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1 Einleitung 

1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen, deren Ursachen und Therapieansätze 

Kardiovaskuläre Erkrankungen gehören zu den häufigsten Krankheiten und Todesursachen. 

Diese Erkrankungen führen in der westlichen Welt immer weiter zu steigenden Kosten in der 

Gesundheitsvorsorgung [1]. Auch in Deutschland sind 44% der Todesfälle im Jahr 2015 auf 

kardiovaskuläre Erkrankungen zurückzuführen [2]. Die chronisch ischämische Herzkrankheit ist 

die meist verbreitete Todesursache innerhalb der Herz-Kreislauf-Erkrankungen, gefolgt vom 

akuten Myokardinfarkt (s. Abbildung 1) [3]. 

Abbildung 1: Übersicht der Todesursachen im Rahmen der Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Deutschland im 
Jahr 2015.  Prozentuelle Angaben der Todesfälle, die durch eine Herz-Kreislauf-Erkrankung in Deutschland im Jahr 
2015 bedingt waren. Die Daten wurden dem statistischen Bundesamt, Wiesbaden, entnommen [3]. 

Viele Ursachen für kardiovaskuläre Erkrankungen konnten bislang nicht aufgeklärt werden. 

Studien zeigten, dass vor allem erhöhter Blutdruck, Übergewicht, übermäßiger Alkoholkonsum, 
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Rauchen und hohes Alter ein Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen darstellen [4-6]. Aber 

auch Vorerkrankungen, wie Diabetes mellitus [7], Dyslipidämie [8], Atherosklerose [9] und 

chronische Nierenkrankheiten [10] fördern die Entwicklung von kardiovaskulären Erkrankungen. 

Des Weiteren wurden kürzlich neuartige Risikofaktoren entdeckt, wie überschüssiges 

Homocystein im Blut, Entzündung und abnorme Blutgerinnung, die zur Entstehung von 

kardiovaskulären Erkrankungen beitragen [11]. Um verbesserte Behandlungsergebnisse in 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu erzielen, wurden neue pharmakologische Therapien entwickelt. 

Viele Therapieansätze zielen vor allem auf atherogene Lipoproteine. Bereits zwei Antikörper 

wurden zur Behandlung zugelassen, die das low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) beim 

Menschen reduzieren [12]. Evolocumab und Alirocumab sind monoklonale Antikörper, die sich 

gegen proprotein convertase subtilisin-kexin type 9 (PCSK9) richten und das zirkulierende 

LDL-C um mehr als die Hälfte senken und somit kardiovaskuläre Folgeschäden reduzieren [13]. 

Ezetimib ist ein oral verfügbarer Inhibitor, der sich gegen das Darmcholesterin-Transportprotein 

Niemann-Pick C1-like 1 protein (NPC1L1) richtet, sich jedoch zur Reduktion des LDL-C als 

weniger effektiv erwiesen hat im Vergleich zu den monoklonalen Antikörpern Evolocumab und 

Alirocumab [14]. Neben vielen weiteren Medikamenten zur Behandlung der Folgen von 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, scheinen Interleukin (IL)-1 Blocker einen vielversprechenden 

Therapieansatz darzustellen. IL-1 ist als Vermittler von Entzündungsreaktionen bekannt, die zur 

Entstehung eines akuten Myokardinfarkts beitragen [15]. Canakinumab ist ein humaner, 

monoklonaler Antikörper, der sich direkt gegen die β-Isoform von IL-1 richtet. Patientenstudien 

ergaben, dass durch die Behandlung mit Canakinumab der primäre Endpunkt des nicht-tödlichen 

Myokardinfarkts um 15% reduziert war [16]. All die genannten Therapieansätze fokussieren sich 

darauf, das Fortschreiten der kardiovaskulären Erkrankungen zu verzögern und nicht die Ursache 

zu beheben. Neue Therapieansätze sollten vor allem auf die Regeneration des 

Herzmuskelgewebes nach kardiovaskulären Ereignissen zielen. Um das zu erreichen, sind 

weitere biochemische Untersuchungen notwendig. 

1.1.1. Myokardinfarkt und die Folgen der Reperfusion 

Weltweit ist der Myokardinfarkt einer der Hauptursachen für Tod und Behinderungen. Um die 

metabolischen Anforderungen des Herzmuskels zu gewährleisten, wird das Herz mit Sauerstoff 

versorgt. Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen der myokardialen Sauerstoffversorgung 

und dem Sauerstoffbedarf, können die Herzmuskelzellen nicht mehr mit ausreichend 
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sauerstoffreichem Blut perfundiert werden und es kommt zu einem Myokardinfarkt [17]. Der 

häufigste Grund für das Versagen der myokardialen Sauerstoffversorgung ist die Okklusion einer 

arteriosklerotischen Koronararterie [17, 18]. In Folge dessen entsteht eine Myokardischämie 

distal der Stenose. Persistiert die Ischämie für längere Zeit, kommt es zur Koagulationsnekrose. 

In Tiermodellen geschieht dies bereits nach weniger als 20 Minuten [19]. Abschließend erfolgt 

der Umbau des zerstörten Myokards in eine bindegewebshaltige Narbe, welche keine 

kontraktilen Funktionen mehr aufweist und somit die ventrikuläre Herzfunktion stark 

beeinträchtigt. Je nach Größe der Narbe kann der Myokardinfarkt letale Folgen auf Grund eines 

progressiven chronischen Herzversagens haben [20]. Der Myokardinfarkt kann klinisch unter 

anderem mittels Elektrokardiographie (EKG), laborchemischen Parametern, Echokardiographie, 

magnetic resonance imaging (MRI) und Koronarangiographie diagnostiziert werden. Das EKG 

kann bei einem akuten Myokardinfarkt zu Veränderungen der Q-Zacke, des QRS-Komplexes, der 

ST-Strecke oder der T-Welle führen. Speziell eine ST-Hebung ist ein frühes Kennzeichen für 

eine transmurale Myokardischämie [21]. Laborchemisch kann unter anderem das kardiale 

Troponin ein Indikator für einen akuten Myokardinfarkt sein. Es wird beim Untergang von 

Myokardzellen freigesetzt und ist herzmuskelspezifisch. Troponin ist ein wichtiges Protein im 

kontraktilen Apparat von Muskelzellen [22]. Die Echokardiographie ist eine 

Ultraschalluntersuchung, bei der Wandbewegungsstörungen, die linksventrikuläre Funktion und 

Komplikationen schnell und ohne Strahlenbelastung erkannt werden können [23]. Um nach der 

Öffnung der Okklusion den Rückfluss des sauerstoffreichen Blutes zu beurteilen, wird das MRI 

verwendet. Das MRI ist vergleichbar mit der Echokardiographie, hat jedoch eine höhere 

räumliche und zeitliche Auflösung. Mit Hilfe von Kontrastmitteln kann die Größe des 

interstitiellen Raumes gemessen und somit das Ausmaß vom Myokardinfarkt beurteilt werden 

[24-27]. Des Weiteren dient die Koronarangiographie als gleichzeitig interventionelles 

bildgebendes Verfahren. Die Koronarangiographie ist eine kontrastmittelgestützte 

Röntgenuntersuchung, bei der mit Hilfe eines Herzkatheters Okklusionen der Koronararterien 

dargestellt und mittels perkutaner transluminaler Koronaranglioplastie (PTCA) therapiert wird 

[28]. Bei der PTCA werden die Koronargefäße durch eine Ballondilatation wieder erweitert und 

mittels Stent-Einlage längerfristig offen gehalten [29]. Durch die wiederhergestellte 

Koronarperfusion wird die Expansion der Infarktgröße begrenzt und somit die Myokardfunktion 

langfristig aufrecht erhalten [30]. 
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Durch die wiederhergestellte Koronarperfusion kann das ischämische Myokard erneut mit Blut 

versorgt werden. Diese Reperfusion ist die effektivste Methode, um die Expansion der 

Infarktgröße zu begrenzen, die Myokardfunktion langfristig aufrecht zu erhalten, den kardialen 

Umbau (Remodeling) zu verändern und die Mortalitätsrate zu reduzieren [20, 31]. Die 

Reperfusion bleibt jedoch nicht ohne Folgen, denn sie induziert einen zusätzlichen Schaden am 

Myokardgewebe, welcher anschließend zur Nekrose führt [32, 33]. Die Ursachen hierfür sind 

meist vielfältig. Experimentelle Studien zeigten, dass eine erneute Durchblutung des 

ischämischen Gewebes zu oxidativem Stress führt und dabei einen Reperfusionsschaden 

vermittelt [34]. Bei der Reoxygenierung des ischämischen Myokards werden freie 

Sauerstoffradikale gebildet, die in hohem Maße Zellschädigung hervorrufen [34]. Außerdem 

hemmt oxidativer Stress während der myokardialen Reperfusion die Verfügbarkeit von 

Stickoxiden, welche eine kardioprotektive Rolle besitzen, indem sie unter anderem die gebildeten 

Superoxidradikale inaktivieren [35]. Des Weiteren kommt es während der myokardialen 

Reperfusion zu einem starken Anstieg an Ca2+. Aufgrund des dadurch entstehenden 

intrazellulären und mitochondrialen Ca2+ Überschusses, wird die Apoptose von Kardiomyozyten 

induziert [36]. Eine weitere Folge der Reperfusion ist die rapide Wiederherstellung des 

physiologischen pH-Wertes, welche ebenfalls zu einem verstärkten Reperfusionsschaden beiträgt 

[37]. Nicht zuletzt werden bei einer Myokardreperfusion Zytokine freigesetzt, die eine intensive 

Entzündungsreaktion triggern. Interleukinkaskaden führen zur Aktivierung von Immunzellen, die 

zunächst in die Infarktzone und anschließend in das nicht ischämische Myokardgewebe 

einwandern. Neutrophile Granulozyten vermitteln einen starken Gewebsschaden, da sie vaskuläre 

Verstopfungen verursachen und reaktive Sauerstoffspezies freisetzen [31, 38]. Da Zytokine und 

deren Rezeptoren die Fähigkeit haben Entzündungsprozesse zu steuern, könnten neben IL-1, 

weitere Zytokine neue Ziele für therapeutische Interventionen darstellen [39]. 

1.1.2. Merkmale der Zytokine 

Zytokine sind eine vielfältige Gruppe kleiner Proteine, die von Zellen zum Zweck der 

interzellulären Signalgebung und Kommunikation sezerniert werden. Als interzelluläre 

Mediatoren wirken sie auf viele verschiedene Zielzellen bereits im Piko- bis Nanogramm-

Bereich. Zytokine haben eine autokrine, parakrine oder endokrine Aktivität und rufen eine 

Vielzahl von Reaktionen durch Rezeptorbindungen hervor, abhängig vom Zytokin und der 

Zielzelle. Zytokine übernehmen viele Funktionen innerhalb der Zelle, zu denen unter anderem 
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die Kontrolle der Zellproliferation und -differenzierung, die Regulation der Angiogenese, sowie 

Immun- und Entzündungsreaktionen zählen. Des Weiteren besitzen sie einen gewissen Grad an 

Redundanz, denn verschiedene Zytokine können eine ähnliche biologische Reaktion herbeirufen 

[40-42]. Sie werden auf der Grundlage ihrer biologischen Reaktionen, in pro- und anti-

entzündliche Zytokine, entsprechend ihrer verwendeten Rezeptoren oder ihrer dreidimensionalen 

Strukturen, klassifiziert [43]. 

