.3).

2.2.3 Agarosegelelektrophorese und Elution von DNA-Fragmenten

Plasmid-DNA, mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA und PCR-Fragmente wurden

elektrophoretisch in Agarosegelen bei konstanter Spannung (70-120 V) der Größe nach

aufgetrennt. 1-2% der Polysaccharid Agarose wurden in dem Puffer TAE (Tris-Acetat-EDTA)

aufgekocht. Das Gel wurde mit 0,1 µl/ml Ethidiumbromid gefärbt, welches zwischen den
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Basenpaaren von DNA interkaliert und so die DNA-Fragmente sichtbar macht.

Vor dem Auftragen wurde die DNA mit Ladepuffer (6x) versetzt.

Für die Größenbestimmung der DNA-Fragmente wurden die Marker GeneRuler Express

DNA ladder (100-5000 bp), GeneRuler 1 kb DNA ladder (250-10000 bp) und GeneRuler 50 bp

DNA ladder (50-1000 bp) der Firma Fermentas GmbH (St.Leon-Roth, BRD) verwendet und

zusätzlich auf das Gel aufgetragen.

Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente anhand ihrer Größe im elektrischen Feld,

erfolgte die Auswertung der Agarosegele mit einem UV-Transilluminator (Intas Science

Imaging Instruments GmbH, Göttingen, BRD) und wurde per Kamera dokumentiert.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:

TAE (Tris-Acetat-EDTA) 2 M Tris

100 mM EDTA

ad H2Odd 1000 ml

pH 8

6xDNA-Ladepuffer 30% Glycerol

50 mM EDTA

orange

pH 8

2.2.3.1 DNA-Extraktion aus Agarosegel/ Reinigung von PCR-Produkten

DNA-Fragmente oder PCR-Produkte wurden mit Hilfe des NucleoSpin Extract II-Kits

(Machery-Nagel GmbH&Co.KG, Düren, BRD) extrahiert.

Die gewünschten Fragmente wurden hierfür auf einem UV-Tisch mit Hilfe eines Skalpells

aus dem Agarosegel geschnitten. Die Reinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers über

Silica-Membranen in NucleoSpin-Säulen, von denen die DNA mittels 30 µl H2O eluiert wur-

de. Anschließend wurde die Größe der Fragmente erneut durch Agarosegelelektrophorese

überprüft und die DNA-Konzentration bestimmt (siehe Kap. 2.2.4).

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Mithilfe des NanoDrop ND-1000 (Peqlap Biotechnologie GmbH, Erlangen) wurde die Kon-

zentration der isolierten DNA spektrometrisch bestimmt.

DNA, RNA und freie Nukleotide haben über die aromatischen Ringe ihrer Basen die Fä-

higkeit UV-Licht mit einer Wellenlänge von 260 nm zu absorbieren, was für die Messung

benutzt wird.
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Zur Überprüfung der Reinheit wurde das Verhältnis der Absorption bei Wellenlänge 260

nm zu 280 nm betrachtet. Bei Nukleinsäurepräparationen sollte dies zwischen 1,8 und 2,0

liegen.

2.2.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzanalysen der klonierten Plasmide erfolgten durch die Firma GATC Biotech AG.

Hierfür wurden 30µl DNA mit einer Konzentration von 80-100µg/ml und der entsprechende

Primer in einer Konzentration von 10 pmol/µl benötigt. Die Auswertung der Sequenzie-

rung erfolgte mit dem Programm ClustalW2 Multiple Sequence Alignment vom European

Bioinformatics Institute (Cambridge, UK).

2.2.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) wurde von Kary Mullis

1985 beschrieben [152] und dient in erster Linie der Vervielfältigung (Amplifikation) von

DNA-Abschnitten.

Die Reaktionsschritte laufen in einem Thermocycler (Mastercycler, Eppendorf, Hamburg,

BRD) bei definierten Temperaturen ab.

Kurze, komplementäre DNA-Stücke (Primer) werden benutzt, um den DNA-Abschnitt einzu-

grenzen, der vervielfältigt (repliziert) werden soll. An diese Primer setzen dann die Polymera-

sen an, die mit Hilfe von dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) einen komplementären

Strang an die im Zwischenschritt einzelsträngig vorliegende DNA aufbauen.

2.2.6.1 Mutagenese-PCR

Bei der Mutagenese-PCR soll der DNA-Abschnitt nicht nur repliziert werden, sondern

zusätzlich eine Punktmutation eingeführt werden. Dies gelingt durch die Wahl der Primer,

die an der Stelle, an der die Mutation erfolgen soll, nicht komplementär zum vorliegenden

DNA-Strang sind. Außerdem wurde die Phusion DNA Polymerase (Thermo Fisher

Scientific, Perbio Science Deutschland, Bonn) eingesetzt, bei der ein Pyrococcus-ähnliches

proofreading-Enzym mit einer prozessivitätssteigernden Domäne durch Fusion einer

Doppelstrang-bindenden Domäne kombiniert wurde. Dadurch kann die Amplifikation der

DNA-Abschnitte erfolgen.

Folgender PCR-Ansatz wurde hergestellt:

1 µl Phusion DNA Polymerase (2 U/µl)

10 µl Phusion HF (High-Fidelity) Puffer

0,5 µl Primer (100 pmol/µl)

1 µl 10 mM dNTP
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1 µl DNA (template: pcDNA3.1 cIL-23R)

ad 50 µl H2O

Von vier hergestellten Ansätzen enthielten zwei (A) den sense- und zwei (B) den an-

tisense-Primer. Die Primer waren jeweils so gewählt, dass sie sich in ihrer Sequenz

vom template (pcDNA3.1 cIL-23R) in einer Base unterscheiden. Dies führte dann zur

gewünschten Punktmutation.

Zur Durchführung der PCR wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

1. Initiale Denaturierung 4 min 98°C

15 Zyklen:

2. Denaturierung 1 min 98°C

3. Annealing 1 min 52°C

4. Elongation 4 min 72°C

5. Finale Elongation 12 min 72°C

Danach wurden die PCRs mit den verschiedenen Primern (sense und antisense)

vereinigt. Hierzu wurden je 25 µl von Ansatz A mit 25 µl von Ansatz B zusammen gegeben.

Dazu wurde 1 µl Phusion DNA Polymerase pipettiert und ein zweiter PCR-Durchgang mit

gleichem Temperaturprogramm gestartet.

Das PCR-Produkt wurde mit dem Kit NucleoSpin Extract II aufgereinigt (siehe Kap. 2.2.3.1).

Die restliche, methylierte template-DNA wurde enzymatisch durch Restriktionsverdau mit

DpnI entfernt.

2.2.6.2 Deletions-PCR

Um deletierte Varianten des Rezeptors herzustellen, wurden Primer verwendet, die nur

den N-terminalen Teil der Rezeptor-DNA eingrenzen. Eingesetzt wurde außerdem die Pfu

DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland, Bonn) aus dem

hyperthermophilen Archaebakterium Pyrococcus furiosus. Diese hat die Eigenschaft, DNA

in 5’ –> 3’ Richtung zu verdoppelt und weist zusätzlich eine 3’–>5’ proofreading Funktion auf.

Folgender Ansatz wurde verwendet:

0,5 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl)

5 µl Puffer Pfu + 20mM MgSO4

3 µl Primer forward (100 pmol/µl)

3 µl Primer reverse (100 pmol/µl)

1 µl 10 mM dNTP
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1 µl DNA (template: pcDNA3.1 cIL-23R)

ad 50 µl H2O

Die PCR wurde mit folgendem Temperaturprogramm durchgeführt:

1. Initiale Denaturierung 5 min 95°C

30 Zyklen:

2. Denaturierung 1 min 95°C

3. Annealing 1 min 60°C

4. Elongation 4 min 72°C

5. Finale Elongation 12 min 72°C

2.2.6.3 SOE-PCR

Um zwei oder mehrere PCR-Fragmente miteinander zu ligieren, wurde eine splicing by

overlapping extensions PCR (SOE-PCR) durchgeführt. Hierfür wurden jeweils 1 µl der

einzelnen PCR-Ansätze als template verwendet. Ansatz und Temperaturprogramm waren

analog zur Durchführung der Deletions-PCR.

Das Prinzip der SOE-PCR wird in Abschnitt 3.1.1 weiter erläutert.

2.2.6.4 Colony-PCR

Die Colony-PCR ist neben der Restriktionsanalyse eine Möglichkeit zur Analyse von

Bakterienklonen nach Klonierungsexperimenten. Dafür wurden die Bakterienkolonien

auf der Platte markiert, mit einer Spitze angepickt und in ein PCR-Tube mit 20 µl H2O

überführt.

Die Spitze wurde anschließend in 2 ml LB-Medium abgeworfen, um eventuell für eine

Über-Nacht-Kultur verwendet zu werden.

Das PCR-Tube wurde verschlossen und 5 min bei 95°C inkubiert.

Anschließend wurde folgender PCR-Ansatz hergestellt:

1 µl Dream Taq (1 U/µl)

5 µl Dream Taq Puffer

4 µl MgCl2 (25 mM)

2,5 µl Primer A (100 pmol/µl)
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2,5 µl Primer B (100 pmol/µl)

1 µl 10mM dNTP

ad 50 µl H2O

Danach konnte die PCR mit folgendem Temperaturprogramm gestartet werden:

1. Initiale Denaturierung 5 min 95°C

30 Zyklen:

2. Denaturierung 1 min 95°C

3. Annealing 1 min 61°C

4. Elongation 4 min 72°C

5. Finale Elongation 12 min 72°C

Die Länge der erhaltenen DNA-Fragmente wurde dann mittels Agarosegelelektrophorese

(siehe Kap. 2.2.3) bestimmt.

2.2.6.5 RT-PCR

In dieser Arbeit wurde die RT-PCR (PCR mit Reverser Transkriptase) verwendet, um die

aus den Ba/F3 Zelllinien isolierte RNA zu überprüfen (siehe Kap. 3.3.1). Dafür müssen die

RNA-Moleküle zunächst in einzelsträngige cDNA umgeschrieben werden.

Folgender Ansatz wurde hergestellt:

2 µg RNA

1 µl oligo-dT-Primer (100 pmol)

ad 13 µl H2O

Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 70°C und daraufhin Abkühlung auf Raumtempe-

ratur wurden dem Ansatz folgendermaßen erweitert:

1 µl RevertAid M- MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD)

4 µl 5xRT-Puffer 2 µl dNTP-Mix (10 mM)

Der Ansatz wurde für 60 min bei 42°C und abschließend für 10 min bei 72°C inku-

biert. Für die anschließende PCR wurde 1 µl der entstandenen cDNA eingesetzt. Der Ansatz

und das Temperaturprogramm der folgenden PCR ist identisch mit dem der Colony-PCR.
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2.2.7 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um einen Expressionsvektor (z.B. p409) für eine Ligation vorzubereiten, muss dieser zu-

nächst linerarisiert werden. Dafür erfolgte ein Retriktionsverdau über Nacht bei 37°C. Dann

wurde das Enzym inaktiviert, indem der Ansatz 20 min bei 65°C inkubiert wurde.

Um nach dem Restriktionsverdau zu verhindern, dass sich 3’- und 5’-Ende des Vektors

wieder verbinden, wurde der Vektor dephosphoryliert. Dafür wurde der Ansatz mit 3 µl Fast-

AP, 1 µl Fast-AP-Puffer und 6 µl H2O ergänzt und anschließend 1 h bei 37°C inkubiert. Die

Reaktion wurde durch 5 min bei 75°C inaktiviert. Danach wurde die DNA nach Anweisung

des Gelextraktionskits (NucleoSpin Extract II) gereinigt.

2.2.8 Herstellung von glatten DNA-Enden

Bei der Präparation des retroviralen Plasmids pMOWS-puro-GFP (6527 bp) hinterlässt der

Restriktionsverdau mit BamH1 ein klebriges Ende (sticky end). Um ein glattes Ende (blunt

end) zu erzeugen wurde der 5’-Überhang mithilfe eines Klenow Fragments (Fermentas

GmbH, St-Leon-Roth, BRD) aufgefüllt. Dabei handelt es sich um ein großes Fragment der

DNA Polymerase 1, welches nur den DNA-Aufbau von 5’ nach 3’ unterstützt.

Folgender Ansatz wurde hergestellt:

25 µl DNA (nach Gelextraktion)

0,5 µl Klenow Fragment

3 µl Klenow Puffer (10-fach)

0,5 µl 2 mM dNTP

ad 30 µl H2O

Die Reaktion wurde 10 min bei 37°C inkubiert und anschließend 10 min bei 95°C

inaktiviert. Nachdem der Vektor dephosphoryliert wurde, kann er zur Ligation genutzt

werden.

2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Um weitere Versuche mit klonierten DNA-Fragmenten durchführen zu können, müssen

diese in Expressionsvektoren eingebracht werden. Die verwendeten Plasmide sind in

Abschnitt 2.1.4 aufgeführt. Die Verknüpfung von insert und Vektor erfolgt mithilfe eines

Enzyms, der DNA-Ligase, welches unter ATP-Hydrolyse Esterbindungen zwischen zwei

DNA-Fragmenten knüpft.

Für die Berechnung der insert-Menge zur Ligation der DNA-Fragmente wurde folgende

Formel benutzt:
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M assei nser t =
5×M asseV ektor ×Läng ei nser t

Läng eV ektor

Zu diesem Ansatz wurden 2 µl T4-DNA Ligase (Fermentas GmbH, St.-Leon-Roth,

BRD) und 2 µl DNA Ligase Puffer gegeben. Bei glatten DNA-Enden wurden zusätzlich 2 µl

PEG4000 (Polyethylenglycol) hinzu gegeben. Der Ansatz wurde mit H2O auf 20 µl aufgefüllt

und mindestens 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

2.2.10 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

2.2.10.1 Transformation mittels heat-shock

Für die Transformation mittels heat-shock wurden chemisch-kompetente XL1-blue Zellen

(E.coli) hergestellt. Dafür wurden zunächst 5 ml einer Übernachtkultur in 500 ml LB-Medium

überführt. Unter Schütteln wurden die Zellen bis zu einer optischen Dichte bei einer Wellen-

länge von 600 nm (OD600) von 0,5-0,8 bei 37°C inkubiert. Nach Erreichen der gewünschten

Bakteriendichte wurde der Ansatz bei 4°C und 5000 rpm 15 min lang zentrifugiert. Das

Zellpellet wurde in 140 ml eiskalter Calciumchloridlösung (50 mM) resuspendiert und für

20 min auf Eis inkubiert. Die Zentrifugation (4°C, 5000 rpm, 15 min) wurde wiederholt und

das Zellpellets in 25 ml eiskalter Calciumchloridlösung mit 10% Glycerin resuspendiert.

Nach erneuter Zentrifugation (4°C, 5000 rpm, 15 min) wurde das Pellet in 2 ml eiskalter

Calciumchloridlösung mit 10% Glycerin resuspendiert. Die erhaltenen kompetenten Zellen

wurden aliquotiert, in flüssigen Stickstoff überführt und bei -80°C gelagert.

Nach Auftauen der Zellen auf Eis wurde die zu transformierende DNA (1 µl Plasmid-DNA

oder 10 µl Ligationsprodukt) hinzugegeben und mit Hilfe einer Pipette wurden Zellen und

DNA vermischt. Der Hitzeschock erfolgte für 30 s bei 42°C (Thermomixer Comfort, Eppen-

dorf AG, Hamburg, BRD). Danach wurden die Zellen 5 min auf Eis abgekühlt und in 500 µl

LB-Medium resuspendiert. Nach Inkubation für 1 h (37°C, 750 rpm) wurden 100-200 µl auf

eine LB-Agar-Platte ausgestrichen.

2.2.10.2 Transformation mittels Elektroporation

Für die Transformation mittels Elektroporation wurden zu elektrokompetenten XL1-blue

Zellen (E.coli) benötigt. Die Herstellung dieser Zellen erfolgte analog zu den chemisch-

kompetenten Zellen. Anstelle der Calciumchloridlösung wurde allerdings jeweils H2O ein-

gesetzt. Die Zellen wurden bei -80°C gelagert und dann ca. 20 min auf Eis aufgetaut. Danach

erfolgte die Zugabe von 5-10 µl DNA. Die DNA und die elektrokompetenden Zellen wurden

mit einer 100 µl-Pipette durchmischt und in eine Glasküvette überführt. Die Elektroporation

erfolgte mit dem Eporator (Eppendorf AG, Hamburg, BRD). Danach wurden die Zellen mit

500 µl LB-Medium vermischt, in ein Eppie gegeben und 1 h bei 37°C, 750 rpm inkubiert.

Anschließend wurden ca. 100-200 µl auf LB-Agar-Platten ausgestrichen und über Nacht bei

36



2.3 Zellbiologische Arbeiten

37°C inkubiert.

2.3 Zellbiologische Arbeiten

2.3.1 Kultivierung von adhärenten Zellen

Adhärente Zellen (HeLa, COS 7, Phoenix-Eco, siehe 2.1.5.2) wurden in DMEM(+/+) bei

37°C und einer Umgebung mit 5% CO2 kultiviert. Zum Passagieren der Zellen wurden sie

alle sieben Tage mit 2 ml Trypsin/ EDTA abgelöst und im Verhältnis 1:50 auf eine neue 10

cm-Schale überführt.

PBS (Phosphate Buffered Saline) 150 mM NaCl

8 mM Na2HPO4 pH 7,4

1,7 mM NaH2PO4 pH 7,4

Trypsin/EDTA (10x) 0,5/ 0,2%ig in PBS

2.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen wurden in DMEM(+/+) kultiviert, welches mit 10

ng/ml HIL-6 versetzt war. Wie die adhärenten Zellen wuchsen sie in einer Umgebung mit

5% CO2 und 37°C in 10 cm-Schalen. Gesplittet wurden die Suspensionszellen im Normalfall

jede Woche im Verhältnis 1:1000. Stabil mit Rezeptoren transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen

wurden durch Zugabe des passenden Antibiotikums selektiert (Puromycin/ Hygromycin B).

Wenn sie sowohl den IL-12 Rezeptor β1, als auch den IL-23 Rezeptor besaßen, wuchsen sie

auch durch Zugabe von mHIL-23 anstelle von HIL-6 (siehe Kap. 3.3).

2.3.3 Transfektion

Um die Funktionalität der Rezeptoren in vitro zu analysieren, wurden HeLa und COS 7

Zellen mit der klonierten Rezeptor-cDNA transfiziert. Für Einzeltransfektionen wurden 5 µg

DNA in 1 ml DMEM(-/-) gelöst und 10 µl TurboFect (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth, BRD)

dazugegeben.

Für Doppeltransfektionen wurden je 4 µg DNA in 1,6 ml DMEM(-/-) gelöst und 16 µl

TurboFect dazugegeben.

Der Ansatz wurde auf eine volle 10 cm-Schale (Konfluenz 70-90%) der adhärenten Zelllinien

HeLa oder COS 7 getropft und bei 37°C inkubiert. Nach 6 h erfolgte ein Mediumwechsel mit

10 ml DMEM(+/+).

37



2.3 Zellbiologische Arbeiten

Nach 24 h wurde ein weiterer Mediumwechsel mit 10 ml DMEM(-/-) vorgenommen, um die

Zellen vor der Stimulation mit mHIL-23 oder HIL-6 zu starven ("hungern").

2.3.4 Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen

Zunächst mussten Phoenix-Eco-Zellen mit der DNA transfiziert werden. Dafür wurden

auf 6-well-Platten 8x105 Phoenix-Eco-Zellen pro well ausgesäht und über Nacht bei 37 °C

inkubiert.