1.2 Die IL-12-Familie 

Die IL-12-Familie, zu der IL-12, IL-23, IL-27, IL-35 und IL-39 gehören, zeichnet sich dadurch 

aus, dass sie nur heterodimere Zytokine umfasst [44]. Trotz vieler struktureller Ähnlichkeiten 

zwischen den Zytokinen der IL-12-Familie, ihren Rezeptoren und nachgeschalteten 

Signalkomponenten, besitzen sie sehr unterschiedliche biologische Aktivitäten [45]. IL-12 und 

IL-23 haben hauptsächlich pro-entzündliche und -stimulatorische Funktionen und sind an der 

Differenzierung von Subpopulationen der T-Helferzellen (TH1 und TH17) beteiligt [46, 47]. IL-27 

wird häufig als ein pro-entzündliches Zytokin beschrieben, [48, 49], jedoch stützen immer mehr 

Beobachtungen die Ansicht, dass IL-27 eher ein immunregulatorisches Zytokin ist [50-52]. Es ist 

bekannt, dass IL-27 eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von TH1-Zellen spielt, indem es 

die IL-12 Reaktionsbereitschaft in einer parakrinen Weise steuert [53]. Die neuesten Mitglieder 

der IL-12-Familie sind die Zytokine IL-35 und IL-39 (auch bekannt als IL-X). IL-35 ist ein 

entzündungshemmendes und inhibitorisches Zytokin, welches von B-Zellen und dendritischen 

Zellen (DCs) produziert wird [54, 55]. Ohne die Induktion von Apoptose unterdrückt IL-35 die 

Proliferation von T-Zellen, indem es in der G1 Phase den Zellzyklusstillstand induziert [55-57]. 

Eine Reduktion der IL-35 Expression scheint z.B. die Entwicklung von rheumatoider Arthritis 

(RA) zu fördern [58]. IL-39 zeigt dagegen eher pro-entzündliche Eigenschaften und wird 

ebenfalls wie IL-35 von aktivierten B-Zellen und DCs sezerniert [59]. Es konnte bereits gezeigt 

werden, dass IL-39 eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie vom systemischen Lupus 

erythematodes spielt [59]. 

1.2.1 Zusammensetzung der IL-12-Familie, ihrer Rezeptoren und Signalkomponenten 

Die IL-12-Familie repräsentiert Vertreter der Klasse 1 hämatopoetischer Zytokine. Jedes Mitglied 

dieser Familie besteht aus einer α- und einer β-Untereinheit, die strukturelle Ähnlichkeiten zur 

IL-6-Familie aufweisen [60, 61]. Die bekannten α-Untereinheiten sind IL-12p35, IL-23p19 und 
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IL-27p28 und die ß-Untereinheiten p40 und Epstein-Barr virus-induced gene 3 (EBI3) [44]. Die 

Koexpression beider Ketten ist für die Sekretion des bioaktiven Zytokins erforderlich [62]. IL-12 

besteht aus der α-Untereinheit p35 und der β-Untereinheit p40, wohingegen IL-23 einen 

Komplex aus der α-Untereinheit p19 und der β-Untereinheit p40 bildet [62, 63]. Die 

Untereinheiten dieser Interleukine sind durch je eine Disulfidbrücke miteinander verbunden. 

IL-27 interagiert mit der α-Untereinheit p28 und der β-Untereinheit EBI3, die hingegen keine 

Disulfidbindung aufweist [64, 65]. Obwohl der Komplex aus der α-Untereinheit p35 und der 

β-Untereinheit EBI3 bereits 1997 beschreiben wurde [66], erfolgte die Namensgebung zu IL-35 

erst nach einer funktionellen Wiederentdeckung [56]. Eine Disulfidbindung zwischen den 

Untereinheiten konnte auch hier nicht beobachtet werden [67]. IL-39, das neueste Mitglied der 

IL-12-Familie, ist aus der α-Untereinheit p19 und der β-Untereinheit EBI3 zusammengesetzt, die 

womöglich durch Disulfidbindung miteinander verbunden sind [59, 68].  

Die Liganden-induzierte Signalweiterleitung erfolgt über Rezeptoruntereinheiten, die von 

mehreren Zytokinen genutzt werden [69]. Der IL-12 Rezeptorsignalkomplex wird durch die 

Bindung von IL-12 an den IL-12 Rezeptor β1 (IL-12Rβ1) und IL-12 Rezeptor β2 (IL-12Rβ2) 

aktiviert [70, 71], wohingegen die IL-23 Signalweiterleitung durch die Bindung von IL-23 an 

IL-12Rβ1 und IL-23 Rezeptor (IL-23R) vermittelt wird [63, 72]. Im Gegensatz dazu interagiert 

IL-27 mit dem Glykoprotein 130 (gp130) und dem Rezeptorprotein WSX-1 [73]. IL-35 

unterscheidet sich von den anderen Zytokinen dadurch, dass es über mehrere Signalkomplexe 

signalisieren kann [74, 75]. Bereits vier Rezeptorkomplexe konnten für IL-35 beschrieben 

werden: IL-12Rβ2:gp130, IL-12Rβ2: IL-12Rβ2, gp130:gp130 und IL-12Rβ2:WSX-1 [75, 76]. 

Bei IL-39 wird hingegen angenommen, dass die Signalweiterleitung durch die Bindung des 

Zytokins an IL-23R und gp130 erfolgt [68, 77]. Gp130 ist nicht nur für die Signalgebung einiger 

Zytokinmitglieder der IL-12-Familie notwendig, sondern ist außerdem der Hauptrezeptor der 

IL-6-Familie [78]. 

In Publikation 3 (s. Kapitel 5) wurde durch Generierung chimerer Rezeptoren die 

biologische Aktivität aller beschriebenen IL-35- und postulierter IL-39-Rezeptorkmplexe in der 

murinen prä-B-Zelllinie Ba/F3 untersucht [68]. Außerdem gelang die Entdeckung weiterer 

bioaktiver IL-6/IL-12-artiger Rezeptorkomplexe, zusammengesetzt aus gp130:IL-12Rβ1 und 

IL-23R:IL-12Rβ2, die eine Signalweiterleitung induzierten [68]. 

Ein wichtiges Merkmal von Zytokinrezeptoren ist deren Assoziation mit 

Familienmitgliedern der Januskinasen (JAKs), die essentiell für die Signalweiterleitung sind [60]. 
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JAK1, JAK2 und Tyrosinkinase (TYK)2 induzieren die Rekrutierung und die darauffolgende 

Aktivierung spezifischer Mitglieder der signal transducer and activator of transcription (STAT)-

Familie von Transkriptionsfaktoren. Dies zeigt wiederum die einzigartigen sowie überlappenden 

Muster der Gentranskription, die durch verschiedene Mitglieder der IL-12-Familie induziert 

werden [60, 79, 80]. Die Rezeptoren des IL-12 sind assoziiert mit JAK2 und TYK2 [81], welche 

hauptsächlich STAT4 aktivieren [82, 83], zu einem geringen Anteil jedoch auch STAT1, STAT3 

und STAT5 [84, 85]. Die biologische Aktivität von IL-23 auf seine Zielzellen wird, wie bei 

IL-12, durch die Aktivierung von JAK2 und TYK2 vermittelt, die überwiegend die 

Phosphorylierung von STAT3, aber auch STAT1, STAT4 und STAT5 initiieren [72, 86]. IL-27 

aktiviert JAK1, JAK2 und TYK2, die anschließend die Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT2, 

STAT3 und STAT5 phosphorylieren [87]. Da die Zusammensetzung der signalgebenden IL-35 

Rezeptoren sehr variabel ist [75], werden sehr wahrscheinlich je nach Komplexbildung 

unterschiedliche Mitglieder der JAKs aktiviert, die noch ungeklärt sind [88]. Interessanterweise 

wurde bislang in T-Zellen gezeigt, dass nach Bindung des IL-35 an gp130:IL12Rβ2 Heterodimer 

lediglich STAT1 und STAT4 phosphoryliert wurden. Auch über gp130- bzw. IL-12Rβ2 

Homodimer erfolgte eine STAT1 und STAT4 Aktivierung [75]. Die IL-35 Signalweiterleitung 

über IL-12Rβ2:WSX-1 induzierte hingegen die Phosphorylierung von STAT1, STAT3, STAT4 

und STAT5 in T-Zellen und STAT1, STAT3 und STAT5 in B-Zellen [89]. Die Regulation und 

die Ausführung der unterschiedlichen IL-35-induzierten STAT Aktivierungsmuster auf der 

Rezeptor-/Zellebene sind bis heute unbekannt [68]. IL-39 kann dagegen hauptsächlich STAT1 

und STAT3 induzieren [59]. Mit welchen JAKs die spezifischen Rezeptoren des IL-39 assoziiert 

sind, wurde ebenfalls noch nicht beschrieben. 

In Publikation 3 (s. Kapitel 5) wurde die synthetische IL-35- und IL-39-Aktivierung in 

Hinsicht auf die STAT Signalgebung untersucht [68]. Im Gegensatz zu den bereits dargestellten 

Ergebnissen in wissenschaftlichen Publikationen [75], die in diesem Kapitel beschrieben wurden, 

zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit, dass alle vier IL-35 Rezeptorkomplexe konventionelle 

STAT Signale, wie unter anderem STAT1 und STAT3, aktivierten. Dagegen konnte die 

Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 bei der IL-39-induzierten Signaltransduktion in 

Publikation 3 bestätigt werden [68]. 
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Abbildung 2: Zytokine der IL-12-Familie. Die Zytokine der IL-12-Familie weisen pleiotrope Funktionen auf und 
spielen eine wichtige Rolle innerhalb des Immunsystems. Sie bestehen aus einer α- und β-Untereinheit, die für eine 
biologische Aktivität miteinander interagieren und teilen sich neben den Zytokinuntereinheiten auch einzelne 
Rezeptorketten. Zur Aktivierung der Rezeptoren bindet das Zytokin IL-12 an IL-12Rβ1 und IL-12Rβ2, während 
IL-23 mit IL-12Rβ1 und IL-23R interagiert. Die IL-27 Signalweiterleitung erfolgt über ein WSX-1:gp130 
Heterodimer. Das Zytokin IL-35 signalisiert über unterschiedliche Rezeptorkomplexe, wie IL-12Rβ2:gp130 
Heterodimer, IL-12Rβ2:WSX-1 Heterodimer, IL-ββ2 Homodimer und gp130 Homodimer. IL-39, das neueste 
Mitglied der IL-12-Familie, wirkt sehr wahrscheinlich auf seine Zielzellen über IL-23R und gp130. Die biologisch 
aktiven Rezeptorkomplexe initiieren die Phosphorylierung konventioneller STAT Moleküle, die auf Ebene der 
Gentranskription das Immunsystem kontrollieren. Jedes einzelne Zytokin weist unterschiedliche Funktionen 
innerhalb des Immunsystems auf. Während IL-12 an der Differenzierung von TH1-Zellen beteiligt ist, hält IL-23 den 
pathogenen Phänotyp von TH17-Zellen aufrecht. IL-27 fördert sowohl eine pro-, als auch eine anti-entzündliche 
Immunantwort, wohingegen IL-35 ausschließlich immunsuppressive Effekte aufweist. Von dem Zytokin IL-39 ist 
bislang bekannt, dass es an pro-entzündlichen Immunantworten beteiligt ist. Die Darstellung ist modifiziert nach 
Vignali et al. 2012 [45], Langrish et al. 2005 [90] und Hasegawa et al. 2016 [77]. 