Dann wurde 1 µg DNA mit 200 µl DMEM(-/-) verdünnt und mit 2 µl TurboFect (Fermentas

GmbH, St.-Leon-Roth, BRD) versehen. Der Ansatz wurde dann 15-20 min bei Raumtempera-

tur inkubiert und anschließend auf Phoenix-Zelle gegeben. Nach 6 h Inkubation erfolgte ein

Mediumwechsel mit 2 ml DMEM (+Pen/ Strep + 30% FKS). Die Zellen wurden über Nacht

bei 37°C inkubiert.

Nun wurden die Ba/F3-Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt, 5 min bei 1000 rpm

zentrifugiert und mit sterilem PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen gezählt und auf eine

Anzahl von 2x106 Zellen/ml verdünnt. 50 µl dieser Suspension, also 1x106 Zellen, wurden in

ein 1 ml Eppendorfer-Reaktionsgefäß überführt. Darauf wurden 250 µl vom Überstand der

am vorherigen Tag transfizierten Phoenix-Eco-Zellen und 3 µl Polybrene (Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Steinheim, BRD) gegeben. Nachdem mindestens 2 h bei 1800 rpm zen-

trifugiert wurde, konnte das Medium abgenommen und die Zellen in 5 ml DMEM(+/+)

resuspendiert werden. Das Medium wurde mit 10 ng/ml HIL-6 versetzt und die Zellen 48 h

inkubiert (37°C, 5% CO2).

Dann erfolgte die Selektion der Zellen durch die Zugabe der Antibiotika.

2.3.5 Proliferationsassay

Um das zytokin-abhängige Wachstum von den Ba/F3-gp130 Zelllinen (siehe Kap. 2.1.5.2) zu

untersuchen, wurden Proliferationsassays durchgeführt. Dafür wurden die Ba/F3 Zellen drei

Mal mit sterilem PBS gewaschen. Nach Zentrifugation (5 min, 1500 rpm, Raumtemperatur)

wurde der Überstand entfernt und das Zellpellet in 10 ml DMEM(+/+) resuspendiert. Die Zel-

len wurden gezählt (TC10 Automated Cell Counter, Bio-Rad Laboratories GmbH, München,

BRD, durch Zusatz von Tryptan blue 0,5% (w/v) in physiological saline, Biochrom AG, Berlin)

und auf eine Konzentration von 50000 Zellen/ml eingestellt. Danach wurden jeweils 100

µl bzw. 5000 Zellen in die Vertiefung einer 96-well-Platte gegeben. Je nach Versuchsansatz

wurde dann eine definierte Menge Zytokin hinzugegeben oder nicht. Für die Stimulation

mit HIL-6 wurden Konzentrationen von 10 ng/µl eingegesetzt, für mHIL-23 0,2% des von

CHO-K1 Zellen gewonnenen Überstandes.

Die Zellen wurden mindestens 48 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega Corpo-
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ration, Madison, USA). Die Messung beruht auf dem Umsatz des blauen Redoxfarbstoffs

Resazurin durch metabolisch aktive Zellen zum pinkfarbenen, fluoreszenten Resorufin. Am

Photometer (infinite M200 PRO, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, BRD) erfolgte die

Messung der Fluoreszenz bei 560 nm zu den Zeitpunkten 0 min, 20 min, 40 min und 60

min nach Zugabe des CellTiter-Blue Reagent. Die gemessene Menge Resorufin ist propor-

tional zum Anteil lebender Zellen im Versuchsansatz. Durch Subtraktion der Zellzahl zum

Zeitpunkt 0 min konnte die Zellproliferation bestimmt werden.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Lysaten

Von den transfizierten/ transduzierten Zellen mussten zunächst Lysate angefertigt werden,

um dann mittels Western Blot die Rezeptoren und intrazelluläre Signalkaskaden, zum

Beispiel durch phosphoryliertes STAT3, nachzuweisen. Für die Zelllyse wurden folgende

Puffer verwendet:

Lyse Puffer Phospho-STAT3 50 mM Tris-HCl

150 mM KaCl

2 mM EDTA

pH 7,5

1% NP-40

1% Triton X-100

CompleteT M (1 Tablette für 50 ml)

1 mM NaF

1 mM N a3V O4

Mild Lysis Buffer 50 mM Tris-HCl pH 7,5

150 mM NaCl

1% Triton X-100

CompleteT M (1 Tablette für 50 ml)

2.4.1.1 Herstellung von Lysaten adhärenter Zellen

Die Zellen wurden für die weiteren Versuche 10 min mit mHIL-23 oder HIL-6 stimuliert oder

unstimuliert belassen. Dann wurde das Medium entfernt und die adhärenten Zellen mit 10

ml 1xPBS gewaschen. Das PBS wurde wiederum abgegossen und die Zellen in 1ml 1xPBS
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mit einem Zellschaber von den Schalen gelöst und in ein neues Reaktionsgefäß überführt.

Nach kurzer Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4°C) wurde der Überstand abgenommen

und die Zellen in 100-200 µl Lyse Puffer resuspendiert. Die Lyse erfolgte mindestens 1 h bei

4°C. Nach Zentrifugation (20 min, 13000 rpm, 4°C) wurde das Lysat vom Zellpellet getrennt

und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.4.1.2 Herstellung von Lysaten von Suspensionszellen

Für die Lyse von stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zelllinien wurden drei volle 10 cm-

Schalen in ein 50ml Reaktionsgefäß überführt und drei Mal mit 30 ml PBS gewaschen.

Nach Zentrifugation (5 min, 1500 rpm, Raumtemperatur) wurde das PBS entfernt und das

Zellpellet in DMEM(-/-) resuspendiert. Die Zellen wurden wieder auf 10 cm-Schalen verteilt

und 5 h Inkubiert (starving). Dann erfolgte entweder die Stimulation der Zellen mit den

Zytokinen (mHIL-23/ HIL-6) oder die Zellen wurden unstimuliert lysiert.

Die Lyse der Ba/F3 Zellen wurde analog zu den adhärenten Zellen durchgeführt.

2.4.2 Bestimmung des Proteingehalts (BCA-Assay)

Der Proteingehalt der Zelllysate wurde mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits (Thermo

Fisher Scientific, Perbio Science Bonn, BRD) bestimmt. Die BSA-Standards wurden nach

Angaben des Herstellers erstellt und die Proteinbestimmung gemäß des Protokolls durchge-

führt. Die Messung erfolgte am Photometer (infinite M200 PRO, Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim, BRD).

2.4.3 Western Blot

Um Proteine der Größe nach aufzutrennen wurden sie mit (Laemmli-Puffer) (s.u.) versetzt,

10 min bei 95°C inkubiert und auf SDS-PAA-Gele aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte

dann im elektrischen Feld bei einer Spannung von ca. 90 V und konstanter Stromstärke

(Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD). Die Gele

wurden nach Sambrook und Russel [153] in folgender Zusammensetzung hergestellt:

Trenngelpuffer für SDS-PAA-Gele 1,5 M Tris-HCl

0,4% SDS

pH 8,8

Sammelgelpuffer für SDS-PAA-Gele 500 mM Tris

0,4% SDS

pH 6,8

40



2.4 Proteinbiochemische Methoden

10% Gel

Trenngel: Sammelgel:

4 ml H2O 1,72 ml H2O

3,3 ml Acrylamid Mix 0,5 ml Acrylamid Mix

2,6 ml Trenngelpuffer 0,75 ml Sammelgelpuffer

0,1 ml Ammoniumpersulfat 0,03 ml Ammoniumpersulfat

0,004 ml TEMED 0,003 ml TEMED

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:

10xTBS 10 mM Tris-HCl (pH 8,0)

150 mM NaCl

1xTris TBS-T 100 ml 10xTBS

900 ml H2O

0,5 ml Tween20

Blocking Puffer 5% Milch (5 g Milchpulver in 100 ml TBS-T)

10xTransferpuffer 25 mM Tris-HCl

192 mM Glycin

1xTransferpuffer 100 ml 10xTransferpuffer

200 ml Methanol (20%)

1 ml 10% SDS

700 ml H2O

5x SDS-Probenpuffer 1,0 ml 0,5 M Tris-HCl pH 8,5

(Laemmli-Puffer) 0,8 ml Glycerol

1,6 ml 10% SDS

0,4 ml β-Mercaptoethanol

0,4 ml 0,05% Bromphenolblau

3,8 ml H2O

SDS-Page Laufpuffer 25 mM Tris

0,1% SDS

192 mM Glycin

stripping Puffer 62,5 mM Tris

2% SDS

0,1% β-Mercaptoethanol
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Nun erfolgte die Übertragung (blotting) der Proteine von den SDS-PAA-Gelen auf

eine Nitrocellulosemembran. Dafür wurde die Nitrocellulosemembran 2 min in Methanol

aktiviert und die SDS-PAA-Gele mit den aufgetrennten Proteinen darauf platziert. Auf

beide Seiten wurden Schichten aus vier Whatman-Filterpapieren aufgelegt, die vorher

in Transferpuffer getränkt wurden. Das blotting erfolgte bei einer Spannung von ca. 20 V

und konstanter Stromstärke (Power Pac HC Transfer system, Bio-Rad Laboratories GmbH,

München, BRD).

Die Membran wurde dann 3 h mit 5% Milchpulver oder 5% BSA (in TBS-T) geblockt.

Über Nacht wurde sie bei 4°C mit dem entsprechenden primären Antikörper inkubiert.

Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen bevor sie für 1 h

bei Raumtemperatur mit dem sekundären Antikörper, der an den Fc-Teil des primären

Antikörpers bindet, inkubiert wurde. Wenn der primäre Antikörper biotinyliert war, wurden

die Membranen in lichtundurchlässigen 50 ml Reaktionsgefäßen inkubiert. Anstelle des

sekundären Antikörpers erfolgte im nächsten Schritt die Zugabe von Streptavidin-HRP.

Danach wurden die Membranen zweimal mit TBS-T gewaschen und einmal mit PBS.

Um die Proteine an die die Antikörper gebunden haben sichtbar zu machen, erfolgte

eine Entwicklung mit dem ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare,

Buckinghamshire, GBR) und der INTAS Chemocam (Intas Science Imaging Instruments

GmbH, Göttingen, BRD).

2.4.3.1 Stripping

Um die Antikörper, die an die Proteine auf der Membran gebunden sind, zu entfernen, wurde

die Membran in 50 ml Stripping Puffer 30 min bei 60°C (Wasserbad) inkubiert. Danach

wurde der Puffer entfernt und die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen.

Nach 3 h Blocken kann nun erneut eine Inkubation mit einem primären Antikörper erfolgen.

2.4.4 Durchflusszytometrie

Der Nachweis der Rezeptoren auf der Zelloberfläche erfolgte mittels Durchflusszytometrie/

FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analysen.

Dafür wurden die verschiedenen Ba/F3-gp130 Zelllinien gezählt und 5x105 Zellen in ein

Reaktionsgefäß pipettiert. Die Zellen wurden 10 min bei 2000 rpm und 4°C zentrifugiert, der

Überstand entfernt und das Zellpellet in 1 ml PBS mit 1% BSA (FACS Puffer) resuspendiert.

Dieser Schritt wurde wiederholt und das Zellpellet dann in 100 µl FACS Puffer resuspendiert.

Dann wurde der primäre Antikörper dazugeben (10 µl phycoerythrin conjugated anti-mouse

IL-12Rβ1 oder 2,5 µl monoclonal anti-mouse IL-23R, R&D Systems, Minneapolis, USA,

verwendet nach Herstellerinformationen) und 2 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann
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einmal mit FACS Puffer gewaschen und im Falle des mIL-23R-Antikörpers nun der sekundäre

Antikörper (Alexa Fluor 647 conjugated Fab goat anti-rat IgG, Konzentration 1,6 mg/ml,

Verdünnung 1:100 in 1xPBS mit 1% BSA, Dianova GmbH, Hamburg, BRD) hinzugegeben

und 1 h bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden noch einmal gewaschen und in 500 µl FACS

Puffer resuspendiert.

Die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie (BD FACSCanto II flow cytometer, Becton

Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD) und die Auswertung mit FCS Express (De Novo Software,

Los Angeles, USA).

Für den Nachweis von intrazellulärem (phosphoryliertem) STAT3 wurden 1x106 Ba/F3-

gp130 Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 4 h in DMEM(-/-) inkubiert. Danach wurden

die Zellen je nach Versuchsansatz mit mHIL-23 stimuliert. Die Zellen wurden dann 5 min

bei 2000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Überstand entfernt. Durch Zugabe von 1 ml

2% PFA (Paraformaldehydeat) in PBS wurden die Zellen fixiert (15 min bei 37°C) und dann

durch 90% Methanol 30 min auf Eis permeabilisiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS

mit 0,5% BSA gewaschen und mit den primären Antikörpern für phospho-STAT3 und STAT3

über Nacht inkubiert (Alexa Fluor 647 mouse anti-Stat3 (pY705) und PE mouse anti-Stat3,

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA, verwendet nach Herstellerinformationen). Die weitere

FACS-Analyse erfolgte wie oben beschrieben.
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KAPITEL 3

Ergebnisse

3.1 Konstruktion von Rezeptorchimären des IL-23 Rezeptors

Zu Beginn der Arbeit wurden zwei Chimären aus dem murinen und dem humanen IL-23

Rezeptor (IL-23R) kloniert. Diese enthalten jeweils die murine extrazelluläre Domäne (ECD)

und die humane intrazelluläre Domäne (ICD). Beiden Chimäre unterscheiden sich in der

Transmembrandomäne (TM), die entweder human (hTM) oder murin (mTM) ist. In der

ICD befinden sich sieben Tyrosine. Einen schematischen Überblick gibt Abb. 3.1.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Signaltransduktion des humanen IL-23R analysiert. Die

erzeugten Chimären des IL-23R bilden mit dem murinen IL-12Rβ1 eine funktionelle Einheit

und ermöglichen so die Untersuchung der Signaltransduktion von IL-23. In den Experimen-

ten konnte zur Stimulation das in der AG Scheller produzierte mHIL-23 genutzt werden,

welches an den Rezeptorkomplex aus mIL-12Rβ1 und chimären IL-23R (mECD) bindet

(siehe Kap. 2.1.7.2). Die Versuche mit den IL-23R Chimären konnte außerdem analog zu de-

nen mit dem murinen IL-23R aufgebaut werden. Dies führt zu einer guten Vergleichbarkeit

zwischen der Signaltransduktion über die ICD des humanen und murinen IL-23R.

3.1.1 Klonierung der chimären IL-23 Rezeptoren

Um die Chimären aus dem murinen und humanen IL-23R zu konstruieren, wurde zunächst

eine SOE (splicing by overlapping extensions)-PCR durchgeführt. Abb. 3.2 verdeutlicht das

Vorgehen für die Konstruktion der Chimäre I mit mTM schematisch. Als Ausgangsplasmide

(templates) dienten die im Vektor pcDNA3.1 vorliegende cDNA (complementary deoxy-

ribonucleic acid) des murinen IL-23R und ein cDNA-Klon des humanen IL-23R (IMAGE

ID 4132295, Source Bio Science Life Sciences, Berlin, BRD). Durch PCR wurden zunächst

Teile der template-DNA amplifiziert. Durch den Einsatz der Primer entsteht außerdem ein

überlappender Bereich zwischen den beiden DNA-Abschnitten der template-DNAs. Durch

eine weitere PCR mit den endständigen Primern aus den ersten PCRs gelingt so die Fusion
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Abb. 3.1: Schematischer Überblick der IL-23R Chimären

Der murine IL-23R ist in Rot dargestellt und der humane IL-23R in Blau. Die klonierten Rezeptorchimären

bestehen jeweils aus der murinen extrazellulären Domäne (ECD) und der humanen intrazellulären Domäne

(ICD). Die beiden Chimären unterscheiden sich in der Transmembrandomäne (TM), die bei Chimäre I murin

(m) und bei Chimäre II human (h) ist. Die ICD des humanen, sowie des murinen IL-23R, weist sieben Tyrosine

(Y) auf, wobei sechs davon in beiden Spezies konserviert sind. Y542 ist nur im murinen, Y463 nur im humanen

IL-23R zu finden (kursiv). Drei der sieben Tyrosine werden als potentielle Phosphorylierungsstellen bei der

Signalweiterleitung beschrieben. Sie sind grün hervorgehoben.

der beiden DNA-Abschnitten der Ausgangsplasmide.

Das Produkt dieser Fusions-PCR besitzt, durch die Wahl der Primer, Schnittstellen für die

Restriktionsendonukleasen BmgBI (am 5’-Ende) und NotI (am 3’-Ende). Diese Schnittstellen

sind für weitere Klonierungsschritte wichtig.

Zunächst erfolgte die Ligation des phosphorylierten PCR-Produkts in den Klonierungsvektor

pcR-Script, der zuvor durch Restriktionsverdau mit HincII linerarisiert worden war. Die

cDNA der IL-23 Rezeptorchimären im pcR-Script Vektor wurde durch Restriktionsanalyse

und Sequenzierung überprüft.

Für die Klonierung der cDNA der chimären IL-23 Rezeptoren in den eukaryotischen Expressi-

onsvektor pcDNA3.1 wurden die pcR-Script Vektoren zunächst mit den Restriktionsenzymen

BmgBI und NotI behandelt. Die entstandenen Fragmente wurden durch Agarosegelelektro-

phorese der Größe nach voneinander getrennt, die für die Ligation relevanten Anteile aus

dem Gel extrahiert und die cDNA eluiert. Der Vektor pcDNA3.1 mIL-23R wurde ebenfalls
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Abb. 3.2: SOE-PCR zur Klonierung der chimären IL-23 Rezeptoren (IL-23R)

Um die Chimären aus dem murinen (m) und humanen (h) IL-23R zu konstruieren wurden zunächst die

DNA-Abschnitte für die Anteile der beiden Rezeptoren amplifiziert. Als template für die erste PCR diente

der Vektor pcDNA3.1 mIL-23R. Template der zweiten PCR war ein cDNA-Klon des humanen IL-23R. Die

Primer (forward (fwd) und reverse (rev)) wurden so gewählt, dass in der Mitte ein überlappender Bereich der

Rezeptor-cDNAs entsteht. Die dritte PCR ist die overlap-/ Fusions-PCR. Durch den Einsatz der endständigen

Primer von PCR eins und zwei, führt diese dann zu einer Fusion der beiden Rezeptor-cDNAs. Die entstandenen

PCR-Produkte bestehen aus der cDNA des murinen und humanen IL-23R, hier dargestellt für Chimäre I mit

mICD (intrazellulärer Domäne), mTM (Transmembrandomäne), hECD (extrazellulärer Domäne).

mit BmgBI und Not1 behandelt und nach Agarosegelelektrophorese extrahiert. Sowohl

der pcDNA3.1 Vektor (6125 bp), als auch die cDNA der Rezeptorchimären (insert, 1300 bp)

standen dann für die Ligation zur Verfügung (Abb. 3.3 A). Die daraus resultierenden Plasmi-

de wurden pcDNA3.1 cIL-23R mTM und pcDNA3.1 cIL-23R hTM genannt. Das Vorgehen

der Ligation ist in Abb. 3.3 A dargestellt. Abb. 3.3 B zeigt das Vorgehen zur Gewinnung der

DNA-Abschnitte.

Für die transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen mit der cDNA der Rezeptoren

wurden diese in den Expressionsvektor p409 kloniert. Dafür wurde der Vektor p409 mit

dem Restriktionsenzym PmeI behandelt und dephosphoryliert, um eine Re-Ligation des

Vektors zu verhindern. Die im Vektor pcDNA3.1 vorliegende cDNA der Rezeptorchimären

wurde ebenfalls mit PmeI behandelt. Die Ligation erfolge dann analog zu der Ligation in

den Vektor pcDNA3.1. Abb. 3.4 stellt das Vorgehen schematisch dar.