1.2.2 Das Zytokin IL-23 und seine spezifischen Rezeptoren 

Humanes und murines IL-23 weisen ähnliche biologische Aktivitäten wie IL-12 auf. Beide 

Zytokine werden von entzündlichen, myeloiden Zellen produziert und induzieren die 

Proliferation und IFN-γ-Produktion [63, 91]. Im Vergleich zu IL-12 fördert IL-23 jedoch nicht 

die TH1-, sondern vorzugsweise die TH17-Immunität sowohl im humanen, als auch im murinen 

System [46, 47]. Die Regulation von TH17-Zellen durch IL-23 ist entscheidend für die 

antimikrobielle und antimykotische Reaktion [92]. 
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Der IL-23R wird auf T-Zellen, natürlichen Killerzellen, Monozyten und DCs exprimiert, 

sodass diese Zellen die Fähigkeit haben, auf IL-23 zu reagieren [41, 72]. Er besteht aus einem 

extrazellulären Teil, der für den Transport zur Zellmembran benötigt wird und aus einer 

N-terminalen Immunoglobulin (Ig)-ähnlichen Domäne 1 (D1) und zwei Zytokinbindedomänen 

(D2, D3) [93]. Die extrazelluläre Domäne (ECD) ist durch eine Gelenkregion mit der 

Transmembrandomäne (TMD) verbunden, gefolgt von einer intrazellulären Domäne (ICD), die 

sieben Tyrosinreste aufweist, welche für die Signaltransduktion von großer Bedeutung sind [72]. 

Der IL-23R ist assoziiert mit JAK2 [72]. Im Vergleich zum IL-23R weist der IL-12Rβ1 keine 

N-terminale Ig-ähnliche Domäne auf und besitzt fünf Tandem Fibronektin Typ III (FNIII) 

Domänen, von denen zwei Zytokinbindedomänen sind [94]. Der intrazelluläre Teil des IL-12Rβ1 

beinhaltet das Box1- und Box2-Motiv, sowie ein Tyrosinrest im murinen, jedoch nicht im 

humanen Rezeptor [94-96]. IL-12Rβ1 wird für die Bindung und Aktivierung von Kinasen 

benötigt und ist assoziiert mit TYK2 [72]. Für die IL-23 Signalgebung scheint jedoch TYK2 

entbehrlich zu sein, die Assoziation von JAK2 mit dem IL-23R ist jedoch obligatorisch [86]. 

Außerdem zeigten Studien, dass unabhängig vom IL-12Rβ1 die IL-23R Homodimerisierung eine 

biologische Aktivität aufweist [93, 97]. 

In Publikation 2 (s. Kapitel 4) wurden neuartige Synthetic Cytokine Receptors (SyCyRs) 

generiert und mittels ihrer hochaffinen Liganden gezeigt, dass IL-23R Homodimere biologisch 

aktiv sind und eine IL-23-ähnliche Signaltransduktion vermitteln [98]. Darüber hinaus wurde 

gezeigt, dass die IL-12Rβ1 Homodimerisierung zu keiner Signaltransduktion führt [98]. 
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Abbildung 3: Strukturelle Eigenschaften des IL-23 Rezeptorkomplexes. Die IL-23 Signaltransduktion wird über 
den heterodimeren Rezeptorkomplex aus IL-12Rβ1 und IL-23R vermittelt. IL-12Rβ1 ist extrazellulär aus fünf FNIII 
Domänen (als Sechsecke dargestellt) aufgebaut, von denen die ersten zwei IL-23 binden. Die TMD verknüpft die 
ECD mit der ICD. Die ICD des IL-12Rβ1 beinhaltet das Box1- und Box2-Motiv und ist konstitutiv mit TYK2 
assoziiert. Der IL-23R besteht N-terminal aus einer Ig-ähnlichen Domäne (als Kreis dargestellt) und aus zwei FNIII 
Zytokinbindedomänen, die durch eine Gelenkregion mit der TMD verbunden sind. Die ICD des IL-23R ist mit JAK2 
assoziiert und spielt eine essentielle Rolle bei der IL-23 Signalweiterleitung. Die schematische Darstellung ist 
modifiziert nach Chua et al. 1995, Parham et al. 2002 [72] und Langrish et al. 2005 [90]. 

1.2.3 IL-23-induzierte Signalwege 

Die IL-23-induzierte Signalweiterleitung erfolgt durch die Bindung des IL-23 an seine 

spezifischen Rezeptoren (s. Kapitel 1.2.1). IL-23 bewirkt eine Heterodimerisierung und 

Konformationsänderung der extrazellulären Rezeptordomänen [93, 99]. Die mit dem IL-23R 

assoziierte JAK2 und mit dem IL-12Rβ1 assoziierte TYK2 werden in unmittelbare Nähe gebracht 

und somit transphosphoryliert [100-102]. Die dadurch induzierte Kinaseaktivität führt zur 

Phosphorylierung der intrazellulären Tyrosinreste vom IL-23R, um somit unter anderem 

Adapterstellen für STAT3 Proteine zu schaffen [45, 103]. Die Aktivierung von STAT3 führt zur 

Homodimerisierung dieser Moleküle, die anschließend in den Zellkern translozieren, wo sie an 

spezifische Erkennungssequenzen der DNA binden [103-105]. IL-23 reguliert auf diese Weise 

die Produktion weiterer Zytokine, wie IL-17, IL-21 und IL-22 [106-108]. Die IL-23 

Signaltransduktion weist eine langanhaltende Phosphorylierung von STAT3 auf. Dies deutet 

darauf hin, dass der IL-23R, im Gegensatz zu gp130, keine negative Rückkopplung durch 

suppressor of cytokine signaling (SOCS) erfährt [109, 110]. Des Weiteren löst die IL-23 

induzierte JAK2 Aktivierung den Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-, den nuclear factor of kappa 
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light polypeptide gene enhancer in B-cells (NF-κB)- und den extracellular signal-regulated 

kinase 1/2 (ERK1/2) Signalweg aus [109, 111]. Die PI3K-Familie reguliert Zellwachstum, 

Proliferation, Differenzierung, Überleben und intrazellulären Transport [112]. Die Aktivierung 

von PI3K führt zur Phosphorylierung von AKT [113, 114]. Neueste Erkenntnisse zeigen, dass der 

IL-23 induzierte PI3K/AKT Signalweg die Produktion von IL-17 und IL-22 steigert [115]. 

NF-κB ist entscheidend für die Immunantwort [116]. Es ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, 

der die Genexpression von Zytokinen und weiterer kostimulatorische Moleküle in Zellen 

induziert [117]. Der Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Sezernierung von IL-23p19 und 

IL-12p40. NF-κB bindet dabei an den p19 und p40 Promotor und steuert so die Expression von 

IL-23 in murinen Makrophagen und DCs [118-121]. ERK gehört zur mitogen-activated protein 

kinase (MAPK)-Familie [122] und ist ein Aktivator von Transkriptionsfaktoren, die zur 

Genexpression führen [123]. Die Kaskade von ERK spielt eine wichtige Rolle beim 

Zellwachstum, Differenzierung, Zellüberleben, Genexpression, Mitose, Zellmotilität, 

Stoffwechsel, Apoptose und Embryogenese [124, 125]. Eine Fehlregulation dieser Kaskade wird 

mit verschiedenen Krankheiten, wie Niereninfarkt und Krebs, in Verbindung gebracht [126, 127]. 

Wissenschaftliche Studien zeigen, dass ERK die Produktion von IL-23 durch DCs steuert [128, 

129]. 

Für die IL-23-induzierten Signalwege wurde beschrieben, dass diese durch drei von 

sieben Tyrosinresten des IL-23R (Y416, Y504 und Y626 im murinen System) vermittelt werden 

[72]. Unter Verwendung ortsspezifischer Mutagenese- und Deletionsvarianten innerhalb der ICD 

des murinen IL-23R, konnten Floss et al. 2013 die genauen Aminosäuren identifizieren, die als 

Aktivierungsstellen für die signalvermittelnden Moleküle dienten [109]. Für die Aktivierung der 

Signalwege STAT und MAPK wurde zu den vorhergesagten C-terminalen Aminosäuren Y504 

und Y626 zusätzlich die Bindestelle Y542 innerhalb des IL-23R identifiziert [72, 109]. Die 

Phosphorylierung von ERK1/2 erfolgte dagegen in Kombination mit Y416 und den C-terminalen 

Aminosäuren Y504/Y542/Y626. Der PI3K/AKT Signalweg wurde durch ein einziges 

phosphoryliertes Y416 induziert. Auf Grundlage dieser identifizierten Aminosäuren, wurden 

IL-23-signaling-defiziente Mäuse (IL-23R-Y416FΔICD) generiert, welche in Publikation 1 

(s. Kapitel 3) beschrieben sind, um den Einfluss der IL-23-induzierten Signalwege nach 

Myokardinfarkt zu untersuchen [130]. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der IL-23-induzierten Signalwege.Die Aktivierung des IL-23 
Rezeptorkomplexes ermöglicht die Transphosphorylierung der Januskinasen. Die dadurch induzierte Kinaseaktivität 
vermittelt die Phosphorylierung der intrazellulären Tyrosinreste innerhalb des IL-23R, die als Adapterstellen für die 
nachgeschalteten Signalmoleküle dienen. Die Phosphorylierung von STAT3-Molekülen erfolgt über die Tyrosinreste 
Y504/Y542/Y626. Die aktivierten STAT3-Moleküle homodimerisieren, binden im Nukleus an die DNA und 
initiieren unter anderem die Gentranskription von SOCS3, IL-17, IL-22 und IL-21. Durch die IL-23 
Signaltransduktion erfolgt außerdem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB, der ebenfalls als Homodimer 
in den Nukleus transloziert und die Genexpression von Zytokinuntereinheiten reguliert. Die Aminosäuren, die zur 
Aktivierung des NF-κB Signalwegs führen, wurden bislang nicht identifiziert. Das phosphorylierte Y416 vermittelt 
in Kombination mit Y504/Y542/Y626 die Aktivierung von ERK1/2, welches die zelluläre Proliferation und 
Differenzierung reguliert. Die Phosphorylierung von AKT erfolgt über die PI3K, dessen Aktivität über 
phosphoryliertes Y416 induziert wird. AKT ist an zellulären Prozessen, wie z.B. an Wachstum und am 
Proteintransportmechanismus, beteiligt. Die Darstellung wurde modifiziert nach Di Cesare et al. 2009 [131], 
Langrish et al. 2005 [90] und Floss et al. 2013 [109]. * Ausschließlich die intrazelluläre Domäne des murinen 
IL-12Rβ1 beinhaltet einen Tyrosinrest, der nicht an der Signaltransduktion beteiligt ist. 
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1.2.4 Transphosphorylierung der Januskinasen innerhalb der Zytokinrezeptoren 

Die Transphosphorylierung ist ein wichtiger Prozess innerhalb der Zytokin-induzierten 

Signaltransduktion. Zytokinrezeptoren weisen eine fehlende intrinsische katalytische Aktivität 

auf und benötigen für die Signalweiterleitung Rezeptor-assoziierte zytoplasmatische JAKs [132-

134]. JAKs sind konstitutiv assoziiert mit prolinreichen Box1- und Box2-Erkennungsmotiven, 

welche sich innerhalb der Zytokinrezeptoren befinden [135, 136]. Floss und Mitarbeiter fanden 

heraus, dass JAKs mit den Peptidmotiven innerhalb des IL-23R, die zwischen Aminosäure 403-

479 liegen, interagieren [109]. Eine vollständige oder partielle Deletion dieser Aminosäuren 

resultiert in einer fehlenden JAK Aktivierung und somit auch in einem Ausbleiben der 

Transphosphorylierung [86, 109]. Auf Grundlage dieser Ergebnisse konnte in Publikation 2 

(s. Kapitel 4) mittels eines gebildeten trimeren SyCyR-Komplexes, bestehend aus zwei JAK-

aktiven, aber STAT-defizienten SyCyRs und einem JAK-inaktiven, jedoch STAT-bindendem 

SyCyR, erstmals eine STAT3-Transphosphorylierung für Januskinase-assoziierte 

Zytokinrezeptoren dargelegt werden [98]. 

1.2.5 Die Rolle von IL-23 in immunologischen Prozessen und bei der Entwicklung 
diverser Erkrankungen 

IL-23, welches von antigenpräsentierenden Zellen, wie Makrophagen, gebildet wird [137], ist ein 

Schlüsselzytokin bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen [138, 139]. Die Erkenntnis, 

dass der IL-23R unter anderem auf TH17-Zellen und γδ-T-Zellen exprimiert wird [41, 72, 140] 

führte zu der Annahme, dass IL-23 für die Autoimmunität unerlässlich ist [72, 90, 141]. Diese 

These wurde durch wissenschaftliche Untersuchungen gestützt, die zeigten, dass IL-23 für die 

Differenzierung und Regulation von TH17-Zellen essentiell ist [142]. Unreife T-Zellen entstehen 

im Knochenmark und wandern über das Blut in den Thymus, wo sie zur naiven T-Zelle reifen 

[143]. Die weitere Differenzierung in die Subpopulation der IL-17 produzierenden CD4+ TH17-

Zellen wird durch die Zytokine IL-6 und transforming growth factor-β (TGF-β) vorangetrieben 

[144-146]. IL-6 aktiviert dabei STAT3 [147], welches die Transkription von spezifischen Genen 

steigert, die für den TH17-Zellstatus wichtig sind. Hierzu zählen unter anderem retinoic acid 

receptor-related orphan receptor c (Rorc), IL-17 und IL-23R [144, 148]. TGF-β spielt in der 

TH17-Zelldifferenzierung eine konzentrationsabhängige Rolle [149]. Hohe Mengen an TGF-β 

inhibieren den IL-23R und induzieren IL-10 und forkhead box P3 (FOXP3) und verhindern damit 

die Reifung der T-Zellen [150]. Aktiviertes STAT3 kann jedoch diesem Prozess entgegensteuern 
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und die TGF-β induzierte FOXP3 Expression hemmen und somit die Differenzierung 

regulatorischer T-Zellen (Treg) unterdrücken [144]. Werden niedrige Mengen an TGF-β 

freigesetzt, so fördert dies die Differenzierung von TH17-Zellen, indem der Transkriptionsfaktor 

T-box expressed in T cells (T-bet) gehemmt wird [46]. Während IL-6 und TGF-β den essentiellen 

Schritt zur Differenzierung der naiven T-Zellen zu TH17-Zellen einleiten, fördert IL-23 die 

terminale Ausbildung der TH17-Zellen [90, 131, 151]. IL-23 besitzt die Fähigkeit, die Expression 

unter anderem von IL-17 und IL-22 zu induzieren [152-154]. Dieses Phänomen wurde ebenfalls 

in Publikation 1 (s. Kapitel 3) beobachtet. Die Analyse der Milzzellen von IL-23R-Y416FΔICD 

Mäusen ergab, dass die IL-17 Produktion signifikant reduziert war im Vergleich zu Zellen aus 

IL-23R Wildtypmäusen [130]. IL-23 übernimmt ebenfalls die Aufgabe zur Aufrechterhaltung des 

Potenzials von TH17-Zellen zur Sezernierung von IL-17 [155]. Es kann seine Signalgebung 

verstärken, indem es retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR) γt induziert und in 

Kombination mit aktivem STAT3 die IL-23R Expression fördert [149, 156]. Außerdem wurde 

gezeigt, dass IL-23 den pathogenen TH17-Phänotypen aufrechterhält [154]. Studien konnten 

zeigen, dass IL-23-aktivierte TH17-Zellen während einer Infektion, Granulombildung und 

Autoimmunität die chronische Gewebeentzündung fördern [113, 157-159]. 

 
Abbildung 5: Die Zytokine der IL-6- und IL-12-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung des 
TH17-Phänotyps. Zytokine wie IL-6 und TGF-β im murinen System, als auch IL-1 und IL-21 im humanen System 
fördern die Differenzierung naiver T-Zellen in die Subpopulation der IL-17 produzierende CD4+ TH17-Zellen. Die 
terminale Ausbildung des TH17-Phänotyps wird durch IL-23 eingeleitet, welches unter anderem von Makrophagen 
produziert wird. Hierbei signalisiert das Zytokin IL-23 über die Rezeptoren IL-12Rβ1 und IL-23R, die auf unreifen 
TH17-Zellen exprimiert werden. Reife TH17-Zellen sind an der Produktion weiterer Zytokine beteiligt und spielen 
eine essentielle Rolle innerhalb der zellulären Pathogenabwehr und bei der Entstehung diverser Erkrankungen. Die 
Darstellung ist modifiziert nach Ivanov et al. 2007 [151], Murugaiyan et al. 2009 [160] und Di Cesare et al. 2009 
[131]. 
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Das Zytokin IL-23 wird seit seiner Entdeckung mit Autoimmunerkrankungen, chronischen 

Entzündungen und Krebs in Verbindung gebracht [131, 161]. Sowohl in Tiermodellen als auch in 

Patientenproben konnte die pro-entzündliche Rolle von IL-23 in der Entstehung von diversen 

Krankheiten bestätigt werden [139, 162, 163]. Es wurde beobachtet, dass IL-23p19-defiziente 

Mäuse gegenüber der chronisch entzündlichen Darmerkrankung (CED), experimentellen 

autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) geschützt sind, 

was vor allem in Verbindung mit einer verminderten IL-17-Produktion steht [141, 164, 165]. Im 

Gegensatz dazu zeigen transgene Mäuse mit der Überexpression der IL-23p19 Untereinheit 

chronische Entzündungen in vielen Organen, welche folglich zu einer erhöhten Letalität der 

Mäuse führt [166]. Weiterhin zeigen Mäuse bei Virusinfektionen eine starke Expression des 

IL-23p19 in sensorischen Ganglien und im zentralen Nervensystem (ZNS) [167]. Auch in 

humanen Studien konnte ein Zusammenhang von IL-23 auf die Entwicklung verschiedener 

Erkrankungen hergestellt werden. So wurde im Serum von Patienten mit chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen [168], RA [169] und multipler Sklerose (MS) [170] erhöhte Mengen an 

IL-23p19 gemessen. Ferner spielt IL-23 eine wichtige Rolle bei chronischer Hepatitis B. Die 

durch IL-23 expandierten TH17-Zellen erhöhten den Schweregrad der Leberschädigung bei 

Patienten mit Hepatitis B Virus (HBV) [171-173]. In der Tumorforschung erweist sich der 

Wirkmechanismus von IL-23 als sehr komplex. Auf der einen Seite zeigen Studien, dass 

IL-12p40-defizient Mäuse, die mit einem chemischen Karzinogen behandelt wurden, häufiger 

Tumore entwickelten im Vergleich zu Kontrolltieren [174]. Auf der anderen Seite beobachteten 

Teng und Mitarbeiter 2010 bei IL-23p19-defizienten Mäusen, die ebenfalls mit einem 

chemischen Karzinogen behandelt wurden, dass diese nahezu keine Fibrosarkome ausbildeten, 

im Vergleich zu Wildtyptieren [175]. In Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde ebenfalls 

festgestellt, dass IL-23 den Krankheitsverlauf beeinflusst, da bei diesen Patienten erhöhte 

Mengen an IL-23 im Serum detektiert wurden [176]. 

Ferner wurden mehrere single nucleotide polymorphisms (SNPs) im IL-23R identifiziert, 

die zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber unterschiedlichen Erkrankungen führen [99]. SNPs 

sind die am häufigsten auftretende Art von Sequenzvariationen im Genom, die sowohl mit dem 

Risiko zur Entwicklung von unterschiedlichen Krebsarten, wie Magenkrebs oder 

Plattenepithelkarzinom der Speiseröhre assoziiert sind [177-179], aber auch mit RA [180], CED 

und koronarer Herzkrankheit [181]. 
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IL-23 ist ein wesentlicher Faktor in der Pathogenese vieler Erkrankungen und die Entwicklung 

molekularer Strategien zur Blockierung des IL-23 Signalweges ist somit von hoher Wichtigkeit. 

Derzeit wird bereits mehreren Strategien nachgegangen, indem die Zytokinuntereinheit p40 und 

dessen Dimer p80, der lösliche IL-23R (sIL-23R) und die neutralisierende Antikörper anti-p40 

und anti-p19 zur Blockierung des IL-23R Komplexes untersucht werden [99]. Das gezielte 

Angreifen von p40 und p80, welche an IL-12Rβ1 binden [182, 183], resultiert demnach nicht nur 

in einer Inhibierung der IL-23 Signaltransduktion, sondern auch in einer Blockierung des IL-12 

Rezeptorkomplexes [184, 185]. Ustekinomab, der bereits zur Behandlung von Psoriasis 

eingesetzt wird und Briakinumab, der sich noch in der klinischen Testphase befindet, sind 

Antikörper, die gegen die p40 Untereinheit gerichtet sind [186-188]. Für eine spezifische 

Inhibierung des IL-23 Signalweges wurde Guselkumab, ein monoklonaler Antikörper, der an die 

IL-23p19-Untereinheit bindet, ebenfalls zur Behandlung von Psoriasis in Europa und den USA 

zugelassen [189]. Ein weiterer Antikörper gegen IL-23p19 namens MP-196 befindet sich zurzeit 

in der klinischen Testphase [162]. 

Um weitere Therapieansätze für verschiedene Krankheiten zu entwickeln, ist die Etablierung 

neuer Methoden zur Untersuchungen der IL-23 Signalwege notwendig. 