Für die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen wurde die cDNA des IL-23R in

den Vektor pMOWS-puro-GFP kloniert [146]. Dies ist ebenfalls in Abb. 3.4 dargestellt ist.

Dieser Vektor besitzt ein Gen für die Resistenz gegen Puromycin. Durch Zugabe von Puro-

mycin konnte dadurch eine Selektion der transduzierten Ba/F3 Zellen bei der Kultivierung

der Zellen erreicht werden (siehe Kap. 3.3). Der pMOWS-puro-Vektor wurde zunächst mit

den Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoNI behandelt. Danach wurde er mit einem

Klenow-Fragment aufgefüllt, wie in Kapitel 2.2.8 beschrieben, und lag somit linerarisiert
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Abb. 3.3: Ligation der chimären IL-23R cDNA in den Vektor pcDNA3.1

A: Schematische Darstellung der Ligation aus pcR-Script cIL-23R (Insert) und pcDNA3.1 (Vektor). Beide

Plasmide wurden vorher mit BmgBI und NotI behandelt, sodass eine Ligation an den Schnittstellen möglich

ist.

B: Analyse der aus der Midipräparation erhaltenden Plasmid-DNAs nach Restriktionsspaltung mit BmgBI und

NotI (+). Trennung der DNA-Fragmente der Größe nach durch Agarosegelelektrophorese in einem 1%-igen

Agarosegel. Zur Kontrolle sind unverdaute (-) Anteile der Plasmid-DNA mit aufgetragen. Die erwarte Größe

des mit BmgBI und NotI behandelten Inserts des pcR-Script cIL-23R Plasmids ist 1300 bp, des pcDNA3.1

Vektors 6125 bp.
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Abb. 3.4: Ligation des chimären IL-23R in den Vektor p409 und pMOWS-puro-GFP

Der Vektor p409 wurde mit PmeI behandelt und anschließend dephosphoryliert. Das insert wurde ebenfalls

durch Behandlung mit PmeI aus dem Vektor pcDNA3.1 cIL-23R gewonnen. Nach Auftrennung der Fragmente

durch Agarosegelelektrophorese konnten sie zur Ligation genutzt werden. Der Vektor pMOWS-puro-GFP

wurde mit BamHI und EcoNI behandelt. Anschließend wurde das klebrige Ende, welches BamHI an seiner

Schnittstelle hinterlässt, durch ein Klenow-Fragment aufgefüllt. Die Ligation erfolgte ebenfalls mit dem nach

PmeI-Behandlung gewonnen insert aus dem Vektor pcDNA3.1 cIL-23R.

47



3.1 Konstruktion von Rezeptorchimären des IL-23 Rezeptors

und mit glatten Enden (blunt ends) vor. Die Ligation erfolgte mit der mit PmeI behandelten

Rezeptor-cDNA. Die klonierten p409- und pMOWS-Vektoren wurden durch Restriktions-

analyse und Sequenzierung überprüft.

3.1.2 Funktionelle Analyse der erzeugten Rezeptorchimären

Abb. 3.5 zeigt den murinen, humanen und chimären IL-23R (mTM und hTM) und die

Aufteilung der Aminosäuren (AS) auf ECD, TM und ICD. Zusätzlich befindet sich am N-

terminalen Ende ein 23 AS langes Signalpeptid (SP), sowie am C-terminalen Ende ein

myc-tag.
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Abb. 3.5: Expressionskassette des murinen, humanen und chimären IL-23R

Aus dem 644 Aminosäuren (AS) langen murinen und 629 AS langen humanen IL-23R wurde eine Chimäre

generiert, die aus der murine ICD, der humanen ECD, sowie der murinen oder humanen TM, besteht (cIL-23R).

Diese besitzt 648 AS (vgl. AS-sequenz cIL-23R Kap. 5.2). Am N-terminalen Ende befindet sich ein Signalpeptid

(SP), welches 23 AS umfasst. Am C-terminalen Ende befindet sich ein myc-tag der 10 AS lang ist (EQKLISEEDL)

und für Western Blot Analysen genutzt werden kann.

Nach Klonierung der Plasmide folgten Versuche zur funktionellen Analyse der beiden chi-

mären IL-23R-Varianten. Abb. 3.6 zeigt das Ergebnis der Western Blots.

Hierfür wurden zunächst HeLa Zellen mit der cDNA der Rezeptorchimären (p409 cIL-23R

mTM/ Chimäre I oder p409 cIL-23R hTM/ Chimäre II) oder mit dem murinen IL-12Rβ1

transfiziert. Als Co-Transfektionen wurden HeLa Zellen sowohl mit der cDNA kodierend für

den mIL-12Rβ1, als auch mit der cDNA kodierend für den IL-23R (Chimäre I, Chimäre II

oder murin) transfiziert. Da die Zellen dann beide Rezeptoren für die IL-23 Signaltransduk-

tion exprimieren, wurden sie als Wildtyp (WT) bezeichnet. Je zwei Ansätze der Zelllinien

wurden angefertigt. Die eine Hälfte wurde, nachdem sie eine Nacht in Serum-freien Medium

kultiviert wurden (starving), mit IL-23 stimuliert, die andere Hälfte blieb unstimuliert. Zell-
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Abb. 3.6: Funktionelle Analyse der IL-23R-Chimären im Western Blot

HeLa Zellen wurden mit den p409 Expressionsvektoren kodierend für den cIL-23R Chimäre I (mTM), cIL-23R

Chimäre II (hTM) und murinen IL-12Rβ1 transfiziert, bzw. co-transfiziert mit der Kombination aus mIL-

12Rβ1 und cIL23R mTM, cIL-23R hTM oder mIL-23R. Co-Transfektion wurden als Wildtyp (WT) bezeichnet.

Die Zellen wurden über Nacht in Serum-freien Medium kultiviert und dann für 15 min mit 0,2% mHIL-23

stimuliert. Danach wurden Zelllysate hergestellt und 50 µg Gesamtprotein pro Spur des SDS-PAA-Gels geladen.

Die Proteine wurden durch Western Blot mit Phospho-STAT3 Antikörper detektiert. Die Antikörper wurden

von der Membran entfernt (stripping) und diese mit STAT3 Antikörpern erneut beprobt. Parallel wurden

SDS-Gele mit den gleichen Lysaten beladen und die Rezeptoren unter Verwendung von α-myc Antikörper

und nach stripping mit α-mIL-23R Antikörpern nachgewiesen.

lysate wurden hergestellt und Western Blots mit einem phospho-Tyrosin-STAT3 Antikörper

(α-p-STAT3) durchgeführt. Um zu überprüfen, ob gleiche Mengen an STAT3 Protein pro

Spur geladen wurden, wurden die Antikörper von der Membran entfernt (stripping) und

anschließend nochmal durch den Einsatz von STAT3 Antikörpern im Western Blot detektiert.

Abb. 3.6 weist das Vorhandensein von P-STAT3 in den Co-Transfektionen nach Stimulation

mit IL-23 nach. Eine Phosphorylierung von intrazellulärem STAT3 in den HeLa Zellen mit

dem Wildtyp von Chimäre I und II, ebenso wie des murinen WT (Positivkontrolle), wurde

durch eine deutliche Intensitätszunahme des P-STAT3 Signals nach Stimulation mit IL-23

detektiert. Keine STAT3 Phosphorylierung zeigten hingegen die einzeltransfizierten HeLa

Zellen (cIL-23R mTM, hTM, mIL-12Rβ1), die als Negativkontrollen dienten.

Um die Rezeptoren in den transfizierten HeLa Zellen zu detektieren, wurden außerdem

Western Blots mit einem α-myc Antikörper und einem mIL-23R Antikörper durchgeführt.

Der mIL-23R-Antikörper bindet an die murine ECD des IL-23R, sodass damit auch der

cIL-23R nachgewiesen werden kann. Der α-myc Antikörper bindet sowohl an den IL-23R,

als auch an den mIL-12Rβ1, da die cDNA beider Proteine mit einem myc-tag versehen
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wurden.

Durch die Western Blots der transfizierten HeLa Zellen (Abb. 3.6) konnte, bei Co-

Transfektionen mit dem IL-12Rβ1, für beide Varianten der IL-23 Rezeptorchimären ein

P-STAT3 Signal nach Stimulation mit IL-23 nachgewiesen werden. Sie sind also beide funkti-

onsfähig und für weitere Versuche geeignet. In der weiteren Arbeit wurde nur die Chimäre

I mit der murinen TM benutzt. Die Bezeichnung chimärer IL-23R (cIL-23R) bezeichnet

im weiteren Verlauf diese Rezeptorvariante, bestehend aus mECD, mTM und hICD. Die

Aminosäuresequenz des cIL-23R ist im Anhang (Kap. 5.2) zu finden.

3.2 Klonierung und Expression von Mutations- und

Deletionsvarianten

3.2.1 Varianten des chimären IL-23 Rezeptors

Um die Signaltransduktion des IL-23R in vitro detailliert zu untersuchen, wurden mithilfe

von PCR (siehe Kap. 2.2.6) insgesamt zehn Varianten des cIL-23R kloniert. Abb. 3.7 gibt eine

Übersicht der zehn erzeugte Mutations- und Deletionsvarianten des cIL-23R.

R381Q Y611F Y463F 

Y611F 

Y397F Y463F Y397F 

Y463F 

Y484F 

Y611F 

Y463F 

Y484F 

Y611F 

Y397F 

Y463F 

∆476 

∆476 Y463F 

∆476 

cIL-23R 

Abb. 3.7: Übersicht der erzeugten Rezeptorvarianten des cIL-23R

Schematische Darstellung der durch Mutation und Deletion klonierten Rezeptorvarianten des cIL-23R. In Rot

murine ECD und TM, in Blau humane ICD mit den sieben Tyrosinresten (Y), die zum Teil zu Phenylalanin (F)

mutiert sind (grün). In der ersten Mutationsvariante fand ein Austausch von Arginin (R) zu Glutamin (Q) statt.

Bei den Mutationsvarianten wurden Tyrosine (Y) in der ICD des cIL-23R durch Phenyl-

alanin (F) ersetzt. Bei dem Vorgehen der site-directed mutagenesis wird durch den Einsatz

von PCR-Primern genau eine Base der Rezeptor-cDNA ausgetauscht. Die Änderung des
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Abb. 3.8: Restriktionsanalyse der klonierten Expressionsvektoren für cIL-23R-Varianten

Die cDNA der in cDNA3.1 vorliegenden Mutations- und Deletionsvarianten des cIL-23R wurde mit H2O

verdünnt (1:10) und mit dem Restriktionsenzym EcoRI und dem dazugehörigen Puffer 2 h bei 37°C inkubiert.

Nach Zugabe von Ladepuffer wurden die Proben in einem 1%-igen Agarosegel analysiert. Zur Kontrolle wurde

in die angrenzende linke Spur der ungeschnittene Vektor aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung von 100

mV trennen sich die DNA-Fragmente der Größe nach auf. Die erwarteten Fragmente der pcDNA3.1-Vektoren

nach Restriktionsspaltung mit EcoRI sind für den mIL-23R 344, 873 und 6209 bp; für den cIL-23R und die

Mutationsvarianten 402, 827 und 6209 bp; für die Deletionsvarianten (∆) 767 und 6209 bp.

Basentripletts TAT zu TTT oder TAC zu TTC führt zum gewünschten Aminosäureaustausch

Y –> F. Bis zu vier Tyrosine wurden so innerhalb der cDNA des cIL-23 mutiert (Variante

Y397F/Y463F/Y484F/Y611F).

Eine Besonderheit ist die Variante R381Q. Hier wurde durch die Punktmutation CGA zu CAA

ein Arginin (R) zu einem Glutamin (Q) mutiert.

Bei den Deletionsvarianten wurden Primer benutzt, die die cDNA des cIL-23R nur bis zur

Aminosäure 475 amplifizieren. Die C-terminalen 154 Aminosäuren der hICD inklusive der

Tyrosine Y476, Y484 und Y611 (∆476) fehlen bei den Deletionsvarianten des cIL-23R.

Die Primer enthielten außerdem Restriktionsschnittstellen für NotI und BmgBI, sodass die

Rezeptor-cDNA wieder in die Expressionsvektoren (pcDNA3.1, p409 und pMOWs-puro) klo-

niert werden konnte (vgl. Abb. 3.4). Des Weiteren wurden Deletionsvarianten hergestellt, die

zusätzlich Punktmutationen Y –> F besitzen. Hier wurde die cDNA der Mutationsvarianten

als template für die Deletions PCR genutzt (Y463F/∆476 und Y397F/Y463F/∆476).

Die cDNAs der Mutations- und Deletionsvarianten des cIL-23R wurde durch Sequenzierung

überprüft.

Abb. 3.8 zeigt eine Restriktionsanalyse mit EcoRI von den in pcDNA3.1 vorliegenden

Mutations- und Deletionsvarianten des cIL-23R. Dies ist für eine Kontrolle der cDNA

sinnvoll, da die Restriktionsendonukleasen EcoRI die Plasmide mehrfach schneidet (siehe

Plasmidkarten Anhang 5.1). Die durch Agarosegelelektrophorese voneinander getrennten

DNA-Fragmente stimmen mit den errechneten Fragmentgrößen für die jeweilige IL-23-
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3.3 Generierung stabiler Ba/F3-gp130 Zelllinien

Rezeptorvariante überein.

3.2.2 Expressionskontrolle in COS 7 Zellen

Die erzeugten p409 Expressionsvektoren mit der cDNA der Rezeptorvarianten wurden

für die transiente Transfektion von COS 7 Zellen verwendet. Die Voraussetzung für die

weiteren geplanten Versuche ist, dass die Rezeptoren in eukaryotischen Zellen exprimiert

werden. 48 h nach der Transfektion wurden Zelllysate hergestellt und mittels Western

Blot unter Verwendung eines α-myc Antikörpers analysiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.9

dargestellt. Eine deutliche Bande ist für alle Rezeptorvarianten erkennbar. Die erzeugten

rekombinanten Proteine werden folglich in COS 7 Zellen exprimiert. Als Negativkontrolle

dienten Lysate von untransfizierten COS 7 Zellen. Diese zeigten im Western Blot mit dem α-

myc Antikörper keine Bande. Der murine IL-12Rβ1, als Positivkontrolle, hat ein errechnetes

Molekulargewicht von 81 kDa, der cIL-23R und seine Mutationsvarianten von 74 kDa und

die Deletionsvarianten von 57 kDa. Im Western Blot bilden sich die Proteine aufgrund von

posttranslationaler Glykosylierung bei einem größeren Molekulargewicht ab.
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Abb. 3.9: Nachweis der rekombinanten cIL-23R-Varianten in COS 7 Zellen

COS 7 Zellen wurden mit der cDNA der Rezeptoren (vorliegend in p409) transfiziert und nach 48 h lysiert. Die

Zelllysate wurden auf SDS-PAA-Gele aufgetragen. Die rekombinanten Proteine wurden nach dem Molekular-

gewicht aufgetrennt und nach dem Transfer auf die Membran unter Verwendung eines α-myc Antikörpers

detektiert.

3.3 Generierung stabiler Ba/F3-gp130 Zelllinien

Ba/F3 Zellen sind murine prä-B-Zellen, die normalerweise nur unter dem Einfluss von IL-3

proliferieren können [148]. Zytokinentzug führt zur Induktion von intrinsischer Apoptose

[15]. Wenn Ba/F3 Zellen gp130 auf ihrer Oberfläche exprimieren, ist auch eine Proliferation

durch Zugabe von HIL-6 möglich (siehe Kap. 2.1.7.1). Ba/F3 Zellen bieten somit ideale

Voraussetzungen für die Untersuchung einer Zytokin-induzierten Signaltransduktion [147].

Ba/F3-gp130 Zellen, die in der AG Scheller zur Verfügung standen, wurden nun zunächst mit
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Abb. 3.10: Zytokin-abhängige Proliferation von Ba/F3 Zellen

Von stabilen BaF3-gp130 Zelllinien wurden je drei Ansätze mit der gleichen Zellzahl (5000 Zellen) hergestellt.

Zum ersten Ansatz wurde kein Zytokin, zum zweiten HIL-6 (10 ng/ml) und zum dritten mHIL-23 (0,2%)

hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde die Zellproliferation in den drei Ansätzen durch den

CellTiter-Blue Cell Viability Assay bestimmt. Für bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse von den unabhängig

voneinander stabil transduzierten Ba/F3 Zelllinien, wurde die Negativkontrolle (unstimulierte Ba/F3 Zellen)

auf 1 gesetzt und die Zytokin-abhängige Proliferation dementsprechend umgerechnet (n-fach). Die gezeigten

Ergebnisse sind representativ für mindestens zwei Versuchsansätze.

dem mIL-12Rβ1 transduziert [134]. Die so entstandenen Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen

exprimieren den Rezeptor stabil auf ihrer Oberfläche. Diese Zellen wurden weiter unter dem

Einfluss von HIL-6 kultiviert. Die cDNA des mIL-12Rβ1 lag bei der Transduktion im Vektor

pMOWS-hygro-GFP vor, der das Resistenzgen für Hygromycin B enthält. Durch den Zusatz

dieses Antibiotikums bei der Kultivierung der Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen, konnte eine

Selektion dieser Zelllinie erzielt werden. Diese Zelllinie lag in der AG Scheller vor. Im nächs-

ten Schritt wurde eine Variante des cIL-23R stabil in die Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen

transduziert. Da die cDNA in den retroviralen Vektor pMOWS-puro-GFP kloniert wurde,

konnte die Selektion durch die Zugabe von Puromycin erfolgen.

Die Ba/F3 Zelllinien exprimieren nun beide Rezeptoren, die für die IL-23 vermittelte Si-

gnaltransduktion notwendig sind. Um die Funktionalität der Rezeptoren zu überprüfen,

wurde die Proliferation dieser Zellen in Gegenwart von IL-23 untersucht. Für die Proli-

ferationsassays wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben, vorbereitet und mit

HIL-6, mHIL-23 oder ohne Zytokin inkubiert. Nach 48 h wurde die Zellproliferation mittels

CellTiter-Blue Cell Viability Assay bestimmt. Abb. 3.10 zeigt das Ergebnis eines Proliferati-

onsassays.

Zellen, die nur gp130, den murinen IL-12Rβ1 oder den cIL-23R exprimieren, proliferieren

ausschließlich durch Zugabe von HIL-6. IL-23 kann nicht an die Zelloberfläche binden.

Im Gegensatz dazu proliferiert der chimäre WT (mIL-12Rβ1+cIL-23R) durch HIL-6, aber
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3.3 Generierung stabiler Ba/F3-gp130 Zelllinien

auch in Gegenwart von mHIL-23. Die Aktivierung der Signaltransduktion über den cIL-23R

induziert die Proliferation von Ba/F3 Zellen. Diese verläuft über die humane ICD des IL-23R.

Die Ba/F3 Zelllinie mit Expression vom mIL-12Rβ1 und mIL-23R (muriner WT) diente als

Kontrolle, da sie nur mit mHIL-23 proliferiert. Die Zelllinie wurde über einen sehr langen

Zeitraum unter dem Einfluss von mHIL-23 kultiviert und hat so die Fähigkeit verloren in

Gegenwart von HIL-6 zu proliferieren. Diese Zelllinie stand in der AG Scheller zur Verfügung.

Um zu untersuchen, ob die Mutationen oder Deletionen im intrazellulären Teil des cIL-23R

die Proliferation verhindern, wurden Ba/F3 Zelllinien mit jeder Rezeptorvariante des cIL-23R

generiert. Dafür wurden Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen stabil mit der cDNA der Rezeptoren

transduziert. Die Ergebnisse der Zytokin-abhängigen Proliferation der Mutations- und

Deletionsvarianten des cIL-23R wird in Kapitel 3.5.4 dargestellt.

3.3.1 Nachweis der mIL-12Rβ1 cDNA in den Ba/F3 Zelllinien

Die RNA der Ba/F3-gp130 Zelllinien wurde mit Hilfe des NucleoSpin RNA II-Kits (Machery-

Nagel GmbH&Co.KG, Düren, BRD) isoliert, die darin enthaltene mRNA aufgereinigt und in

cDNA umgeschrieben (siehe Kap. 2.2.6.5).

H2O 

1000 bp 

500 bp 

250 bp 

GAPDH 436 bp bpbp

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

1500 bp 

500 bp 500 bp

mIL-12Rβ1-myc 

 809 bp 

Abb. 3.11: Analyse der Transkripte aus generierten Ba/F3 Zelllinien mit cIL-23R-Varianten

Aus allen generierten Ba/F3 Zelllinien wurde die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Durch

den Einsatz bestimmter Primer in der RT-PCR entstanden DNA-Fragmente definierter Größe, die durch

Agarosegelelektrophorese nachgewiesen werden konnten. GAPDH sollte in allen Zellen vorhanden sein, der

mIL-12Rβ nur in den Zellen, in die er stabil transduziert worden war. Als Negativkontrolle diente H2O, 1:Ba/F3-

gp130 cIL-23R 2-15: Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zelllinien mit einer Variante des cIL-23R. 2: cWT, 3: R381Q, 4:

Y611F, 5: Y463F, 6: Y463F/Y611F, 7: Y463F/Y484F/Y611F, 8: Y397F/Y463F/Y484F/Y611F, 9:∆476, 10: Y463F/∆476,

11: Y397F, 12: Y397F/Y463F/∆476. 13-15: Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zelllinien mit einer Variante des mIL-23R 13:

Y416F/Y504F/∆541, 14: Y416F/Y504F/Y542F/∆554, 15: Y416F/Y504F/Y542F/∆625. K: Kontrolle Ba/F3-gp130

Zellen

Um die cDNA zu überprüfen, wurden RT-PCRs mit den Primern 5’ mGAPDH/ 3’ mGAPDH

(1) und mIL12R C pF1/ c-myc pR1 (2) (siehe Tab. 2.3 in Kap.2.1.3) durchgeführt. Durch die

Wahl der Primer entstehen Fragmente einer bestimmten Länge, die dann durch Agarosegel-
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3.3 Generierung stabiler Ba/F3-gp130 Zelllinien

elektrophorese nachgewiesen werden können. Das Ergebnis ist in Abb. 3.11 dargestellt.

In den generierten Zelllinien konnte der DNA-Abschnitt für die GAPDH (Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase) (1), welche in allen Lebewesen exprimiert wird, nachgewiesen

werden. Auch das DNA-Fragment des mIL-12Rβ1 konnte dargestellt werden (2), wenn der

Rezeptor in die Zellen stabil transduziert worden war.

3.3.2 Nachweis der Rezeptoren auf der Zelloberfläche

Zur Untersuchung der Expression von den Rezeptoren auf der Oberfläche der Ba/F3 Zelllini-

en wurden FACS-Analysen durchgeführt.
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Abb. 3.12: Nachweis der Rezeptoren auf der Zelloberfläche mittels FACS-Analysen

Bei allen durch retrovirale Transduktion generierten Ba/F3 Zelllinien wurde die Oberflächenexpression der

Rezeptoren IL-23R und IL-12Rβ1 überprüft. Je 5x105 Zellen wurden mit PBS gewaschen, in FACS-Puffer gelöst

und für 2 h mit den primären Antikörpern (α-IL-12Rβ1 und α-mIL-23R) inkubiert. Die Zellen wurden erneut

gewaschen, mit dem sekundären Antikörper inkubiert und in 500 µl FACS-Puffer resuspendiert. Die Analyse

erfolgte mittels Durchflusszytometrie. In Grau ist die Kurve von Ba/F3-gp130 Zellen ohne die Rezeptoren

IL-12Rβ1 und IL-23R als Negativkontrolle dargestellt. Ein Verschiebung der Verteilungskurve (shift) nach

rechts spricht für das Vorhandensein der Rezeptoren.

Sowohl Antikörper gegen den mIL-12Rβ1, als auch gegen die ECD des mIL-23R, die auch

im cIL-23R enthalten ist, wurden eingesetzt. Abb. 3.12 zeigt das Ergebnis. Die grauen Histo-

gramme bilden jeweils Ba/F3-gp130 Zellen ab, die als Negativkontrolle eingesetzt wurden.
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3.4 Charakterisierung der IL-23-induzierten STAT3 Aktivierung

Die schwarze Kurve zeigt die generierte Ba/F3 Zelllinie. Ein shift der Kurve nach rechts

bedeutet, dass der Rezeptor auf der Oberfläche vorhanden ist. Die Oberflächenexpression

des cIL-23R bzw. der Mutations- und Deletionsvarianten, konnte nachgewiesen werden. Die

Zelllinien der Varianten Y611F, Y397F/ Y463F/ Y484F/ Y611F, ∆476 und Y397F/ Y463F/ ∆476

zeigen nach Anfärbung mit dem Antikörper gegen den mIL-12Rβ1 nur einen geringen shift

der Histogramme. Die Kurven liegen aber dennoch nicht über der grauen Negativkontrolle

(Ba/F3-gp130 Zellen), weshalb von einer reduzierten aber vorhandenen Expression des mIL-

12Rβ1 ausgegangen werden kann. Als weitere Kontrolle dienten die Zelllinien Ba/F3-gp130

mIL-12Rβ1 und Ba/F3-gp130 cIL-23R, die jeweils nur einen der beiden Rezeptoren auf der

Oberfläche exprimieren. Dies wird durch die FACS-Analyse (Abb. 3.12) bestätigt.

3.4 Charakterisierung der IL-23-induzierten STAT3 Aktivierung

STAT3 wurde als besonders bedeutsam bei der Signaltransduktion von IL-23 beschrieben

[19]. Daher steht die Aktivierung von STAT3 durch IL-23 auch im Mittelpunkt dieser Arbeit.

HeLa Zellen wurden mit dem mIL-12Rβ1 und dem cIL-23R co-transfiziert. Diese Zellen

wurden über verschiedene Zeitspannen, zwischen 0 min bis zu 120 min mit mHIL-23

stimuliert. Die daraus hergestellten Lysate wurden durch Western Blot unter Verwendung

von P-STAT3 und STAT3 Antikörpern analysiert. Das Ergebnis des Western Blots ist in

Abbildung 3.13 dargestellt. Als Kontrolle wurden auch untransfizierte HeLa Zellen mit mHIL-

23 stimuliert.

P-STAT3 

STAT3 

Co-transfizierte HeLa Zellen: 
cIL-23R+mIL-12Rβ1 

+mHIL-23 (min) 0 5 10 15 30 60 120 

HeLa Zellen 
 (untransfiziert) 

0 60 

Abb. 3.13: Kinetik der IL-23-induzierten STAT3 Aktivierung im Western Blot

HeLa Zellen wurden mit dem mIL-12Rβ1 und dem cIL-23R co-transfiziert und für die angegeben Zeit (0-120

min) mit 0,2% mHIL-23 stimuliert. Die Zelllysate wurden dann durch Western Blot unter Verwendung von

P-STAT3 und STAT3 Antikörpern analysiert. Untransfizierte HeLa Zellen wurden unstimuliert und nach 60 min

Stimulation mit 0,2% mHIL-23 als Negativkontrolle ebenfalls analysiert.

Die co-transfizierten HeLa Zellen zeigten bereits nach 5-minütiger Stimulation mit mHIL-23

eine deutlich stärkere Phosphorylierng von STAT3. Auch nach einer Stimulationszeit von

bis zu 120 min bleibt dieses Signal erhalten. Eine Abschwächung der P-STAT3 Bande im
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3.4 Charakterisierung der IL-23-induzierten STAT3 Aktivierung

Western Blot ist nicht zu erkennen. Bei den unstimulierten HeLa Zellen (0 min) ist keine

Phosphorylierung von STAT3 zu erwarten. Die dennoch geringe Bande, die im Western

Blot detektiert wurde, ist als unspezifisch anzusehen, da sie ebenso in den untransfizierten

HeLa Zellen zu erkennen ist, die als Negativkontrolle dienten. Die STAT3 Blots zeigen eine

gleichwertige Verteilung des Proteins in den Zelllysaten.

Zu einem vergleichbaren Ergebnis führten FACS-Analysen der transduzierten Ba/F3-gp130

Zellen nach Stimulation mit mHIL-23. Nach intrazellulärer Färbung mit einem P-STAT3

Antikörper erfolgte die Analyse mittels Durchflusszytometrie. Abb. 3.14 zeigt die Ergebnisse

für die Aktivierung von STAT3 in Ba/F3-gp130 Zellen, die den chimären WT (mIL-12Rβ1+cIL-

23R) exprimieren und Ba/F3-gp130 Zellen mit dem murinen WT (mIL-12Rβ1 und mIL-23R).

Abb. 3.14: Kinetik der IL-23-induzierten STAT3 Aktivierung in FACS-Analyse

Die stabil transduzierten Zelllinien Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 mIL-23R (muriner WT) und Ba/F3-gp130 mIL-

12Rβ1cIL-23R (chimärer WT) wurden dreimal mit PBS gewaschen und 4 h in Serum-freien Medium inkubiert.

Ansätze von 1x106 Zellen wurden unterschiedlich lange mit mHIL-23 stimuliert. Die Zellen wurden mit 2%-

igem PFA fixiert und durch 90%-iges Methanol permeabilisiert. Nach Inkubation mit α-P-STAT3 erfolgte die

Analyse mittels FACS.

Ein Anstieg der intrazellulären STAT3 Phosphorylierung bis ca. 50-minütiger Stimulations-

zeit mit mHIL-23 wurde beobachtet. Danach blieb das Signal nahezu konstant. Ein Abfall der

STAT3 Aktivierung und damit verbundene negative Regulation der IL-23-induzierten STAT3

Phosphorylierung wurde nicht beobachtet. IL-23 induziert somit eine Langzeit-Aktivierung

von STAT3. Dies zeigen sowohl die Western Blot Analysen mit HeLa Zelllysaten, als auch die

FACS-Analysen mit Ba/F3 Zellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aktivierung von STAT3 durch IL-23 nicht voll-

ständig ausgeschaltet werden kann. Eine negative Regulation durch SOCS-Proteine wurde

bisher vor allem bei der STAT3 Phoyphorylierung durch IL-6 beobachtet [154]. 2006 wurde

postuliert, dass auch die Signaltransduktion von IL-23 durch SOCS3 reguliert wird [137]. Ob
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dies wie bei IL-6 der Fall ist, ist noch unklar (siehe Diskussion Kap. 4.1.2).

3.5 Analyse der Rezeptorvarianten des chimären IL-23R

3.5.1 R381Q zeigt ein abgeschwächtes STAT3-Signal

Die Mutationsvariante R381Q des humanen IL-23R ist beim Menschen als SNP bekannt.

Dabei ist die Aminosäure an der Stelle 381 in der ICD des humanen IL-23R, die im Wildtyp

ein Arginin ist, gegen ein Glutamin ausgetauscht. Diese Mutation scheint bei der Patho-

genese von Autoimmunerkrankungen von Bedeutung zu sein ([127], siehe Kap. 1.4.3). Im

IL-23R führt die Mutation (human R381Q, murin R400Q) zu einem abgeschwächten IL-

23-induzierten STAT3 Signal [140]. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob dies

ebenfalls bei dem chimären Rezeptor auftritt.

Hierfür wurden HeLa Zellen mit der cDNA des mIL-12Rβ1 und des cIL-23R R381Q co-

transfiziert. Nach Stimulation mit mHIL-23 wurde im Western Blot ein verringertes P-STAT3

Signal detektiert (siehe Abb.3.15).

Der als Positivkontrolle verwendete chimäre WT (cIL-23R+mIL-12Rβ1) zeigte im Gegensatz

dazu eine stärkere P-STAT3 Aktivierung nach Stimulation mit mHIL-23. Als Negativkontrol-

len dienten Lysate von HeLa Zellen, die ausschließlich mit dem cIL-23R R381Q bzw. nur mit

dem mIL-12Rβ1 transfiziert worden waren. Diese Zelllinien sind durch die Expression von

nur einem der beiden Rezeptoren nicht zur IL-23-vermittelten Signaltransduktion fähig; im

Western Blot zeigt sich kein P-STAT3 Signal nach Stimulation mit mHIL-23. Zum Nachweis

der Rezeptoren wurden die angefertigten HeLa Zelllysate außerdem mit einem α-myc Anti-

körper und einem α-mIL-23R beprobt.

Zusätzlich wurden Ba/F3-gp130 Zellen stabil mit den Rezeptoren transduziert. Die erhalte-

nen Ba/F3 Zelllinien wurden ebenfalls hinsichtlich STAT3 Aktivierung und Rezeptorexpres-

sion im Western Blot analysiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.15 dargestellt. Auch hier dienten

Zelllinien, die nur einen der beiden relevanten Rezeptoren (cIL-23R oder mIL-12Rβ1) expri-

mieren, als Negativkontrollen. Zusätzlich wurden zum Vergleich Zelllysate von Ba/F3-gp130

Zellen aufgetragen, die ohne Zytokin, mit HIL-6 oder mit mHIL-23 stimuliert worden waren.

Erwartungsgemäß zeigt sich ein deutliches P-STAT3 Signal nach Stimulation mit HIL-6 und

keine P-STAT3-Aktivierung nach Stimulation mit mHIL-23. Die Mutation R381Q im cIL-23

der transduzierten Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen führt zu einem deutlich abgeschwächten

P-STAT3 Signal nach Stimulation mit mHIL-23. Sowohl nach Stimulation der Ba/F3-gp130

Zellen mit HIL-6, als auch nach Stimulation des Ba/F3-gp130 chimärer WT mit mHIL-23 ist

ein deutlich stärkeres P-STAT3 Signal zu erkennen.
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Abb. 3.15: Western Blot mit HeLa und Ba/F3 Zelllysaten mit cIL-23R R381Q

A: HeLa Zellen wurden mit den p409 Expressionsvektoren mit der cDNA der Mutationsvariante R381Q des

cIL-23R oder des mIL-12Rβ1 transfiziert. Außerdem erfolgten Co-Transfektionen mit dem mIL-12Rβ1 und

dem cIL23R R381Q oder dem cIL-23R (chimärer WT). Die Zellen wurden über Nacht in Serum-freiem Medium

kultiviert und dann für 15 min mit 0,2% mHIL-23 stimuliert (+). Zelllysate wurden hergestellt und 50 µg Ge-

samtprotein pro Spur des SDS-PAA-Gels geladen. Die Proteine wurden durch Western Blot mit Phospho-STAT3

Antikörper und α-myc Antikörper detektiert. Die Antikörper wurden von der Membran entfernt (stripping)

und mit STAT3 Antikörpern bzw. α-mIL-23R erneut beprobt. B: Stabil transduzierte Ba/F3 Zelllinien wurden

drei Mal mit PBS gewaschen, 5 h in Serum-freien Medium kultiviert und für 10 min mit 0,2% mHIL-23 stimu-

liert. Ba/F3-gp130 Zellen wurden außerdem mit HIL-6 stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und im Western

Blot unter Verwendung von α-P-STAT3, α-STAT3, α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R analysiert. Die Ergebnisse

stehen repräsentativ für mindestens zwei unabhängig voneinander durchgeführte Versuchsansätze.
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3.5.1.1 Keine verringerte Proliferation in Ba/F3 Zellen durch R381Q

Die IL-23-abhängige Proliferation der Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 cIL-23R R381Q Zellen ist

im Vergleich zum WT nicht abgeschwächt. Dies ergaben Proliferationsassays mit den gene-

rierten Ba/F3 Zelllinien. Das Ergebnis zeigt Abb. 3.16. In den Proliferationsassays wird die

Eigenschaft der Ba/F3 Zellen genutzt, nur Zytokin-abhängig zu proliferieren. Die Prolife-

ration von Ba/F3-gp130 Zelllinien unter 48-stündiger Stimulation mit HIL-6 wird jeweils

als Positivkontrolle gewertet. Die Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 cIL-23R Zelllinie zeigt keinen

signifikanten Unterschied in der Proliferation nach Stimulation mit HIL-6 und mHIL-23.

Ebenso verhält sich auch die Zelllinie mit der Mutation R381Q im cIL-23R (Ba/F3-gp130

mIL-12Rβ1 cIL-23R R381Q).
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Abb. 3.16: R381Q verhindert die IL-23-abhängige Proliferation von Ba/F3 Zellen nicht

Für die Analyse der Zytokin-abhängigen Proliferation von stabilen BaF3-gp130 Zelllinien wurden je drei

Ansätze mit der gleichen Zellzahl (5000 Zellen) hergestellt. Davon wurde zum ersten Ansatz kein Zytokin, zum

zweiten HIL-6 (10 ng/ml) und zum dritten mHIL-23 (0,2%) gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48 h

wurde die Zellproliferation in den drei Ansätzen durch den CellTiter-Blue Cell Viability Assay bestimmt. Für

eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse von den unabhängig voneinander stabil transduzierter Ba/F3

Zelllinien, wurde die Negativkontrolle (unstimulierte Ba/F3 Zellen) auf 1 gesetzt und die Zytokin-abhängige

Proliferation dementsprechend berechnet (n-fach). Die gezeigten Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens

zwei Versuchsansätze.

3.5.2 Mutation von Tyrosinen verhindert die STAT3 Phosphorylierung nicht

Der Tyrosinrest (Y) 611 des humanen IL-23R wurde als Bindestelle für STAT3 postuliert [19]

und die Aminosäuresequenz pY611FPQ wurde als typisches Bindemotiv für STAT3 identi-

fiziert (siehe Kap. 1.4.2). Weitere Bindestellen für STAT3 im humanen IL-23R sind bisher

nicht bekannt. Ebenso wurden Y397 (SHP2) und Y484 (STAT4) als mögliche Bindestellen für

Signalmoleküle postuliert [19]. Um die Beteiligung der Tyrosine innerhalb der ICD des hu-
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manen IL-23R an der Aktivierung von STAT3 durch IL-23 zu untersuchen, wurden zunächst

einzelne und im Verlauf bis zu vier der sieben Tyrosine im cIL-23R mutiert. Tyrosin 463 ist

nur im humanen IL-23R vorhanden und nicht im murinen. Mit der Sequenz pY463PQ ähnelt

es dem Bindemotiv für STAT3 und wurde daher als weitere mögliche Bindestelle für STAT3

in Betracht gezogen.

Die Analyse der STAT3-Aktivierung erfolgte mittels Western Blot. Die Experimente wurden in

zwei Zellsystemen durchgeführt. Zum einen durch transiente Transfektion der Rezeptoren

in HeLa Zellen und zum anderen durch stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zelllinien. Die

Zellen enthielten neben der Variante des cIL-23R auch den mIL-12Rβ1. Nur bei Expression

beider Rezeptoren kann mHIL-23 an den entsprechenden Rezeptorkomplex binden, was

eine Analyse der IL-23-abhängigen Signaltransduktion ermöglicht.

Die Ergebnisse zeigen erstaunlicherweise, dass die IL-23-vermittelte STAT3 Phosphorylie-

rung durch Mutation der Tyrosine nicht verhindert wird (siehe Abb. 3.17).

Als Positivkontrolle dienen HeLa und Ba/F3-gp130 Zellen, die den chimären WT mit dem

mIL-12Rβ1 und dem cIL-23R exprimieren. Im Western Blot ist nach IL-23 Stimulation ein

P-STAT3 Signal zu detektieren. Die Mutation von einzelnen Tyrosinen zu Phenylalanin

innerhalb des cIL-23R (Y397F, Y463F und Y611F) führt in den HeLa und Ba/F3 Zellen zu

keiner Verringerung des P-STAT3-Signals im Western Blot nach Stimulation mit mHIL-23.