1.2.6 Die Rolle von Interleukin-23 in der myokardialen Ischämie 

Im Verlauf einer myokardialen Ischämie entstehen Entzündungsreaktionen, die von Zytokinen 

gesteuert werden und den kardialen Umbau beeinflussen. Der ventrikuläre Umbau des 

ischämischen Gewebes in eine bindegewebshaltige Narbe kann in drei Phasen unterteilt werden: 

die entzündliche Phase, gefolgt von der proliferativen/adaptiven Phase und der Reifungsphase 

[190]. Etwa 3-72 Stunden nach der myokardialen Ischämie wird die frühe Entzündungsphase 

eingeleitet, in der es zu einer vermehrten Expression von pro-entzündlichen Chemokinen und 

Zytokinen kommt, die wiederum Immunzellen aktivieren und steuern. Anschließend folgt die 

adaptive/proliferative Phase (72 h bis 7 Tage nach Ischämie), in der Entzündungsreaktionen 

durch Sekretion anti-entzündlicher Zytokine und Chemokine unterdrückt werden. Der Aufbau der 

extrazellulären Matrix (EZM) erfolgt durch die Aktivierung der Myofibroblasten. Die 

synthetisierten Matrixmoleküle, wie Kollagene, Proteoglykane und Glykoproteine sorgen für ein 

mikrovaskuläres Netzwerk, welches die Expansion des Myokardschadens nach Ischämie und 

Reperfusion verhindert [190]. In der Reifungsphase (Tag 7-14 nach Ischämie) werden 

Matrixmoleküle, wie Kollagene und Hyaluronsäuren (HA), verstärkt exprimiert, um eine 
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gewebshaltige Narbe auszubilden [191]. Dieser Prozess soll die ventrikuläre Integrität 

aufrechterhalten und abgestorbene Herzmyozyten ersetzen [192]. 

Das Immunsystem und seine Zytokine leisten einen großen Beitrag zum ventrikulären 

Umbau des ischämischen Gewebes nach einem Myokardinfarkt [193]. Jedoch ist in den meisten 

Fällen nicht eindeutig geklärt, in welchem Ausmaß verschiedene Zytokine eine destruktive oder 

protektive Wirkung auf das Remodeling des Herzens nach Myokardinfarkt haben. Im Falle von 

IL-6 konnten abhängig vom zeitlichen Verlauf nach Myokardinfarkt beide Wirkungsweisen 

beobachtet werden. Die Produktion von IL-6 in der frühen Entzündungsphase zeigte eine 

protektive Wirkung auf das Remodeling. Eine destruktive Wirkung wurde dagegen beobachtet, 

wenn eine starke Expression von IL-6 auch in den späteren Phasen erfolgte [194]. IL-23 gehört 

ebenfalls zu den Zytokinen, bei dem die Rolle nach Myokardinfarkt nicht eindeutig geklärt 

werden konnte. Aufgrund der engen Verwandtschaft zu IL-6 ist auch dessen Beteiligung am 

myokardialen Remodeling naheliegend, da es auch Immunreaktionen und Regenerationen 

beeinflusst [195]. Mehrere experimentelle Untersuchungen konnten bereits die Wirkung der 

Signalwege von IL-23 auf den Myokardinfarkt feststellen. Der aktivierte JAK/STAT3 Signalweg 

zeigte in einem Ischämie/Reperfusions-Modell kardioprotektive Wirkungen. Phosphoryliertes 

STAT3 schützte unter anderem nach Einleitung der Reperfusion vor oxidativem Stress, indem es 

die Funktion von der Superoxiddismutase herunterregulierte [196]. Des Weiteren beeinflusste die 

Aktivierung von STAT3 die Herzfunktion nach Myokardinfarkt positiv, indem die myokardiale 

Kapillarisierung aufrechterhalten, der interstitielle Kollagenmetabolismus kontrolliert und das 

Überleben von Kardiomyozyten gefördert wurde [197]. Das Fehlen von STAT3 führte in Mäusen 

zu einer verstärkten Entzündungsreaktion und einer größeren bindegewebshaltigen Narbe [198]. 

Außerdem konnte auch die protektive Wirkung von ERK1/2 in der Myokardischämie gezeigt 

werden. ERK1/2 scheint die Phosphorylierung von STAT3 induzieren zu können und somit 

teilweise an der positiven Wirkung von STAT3 in der myokardialen Ischämie beteiligt zu sein 

[199]. Des Weiteren kann ERK1/2 den Übergang von Fibroblasten zu Myofibroblasten 

kontrollieren und die Synthese von Matrixmolekülen beeinflussen [200]. Der PI3K/AKT 

Signalweg ist für seine Funktionen in der Zellproliferation, Überleben und Apoptose bekannt. 

Auch durch seine Aktivierung wird der Reperfusionsschaden reduziert, da er die kardiale 

Kontraktilität verbessert und die Apoptose von Kardiomyozyten verringert [201]. Auch die Rolle 

von TH17-Zellen, die von IL-23 stabilisiert und reguliert werden, konnte bei kardiovaskulären 

Erkrankungen gezeigt werden. Ein intaktes Gleichgewicht zwischen TH1-, TH2- und TH17-Zellen 
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ist ein grundlegender Mechanismus, um Entzündungsreaktionen beim kardialen Remodeling zu 

vermitteln [202]. Beobachtungen zeigen, dass ein solches Gleichgewicht bei Patienten mit 

Koronarsyndrom beeinträchtigt ist [203, 204]. Darüber hinaus sind Th17-Zellen und ihr 

charakteristisches Zytokin IL-17 in der Lage die Apoptose von Kardiomyozyten und die 

Aktivierung von Herzfibroblasten zu induzieren [205, 206]. Außerdem konnte ihre Beteiligung in 

der Pathogenese von Arteriosklerose [207] und Virusmyokarditis [208] belegt werden. Nur einige 

wenige Veröffentlichungen berichten über den direkten Effekt von IL-23 auf den 

Myokardinfarkt, jedoch mit widersprüchlichen Ergebnissen. Savvatis et al. 2013 zeigten in einem 

murinen Modell der permanenten Okklusion der left anterior descending artery (LAD), dass das 

Fehlen von IL-23p19 destruktive Auswirkung auf den Myokardinfarkt hatte. IL-23p19-defiziente 

Mäuse zeigten eine verminderte Herzfunktion und eine höhere Mortalität im Vergleich zu den 

Wildtyptieren. Außerdem war bei diesen Tieren die Expression an entzündlichen Zytokinen 

erhöht und eine übermäßige Infiltration von Immunzellen erkennbar. Folglich führte die 

Fehlregulation der IL-23 Signaltransduktion zu einer beeinträchtigten Wundheilung nach 

Myokardinfarkt [209]. Im Gegensatz dazu demonstrierten Yan et al. 2012, dass die Abwesenheit 

der IL-23 Signalgebung nach einer permanenten Okklusion der LAD eine protektive Wirkung auf 

den Myokardinfarkt aufwies. Sie zeigten, dass IL-23p19-defiziente Mäuse nach einem starken 

Myokardinfarkt, aufgrund einer verbesserten Herzfunktion länger überlebten als Wildtyptiere. 

Des Weiteren war die Expansion des Infarktes reduziert und die linksventrikuläre Dilatation bei 

IL-23p19-defizienten Mäusen gelindert [210]. Der Grund für die unterschiedlichen 

Beobachtungen zu den Phänotypen ist unklar. In Publikation 1 (s. Kapitel 3) konnte mittels 

zweier unterschiedlicher Ischämie/Reperfusionsmodelle weder der positive noch der negative 

Effekt der IL-23 Signaltransduktion auf das Herz nach Myokardinfarkt reproduziert werden 

[130]. In einer weiteren Studie zeigten Ratten, denen nach einer Ischämie gefolgt von einer 

Reperfusion (I/R) rekombinantes IL-23 injiziert wurde, eine signifikant erhöhte 

Entzündungsreaktion und Infarktgröße. Die starke Entzündung wurde durch die übermäßige 

Produktion an pro-entzündlichen Zytokinen, wie IL-6 und IL-17, vermittelt. Die Blockierung des 

IL-23 Signalweges durch neutralisierenden IL-23 Antikörper konnte dagegen die 

Infarktexpansion, pro-entzündliche und pro-apoptotische Effekte verringern [211].  

In Publikaion 1 (s. Kapitel 3) wurden Wildtypmäuse nach I/R mit gereinigtem rekombinantem 

HIL-23Fc behandelt und der Effekt auf das myokardiale Remodeling untersucht. Hierbei wurde 
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gezeigt, dass die Behandlung mit HIL-23Fc keine Wirkung auf das ischämische Mausherz hatte 

[130]. 

Da die Biologie der IL-12-Familie sehr komplex ist, sind weitere Untersuchungen zu der 

Rolle von IL-23 notwendig. Um einen gezielten therapeutischen Ansatz zu entwickeln, muss die 

IL-23 induzierte Signaltransduktion im Detail studiert werden. Zur Untersuchung der 

biologischen Prozesse besteht großes Interesse an der Entwicklung von Strategien, die sowohl in 

vitro als auch in vivo Signaltransduktionen spezifisch steuern können. 

1.3 Gp130 und seine vermittelte Signaltransduktion 

Gp130 ist ein ubiquitär exprimierter Rezeptor, der von vielen Zytokinen aus der IL-6/IL-12-

Familie, einschließlich IL-6, IL-11, IL-27, Leukämie-inhibitorischer Faktor (LIF), oncostatin M 

(OSM), ciliary neutrophic factor (CNTF), cardiotrophin 1 (CT-1) carditrophin-like cytokine 

(CLC), IL-35 und wahrscheinlich IL-39 für die Signaltransduktion verwendet wird [68, 75, 212, 

213]. Gp130 besteht aus einem extrazellulärem Teil, gefolgt von einer TMD und einer ICD. Der 

extrazelluläre Teil besteht aus fünf FNIII Domänen, von denen zwei das Zytokinbindemodul 

bilden und einer Ig-ähnlichen Domäne [214, 215]. Die ICD des gp130 weist sechs Tyrosinreste 

auf, die für die Signalweiterleitung essentiell sind [216-218]. Interessanterweise kann gp130 mit 

einer der drei Januskinasen JAK1, JAK2 und TYK2 konstitutiv assoziiert sein [219, 220]. In der 

gp130 vermittelten Signaltransduktion kann der JAK/STAT-, MAPK und PI3K-Signalweg 

induziert werden. 

IL-6 und IL-11 sind die einzigen Zytokine der IL-6-Familie, die ausschließlich gp130 

Homodimere für die Signalweiterleitung verwenden. Für die Signaltransduktion binden IL-6 und 

IL-11 an ihre spezifischen α-Rezeptoruntereinheiten (IL-6Rα und IL-11Rα) und assoziieren 

anschließend als Komplex mit den gp130 Homodimeren. Es entsteht ein hexamerer Komplex aus 

zwei Zytokinliganden, zwei α-Rezeptoruntereinheiten und zwei gp130 Molekülen [221-223]. 

Durch die Entstehung dieses Komplexes werden die gp130 Moleküle in unmittelbare Nähe 

gebracht, um mit den JAKs zu interagieren. Nach der Transphosphorylierung der JAKs können 

diese die intrazellulären Tyrosinreste des gp130 Rezeptors aktivieren [219, 220]. Die vier distalen 

Tyrosine (Y767, Y814, Y905 und Y915 im Menschen) dienen nach ihrer Phosphorylierung als 

Andockstellen für STAT Moleküle (hauptsächlich STAT3, aber auch STAT1 und STAT5). 

Aktiviertes STAT transloziert anschließend als Dimer in den Nukleus, wo es die Gentranskription 

initiiert [216, 217, 224, 225]. Das phosphorylierte Y759 des gp130 Rezeptors (im humanen 
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System) dient als Aktivierungsstelle für src-homology 2-containing phosphotyrosine phosphatase 

(SHP2), das wiederum den MAPK- und PI3K Signalweg induziert [216, 223, 226-228]. 

Die drei gp130 vermittelten Hauptsignalwege (JAK/STAT, MAPK und PI3K) werden 

durch mehrere negative Rückkopplungsmechanismen gegenreguliert [229]. Zu den wichtigsten 

Gegenregulatoren zählen die SOCS Proteine. SOCS3, der die IL-6/IL-11 Signaltransduktion 

gegenreguliert, bindet direkt an den phosphorylierten Tyrosinrest 759 des humanen gp130 

Rezeptors und hemmt damit nicht nur die JAK Aktivität, sondern auch die IL-6/IL-11-induzierten 

Signalkaskaden [227, 229].  

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der IL-6/IL-11-induzierten Signalwege. Die Bildung eines aktiven 
hexameren Komplexes aus zwei IL-6 oder IL-11-Liganden, zwei IL-6- bzw. IL-11-Rezeptoruntereinheiten und zwei 
gp130 Molekülen führt zur Transphosphorylierung der gp130-assoziierten Januskinasen. Die aktiven Kinasen 
vermitteln die Phosphorylierung der intrazellulären Tyrosinreste von gp130 Rezeptoren, die eine Aktivierung der 
STAT/MAPK/PI3K Signalwege ermöglichen. Der MAPK- und PI3K Signalweg wird hierbei von SHP2 reguliert. 
Phosphoryliertes STAT3 Homodimer initiiert im Nukleus die Transkription bestimmter Zielgene, unter anderem von 
SOCS3 und SAA1, einem Akute-Phase Protein (s. Kapitel 1.3.1). SOCS3 ist ein Gegenregulator bei langanhaltender 
Signaltransduktion, der an die Aktivierungsstelle von Januskinasen bindet und somit sowohl die Kinaseaktivität, als 
auch die induzierten Signalkaskaden hemmt. Die schematische Darstellung wurde modifiziert nach Eulenfeld et al. 
2012 [230] und Negahdaripour et al. 2016 [231]. 
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1.3.1 Die konstitutive Aktivierung des gp130/JAK/STAT3 Signalweges 

STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor, der durch die induzierte gp130 Signalweiterleitung aktiviert 

wird [232]. Der gp130/JAK/STAT3 Signalweg ist in der Leberregeneration und in der Akute-

Phase-Reaktion von großer Bedeutung [233, 234]. Vor allem die Signalgebung durch den 

Liganden IL-6 induziert die Expression von Akute-Phase Proteinen in der Leber [235]. 

Mutationen im gp130/JAK/STAT3 Signalweg können zu einer konstitutiven Aktivierung von 

STAT Molekülen führen, die in Verbindung mit der Entstehung zahlreicher Tumore stehen [236]. 

Eine solche konstitutive Aktivierung von STAT3 wurde in entzündlich hepatozellulären 

Adenomen identifiziert [237]. Entzündliche hepatozelluläre Adenome sind gutartige 

Lebertumore, die mit einem entzündlichen Phänotypen und einer Überexpression von STAT 

Zielgenen einhergehen [236-238]. Sie lösen eine vermehrte zytoplasmatische Expression an 

Akute-Phase Proteinen, wie Serum-Amyloid A (SAA) und C-reaktives Protein (CRP), aus [239]. 

Beobachtungen zeigten, dass 60% der entzündlich hepatozellulären Adenome Mutationen im 

gp130 Rezeptor aufwiesen, die zu einer dauerhaften Aktivierung von STAT3 führten [237, 240]. 

Außerdem konnten auch Mutationen innerhalb des STAT3 Moleküls in Leukämie- und 

Lymphompatienten nachgewiesen werden, die eine konstitutive Aktivierung dieses Moleküls 

verursachten [241, 242]. Des Weiteren bewirkten auch Mutationen in den JAKs, welche STAT3 

Moleküle direkt phosphorylieren, eine dauerhafte STAT3 Aktivierung [236]. In unterschiedlichen 

Tumoren, einschließlich hepatozellulärem Karzinom, Brustkrebs und Lungenkrebs wurden 

Mutationen in den JAKs identifiziert [243-245]. 

Um die konstitutive Aktivierung von gp130 in vitro zu untersuchen, wurden Strategien 

entwickelt, die eine ligandenunabhängige Homodimerisierung der gp130 Rezeptoren erzwingen 

[246-248]. Durch ein Leucin-Zipperpeptid, welches durch 15 Aminosäuren der extrazellulären 

gp130 Domäne ausgetauscht wurde, kommt es zu einer Phosphorylierung der intrazellulären 

Tyrosinreste am synthetischen gp130 Rezeptor und folglich zu einer dauerhaften 

ligandenunabhängigen Signaltransduktion. Durch Zugabe eines kurzen Peptids mit der Fos-

Leucin-Zippersequenz [249] konnte die Aktivierung des synthetischen gp130 Rezeptors wieder 

aufgehoben werden [246]. Des Weiteren wurde ein IL-15/IL-15Rα-Sushi System beschrieben, 

das eine konstitutive und ligandenunabhängige Signaltransduktion unterschiedlicher homo- und 

heterodimerer Rezeptorkomplexe der IL-6-Familie imitierte [247]. Auch die Deletion von allen 

FNIII Domänen mit einer zusätzlichen Verkürzung der Gelenkregion innerhalb des gp130 

Rezeptors führte zu einer ligandenunabhängigen, konstitutiven Rezeptoraktivierung [248]. 
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1.4 Synthetische, biologisch aktive Rezeptoren  

Um biologisch funktionelle Auslöser, Sensoren oder Schalter herzustellen, wird die synthetische 

Biologie herangezogen, die sich mit der De- und Rekonstruktion biologischer Einheiten 

beschäftigt [250]. Natürliche, biologische Schalter spielen im Körper eine sehr große Rolle. Sie 

kontrollieren unter anderem Zytokin-induzierte Prozesse, wie die Immunantwort [139]. Durch die 

Bindung der Liganden an ihre spezifische Rezeptoren wird die Signalweiterleitung aktiviert und 

bei einer übermäßig langen Signalgebung durch verschiedene negative 

Rückkopplungsmechansimen gegenreguliert, indem die Zytokinrezeptoren wieder deaktiviert 

werden [227, 229]. Jedoch können Mutationen in den Rezeptoren oder nachgeschalteten 

Molekülen zu einer unkontrollierten Signalweiterleitung führen [236]. Mit Hilfe der 

synthetischen Biologie können biologische Prozesse detaillierter untersucht und neue bioaktive 

Systeme mit definierten Eigenschaften entwickelt werden [251]. Es wurde bereits gezeigt, dass 

synthetische Biologie zur Veränderung von Zytokinrezeptoren verwendet werden kann, um 

konstitutiv aktive Signalwege zu imitieren [68, 97, 246, 247, 252, 253]. Schaltbare, synthetische 

Zytokinrezeptoren wurden 1996 von Hemmann und Mitarbeitern hergestellt, um den gp130- 

spezifischen Signalweg zu untersuchen [224]. Die chimären Rezeptoren bestanden aus der 

Erythropoetinrezeptor (EpoR)-bindenden ECD, gefolgt von einer gp130 Rezeptor TMD und ICD. 

Die Stimulation mit Erythropoetin führte zu einer Homodimerisierung und Aktivierung der 

gp130 Rezeptoren [224]. Der Arbeitsgruppe ist es somit gelungen, ein System zu entwickeln, 

welches den gp130 Signalweg künstlich imitierte. [224]. Aufgrund der Kreuzreaktivität des 

Liganden mit natürlichen Zytokinrezeptoren ist das System jedoch nicht in vivo anwendbar. Eine 

direkte intrazelluläre Aktivierung der Signaltransduktion wurde mit dem zellpermeablen, 

synthetischen Liganden FK506 und dessen bindendem Protein FKBP12 erreicht [254]. Hierbei 

wurde die zytoplasmatische Domäne des T-Zell Antigenrezeptors mit FKBP12 fusioniert und 

nach Zugabe des FK506 die intrazelluläre Signaltransduktion nachgeahmt [254]. Des Weiteren 

wurden auch kürzlich synthetische Liganden hergestellt, die eine natürliche Rezeptoraktivierung 

ermöglichten [255, 256]. 

Synthetische Rezeptoren wurden bereits 2017 von der food and drug administration 

(FDA) für eine Tumorimmungentherapie zur Bekämpfung der pädiatrischen akuten 

lymphatischen Leukämie, sowie großzelligem B-Zell Lymphom zugelassen [257, 258]. Bei 

dieser Technologie werden chimeric antigen receptors (CARs), die auf CD19 zielen, über einen 
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retroviral vermittelten Gentransfer in primäre T-Zellen eingebracht [257, 259]. Die CARs 

enthalten eine Antigen-Erkennungseinheit, die aus einem single chain variable fragment (scFv) 

des monoklonalen Antikörpers besteht, gefolgt von einer Gelenkregion, zur Erhöhung der 

Flexibilität für die Antigenbindung, einer TMD und einer intrazellulären T-Zell Signaldomäne. 

Das intrazelluläre Tyrosin basierte Aktivierungsmotiv besteht entweder aus der Region eines 

CD3 T-Zell Rezeptorkomplexes, der CD3ζ Kette oder einem Fc Rezeptor γ (FcR γ) [258, 260-

262]. Mit dieser Strategie werden körpereigene T-Zellen gentechnisch so verändert, dass sie 

Tumorzellen erkennen und eliminieren. Zur Optimierung der CAR T-Zell Strategie wurden 

bereits weitere synthetische Rezeptorvarianten entwickelt, die unter anderem kostimulatorische 

Rezeptoren [263-265], Notch Rezeptoren [266] und antigenspezifische, inhibitorische Rezeptoren 

[267] besitzen. Eine graphische Darstellung zum strukturellen Aufbau von CAR ist in Abbildung 

7 gezeigt. 

 

Abbildung 7: CAR T-Zellrezeptor Technologie. Ein fundamentaler Grundstein in der Herstellung von CARs ist 
der monoklonale Antikörper. Dieser besteht aus zwei schweren (H-) und zwei leichten (L-) Polypeptidketten, die 
über Disulfidbrücken kovalent miteinander verbunden sind. Jede Polypeptidkette zeichnet sich durch eine variable 
(V-) und eine konstante (C-) Region aus. Zur Herstellung von CARs wird ausschließlich eine einzelne varibale 
Region, bestehend aus VH und VL, verwendet. Das N-teminale scFv dient dem CAR zur Erkennung des Antigens 
und ist über eine Gelenkregion mit der TMD verbunden. Der intrazelluläre Teil des CAR besteht beispielsweise aus 
einer CD28, 4-1BB und der CD3ζ T-Zell Signaldomäne. Das Einbringen der CARs in primäre T-Zellen erfolgt über 
den retroviral vermittelten Gentransfer. CAR T-Zellen helfen Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren. Die 
dargestellte Darstellung wurde modifiziert nach Magee et al. 2014, Han et al. 2017 und Jang et al. 2015 [268-270]. 
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1.4.1 Nanobodies und ihre Anwendbarkeit in der Forschung und Diagnostik 

Zur Identifizierung und Eliminierung von Antigenen werden Antikörper von B-Zellen sezerniert. 