Die Expression der Rezeptoren wurde durch den Einsatz von α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R

Antikörpern nachgewiesen. An dieser Stelle sei erwähnt, dass in Western Blots mit HeLa

Zelllysaten schon im unstimulierten Zustand eine geringe Hintergrundaktivität von P-STAT3

nachweisbar ist. Die Steigerung der Intensität des Signals nach Stimulation der Zellen mit

mHIL-23 ist aber dennoch deutlich und konnte in mindestens zwei unabhängigen Versuchs-

ansätzen verifiziert werden. Die Ergebnisse der Western Blot Analysen der Ba/F3 Zelllysate

bieten ein noch klareres Bild, da in den unstimulierten Zellen keine STAT3 Hintergrundakti-

vität vorhanden ist. Eine quantitative Aussage über die STAT3 Aktivierung kann durch diese

Versuchsergebnisse jedoch nicht getroffen werden.

Im nächsten Schritt wurden Mutationsvarianten des cIL-23R hergestellt, in denen mehrere

Tyrosine zu Phenylalanin mutiert wurden. Kombinationen der Mutationen (Y463F/Y611F,

Y463F/Y484F/Y611F und Y397F/Y463F/Y484F/Y611F) des cIL-23R wurden generiert und

zusammen mit dem mIL-12Rβ1 in die Zellsysteme eingebracht.

Alle Mutationsvarianten zeigten nach Analyse im Western Blot sowohl in HeLa, als auch

in BaF3-Zellen ein deutliches STAT3-Signal. Sogar der cIL-23R, in dem alle Tyrosine, die

als mögliche Bindestellen für Signalmoleküle im IL-23R postuliert worden sind, mutiert

wurden (Y397F/Y463F/Y484F/Y611F), zeigte keine Beeinträchtigung der STAT3 Phospho-

rylierung nach Stimulation mit IL-23 (siehe Abb. 3.17). Die Ergebnisse der Western Blot

Analysen mit den Mutationsvarianten zeigen, dass die IL-23-vermittelte STAT3 Aktivierung

zumindest nicht nur auf Tyrosinmotive in der ICD des humanen IL-23R zurückzuführen ist.
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α-P-STAT3 

α-STAT3 

α-mIL-12Rβ1 

α-mIL-23R 

Chimärer  

WT 

- + 

Y611F 

Y463F 

Y611F Y463F 

Y397F 

Y463F 

Y484F 

Y611F 

Y463F 

Y484F 

Y611F 

mHIL-23 - + + - - + - + - + 

Y397F 

- + 

A 

mHIL-23 

Chimärer  

WT 

- + 

Y611F 

Y463F 

Y611F Y463F 

Y397F 

Y463F 

Y484F 

Y611F 

Y463F 

Y484F 

Y611F 

α-P-STAT3 

α-STAT3 

α-mIL-12Rβ1 

α-mIL-23R 

- + + - - + - + - + 

Y397F 

- + 

B 

Abb. 3.17: Western Blot mit HeLa und Ba/F3 Zelllysaten der Mutationsvarianten des cIL-23R

A: HeLa Zellen wurden transient mit dem IL-12Rβ1 und einer Mutationsvariante des cIL-23R transfiziert. Die

Zellen wurden über Nacht in Serum-freien Medium kultiviert und anschließend für 15 min mit 0,2% mHIL-23

stimuliert (+). Zelllysate wurden hergestellt und 50 µg Gesamtprotein pro Spur geladen. Nach Transfer der

Proteine auf die Membran wurden diese mit α-P-STAT3, α-STAT3, α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R analysiert. B:

Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen wurden zusätzlich stabil mit den Mutationsvarianten des cIL-23R transduziert.

Die Zelllinien wurden drei Mal mit PBS gewaschen, 5 h in Serum-freien Medium kultiviert und für 10 min

mit 0,2% mHIL-23 stimuliert. Zusätzlich wurden ebenfalls α-STAT3, α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R Blots von

allen verwendeten Lysaten angefertigt. Die Ergebnisse stehen repräsentativ für mindestens zwei unabhängig

voneinander durchgeführte Versuchsansätze.
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Um weitere Informationen über die Lokalisation eines möglichen Bindemotives für STAT3

innerhalb cIL-23R zu bekommen wurden daher Deletionsvarianten des Rezeptors generiert

und analysiert.

3.5.3 Deletion des cIL-23R verhindert STAT3 Phosphorylierung

Zusätzlich zu den Mutationen wurde die Auswirkung der Deletion des C-terminalen Be-

reichs der ICD des cIL-23R untersucht (Übersicht der Mutations- und Deletionsvarianten

siehe Kap. 3.2.1, Abb. 3.7). Auch hier wurde durch Western Blot die STAT3 Phosphorylierung

in HeLa und BaF3 Zellen nach Stimulation mit mHIL-23 analysiert. Keine der Deletionsvari-

anten des cIL-23R zeigt noch eine Aktivierung von STAT3 nach Stimulation mit IL-23.

Den Deletionsvarianten fehlen, durch Einsatz spezieller Primer in der PCR (siehe Kap.

3.2.1), die C-terminal gelegenen 154 Aminosäure der humanen ICD des cIL-23R. In dem

deletierten Abschnitt sind auch die Tyrosine Y476, Y484 und Y611 enthalten. Die Rezeptorva-

rianten werden als ∆476 bezeichnet. Zusätzlich wurde in dem deletierten cIL-23R zunächst

das Tyrosin 463, welches nur im humanen Rezeptor vorhanden ist, zu Phenylalanin mu-

tiert (Y463F/∆476). Im nächsten Schritt wurde dann außerdem das Tyrosin Y397 mutiert

(Y397F/Y463F/∆476), welches als potentielle SH2 Bindestelle beschrieben worden ist [19].

Abb. 3.18 zeigt das Ergebnis der Western Blot Analysen mit den drei generierten Deletions-

varianten und dem Chimären WT als Positivkontrolle. Nach Stimulation mit mHIL-23 zeigt

keine der Deletionsvarianten eine intrazelluläre STAT3 Phosphorylierung.

Bei HeLa Zellen, die zuvor transient mit dem mIL-12Rβ1 und mit einer Deletionsvarian-

te des cIL-23R transfiziert worden sind, zeigt sich kein Unterschied in der Ausprägung

der STAT3 Aktivierung mit oder ohne vorherige Stimulation der Zellen mit mHIL-23. Als

Positivkontrolle dienen HeLa Zellen mit dem chimären WT (mIL-12Rβ1+cIL-23R), die ei-

ne deutlich stärkere P-STAT3-Bande nach 15-minütiger Stimulation der HeLa Zellen mit

mHIL-23 aufweisen. Die Ergebnisse stimmen mit denen der stabil mit den Rezeptoren

transduzierten Ba/F3 Zellen überein. In Western Blot Analysen mit P-STAT3 Antikörper ist

nur beim chimären WT ein entsprechendes Signal nach Stimulation mit IL-23 zu erkennen.

Schon die Deletion des cIL-23R (∆476) alleine reicht aus, um eine STAT3 Phosphorylierung

zu verhindern. Eine Aktivierung von STAT3 über den Tyrosinrest Y463 zeigt sich im Western

Blot mit den generierten HeLa und Ba/F3 Zellen nicht.

3.5.4 Analyse der IL-23-abhängigen Proliferation

Die Ba/F3-gp130 Zelllinien der Mutations- und Deletionsvarianten des cIL-23R sollten

hinsichtlich ihrer Zytokin-abhängigen Proliferation untersucht werden. Dafür wurden je

drei Ansätze mit einer Zellzahl von 5000 Zellen hergestellt, kein Zytokin, HIL-6 (10 ng/ml)

oder mHIL-23 (0,2%) hinzugegeben und nach einer Inkubationszeit von mindestens 48 h
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Abb. 3.18: Western Blot mit HeLa und Ba/F3 Zelllysaten der Deletionsvarianten

A: HeLa Zellen wurden transient mit dem mIL-12Rβ1 und einer Deletionsvariante des cIL-23R transfiziert.

Die Zellen wurden über Nacht in Serum-freiem Medium kultiviert und dann für 15 min mit 0,2% mHIL-

23 stimuliert (+). Die Zelllysate wurden durch Western Blot unter Verwendung von α-P-STAT3, α-STAT3,

α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R Antikörpern analysiert. B: Western Blot Analyse der Ba/F3 Zelllysate von Ba/F3-

gp130 mIL-12Rβ1 Zellen, die zusätzlich stabil mit den Deletionsvarianten des cIL-23R transduziert worden

waren. Die Zelllinien wurden drei Mal mit PBS gewaschen, 5 h in Serum-freien Medium kultiviert und für

10 min mit 0,2% mHIL-23 stimuliert. α-P-STAT3, α-STAT3, α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R Blots wurden von

allen verwendeten Lysaten angefertigt. Die Ergebnisse stehen repräsentativ für mindestens zwei unabhängig

voneinander durchgeführte Versuchsansätze.
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Abb. 3.19: IL-23-abhängige Proliferation der Ba/F3-gp130 Zelllinien mit cIL-23R-Varianten

Für die Analyse der Zytokin-abhängige Proliferation von stabilen BaF3-gp130 Zelllinien wurden je drei Ansätze

mit der gleichen Zellzahl (5000 Zellen) hergestellt. Davon wurde zum ersten Ansatz kein Zytokin, zum zweiten

HIL-6 (10 ng/ml) und zum dritten mHIL-23 (0,2%) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde

die Zellproliferation in den drei Ansätzen durch den CellTiter-Blue Cell Viability Assay bestimmt. Für bessere

Vergleichbarkeit der Ergebnisse von den unabhängig voneinander stabil transduzierten Ba/F3 Zelllinien,

wurde die Negativkontrolle (unstimulierte Ba/F3 Zellen) auf 1 gesetzt und die Zytokin-abhängige Proliferation

dementsprechend umgerechnet (n-fach). Die gezeigten Ergebnisse sind representativ für mindestens zwei

Versuchsansätze.

die Proliferation bestimmt. Abb. 3.19 zeigt das Ergebnis.

Alle Ba/F3-gp130 Zelllinien proliferieren ohne Zytokinzugabe nicht (Negativkontrolle).

Unter Zugabe von HIL-6 proliferieren alle generierten Zelllinien, da sie gp130 auf ihrer

Oberfläche exprimieren. Eine Ausnahme dabei bildet die Ba/F3-gp130 Zelllinie des murinen

WT, die hier als Kontrolle dient (vgl. Kap. 3.3).

Interessant für diese Arbeit ist vor allem die Proliferation unter dem Einfluss von IL-23.

Zelllinien, die nur einen der Rezeptoren für die Signaltransduktion von IL-23 exprimieren,

also nur den murinen IL-23R oder den murinen IL-12Rβ1 oder den chimärer IL-23R, zeigen

keine Proliferation unter mHIL-23. Der chimäre WT (mIL-12Rβ1/ cIL-23R) proliferiert mit

mHIL-23 (Positivkontrolle, vgl. Kap. 3.3).

Die Proliferation von allen generierten Ba/F3-gp130 Zelllinien, die jeweils den mIL-12Rβ1

und eine Mutations- bzw. Deletionsvariante des cIL-23R besitzen, wurde untersucht und

das Ergebnis in mindestens zwei unabhängigen Versuchsansätzen verifiziert. Nur die

Doppelmutations- und Deletionsvariante Y397F/Y463F/∆476 war nicht zur Proliferation

unter dem Einfluss von mHIL-23 fähig. Alle anderen Zelllinien weisen keinen signifikanten

Unterschied zwischen dem Zytokin-abhängigen Wachstum unter HIL-6 und mHIL-23 auf.

Da alle Mutationsvarianten des cIL-23R eine STAT3-Aktivierung im Western Blot gezeigt

65



3.5 Analyse der Rezeptorvarianten des chimären IL-23R

hatten, war auch eine IL-23-abhängige Proliferation zu erwarten. Kein STAT3 Signal war

bei den Deletionsvarianten nachgewiesen worden. Die Rezeptorvarianten ∆476 und

Y463F/∆476 proliferierten aber, STAT3 unabhängig, unter Stimulation mit mHIL-23. Die

Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zelllinie mit dem cIL-23R Y397F/Y463F/∆476 war als einzige der

Rezeptorvarianten nicht zur IL-23-abhängigen Proliferation fähig. Sie wuchs nur unter

Stimulation mit HIL-6. Die Mutation von Tyrosin 397 zu Phenylalanin ist also, im deletierten

cIL-23R, entscheidend um die IL-23-abhängigen Proliferation zu unterdrücken.

Die Versuchsergebnisse zu den Rezeptorvarianten des chimären IL-23R sind in ei-

ner Übersicht in Abb. 3.20 zusammengefasst.

Wie in der Literatur bereits postuliert wurde, konnte bestätigt werden, dass die Mutation

R381Q im IL-23R zu einer Verminderung des STAT3 Signal führt. Die Proliferation der Ba/F3

Zellen zeigte sich durch diese Mutation aber nicht beeinträchtigt.
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Abb. 3.20: Zusammenfassung der Ergebnisse zu den cIL-23R-Varianten

In allen HeLa und Ba/F3 Zellen, die den mIL-12Rβ1 und eine Mutationsvariante des cIL-23R

enthielten, konnte durch Western Blot Analysen eine STAT3 Phosphorylierung nachgewie-

sen werden. In den Zelllinien der Deletionsvarianten hingegen konnte keine STAT3 Aktivie-

rung beobachtet werden. Demzufolge muss es eine Tyrosin-unabhängige nicht-kanonische

STAT3 Aktivierung innerhalb des IL-23R geben. Da die Deletionsvarianten keine STAT3

Phosphorylierung zeigten, unabhängig davon, ob Y463 mutiert war oder nicht, konnte

ausgeschlossen werden, dass dieser Tyrosinrest an der Aktivierung von STAT3 durch IL-23
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beteiligt ist.

Die weitere Erkenntnis aus den bis zu diesem Zeitpunkt durchgeführten Versuchen ist, dass

erst die Mutation von Y397 die Proliferation der Deletionsvarianten verhindert. Die Deleti-

onsvarianten ∆476 und Y463F/∆476 zeigten keine STAT3 Aktivierung, aber proliferierten

unter mHIL-23 Stimulation. Diese Proliferation war also STAT3-unabhängig und beweist so

die Beteiligung eines anderen Signalweges. Erst die Variante Y397F/Y463F/∆476 des cIL-23R

zeigte weder STAT3 Aktivierung, noch IL-23-abhängige Proliferation. Y397 ist also für diese

Signalweiterleitung notwendig.

3.6 Identifikation eines neuen STAT3 Bindemotives im IL-23R

3.6.1 Generierung von Deletionsvarianten des murinen IL-23R

Die Ergebnisse aus Western Blot- und Proliferationsanalysen des cIL-23R lassen vermu-

ten, dass im C-terminalen Bereich des Rezeptors eine Tyrosin-unabhängige Bindestelle für

STAT3 existiert. Die Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen zum murinen IL-23R

überein (siehe Diskussion Kap.4.2 und [134]). Die Deletion der C-terminalen 142 Amino-

säuren der murinen ICD (bzw. 154 AS der humanen ICD) des IL-23R verhindert die STAT3

Phosphorylierung.

Um den Bereich der ICD des mIL-23R näher zu charakterisieren, wurden neue Deleti-

onsvarianten generiert. Als Vorlage (template) für die Deletions-PCR diente die cDNA der

Mutationsvariante Y416F/Y504F/Y542F/Y626F (siehe Abb. 3.21) des mIL-23R. Diese Variante

zeigte eine STAT3 Phosphorylierung durch Stimulation mit IL-23 in Ba/F3 Zellen (Ergebnisse

nicht dargestellt, D. Floss 2013 [134]).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zunächst weiteren Deletionsvarianten des murinen

IL-23R generiert, da ein vergleichbarer Aktivierungsmodus von STAT3 im humanen IL-23R

vermutet werden kann (siehe Diskussion Kap. 4.2).

Die Deletion (∆) des murinen Rezeptors (mIL-23R Y416F/Y504F/Y542F/Y626F) erfolgte

ab Aminosäure 541, 554 und 625. Die Klonierung erfolgte, nach Behandlung mit dem

Restriktionsenzym PmeI direkt in den dephosphorylierten p409-Vektor. In Abb. 3.22 ist

eine Restriktionsanalyse der klonierten Expressionsvektoren mit dem Restriktionsenzym

EcoRI dargestellt. Dieses Enzym schneidet die cDNA der in p409 vorliegenden mIL-23-

Rezeptorvarianten mehrfach. Die nach Agarosegelelektophorese voneinander getrennten

DNA-Fragmente stimmen mit der errechneten Fragmentgröße überein (Plasmidkarten

siehe Anhang 5.1).

Analog zum Vorgehen im cIL-23R erfolgte nun die Klonierung der cDNA in den Expressi-

onsvektor pMOWS-puro-GFP (siehe Kap. 3.1.1, Abb. 3.4). Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 Zellen

wurden mit den neuen Deletionsvarianten des mIL-23R stabil transduziert. Die Oberflä-

chenexpression der Rezeptoren wurde mittels Durchflusszytometrie bestätigt (siehe Abb.
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Abb. 3.21: Schematische Darstellung des cIL-23R (rot: murine ECD und TM, blau: humane ICD), des mIL-

23R und der Mutationsvariante Y416F/Y504F/Y542F/Y626F des mIL-23R

Der strukturelle Aufbau des murinen und humanen IL-23R stimmt überein, beide besitzen sieben Tyrosine

in der ICD. Das Tyrosin 463 ist in der Aminosäuesequenz nur im humanen, das Tyrosin 542 nur im murinen

Rezeptor zu finden (grau). Mögliche Bindestellen für Jak2, SHP2, STAT4 und STAT1/ 3 innerhalb des murinen

und humanen IL-23R wurden postuliert (vgl. Tabelle 1.1).

3.23).

3.6.2 Analyse der Deletionsvarianten des murinen IL-23R

Nach Stimulation der generierten Ba/F3 Zellen mit mHIL-23 wurden Zelllysate hergestellt

und mit Western Blots analysiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.24 dargestellt. Nur die Rezep-

torvariante Y416F/ Y504F/ Y542F/ ∆625 zeigt ein IL-23-abhängiges STAT3 Signal. Sowohl

Y416F/Y504F/∆541, als auch Y416F/Y504F/Y542F/∆554 zeigt keine STAT3 Phosphorylie-

rung nach Stimulation mit mHIL-23. Als Postivkontrolle dienten Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1

cIL-23R Zellen, die ebenfalls eine Aktivierung von STAT3 nach Stimulation der Zellen mit

mHIL-23 zeigen. Die Aktivität ist vergleichbar mit der in den Ba/F3 Zellen der Rezeptorvari-

ante Y416F/Y504F/Y542F/∆625 (siehe Abb. 3.21). Die Expression der Rezeptoren wurden

durch den Einsatz von Antikörpern gegen den mIL-12Rβ1 und den mIL-23R überprüft. In

allen analysierten Zelllysaten zeigen sich deutliche Banden im Western Blot.