Antikörper sind Glykoproteine, die der Ig-Superfamilie angehören. Die hohe Spezifität des 

Antikörpers an sein Antigen zu binden, kommt durch je drei Peptidschleifen an der Spitze jeder 

V-Domäne, die als complementarity determining region (CDR) bezeichnet werden, zustande 

[271, 272]. Antikörper werden in der Wissenschaft für biochemische Analysen, wie Western 

Blots und enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) verwendet [273]. Sie haben aber auch in 

den letzten Jahrzehnten eine große Wende vom wissenschaftlichem Forschungswerkzeug zu 

unentbehrlichen Humantherapeutika vollzogen [272]. Antikörper werden unter anderem zur 

Behandlung von RA [274], chronisch lymphatischer Leukämie [275] und Asthma [276] 

verwendet. Einer der größten Erfolge in der Medikamentenentwicklung wurde mit dem 

Tumornekrosefaktor (TNF) Antikörper erzielt [277]. Trotz dessen sind Antikörper nicht ganz 

unproblematisch. Zum einen sind sie teuer und schwierig in der Herstellung und zum anderen 

aufgrund ihrer Struktureigenschaften für viele Anwendungen ungeeignet. Mit einer Größe von 

~150 kDa ist ihre Gewebepenetration und Bioverteilung limitiert. Außerdem können sie 

unterschiedliche Immunreaktionen hervorrufen und haben eine sehr lange Halbwertszeit, sodass 

aufgrund des starken Hintergrundsignals ihre Anwendung in der molekularen Bildgebung sehr 

schwierig ist [278-280]. Aufgrund der starken Limitierung in der Anwendbarkeit von 

Antikörpern, wurde nach neuen Strategien gesucht, um deren  Eigenschaften zu verbessern. 

Hamers-Casterman und Mitglieder entdeckten 1993 im Serum von Camelidae eine neue Art von 

Antikörpern, die als schwere-Ketten-Antikörper (HcAbs) bezeichnet werden. Die ~ 90 kDa 

HCAbs enthalten keine leichten Ketten, sondern sind aus zwei konstanten Domänen, einer 

Gelenkregion und je einer Antigen-bindenden Domäne, der variable heavy chain domain (VHH), 

aufgebaut. Die VHH aus Camelidae kann auch einzeln isoliert werden, ohne Beeinträchtigung 

der Antigen-Bindungskapazität [281]. Dieser Einzeldomänenantikörper oder auch Nanobody 

genannt, ist mit ~15 kDa sehr klein und kann viele Limitierungen eines monoklonalen 

Antikörpers umgehen [282]. Nanobodies weisen neben ihrer hohen Stabilität, auch eine hohe 

Löslichkeit und eine ausgezeichnete Gewebepenetration auf und sind damit für viele 

Anwendungsbereiche ideal geeignet [283-286]. Außerdem können sie unter anderem kovalent 

mit unterschiedlichen Molekülen verknüpft werden [287, 288]. Des Weiteren können Nanobodies 

in verschiedenen Organismen, wie Bakterien und Hefe, sehr leicht exprimiert werden und sind 

günstig in ihrer Herstellung [289]. Ein Nanobody besteht aus neun β-Faltblättern und drei CDR 
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Schleifen mit der Fähigkeit, lange fingerartige Erweiterungen zu bilden, um somit einen 

leichteren Zugang zu schwer zugänglichen Epitopen zu erhalten [282]. Nanobodies werden in 

vielen Bereichen eingesetzt, wie Hämatologie, Onkologie, in vivo Bildgebung und in infektiösen, 

neurologischen und entzündlichen Krankheiten [280]. Für die Röntgenkristallographie werden 

zur Bestimmung von komplexen Proteinstrukturen Kristallisations-Chaparone in Form von 

Nanobodies entwickelt. Diese stabilisieren eine bestimmte Proteinkonformation und erleichtern 

auf diese Weise die Kristallbildung [290]. Außerdem werden Nanobodies aufgrund ihrer 

Stabilität als Proteinreinigungsliganden verwendet [291]. Auch in ELISAs und zu 

Immunpräzipitationszwecken werden Nanobodies eingesetzt [292, 293]. Eine weitere 

Anwendung der Nanobodies findet sich zu diagnostischen Zwecke. Ihre gute Tumorpenetration 

und schnelle Extravasation ermöglichen eine sensitive Bildgebung des Zielgewebes [294, 295]. 

Außerdem war auch der Einsatz von anti-TNF Nanobodies im Mausmodell zur chronischen 

Colitis erfolgreich [296]. 

 
Abbildung 8: Struktureller Aufbau des Nanobodies aus HcAbs. HcAbs aus Camelidae umfassen zwei 
homodimere schwere Ketten, die aus VHH-, CH2- und CH3-Domänen aufgebaut sind. Die VHH-Domäne aus 
HcAbs kann ohne Verlust der Antigen-Bindungskapazität isoliert werden. Jede VHH-Domäne, auch als Nanobody 
bezeichnet, besteht aus neun β-Faltblättern (grün und orange) und drei CDR Schleifen (braun), die an Epitope von 
Antigenen binden. Zwei von drei CDR Schleifen sind über eine Disulfidbrücke (gelb) kovalent miteinander 
verknüpft. Die Darstellung wurde nach Wang et al. 2016 modifiziert [297]. 

Es wurden Nanobodies beschrieben, die mit hoher Affinität an Fluoreszenzproteine, wie green 

fluorescent protein (GFP) oder mCherry, binden [298, 299]. Sie werden unter anderem bei der 

Bildgebung, zur Untersuchung von Proteinexpression, subzellulären Lokalisation, sowie 

Translokationsereignissen verwendet [298, 300]. Viele wichtige Beobachtungen zur Protein-

Protein Interaktion gelangen mit Hilfe von GFP-Nanobodies [301, 302]. Auch ist deren 

Anwendung in der hochauflösenden Mikroskopie von wichtiger Bedeutung [303]. Außerdem 
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2. Zielsetzung  
Die erste Fragestellung dieser Dissertation betrachtet die Rolle von IL-23 und seiner 

Signalkomponenten im murinen Ischämie/Reperfusions (I/R)-Modell. Für die Untersuchung 

wurden neuartige IL-23-signaling-defiziente Mäuse generiert. In einer akuten und einer 

chronischen I/R soll der Phänotyp der generierten Tiere charakterisiert werden. Außerdem soll 

das mögliche Potenzial von IL-23 als therapeutischer Ansatzpunkt nach I/R herausgearbeitet 

werden. Die Herzfunktion und der Heilungsprozess nach I/R sollen mittels bildgebender 

Techniken und biochemischer Untersuchungen erfasst werden. 

Das zweite Ziel dieser Dissertation ist die Entwicklung eines neuartigen an- und 

ausschaltbaren Systems zur gezielten Kontrolle und detaillierten Analyse der 

Zytokinsignalweiterleitung. Das zu entwickelnde System soll die Zytokinsignaltransduktion ohne 

weitere Hintergrundaktivierung simulieren. Hierfür werden synthetische Rezeptoren hergestellt, 

indem der extrazelluläre Teil des natürlichen IL-23R und IL-12Rβ1 durch Nanobodies ersetzt 

wird. Des Weiteren wird eine definierte Anzahl an Fluoreszenzproteinen miteinander fusioniert, 

die spezifisch an die Nanobodies binden und Rezeptorketten rekrutieren. Zur Hemmung der 

Signalaktivierung werden lösliche Nanobody-Fusionsproteine verwendet, die gegen ihre 

spezifischen Fluoreszenzproteine gerichtet sind. Mit diesem System soll zunächst die biologische 

Aktivität der synthetischen Rezeptoren als hetero- und homodimerer Komplex untersucht 

werden. Anschließend soll das System auf weitere Rezeptoren einer anderen Zytokinfamilie 

ausgeweitet und dessen in vivo Anwendbarkeit gezeigt werden. Abschließend soll mit Hilfe des 

neuartigen Synthetic Cytokine Receptor (SyCyR)-Systems eine mögliche STAT3- 

Transphosphorylierung untersucht werden. 

Die dritte Fragestellung betrachtet die neu entdeckten Zytokine IL-35 und IL-39 aus der 

IL-12-Familie in Bezug auf ihren Rezeptorkomplex und nachgeschaltete Signalkomponenten. 

Durch die Entwicklung von chimären Zytokinrezeptoren sollen IL-35- und IL-39-Signalwege 

simuliert werden. Hierzu werden die extra- oder intrazellulären-Domänen der natürlichen 

IL-6/IL-12-Typ Rezeptoren ausgetauscht und auf deren biologische Aktivität hin untersucht. 
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7. Diskussion 
Im Rahmen dieser Dissertation erfolgten funktionelle Untersuchungen zur Zytokin-induzierten 

Signaltransduktion der IL-6/IL-12-Familie. Die Zytokin-induzierte Signaltransduktion basiert auf 

natürlichen biologischen Schaltern und ist essentiell zur Regulation von immunologischen 

Prozessen [139]. Sie wird durch die Bindung des jeweiligen Zytokins an seine Rezeptoren 

vermittelt, indem anschließend der Rezeptorkomplex durch seine Konformationsänderung eine 

Transphosphorylierung der Januskinasen ermöglicht [93, 99-102, 220, 221]. Die induzierte 

Kinaseaktivität führt folglich zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege, wie unter anderem 

JAK/STAT, PI3K/AKT und MAPK [109, 310]. Aufgrund ihres Einflusses auf unterschiedliche 

Prozesse innerhalb diverser Erkrankungen, wie z.B. auf den Verlauf von Psoriasis [311, 312] und 

das Remodeling des Herzens nach Myokardinfarkt [209, 313], steht die Untersuchung der 

Zytokin-induzierten Signaltransduktionen im Fokus dieser Arbeit. 