Im nächsten Schritt wurde die Zytokin-abhängige Proliferation der generierten Rezep-

torvarianten de mIL-23R analysiert. Darin zeigte sich, dass nur die Deletionsvariante

Y416F/Y504F/Y542F/∆625 in Abhängigkeit von IL-23 proliferieren kann. Die beiden an-

deren Zelllinien, Y416F/Y504F/∆541 und Y416F/Y504F/Y542F/∆554 zeigten eine deutlich
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Abb. 3.22: Restriktionsanalyse der klonierten Expressionsvektoren der Deletionsvarianten des mIL-23R

Die cDNA der im p409-Vektor vorliegenden neuen Deletionsvarianten des mIL-23R wurde mit dem Restrikti-

onsenzym EcoRI und dem dazugehörigen Puffer 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von Ladepuffer wurden

die Proben auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen. Zusätzlich wurde zur Kontrolle der unverdaute Vektor

aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung von 100 mV trennen sich die DNA-Fragmente der Größe nach

auf. Die erwarteten Fragmente der p409-Vektoren nach Restriktionsspaltung mit EcoRI sind: mIL-23R und

Y416F/Y504F/Y542F/Y626F: 344, 873, 1008, 2436, 5150 bp; Y416F/Y504F/∆541: 905, 1008, 2436, 5150 bp;

Y416F/Y504F/Y542F/∆554: 944, 1008, 2436, 5150 bp; Y416F/Y504F/Y542F/∆625: 284, 873, 1008, 2436, 5150 bp.
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Abb. 3.23: Nachweis der Rezeptoren auf der Zelloberfläche von Ba/F3 Zellen mittels FACS-Analysen

Bei allen durch retrovirale Transduktion generierten Ba/F3 Zelllinien wurde die Oberflächenexpression der

Rezeptoren IL-23R und IL-12Rβ1 überprüft. Je 5x105 Zellen wurden mit PBS gewaschen, in FACS-Puffer gelöst

und für 2 h mit den primären Antikörpern (α-IL-12Rβ1 und α-mIL-23R) inkubiert. Die Zellen wurden erneut

gewaschen, mit dem sekundären Antikörper 1 h lang inkubiert und in 500 µl FACS-Puffer gelöst. Die Analyse

erfolgte mittels Durchflusszytometrie. In Grau ist die Kurve von Ba/F3-gp130 Zellen ohne die Rezeptoren

IL-12Rβ1 und IL-23R als Negativkontrolle dargestellt. Ein Verschiebung der Verteilungskurve (shift) nach

rechts spricht für das Vorhandensein der Rezeptoren.
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Abb. 3.24: Analyse der STAT3 Aktivierung durch IL-23 in den Deletionsvarianten des mIL-23R

Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 wurden zusätzlich stabil mit den neuen Deletionsvarianten des mIL-23R transduziert.

Die Zellen wurde drei Mal mit PBS gewaschen, 5 h in Serum-freien Medium kultiviert und für 10 min mit

0,2% mHIL-23 stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und unter Verwendung von α-P-STAT3, α-STAT3,

α-mIL-12Rβ1 und α-mIL-23R Antikörpern analysiert.

geringe Proliferation unter der Stimulation mit mHIL-23 im Vergleich zur Proliferation

unter HIL-6. Das Ergebnis des Proliferationsassays ist in Abbildung 3.25 dargestellt. Als

Kontrollen dienten Ba/F3 Zellen mit dem murinen WT (Positivkontrolle) und Ba/F3-gp130

Zellen (Negativkontrolle). Ebenfalls als Kontrolle diente die Mutationsvariante des mIL-23R

(Y416F/Y504F/Y542F/Y626F), die die Grundlage für die Generierung der Deletionsvarianten

bildete und unter IL-23-Stimulation in vorherigen Versuchen STAT3 Aktivierung (im Western

Blot) und Proliferation gezeigt hatte (Floss 2013 [134]).

Durch die Ergebnisse der Western Blots und Proliferationsanalysen konnte der Bereich im

C-terminalen Abschnitt des IL-23R, in dem ein STAT3 Motiv vermutet werden kann, weiter

eingegrenzt werden.

Zwischen den Aminosäuren 554 bis 624 in der ICD des mIL-23R muss ein nicht-kanonisches

STAT3 Bindemotiv liegen, denn die Variante, die ab AS 554 deletiert ist, zeigte kein P-STAT3

Signal und keine Proliferation durch mHIL-23. Wenn der Rezeptor jedoch erst bei AS 624

endet, ist die Aktivierung von STAT3 durch IL-23 wieder möglich.

Die Aminosäuresequenz der humanen ICD des IL-23R stimmt in diesem Bereich größten-

teils mit der des murinen Rezeptors überein, daher kann auch hier in diesem Abschnitt ein

STAT3 Bindemotiv vermutet werden (siehe Diskussion Kap. 4.1.1).
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Abb. 3.25: IL-23-abhängige Proliferation der mIL-23R-Deletionsvarianten

Für die Analyse der Zytokin-abhängigen Proliferation von stabilen BaF3-gp130 Zelllinien wurden je drei

Ansätze mit der gleichen Zellzahl (5000 Zellen) hergestellt. Davon wurde zum ersten Ansatz kein Zytokin, zum

zweiten HIL-6 (10 ng/ml) und zum dritten mHIL-23 (0,2%) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48 h

wurde die Zellproliferation in den drei Ansätzen durch den CellTiter-Blue Cell Viability Assay bestimmt. Für bes-

sere Vergleichbarkeit der Ergebnisse von den unabhängig voneinander stabil transduzierten Ba/F3 Zelllinien,

wurde die Negativkontrolle (unstimulierte Ba/F3 Zellen) auf 1 gesetzt und die Zytokin-abhängige Proliferation

dementsprechend umgerechnet (n-fach). Die gezeigten Ergebnisse sind representativ für mindestens zwei

Versuchsansätze.

3.7 IL-23 aktiviert den MAPK-Signalweg

Die Ergebnisse der Proliferationsassays führen zu dem Schluss, dass neben der Aktivierung

von STAT3 weitere Signalwege durch IL-23 stimuliert werden. Demzufolge wurde nun

untersucht, ob eine Aktivierung der MAPK-Kaskade durch IL-23 erfolgt. Dafür wurde die

Ba/F3-gp130 Zelllinie mit beiden Rezeptoren für die Signaltransduktion von IL-23, mIL-

12Rβ1 und cIL-23R, mit mHIL-23 stimuliert, Zelllysate hergestellt und die Aktivierung von

ERK (extracellular-signal regulated kinases) durch Western Blot Analyse untersucht. ERK

wird im Laufe des MAPK-Signalweges phosphoryliert [155]. Nach 30-minütiger Stimulation

mit mHIL-23 zeigten die Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ cIL-23R Zellen ein deutliches Phospho-

ERK Signal nach Western Blot Analyse im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (siehe Abb.

3.26).

Um diese Beobachtung zu verifizieren, kamen außerdem zwei Inhibitoren der MAPK-

Kaskade zum Einsatz: PD98059 ist ein Inhibitor von MEK1 (mitogen/ extracellular signal-
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Abb. 3.26: Aktivierung von ERK durch IL-23

Ba/F3-gp130 Zellen mit dem mIL-12Rβ1 und dem cIL-23R wurde mit PBS gewaschen und auf vier Versuchs-

ansätze verteilt. Ein Teil der Zellen blieb unstimuliert, die übrigen drei Versuchsansätze wurden 30 min mit

mHIL-23 stimuliert. Davon wurde zu einem Ansatz MEK Inhibitor PD98059 und zu einem Ansatz U0126 mit je

einer Konzentration von 20 µM (in DMSO) hinzugegeben. Zelllysate wurde hergestellt und mittels Western

Blot unter Verwendung von α-P-ERK und α-ERK Antikörper analysiert.

regulated kinase, MAP-Kinase-Kinase) und U0126 von MEK1/2. Die Inhibitoren wurden

mit einer Konzentration von 20 µM eingesetzt. Da ERK downstream von MEK1/2 in der

MAPK-Kaskade zu finden ist, kann der Einsatz der Inhibitoren die ERK Phosphorylierung

unterdrücken. Das konnte auch hier gezeigt werden. Durch den gleichzeitigen Einsatz der

MEK-Inhibitoren PD98059 oder U0126 wird eine Aktivierung von ERK, die durch Stimulati-

on von mHIL-23 in den Ba/F3 Zellen ausgelöst werden kann, verhindert. Im Western Blot

unter Verwendung des α-P-ERK Antikörpers ist keine Bande detektierbar (siehe Abb. 3.26).

Eine Aktivierung des MAPK-Weges über den Rezeptorkomplex von IL-23 scheint demnach

möglich zu sein (siehe Diskussion 4.1.4).
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KAPITEL 4

Diskussion

4.1 Signaltransduktion über den chimären IL-23 Rezeptor

4.1.1 Neues STAT3-Motiv im C-terminalen Teil des IL-23 Rezeptors

Die klassische, kanonische Aktivierung von STAT3 erfolgt über die Bindung an einen phos-

phorylierten Tyrosinrest innerhalb des Rezeptors. Dieser ist charakterisiert durch das Motiv

pY-X-X-Q [156, 129]. STAT3 erkennt mit seiner SH2 Domäne diese Region und wird durch

Bindung an das phosphorylierte Tyrosin aktiviert. Im phosphorylierten Zustand kann STAT3

als Homodimer in den Zellkern gelangen und dort die Expression der Zielgene beeinflus-

sen. Für die Signaltransduktion von IL-23 ist die Aktivierung von STAT3 als wichtigste und

stärkste Komponente beschrieben [19]. Mit dem Tyrosin 611 und den nachfolgenden drei

Aminosäuren ist auch eine Region, die mit dem Motiv für die klassische Aktivierung von

STAT3 übereinstimmt (Y611FPQ), im humanen IL-23R vorhanden. Die Ergebnisse dieser

Arbeit zeigen aber, dass eine Mutation dieses Tyrosinrestes die STAT3 Phosphorylierung

durch IL-23 nicht verhindert. Dies wurde ebenfalls für den murinen IL-23R (Y626FPQ) ge-

zeigt [134]. Auch die Mutation von mehreren (bis zu vier der sieben Tyrosine innerhalb des

IL-23R) führt zu keiner Veränderung der STAT3 Aktivierung in den generierten Ba/F3 und

HeLa Zelllinien.

Dabei wurde im Rahmen der Arbeit das Augenmerk auf die weiteren Tyrosine gerichtet, die

als mögliche Bindestellen für Signalmoleküle postuliert worden waren (siehe Kap. 1.4.2). Das

Tyrosin Y397 ist als potentielle SHP2 Bindestelle für die STAT3 Aktivierung von Bedeutung

[19] und liegt außerdem nahe der möglichen Jak2 Bindestelle [127]. Y484 ist als Bindestelle

für STAT4 beschrieben [19] und Y463, welches nur im humanen IL-23R vorhanden ist, ähnelt

mit der Sequenz Y463PQ dem klassischen STAT3 Bindemotiv (YXXQ). Die Tyrosine Y429,

Y450 und Y476 befinden sich nicht in einer Aminosäuresequenz, die einem Bindemotiv

für STAT3 ähnelt. Daher gilt es als unwahrscheinlich, dass sie an der Signaltransduktion
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beteiligt sind.

Mutationsvarianten des cIL-23R wurden generiert, in denen mehrere Tyrosine zu Phe-

nylalanin mutiert wurden. Zusammen mit dem mIL-12Rβ1 wurden diese dann in zwei

verschiedene Zellsysteme eingebracht. Alle Mutationsvarianten zeigten sowohl in HeLa,

als auch in BaF3 Zellen eine Aktivierung von STAT3 nach Stimulation mit IL-23. Sogar der

cIL-23R, in dem alle vier Tyrosine mutiert wurden (Y397F/Y463F/Y484F/Y611F), die als

Bindestellen für Signalmoleküle innerhalb des IL-23R postuliert wurden, zeigte keine Beein-

trächtigung der STAT3 Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-23 (siehe Abb. 3.17).

Eine quantitative Auswertung zu der Aktivierung von STAT3 ist durch die hier durchgeführ-

ten Western Blots allerdings nicht möglich. Eine Aussage inwieweit die STAT3 Phosphory-

lierung durch IL-23 nach Mutation der Tyrosine im IL-23R vermindert ist, kann demnach

nicht getroffen werden. In den HeLa Zellen ist zudem auch im unstimulierten Zustand eine

geringe STAT3-Aktivität zu erkennen, wodurch die Auswertung der Western Blots zusätzlich

erschwert wird. Sicher bleibt aber, dass die Signalintensität von P-STAT3 in HeLa und Ba/F3

Zellen nach Stimulation mit IL-23, trotz Mutation der Tyrosine, ansteigt.

Erst die Deletion des Rezeptors (∆476) verhindert die STAT3 Aktivierung (siehe Abb. 3.18).

Wir konnten damit eine Tyrosin-unabhängige, nicht-kanonische Aktivierung von STAT3

über den IL-23R nachweisen.

Für die Signaltransduktion über den murinen IL-23R konnte der Bereich schon weiter ein-

gegrenzt werden. In dieser Arbeit wird der Unterschied zwischen den Deletionsvarianten

Y416F/Y504F/Y542F/∆554 und Y416F/Y504F/Y542F/∆625 aufgezeigt. Die Rezeptorvariante

Y416F/Y504F/Y542F/∆554 zeigte in transduzierten BaF3 Zellen, unter Stimulation von IL-23,

keine STAT3 Phosphorylierung und es wurde keine Proliferation der Zellen beobachtet

(siehe Kap. 3.6.1). Die Zelllinien mit der Variante Y416F/Y504F/Y542F/∆625 hingegen waren

noch zu STAT3 Phosphorylierung und Proliferation durch Stimulation mit IL-23 fähig. Der

Abschnitt in dem eine Tyrosin-unabhängige, nicht-kanonische Aktivierung von STAT3 statt-

findet, wurde auf einen Abschnitt von 71 Aminosäuren (AS 554-624) innerhalb des murinen

IL-23R eingegrenzt. Dies ist zusammenfassend in der Abb. 4.1 dargestellt. Obwohl diese Ver-

suche zu weiteren Deletionsvarianten nur mit dem murinen IL-23R durchgeführt wurden,

ist in Abb.4.1 dennoch auch die Aminosäuresequenz des humanen IL-23R dargestellt, deren

Präsenz kritisch für die STAT3 Aktivierung ist. Die Ergebnisse der durchgeführten Versuche

mit dem chimären IL-23R (humane ICD) sprechen dafür, dass beim Menschen ebenfalls in

diesem Rezeptorbereich ein Bindemotiv für STAT3 vorhanden ist (siehe Kap. 4.2).

In weiteren Versuchen konnte dieser Bereich in der AG Scheller nun auf 17 Aminosäuren

eingegrenzt werden [134] (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Deletion der Aminosäuren

554 bis 570 führt zum fast vollständigen Verschwinden von STAT3 Phosphorylierung nach

IL-23-Stimulation von Ba/F3 Zellen im Western Blot. In FACS-Analysen konnte keine STAT3

Aktivierung in dieser Ba/F3 Zelllinie (Y416F/Y504F/Y542F/Y626F/∆554-570) nachgewie-
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Abb. 4.1: Nicht-kanonische STAT3 Aktivierung im C-terminalen Bereich des IL-23R

Die Rezeptorvariante Y416F/Y504F/Y542F/∆554 zeigt in Western Blots mit Ba/F3 Zellen keine STAT3 Akti-

vierung durch IL-23 und keine IL-23-abhängige Proliferation der Ba/F3 Zelllinie (-). Die um 71 AS längere

Rezeptorvariante Y416F/Y504F/Y542F/∆625 hingegen zeigt, sowohl eine STAT3 Phosphorylierung, als auch

Proliferation durch Stimulation mit IL-23 (+).

sen werden [134]. Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass genau innerhalb dieser

Sequenz von 17 Aminosäuren eine Tyrosin-unabhängige Aktivierung von STAT3 stattfindet.

Wie diese untypische Aktivierung von STAT3 zustande kommt, ist noch unklar. Jedoch wurde

eine Tyrosin-unabhängige STAT3 Aktivierung für den humanen G-CSF Rezeptor (G-CSFR)

[157] und für den Interleukin-22 Rezeptor (IL-22R) [158] beschrieben, sowie eine Tyrosin-

unabhängige Aktivierung von STAT2 über den Interferon-α/β Rezeptor (IFNAR2) [159].

Für den G-CSFR wurde gezeigt, dass für die Tyrosin-unabhängige Aktivierung von STAT3 hö-

here Konzentrationen von G-CSF nötig waren. Allerdings konnte keine konstitutive Bindung

von STAT3 an den G-CSFR nachgewiesen werden [157]. Dies gelang auch für den IL-23R

nicht (D.Floss, [134]). Daher wird vermutet, dass ein Verbindungsmolekül existiert, welches

zwischen dem C-terminalen Abschnitt des G-CSFR und über ein Phosphotyrosin mit der

SH2 Domäne von STAT3 interagiert [157].

Für den IL-22R hingegen wurde eine konstitutive Bindung von STAT3, am ehesten über

dessen coiled-coiled-Domäne, beschrieben, über die eine Aktivierung von STAT3 möglich

wird [158].

Für STAT2 wurde gezeigt, dass es an den intrazellulären Teil des IFNAR2 bindet. Diese Bin-

dung ist unabhängig von der SH2 Domäne von STAT2, denn ein Austausch der kompletten

Domäne verhindert die Interaktion zwischen STAT2 und IFNAR2 nicht [159].

Über welchen Mechanismus die Tyrosin-unabhängige STAT3 Aktivierung beim IL-23R

verläuft, konnte bisher nicht geklärt werden. Auf der Suche nach möglichen Interaktions-

partnern wurde die Aminosäuresequenz des IL-23R mit Protein-Bindemotiven verglichen

(D. Floss). Bei dieser Analyse wurde ein Bindemotiv für die Kinase CK1 gefunden. Das CK1-

Bindemotiv S-X-X-S/T ist sowohl im humanen (S533VSS), als auch im murinen (S548ASS)
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IL-23R zu finden, liegt aber außerhalb des für die IL-23-abhängige STAT3 Aktivierung kriti-

schen Aminosäurebereiches (murin 554 bis 570). Bisher wurde auch kein Signalweg erkannt,

bei dem es über CK1 zu einer STAT3 Phosphorylierung kommt [134]. In der Literatur wird

allerdings beschrieben, dass CK2 eine Rolle bei der STAT Aktivierung von Onkostatin M

(OSM) spielt, welches wiederum Mitglied der IL-6 Familie ist [160].

Eine direkte Aktivierung von STAT3 wurde beispielsweise für die Interaktion einer Isoform

des 14-3-3 Proteins (ζ) mit STAT3 beschrieben [161]. Die Verbindung ist nur möglich wenn

der Serinrest 727 innerhalb von STAT3 im phosphorylierten Zustand vorliegt. Ob eine solche

Interaktion über das Protein 14-3-3ζ oder ähnliche Moleküle auch bei der Signaltransdukti-

on über den IL-23R vorliegt, konnte bisher nicht nachgewiesen werden.

Die Möglichkeit der Phosphorylierung von STAT3 über den PI3K/Akt-Signalweg

([52], siehe 4.1.4) konnte ebenfalls widerlegt werden. Die Mutationsvariante mIL-23R

Y416F/Y504F/Y542F/Y626F zeigte in Western Blots keine Aktivierung von PI3K/Akt, wohl

aber eine Tyrosin-unabhängige Aktivierung von STAT3 (D. Floss, [134]).

Alle bisherigen Überlegungen führten zu keiner abschließenden Erklärung über den Me-

chanismus der nicht-kanonische STAT3 Aktivierung über den C-terminalen Bereich des

IL-23R. Die Bedeutung des IL-12Rβ1 an der IL-23-abhängigen Signaltransduktion wurde in

dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Daher bleibt unklar, ob auch über diesen Weg eine

Beeinflussung der STAT3 Phosphorylierung möglich ist.

4.1.2 Negatives Feedback durch Socs3 verhindert IL-23-abhängige STAT3

Langzeitaktivierung nicht

Socs-Proteine sind klassische Inhibitoren im Netzwerk der Zytokine. Sie sind wichtig für die

negative Regulation einer Immunantwort [137]. Für die Signaltransduktion von IL-6 wurde

die Beteiligung von Socs3 nachwiesen [1]. Diese ist essentiell für die Funktion von IL-6

und verhindert die Ansammlung von IL-6-abhängigem P-STAT3 bei der Aktivierung einer

Entzündungsreaktion [154]. Ob auch für die Signaltransduktion von IL-23 eine negative

Feedback-Schleife durch Socs3 oder einen anderen Inhibitor besteht, ist bisher unklar.

Chen und Kollegen postulierten 2006, dass Socs3 die Signaltransduktion von IL-23 negativ

reguliert und so an der Entwicklung und Differenzierung von TH17 Zellen beteiligt ist [137].

In Versuchen mit Socs3-defizienten T-Zellen konnte, durch den Verlust von Socs3, eine

erhöhte STAT3 Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-23 nachgewiesen werden. Zu-

dem wurde eine vermehrte Entwicklung und Differenzierung von TH17 Zellen beschrieben,

gemessen an einer erhöhten Produktion von IL-17A [137]. Da die Entwicklung von TH17

Zellen aber unter anderem auch von IL-6-abhängig ist, beweist dies den Zusammenhang

zwischen IL-23 und Socs3 nicht [134, 137].

In dieser Arbeit wurde in Western Blot Analysen mit HeLa Zellen (cIL-23R) und FACS-

Analysen mit Ba/F3 Zelllinien (cIL-23R und mIL-23R) kein Abfall der STAT3 Phosphorylie-

76



4.1 Signaltransduktion über den chimären IL-23 Rezeptor

rung nach Stimulation mit IL-23 über eine Zeit von bis zu 60 min festgestellt (siehe Kap. 3.4).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Aktivierung von STAT3 durch IL-23 nicht durch

Socs-Proteine unterdrückt werden kann. Diese negative Regulation wurde bisher vor allem

bei der STAT3 Phoyphorylierung durch IL-6 beobachtet. Im Vergleich zeigten Ba/F3-gp130

Zellen, die mit HIL-6 stimuliert wurden, nach 5-10 min ihre maximale STAT3 Aktivierung. Bis

zu einer Stimulationszeit von 60 min fällt das Signal deutlich ab [134]. Dies zeigt sich in den

durchgeführten Kinetikversuchen zur IL-23-abhängigen STAT3 Phosphorylierung nicht und

auch de Paus und Kollegen 2008 beschrieben in FACS-Analysen eine Langzeitaktivierung

von STAT3 durch IL-23 über 60 min in humanen T-Zell-Blasten [138].

Da die Hemmung der STAT3 Aktivierung durch Socs3 vor allem durch deren SH2 Domäne

[162] und Bindung an Phosphotyrosine verläuft [163], könnte die identifizierte Tyrosin-

unabhängige STAT3 Phosphorylierung eine Erklärung für das Fehlen der negativen feed-

back-Schleife sein.

4.1.3 Bindung von Jak2 an den IL-23R

Jak2 ist ein wichtiges Protein bei der Signaltransduktion über den IL-23R [19]. Die Rezeptor-

sequenz zwischen I384 bis E398 im humanen bzw. I403 bis E417 im murinen IL-23R wurde

als Bindestelle von Jak2 an den IL-23R postuliert und ist in verschiedenen Spezies konser-

viert [127]. Zellen, denen diese Aminosäuresequenz fehlt, sind nicht zu einer Aktivierung

von STAT3 nach Stimulation mit IL-23 fähig und zeigen auch keine IL-23-abhängige Proli-

feration (D.Floss, unpublished). In der Arbeitsgruppe von Prof. Scheller konnte allerdings

nachgewiesen werden, dass bei Co-Präzipitation eine Deletion dieser Aminosäuresequenz

keine Auswirkung auf die Bindung von Jak2 an den IL-23R hat. Vielmehr konnte die Se-

quenz E455 bis E479 im mIL-23R als kritischer Bereich für die Assoziation von Jak2 an

den IL-23R identifiziert werden (D.Floss, unpublished). Dennoch scheint der proximale

Abschnitt des IL-23R von großer Bedeutung für die Aktivierung von Jak2 und essentiell für

die IL-23-abhängige Signaltransduktion zu sein.

Die genetische Rezeptorvariante R381Q kommt als SNP in der Bevölkerung vor und wirkt

sich protektiv bei Autoimmunerkrankungen wie M. Crohn aus ([140], siehe Kap. 1.4.3). In

dieser Arbeit konnte eine reduzierte STAT3 Aktivierung durch die Mutation R381Q im cIL-

23R nachgewiesen werden (siehe Kap. 3.5.1) und bestätigt damit die Arbeit von de Paus und

Kollegen 2008 [138]. Die IL-23-abhängige Proliferation in Ba/F3-gp130 mIL-12Rβ1 cIL-23R

R381Q Zellen zeigte sich jedoch unverändert im Vergleich zum Wildtyp. Vermutet werden

kann, dass die Konzentration an mHIL-23, mit der die Zellen stimuliert wurden, zu hoch war.

Eine Versuchsreihe, in der die Ba/F3 Zellen mit geringeren Konzentrationen von mHIL-23

stimuliert werden, sollte durchgeführt werden.

Auch die funktionelle Auswirkung vom SNP R381Q im IL-23R wurde bereits beschrieben,

indem eine reduzierte Produktion von IL-17 in TH17 Zellen mit der Mutation R381Q nach-
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gewiesen werden konnte [141]. Das Arginin 381 liegt nahe der TM im N-terminalen Bereich

der ICD des hIL-23R. Dabei befindet es sich weder innerhalb der postulierten Bindestelle

von Jak2 (AS 384-398, [127]), noch in der Aminosäuresequenz, die mit Jak2 assoziiert ist

(D. Floss, unpublished). Der genaue Mechanismus, inwieweit die Aktivierung von Jak2 von

dem proximalen Bereich der intrazellulären Domäne des IL-23R abhängig ist, oder wie es

sonst zu einer Abschwächung der IL-23-abhängigen Signaltransduktion in vitro und in vivo

kommt, konnte aber bisher nicht geklärt werden.

Für die Signaltransduktion von IL-23 wurde, neben der Aktivierung des Jak-STAT-Weges

über den IL-23R, auch eine Beteiligung von Tyk2 über den IL-12Rβ1 beschrieben [18]. Das

Box1-Motiv, welches sich im mIL-12Rβ1 befindet, konnte als essentiell für die Aktivierung

von STAT3 durch IL-23 identifiziert werden (Dissertation T. Klöcker). In dieser Arbeit wurde

dies nicht weiter betrachtet. In welchem Maß auch die Signaltransduktion über den cIL-23R

dadurch beeinflusst wird, bleibt unklar. Ein Einfluss auf die Ergebnisse zur IL-23-abhängigen

Aktivierung von STAT3, sowie zur Zytokin-abhängigen Proliferation der Ba/F3 Zellen wäre

denkbar.

4.1.4 Beteiligung von weiteren Signalwegen

Die Ergebnisse der Western Blot Analysen und Proliferationsassays mit den Mutations- und

Deletionsvarianten des IL-23R weisen auf die Beteiligung weiterer Signalwege hin. Eine

STAT3-unabhängige Proliferation der Ba/F3 Zellen unter Stimulation mit IL-23 konnte

über die Rezeptorvarianten ∆476 und Y463F/∆476 nachgewiesen werden (siehe Kap. 3.5.3).

Diese zeigten im Western Blot keine STAT3 Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-23,

wiesen aber keine Abschwächung der IL-23-abhängigen Proliferation auf.

Eine Mutation von Y397 verhindert die Proliferation der Deletionsvarianten

(Y397F/Y463F/∆476). Daraus folgt, dass dieses Tyrosin als Bindedomäne für Signal-

moleküle und für die Aktivierung weiterer Signalwege relevant ist.

Die Signaltransduktion von IL-23 verläuft vor allem über die Aktivierung von STAT3 [19].

Aber auch andere Signalwege sind beteiligt. Dabei werden die Aktivierung von STAT1, 4, 5

[19], NFκB und PI3K/Akt [52] durch IL-23 postuliert (siehe Kap.1.4.2). Abb. 4.2 gibt eine

Übersicht über den Verlauf von möglichen Signalkaskaden über den IL-23R.

Versuche zur Phosphorylierung von STAT1 und STAT4 durch IL-23 wurden mit HeLa

Zelllysaten durchgeführt. Eine Aktivierung von STAT4 durch Stimulation mit IL-23 konnte

für transfizierte HeLa Zellen mit den Rezeptoren des murine Wildtyps (mIL-12Rβ1 +

mIL-23R), ebenso wie für den chimären Wildtyp (mIL-12Rβ1 + cIL-23R), nachgewiesen

werden. Allerdings zeigten die unstimulierten HeLa Zellen eine deutliche Hintergrundakti-

vität, wodurch die Aussagekraft gering wird. Die Western Blot mit P-STAT1-Antikörpern

zeigten keine deutliche Signalsteigerung nach Stimulation mit mHIL-23 (Ergebnisse nicht

dargestellt).
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Abb. 4.2: Mögliche Signalwege über den IL-23R

Die Bindung von IL-23 an den heterodimeren Rezeptorkomplex, bestehend aus IL-12Rβ1 und IL-23R, führt zur

Aktivierung verschiedene Signalmoleküle. Signalwege, die in der AG Scheller bestätigt oder gefunden wurden

sind durch schwarze Pfeile hervorgehoben, die weiteren postulierten Signalwege mit grauen Pfeilen versehen.

Das zentrale Molekül der IL-23-abhängigen Signalweiterleitung ist STAT3, welches über Bindung an von Jak2

phosphorylierten Tyrosinen (Parham, 2002 [19]) und nicht-kanonisch über ein Bindemotiv im C-terminalen

Bereich des IL-23R aktiviert werden kann. Über Jak2 können zudem IκB und PI3K aktiviert werden (Cho, 2006

[52]). Über PI3K/Akt kann wiederum STAT3 aktiviert werden (Cho, 2006 [52]). Unsere AG zeigte allerdings,

dass die Aktivierung von PI3K/Akt auch STAT3-unabhängig Einfluss auf die zelluläre Genexpression nehmen

kann (Floss, 2013 [134]). Das Tyrosin 397 ist als SHP2-Bindedomäne postuliert (Parham, 2002 [19]). Über

dessen Phoshorylierung kann es zu einer Aktivierung von Grb2 (growth factor receptor bound protein) kommen

und zur Auslösung der MAPK-Signalkaskade (Floss, 2013 [134]). Ebenfalls beteiligt an der IL-23-abhängigen

Signaltransduktion ist der IL-12Rβ1 über Aktivierung der Tyrosin Kinase 2 (Tyk2) (AG Scheller, Dissertation T.

Klöcker).
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Über die Aktivierung von Jak2 durch IL-23 können, neben STAT-Molekülen, auch PI3K und

NF-κB phosphoryliert werden. Dies wurde von Cho und Kollegen 2006 durch den Einsatz

von verschiedenen Inhibitoren in einem Mausmodell gezeigt. Der PI3K-Inhibitor LY294002,

NF-κB-Inhibitor PDTC und Jak2-Inhibitor AG490 verringerten die IL-23-induzierte IL-17

Expression in CD4+ T-Zellen. Außerdem konnte eine verringerte Phosphorylierung von

PI3K/Akt durch den Einsatz von LY294002 und AG490 nach Aktivierung mit IL-23 nachge-

wiesen werden, sowie eine verringerte Phosphorylierung von IκBα nach Einsatz von PDTC

und AG490 [52].

In dieser Arbeit konnte die Aktivierung der MAPK-Kaskade durch IL-23 nachgewiesen

werden. Im Western Blot mit Ba/F3-gp130 IL-12Rβ1 IL-23R Zellen zeigte sich eine Phospho-

rylierung von ERK durch Stimulierung der Zellen mit mHIL-23. Außerdem konnte dieses

P-ERK-Signal durch den Einsatz von zwei MEK-Inhibitoren (PD98059 und U0126) unter-

drückt werden (siehe Kap. 3.7). Diese Ergebnisse stehen denen von Cho und Kollegen 2006

entgegen, deren Versuchsergebnisse keine Wirkung des MEK-Inhibitors PD98059 auf die

IL-23-induzierte IL-17 Expression im Mausmodell nachweisen konnte [52].

Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit die Beteiligung des MAPK-Signalweges an der

Signaltransduktion von IL-23 nur durch Versuchen mit Ba/F3 Zellen nachgewiesen. Für eine

größere Aussagekraft sollten Versuchen in mindestens einem zweiten Zellsystem folgen.

Für die Signaltransduktion von IL-6 ist eine Aktivierung der MAPK-Kaskade bereits beschrie-

ben [135]. In der intrazellulären Domäne von gp130 wurde eine Aktivierung von SHP2 über

das N-terminal gelegene Tyrosin 759 (murin Y757) beschrieben [156]. Durch die Bindung

von SHP2 an ein Tyrosinmotiv wird es phosphoryliert [164]. Dadurch kann Grb2 (growth

factor receptor bound protein 2) mit seiner SH2-Domäne binden, bildet einen Komplex mit

dem guanine nucleotide exchange factor SOS und bewegt sich in Richtung Zellmembran.

Die dadurch entstehende Nähe zum membrangebundenen G-Protein Ras führt zu einer

Umwandlung von GDP zu GTP [135]. Die weitere MAPK-Kaskade kann dann, wie in Abb. 4.2

dargestellt, ablaufen. Analog zur Signalstransduktion von IL-6 ist die Bindung und Aktivie-

rung von SHP2 an pY397 des humanen IL-23R und damit die Auslösung der MAPK-Kaskade

denkbar. Die Frage, ob die STAT3-unabhängige Proliferation der Ba/F3 Zellen mit der Re-

zeptorvariante Y397F/ Y463F/∆476 auf die Aktivierung von ERK zurückzuführen ist, oder ob

weitere Signalmoleküle dafür nötig sind, kann nicht abschließend beantwortet werden.

4.2 Der murine und der humane IL-23 Rezeptor

4.2.1 Struktureller Vergleich

Die cDNA des murinen und des humanen IL-23R sind in der GenBank database unter

der Zugangsnummer AF461422 (hIL-23R) und AF461423 (mIL-23R) hinterlegt. Die

Aminosäuresequenzen, für die die cDNA kodiert, weisen eine Gleichheit von 66% und eine
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Ähnlichkeit von 77% auf [19]. Im Alignment der Aminosäuresequenzen des murinen und

des humanen IL-23R (Abb. 4.3) sind alle übereinstimmenden Aminosäuren gelb markiert.

Die sieben Tyrosine, die in der ICD der Rezeptoren zu finden sind, sind lila dargestellt.

Abb. 4.3: Alignment der Aminosäuresequenz des murinen und humanen IL-23R

Identische Aminosäuren in der Sequenz des murinen und des humanen IL-23R sind gelb markiert und mit

einem Sternchen (*) versehen, ähnliche Aminosäuren mit einem Doppelpunkt (:). Die Signalsequenz zu Beginn

ist schwarz unterstrichen. Das WQPWS-Motiv ist in roter Schrift, die Transmembrandomäne blau, Arginin (R)

381/ 400 grün und die Tyrosine sind lila eingefärbt. Angrenzende Bindemotive sind unterstrichen.

Die Sequenz WQPWS, welche dem Zytokin-Bindemotiv WSXWS ähnelt, ist rot dargestellt.

Im murinen Rezeptor kommt es zweimal vor (innerhalb einer 20 Aminosäuren Sequenz, die

doppelt vorliegt [19]), im humanen IL-23R ist es einmal zu finden.

4.2.2 Vergleich der IL-23-abhängigen Signaltransduktion

Der chimäre IL-23R besteht aus der murinen ECD und TM, nur die ICD ist human. Diese

Strategie führt zu einer guten Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen der Signaltransduk-

tion über die humane ICD und der Signaltransduktion über die murine ICD des IL-23R.

Abb. 4.4 gibt einen Überblick über die Versuchsergebnisse der relevanten Mutations-

und Deletionsvarianten, die in gleicher Weise für den chimären IL-23R, wie auch für den

murinen IL-23R (D. Floss) angefertigt wurden.
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Abb. 4.4: Gegenüberstellung der Versuchsergebnisse zur Signaltransduktion über den cIL-23R und mIL-

23R

Links sind in Rot die murinen und in Blau die humanen Anteile des IL-23R dargestellt. Zudem sind die postu-

lierten Bindestellen für Signalmoleküle in der ICD eingezeichnet. Die Abbildung zeigt die Versuchsergebnisse

zu ausgewählten Mutations- und Deletionsvarianten des murinen und chimären IL-23R. Ein lila + oder -

bedeutet Übereinstimmung der Ergebnisse, bei Unterschieden ist murin durch rote und human durch blaue

Farbe gekennzeichnet. Verglichen werden die STAT3 Aktivierung in HeLa und Ba/F3 Zellen in Western Blot

Analysen, sowie die IL-23-abhängige Proliferation [134].

In großen Teilen stimmen die Versuchsergebnisse der Rezeptoren in den beiden Zellsys-

temen (transient transfizierten HeLa Zellen und der stabil transduzierten Ba/F3 Zellen)

überein. Die Mutation der postulierten STAT3 Bindestelle (mY626, hY611) führt sowohl in

der humanen, als auch in der murinen ICD nicht zu einer Verringerung der STAT3 Aktivie-

rung in HeLa, sowie in Ba/F3 Zellen (siehe Abb. 4.4 (+)). Erst die Deletion des C-terminalen

Rezeptorabschnitts (m∆503, h∆476) führt zu einer Abnahme der STAT3 Phosphorylierung

(siehe Abb. 4.4 (-)). Ebenfalls übereinstimmend konnte nachgewiesen werden, dass die

Proliferation der Ba/F3 Zellen erst durch Mutation des N-terminal gelegenen Tyrosinrestes

(mY416, hY397) verhindert wird.

Unterschiede zeigten sich bei der Analyse der Mutationsvarianten, in denen mehrere Ty-
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rosine mutiert worden waren. Im chimären IL-23R zeigte sich keine Abnahme der IL-23-

abhängigen STAT3 Aktivierung durch Mutation der Tyrosine. Bei dem murinen IL-23R

hingegen führte die Mutation von Y542 zu einer deutlichen Abnahme der STAT3 Aktivierung

in den HeLa Zellen. Über das Tyrosin 542, welches im humanen Rezeptor nicht konserviert

ist, konnte demnach eine STAT3 Aktivierung nachgewiesen werden [134]. Die Aminosäu-

resequenz Y542PNFQ weist zudem Ähnlichkeit mit dem STAT3-Bindemotiv Y-X-X-Q auf

[156, 129]. In der humanen ICD ist dieses Motiv nicht vorhanden (HPNFA). Das Tyrosin

Y463, welches ausschließlich im humanen Rezeptor zu finden ist, weist mit der Sequenz

Y463PQ ebenfalls Ähnlichkeit zum STAT3-Motiv auf. Allerdings wurde im Rahmen dieser

Dissertation nachgewiesen, dass Y463 nicht relevant für die STAT3 Phosphorylierung ist.

Die Mutation Y463F führt zu keiner Verringerung des STAT3-Signals. Weiteren Aufschluss

zu der Frage, ob Y463 an der STAT3-Aktivierung beteiligt ist, ergab die Analyse der Dele-

tionsvarianten (siehe Kap. 3.5.3). Hier zeigte sich, dass der Tyrosinrest Y463 nicht an der

Aktivierung von STAT3 beteiligt ist, da die Deletionsvariante ∆476 kein STAT3 Signal nach

Stimulation mit IL-23 aufwies, obwohl in dieser Variante des cIL-23R sowohl Y463, als auch

Y397 unverändert waren.

Wie in Abb. 4.4 gezeigt, konnte keine STAT3 Aktivierung in den co-transfizierten HeLa Zel-

len der mehrfach mutierten Rezeptorvarianten des mIL-23R, nach Stimulation mit IL-23,

nachgewiesen werden. In den Ba/F3 Zellen, die mit den jeweiligen Mutationsvarianten

transduziert worden waren, zeigte sich jedoch weiterhin eine IL-23-abhängige STAT3 Akti-

vierung. Am ehesten kann vermutet werden, dass in den HeLa Zellen nur ein sehr geringes

P-STAT3 Signal vorhanden ist, welches auch nach wiederholten Versuchen nicht detektiert

werden konnte (D. Floss). Diese Abschwächung des STAT3-Signals könnte auf der Mutation

Y542F beruhen. Dieses Tyrosin ist nur im murinen IL-23R vorhanden und an der Aktivierung

von STAT3 beteiligt (s.o.).

Die Ergebnisse der IL-23-abhängigen Proliferation in Ba/F3 Zellen der murinen und chi-

mären Rezeptorvarianten stimmen überein. Nur die Deletionsvariante, bei der auch der N-

terminal gelegene Tyrosinrest mutiert worden war, mY416F/∆503 und cY397F/Y463F/∆476,

zeigte keine Proliferation der Ba/F3 Zellen nach Stimulation mit mHIL-23.
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Diese Arbeit zeigt neue Aspekte der Signaltransduktion über die ICD des hIL-23R in vitro.

Anhand von Experimenten in zwei verschiedenen Zellsystemen, HeLa und Ba/F3 Zellen,

konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden. Viele Fragen bleiben allerdings noch offen.

Es gibt eine Tyrosin-unabhänge, nicht-kanonische Aktivierung von STAT3 über den IL-23R.

Wie genau diese funktioniert, konnte noch nicht abschließend geklärt werden. Im murinen

IL-23R wurde in der ICD ein Abschnitt von 17 Aminosäuren eingegrenzt, über den eine

Phosphorylierung von STAT3 stattfindet. Bisher konnte noch kein Mechanismus identifiziert

werden, der für diese untypische Aktivierung von STAT3 verantwortlich ist. Versuche zu

möglichen Interaktionspartnern und Bindemolekülen mit dem IL-23R führten bisher zu

keinem abschließenden Ergebnis. Auch die Frage, wie stark die Aktivierung von STAT3 über

das nicht-kanonische Bindemotiv ist und ob dies für die zelluläre Wirkung von IL-23 von

Bedeutung ist, kann durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche nicht

beantwortet werden. Weitere Versuche zum murinen, wie auch zum humanen IL-23R sollen

folgen, um die intrazellulären Vorgänge bei der Signalweiterleitung von IL-23 nachvollzie-

hen zu können.

Mit Sicherheit konnte nachgewiesen werden, dass neben dem Jak-STAT Weg weitere Signal-

moleküle durch IL-23 aktiviert werden. Obwohl dies in der Literatur bisher nicht beschrieben

ist, konnte die Aktivierung des MAPK-Weges durch IL-23 über den cIL-23R nachgewiesen

werden. Inwieweit diese neuen Erkenntnisse über die Signaltransduktion von IL-23 auch in

vivo für die Differenzierung von TH17 Zellen relevant sind, ist bisher nicht bekannt. Tierver-

suche mit IL-23R-knock-out Mäusen sind in der AG Scheller geplant und sollen weiteren

Aufschluss über die funktionelle Bedeutung von IL-23 im Immunsystem geben.

Monoklonale Antikörper gegen IL-23 werden schon jetzt bei der Behandlung von Psoriasis

Patienten eingesetzt. Ob ihr Einsatz auch bei anderen Autoimmunerkrankungen möglich ist,

ist derzeit noch Gegenstand der Forschung. Auch der IL-23R und die einzelnen Bestandteile

der Signaltransduktion können Angriffsziele einer sehr spezifischen Immunsuppression

werden, wofür das Verständnis zur Signaltransduktion über die intrazelluläre Domäne des

IL-23R essentiell ist.
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KAPITEL 5

Anhang

5.1 Plasmidkarten

pcDNA3.1 mIL-23R
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5.1 Plasmidkarten

pcDNA3.1 cIL-23R, Mutationsvarianten

pcDNA3.1 cIL-23R, Deletionsvarianten
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5.1 Plasmidkarten

p409 mIL-23R

p409 mIL-23R Deletionsvariante ∆541
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5.1 Plasmidkarten

p409 mIL-23R Deletionsvariante ∆554

p409 mIL-23R Deletionsvariante ∆625
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                 HindIII 

      PmeI   AflII 

  901 GTTTAAACTT AAGCTTGCCA CCATGAGTCA CCTCACACTT CAGCTGCATG 

      CAAATTTGAA TTCGAACGGT GGTACTCAGT GGAGTGTGAA GTCGACGTAC 

       F  K  L   K  L  A  T   M  S  H   L  T  L   Q  L  H  V  

      

  951 TGGTGATAGC CCTTTATGTG CTCTTCAGAT GGTGTCACGG AGGAATCACA 

      ACCACTATCG GGAAATACAC GAGAAGTCTA CCACAGTGCC TCCTTAGTGT 

        V  I  A   L  Y  V   L  F  R  W   C  H  G   G  I  T    

 

 1001 AGTATAAACT GCTCTGGTGA CATGTGGGTT GAGCCTGGTG AAATTTTTCA 

      TCATATTTGA CGAGACCACT GTACACCCAA CTCGGACCAC TTTAAAAAGT 

      S  I  N  C   S  G  D   M  W  V   E  P  G  E   I  F  Q   

                                              AflII 

 1051 GATGGGCATG AATGTTTCTA TATATTGCCA AGAAGCCCTT AAGCACTGCC 

      CTACCCGTAC TTACAAAGAT ATATAACGGT TCTTCGGGAA TTCGTGACGG 

       M  G  M   N  V  S  I   Y  C  Q   E  A  L   K  H  C  R  

                                                         EcoRV

 1101 GACCAAGGAA TCTTTACTTT TATAAAAATG GCTTCAAAGA AGAATTTGAT 

      CTGGTTCCTT AGAAATGAAA ATATTTTTAC CGAAGTTTCT TCTTAAACTA 

        P  R  N   L  Y  F   Y  K  N  G   F  K  E   E  F  D    

 

 1151 ATCACAAGGA TTAATAGAAC AACAGCTCGG ATTTGGTATA AAGGCTTTTC 

      TAGTGTTCCT AATTATCTTG TTGTCGAGCC TAAACCATAT TTCCGAAAAG 

      I  T  R  I   N  R  T   T  A  R   I  W  Y  K   G  F  S   

 

 1201 GGAACCTCAT GCCTATATGC ATTGCACTGC TGAATGTCCT GGTCATTTTC 

      CCTTGGAGTA CGGATATACG TAACGTGACG ACTTACAGGA CCAGTAAAAG 

       E  P  H   A  Y  M  H   C  T  A   E  C  P   G  H  F  Q  

 

 1251 AAGAGACACT GATTTGTGGG AAAGACATTT CCTCTGGACA TCCACCGGAT 

      TTCTCTGTGA CTAAACACCC TTTCTGTAAA GGAGACCTGT AGGTGGCCTA 

        E  T  L   I  C  G   K  D  I  S   S  G  H   P  P  D    

 

 1301 GCCCCCAGCA ATCTGACATG TGTCATTTAT GAATACTCAG GCAACATGAC 

      CGGGGGTCGT TAGACTGTAC ACAGTAAATA CTTATGAGTC CGTTGTACTG 

      A  P  S  N   L  T  C   V  I  Y   E  Y  S  G   N  M  T   

 

 1351 ATGCACCTGG AACACTGGGA AGCCTACCTA CATAGATACC AAGTATATTG 

      TACGTGGACC TTGTGACCCT TCGGATGGAT GTATCTATGG TTCATATAAC 

       C  T  W   N  T  G  K   P  T  Y   I  D  T   K  Y  I  V  

 

 1401 TGCATGTGAA GAGTTTGGAG ACAGAAGAAG AACAACAATA TCTTGCCTCA 

      ACGTACACTT CTCAAACCTC TGTCTTCTTC TTGTTGTTAT AGAACGGAGT 

        H  V  K   S  L  E   T  E  E  E   Q  Q  Y   L  A  S    

 

 1451 AGCTATGTTA AGATCTCCAC TGACTCACTG CAAGGCAGCA GGAAGTATTT 

      TCGATACAAT TCTAGAGGTG ACTGAGTGAC GTTCCGTCGT CCTTCATAAA 

      S  Y  V  K   I  S  T   D  S  L   Q  G  S  R   K  Y  L   

 

 1501 GGTATGGGTC CAAGCTGTCA ATTCCCTAGG CATGGAGAAC TCACAACAAC 

      CCATACCCAG GTTCGACAGT TAAGGGATCC GTACCTCTTG AGTGTTGTTG 

       V  W  V   Q  A  V  N   S  L  G   M  E  N   S  Q  Q  L  

 

 1551 TACACGTCCA TCTGGATGAT ATAGTGATAC CTTCTGCGTC CATCATTTCC 

      ATGTGCAGGT AGACCTACTA TATCACTATG GAAGACGCAG GTAGTAAAGG 

        H  V  H   L  D  D   I  V  I  P   S  A  S   I  I  S    

 1601 AGGGCTGAGA CTACAAACGA TACTGTACCC AAGACCATAG TTTACTGGAA 

      TCCCGACTCT GATGTTTGCT ATGACATGGG TTCTGGTATC AAATGACCTT 

      R  A  E  T   T  N  D   T  V  P   K  T  I  V   Y  W  K   
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 1651 AAGCAAAACT ATGATTGAGA AAGTATTCTG TGAGATGAGA TACAAAACAA 

      TTCGTTTTGA TACTAACTCT TTCATAAGAC ACTCTACTCT ATGTTTTGTT 

       S  K  T   M  I  E  K   V  F  C   E  M  R   Y  K  T  T  

 

 1701 CAACAAACCA AACGTGGAGT GTTAAAGAAT TTGACGCCAA TTTCACATAT 

      GTTGTTTGGT TTGCACCTCA CAATTTCTTA AACTGCGGTT AAAGTGTATA 

        T  N  Q   T  W  S   V  K  E  F   D  A  N   F  T  Y    

                   EcoRI 

 1751 GTACAGCAGT CAGAATTCTA CCTGGAGCCA GACAGCAAGT ATGTATTTCA 

      CATGTCGTCA GTCTTAAGAT GGACCTCGGT CTGTCGTTCA TACATAAAGT 

      V  Q  Q  S   E  F  Y   L  E  P   D  S  K  Y   V  F  Q   

 

 1801 AGTGCGATGT CAAGAAACTG GTAAAAGAAA CTGGCAGCCT TGGAGTTCCC 

      TCACGCTACA GTTCTTTGAC CATTTTCTTT GACCGTCGGA ACCTCAAGGG 

       V  R  C   Q  E  T  G   K  R  N   W  Q  P   W  S  S  P  

                          BstXI 

 1851 CCTTTGTCCA CCAAACTTCC CAAGAAACTG GTAAAAGAAA CTGGCAGCCT 

      GGAAACAGGT GGTTTGAAGG GTTCTTTGAC CATTTTCTTT GACCGTCGGA 

        F  V  H   Q  T  S   Q  E  T  G   K  R  N   W  Q  P    

 

 1901 TGGAGTTCCC CCTTTGTCCA CCAAACTTCC CAGACAGTTT CCCAGGTTAC 

      ACCTCAAGGG GGAAACAGGT GGTTTGAAGG GTCTGTCAAA GGGTCCAATG 

      W  S  S  P   F  V  H   Q  T  S   Q  T  V  S   Q  V  T   

 

 1951 AGCAAAATCA TCCCACGAAC CTCAGAAGAT GGAGATGCTC AGTGCTACAA 

      TCGTTTTAGT AGGGTGCTTG GAGTCTTCTA CCTCTACGAG TCACGATGTT 

       A  K  S   S  H  E  P   Q  K  M   E  M  L   S  A  T  I  

                     EcoNI 

 2001 TCTTCAGAGG ACATCCTGCT TCAGGTAATC ATCAAGACAT TGGACTTTTG 

      AGAAGTCTCC TGTAGGACGA AGTCCATTAG TAGTTCTGTA ACCTGAAAAC 

        F  R  G   H  P  A   S  G  N  H   Q  D  I   G  L  L    

 

 2051 TCGGGAATGG TCTTCTTGGC CATCATGTTG CCGATTTTTT CTCTGATTGG 

      AGCCCTTACC AGAAGAACCG GTAGTACAAC GGCTAAAAAA GAGACTAACC 

      S  G  M  V   F  L  A   I  M  L   P  I  F  S   L  I  G   

 

 2101 GATATTTAAC AGATCATTCC GAACTGGGAT TAAAAGAAGG ATCTTATTGT 

      CTATAAATTG TCTAGTAAGG CTTGACCCTA ATTTTCTTCC TAGAATAACA 

       I  F  N   R  S  F  R   T  G  I   K  R  R   I  L  L  L  

 

 2151 TAATACCAAA GTGGCTTTAT GAAGATATTC CTAATATGAA AAACAGCAAT 

      ATTATGGTTT CACCGAAATA CTTCTATAAG GATTATACTT TTTGTCGTTA 

        I  P  K   W  L  Y   E  D  I  P   N  M  K   N  S  N    

 

 2201 GTTGTGAAAA TGCTACAGGA AAATAGTGAA CTTATGAATA ATAATTCCAG 

      CAACACTTTT ACGATGTCCT TTTATCACTT GAATACTTAT TATTAAGGTC 

      V  V  K  M   L  Q  E   N  S  E   L  M  N  N   N  S  S   

 

 2251 TGAGCAGGTC CTATATGTTG ATCCCATGAT TACAGAGATA AAAGAAATCT 

      ACTCGTCCAG GATATACAAC TAGGGTACTA ATGTCTCTAT TTTCTTTAGA 

       E  Q  V   L  Y  V  D   P  M  I   T  E  I   K  E  I  F  

 

 2301 TCATCCCAGA ACACAAGCCT ACAGACTACA AGAAGGAGAA TACAGGACCC 

      AGTAGGGTCT TGTGTTCGGA TGTCTGATGT TCTTCCTCTT ATGTCCTGGG 

        I  P  E   H  K  P   T  D  Y  K   K  E  N   T  G  P    

 

 

 

 2351 CTGGAGACAA GAGACTACCC GCAAAACTCG CTATTCGACA ATACTACAGT 

      GACCTCTGTT CTCTGATGGG CGTTTTGAGC GATAAGCTGT TATGATGTCA 

      L  E  T  R   D  Y  P   Q  N  S   L  F  D  N   T  T  V   
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 2401 TGTATATATT CCTGATCTCA ACACTGGATA TAAACCCCAA ATTTCAAATT 

      ACATATATAA GGACTAGAGT TGTGACCTAT ATTTGGGGTT TAAAGTTTAA 

       V  Y  I   P  D  L  N   T  G  Y   K  P  Q   I  S  N  F  

 

 2451 TTCTGCCTGA GGGAAGCCAT CTCAGCAATA ATAATGAAAT TACTTCCTTA 

      AAGACGGACT CCCTTCGGTA GAGTCGTTAT TATTACTTTA ATGAAGGAAT 

        L  P  E   G  S  H   L  S  N  N   N  E  I   T  S  L    

 

 2501 ACACTTAAAC CACCAGTTGA TTCCTTAGAC TCAGGAAATA ATCCCAGGTT 

      TGTGAATTTG GTGGTCAACT AAGGAATCTG AGTCCTTTAT TAGGGTCCAA 

      T  L  K  P   P  V  D   S  L  D   S  G  N  N   P  R  L   

                                                EcoRI 

 2551 ACAAAAGCAT CCTAATTTTG CTTTTTCTGT TTCAAGTGTG AATTCACTAA 

      TGTTTTCGTA GGATTAAAAC GAAAAAGACA AAGTTCACAC TTAAGTGATT 

       Q  K  H   P  N  F  A   F  S  V   S  S  V   N  S  L  S  

 

 2601 GCAACACAAT ATTTCTTGGA GAATTAAGCC TCATATTAAA TCAAGGAGAA 

      CGTTGTGTTA TAAAGAACCT CTTAATTCGG AGTATAATTT AGTTCCTCTT 

        N  T  I   F  L  G   E  L  S  L   I  L  N   Q  G  E    

                                                     BstXI 

 2651 TGCAGTTCTC CTGACATACA AAACTCAGTA GAGGAGGAAA CCACCATGCT 

      ACGTCAAGAG GACTGTATGT TTTGAGTCAT CTCCTCCTTT GGTGGTACGA 

      C  S  S  P   D  I  Q   N  S  V   E  E  E  T   T  M  L   

 

 2701 TTTGGAAAAT GATTCACCCA GTGAAACTAT TCCAGAACAG ACCCTGCTTC 

      AAACCTTTTA CTAAGTGGGT CACTTTGATA AGGTCTTGTC TGGGACGAAG 

       L  E  N   D  S  P  S   E  T  I   P  E  Q   T  L  L  P  

 

 2751 CTGATGAATT TGTCTCCTGT TTGGGGATCG TGAATGAGGA GTTGCCATCT 

      GACTACTTAA ACAGAGGACA AACCCCTAGC ACTTACTCCT CAACGGTAGA 

        D  E  F   V  S  C   L  G  I  V   N  E  E   L  P  S    

 

 2801 ATTAATACTT ATTTTCCACA AAATATTTTG GAAAGCCACT TCAATAGGAT 

      TAATTATGAA TAAAAGGTGT TTTATAAAAC CTTTCGGTGA AGTTATCCTA 

      I  N  T  Y   F  P  Q   N  I  L   E  S  H  F   N  R  I   

                       NotI 

 2851 TTCACTCTTG GAAAAGGCGG CCGCAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG 

      AAGTGAGAAC CTTTTCCGCC GGCGTCTTGT TTTTGAGTAG AGTCTTCTCC 

       S  L  L   E  K  A  A   A  E  Q   K  L  I   S  E  E  D  

 

 2901 ATCTGAATGG GGCCGTCGAG CACCACCACC ACCACCACTG AGATCCGGCT 

      TAGACTTACC CCGGCAGCTC GTGGTGGTGG TGGTGGTGAC TCTAGGCCGA 

        L  N  G   A  V  E   H  H  H  H   H  H  *   D  P  A    

                         BamHI         BstXI       EcoRI 

 2951 GCTAACAAAG CCCGAAAGGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGAG 

      CGATTGTTTC GGGCTTTCCC TAGGTGATCA GGTCACACCA CCTTAAGCTC 

      A  N  K  A   R  K  G   S  T  S   P  V  W  W   N  S  S   

 

      XbaI  ApaI   PmeI 

 3001 TCTAGAGGGC CCGTTTAAAC CCGCTGATCA GCCTCGACTG TGCCTTCTAG 

      AGATCTCCCG GGCAAATTTG GGCGACTAGT CGGAGCTGAC ACGGAAGATC 

       L  E  G   P  F  K  P   A  D  Q   P  R  L   C  L  L  V  

Abb. 5.1: Basen- und Aminosäuresequenz des chimären IL-23R

Der kodierende Bereich ist für die extrazelluläre Domäne grün, für die Transmembrandomäne rot und für

die intrazelluläre Domäne blau eingefärbt. Die Tyrosinreste und das dazu gehörige Basetriplett ist orange

markiert. Einige Restriktionsenzyme sind an ihren Schnittstellen ergänzt.
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