 In Publikation 1 (s. Kapitel 3) wurde die Auswirkung des fehlenden IL-23 Signalweges 

auf den Heilungsprozess des Herzens und der therapeutische Effekt von HIL-23Fc nach I/R in 

vivo analysiert [130]. Hierfür wurden neuartige IL-23-signaling-defiziente Mäuse hergestellt, die 

durch eine Punktmutation (Y416F) oder in Kombination mit einer Verkürzung der intrazellulären 

IL-23R Domäne (ΔICD), eine PI3K- bzw. STAT/MAPK/PI3K-Defizienz aufwiesen. Bei den 

generierten Tieren wurde im closed- oder open-chest Modell eine Ischämie und bis zu 4-wöchige 

Reperfusion induziert. Die Experimente zeigten, dass die Herzfunktion von IL-23R-Y416FΔICD-

defizienten Mäusen, im Vergleich zu IL-23R Kontrolltieren, nicht verändert war. Außerdem 

wurden die ischämischen Herzen von IL-23R-Y416FΔICD-defizienten Tieren auf Infarktgröße, 

Genregulation und Expression von α-smooth muscle actin (α-SMA) und HA untersucht und dabei 

gezeigt, dass diese nur minimale Veränderungen aufwiesen. Außerdem waren für alle 

untersuchten Parameter keine Unterschiede zwischen IL-23R-Y416F Tieren und IL-23R 

Kontrolltieren erkennbar. Darüber hinaus wurde in einem closed-chest Modell demonstriert, dass 

nach I/R die Behandlung von Wildtypmäusen mit HIL-23Fc ebenfalls keinen Effekt auf den 

Heilungsprozess des Herzen hatte. Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass der IL-23-

induzierte Signalweg keine Rolle in der myokardialen I/R spielt [130]. 

 Zur besseren Charakterisierung und Kontrolle der Zytokin-induzierten 

Signaltransduktion, wurde im Rahmen der Publikation 2 (s. Kapitel 4) eine neue Methode 

entwickelt, die es mit Hilfe neuartiger SyCyRs und synthetischer Liganden ermöglicht, eine 
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gezielte Zytokinsignalübertragung an- und auszuschalten [98, 308]. Zur Generierung der SyCyRs 

wurden GFP- und mCherry-Nanobodies verwendet, die mit der TMD und ICD von gp130 und 

IL-12Rβ1/IL-23R fusioniert wurden [308]. Als Zytokin-ähnliche Liganden wurden homo- und 

heterodimere GFP:mCherry Fusionsproteine hergestellt, die mit hoher Affinität an die SyCyRs 

binden konnten und dadurch in vitro und in vivo die IL-6-/IL-11- bzw. IL-23 Signaltransduktion 

phänokopierten. Unter Verwendung der SyCyRs konnte außerdem bestätigt werden, dass IL-23R 

Homodimere biologisch aktiv sind und eine IL-23-ähnliche Signaltransduktion induzieren. Des 

Weiteren wurde mittels einer trimeren SyCyR-Anordnung demonstriert, dass Zytokine zu einer 

STAT3-Transphosphorylierung fähig sind [98, 308]. 

 Ebenfalls mittels künstlich hergestellter Rezeptoren, wurden in Publikation 3 

(s. Kapitel 5) die Rezeptorzusammensetzungen und Signalwege der kürzlich entdeckten Zytokine 

IL-35 und IL-39 analysiert [68]. Da bioaktive rekombinante IL-35- und IL-39-Proteine bislang 

nicht erhältlich sind, wurde ihre Signaltransduktion durch das Mischen der ECD und ICD von 

Zytokinrezeptoren der IL-6/IL-12-Familie imitiert. Hierbei wurde gezeigt, dass alle vier 

beschriebenen IL-35 Rezeptorkomplexe, nämlich IL-12Rβ2:gp130, IL-12Rβ2:IL-12Rβ2, 

gp130:gp130 und IL-12Rβ2:WSX-1 [75], bioaktiv sind und eine Signalweiterleitung induzierten 

[68]. Im Gegensatz zu den gezeigten Daten in wissenschaftlichen Veröffentlichungen [75], wurde 

mittels chimerer Rezeptoren demonstriert, dass alle vier Rezeptorkomplexe kanonische STAT 

Signalwege vermittelten [68]. Darüber hinaus wurde auch die biologische Aktivität des 

postulierten IL-39 Rezeptorkomplexes, bestehend aus einem gp130:IL-23R Heterodimer, 

bestätigt [59, 68]. Dabei wurde ebenfalls bewiesen, dass die IL-39 Signaltransduktion zur 

Phosphorylierung konventioneller STAT Moleküle führte [59, 68]. Zuletzt wurden zwei weitere  

bioaktive synthetische Rezeptorkomplexe vom IL-6/IL-12-Typ, zusammengesetzt aus dem  

gp130:IL-12Rβ1-und IL-23R:12Rβ2 Heterodimer, entdeckt [68]. 

7.1. Die IL-23 Signaltransduktion spielt eine untergeordnete Rolle im 
Umbau des ischämischen Herzgewebes nach I/R 

7.1.1. Neuartige IL-23-signaling-defiziente Mäuse stellen ein geeignetes Tiermodell 
zur Untersuchung der Wirkungsweise von IL-23 in kardiovaskulären 
Erkrankungen dar 

IL-23 ist ein essentieller Bestandteil für die Entwicklung eines intakten Immunsystems [138]. Es 

fördert die T-Zell Differenzierung [142] und induziert die Expression weiterer Zytokine [152-

154]. Zudem ist es an der Entstehung verschiedener Autoimmunerkrankungen, wie CED [168], 
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RA [169] und MS [170] beteiligt. Außerdem zeigen einige Veröffentlichungen, dass IL-23 eine 

wichtige Rolle im Remodeling des ischämischen Herzgewebes nach Myokardinfarkt einnimmt 

[209-211]. 

Das pro-entzündliche Zytokin IL-23 besteht aus der α-Untereinheit p19 und der 

β-Untereinheit p40 [63]. Es bindet mit hoher Affinität an den IL-23R und IL-12Rβ1 [72, 86]. 

Dadurch wird eine Signaltransduktion initiiert, die durch die Induktion der JAK/STAT, 

PI3K/AKT, MAPK und NF-κB Wege gekennzeichnet ist [72, 109, 129]. 

Zur Untersuchung der Wirkungsweise von IL-23 auf den Myokardinfarkt wurden bislang 

IL-23p19-zytokindefiziente Mäuse verwendet [209, 210]. Aufgrund der komplexen Biologie und 

Plastizität innerhalb der IL-12-Familie ist dieses Tiermodell zur Charakterisierung von IL-23 in 

diversen Erkrankungen nur bedingt geeignet. Aufgrund der fortschreitenden Zytokinforschung 

konnte gezeigt werden, dass die α-Untereinheit p19 nicht ausschließlich für die 

Komplexzusammensetzung von IL-23 benötigt wird, sondern auch für IL-39 [59, 63]. Somit wird 

durch das Fehlen von IL-23p19 sowohl die IL-23- als auch die IL-39-Signalweiterleitung 

verhindert. Da IL-23 aus den Untereinheiten p19 und p40 zusammengesetzt ist, besteht die 

Annahme, dass in diesen Tieren höhere Mengen an freiem p40 vorhanden sind. Das Zytokin 

IL-12 besteht aus der α-Untereinheit p35 und der β-Untereinheit p40 [62]. Durch das Fehlen von 

p19 und dem Überschuss an freiem p40, könnte es zu einer verstärkten Bildung an IL-12 

kommen. Des Weiteren ist bekannt, dass p40 Homodimere bildet, wenn es alleine sezerniert 

wird. Das p40 Homodimer hat für die IL-12 Signaltransduktion eine antagonistische Wirkung 

[185] und weist entzündungshemmende Effekte auf [182, 314]. Aus diesem Grund wurden in 

Publikation 1 (s. Kapitel 3) zur Untersuchung der IL-23 Signalweiterleitung auf den Verlauf einer 

I/R neuartige IL-23-signaling-defiziente Mäuse verwendet [130]. Für die Inaktivierung der 

IL-23-induzierten Signalwege wiesen die Mäuse eine Deletion der intrazellulären IL-23R 

Domäne, beginnend mit dem C-terminalen Aminosäurerest 433 und die zusätzliche 

Punktmutation Y416F auf (IL-23R-Y416FΔICD). Mäuse, die ausschließlich die genetische 

Punktmutation (IL-23R-Y416F) besaßen, wurden zur Aufklärung der Wirkungsweise des 

PI3K/AKT Signalweges auf den Umbau des ischämischen Gewebes nach I/R verwendet [130]. 

Die Generierung der IL-23-signaling-defizienten Mäuse basierte auf Grundlage der bereits zuvor 

identifizierten Aminosäuren, die für die Bindung der signalvermittelnden Moleküle essenziell 

sind [109]. Mit diesem neu entwickelten Tiermodell erfolgte in Publikation 1 (s. Kapitel 3) eine 

detaillierte Untersuchung der IL-23-induzierten Signalwege in einem I/R Modell [130]. 
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Zur Charakterisierung des Genotyps der Tiere wurden in Publikation 1 (s. Kapitel 3) die 

Expression des IL-23R und Produktion von IL-17 in IL-23R-Y416F- und IL-23R-Y416FΔICD-

Mäusen im Vergleich zu IL-23R Wildtyptieren analysiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde an 

Milzzellen gezeigt, dass die Oberflächenexpression des IL-23R durch die Mutation und 

Verkürzung der intrazellulären IL-23R Domäne nicht verändert war [130]. Dieses Ergebnis steht 

im Einklang mit den veröffentlichten in vitro Daten, die ebenfalls zeigten, dass Mutationen und 

große Deletionen innerhalb der intrazellulären IL-23R Domäne die Oberflächenexpression und 

Präsentation der Rezeptoren nicht beeinflussten [109]. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die 

IL-17 Produktion in Milzzellen von IL-23R-Y416F- und verstärkt von IL-23R-Y416FΔICD 

Mäusen, verglichen mit Wildtypzellen, fünf Tage nach Stimulation mit den Zytokinen TGF-β1, 

IL-6 und IL-1β und/oder CD3/CD28 Antikörpern, signifikant reduziert war [130]. Dieses 

Ergebnis bestätigt die Rolle des IL-23 Signalweges in der TH17-Zelldifferenzierung, die eine 

Sekretion von IL-17 initiiert [90, 106]. Bereits die alleinige Stimulation von Zellen mit 

CD3/CD28 Antikörpern induzierte eine erhöhte Expression an IL-23R, welches in einer IL-17 

Expression resultierte [130, 315]. Dementsprechend zeigten die Ergebnisse, dass die neu 

generierten Mäuse dem IL-23R-signaling-defizienten Phänotypen entsprachen [130]. 

7.1.2. Das Fehlen der IL-23-induzierten Signalwege zeigte eine geringe Auswirkung 
auf das Remodeling des Herzens nach Myokardinfarkt 

Ischämische Herzerkrankungen gehören weltweit zu den häufigsten Erkrankungen mit einer 

lebensbedrohlichen Verlaufsform. An dem Heilungsprozess des ischämischen Gewebes nach 

einem Myokardinfarkt sind hauptsächlich das Immunsystem und seine Zytokine beteiligt [316]. 

Da die molekularen Mechanismen der ischämischen Herzkrankheiten bis heute unvollständig 

geklärt wurden, sind nur wenige klinische Therapieansätze, darunter IL-1 Antikörper, zur 

Regulation der Entzündungsprozesse vorhanden [317]. Vor allem fehlt häufig das Wissen über 

die Wirkungsweisen von Zytokinen in ischämischen Herzerkrankungen, so wie bei IL-23. Da 

dieses ähnlich wie IL-6 die Immunreaktion und Geweberegeneration beeinflussen kann [318], 

war seine Beteiligung auch bei myokardialer Ischämie naheliegend. Interessanterweise 

wiedersprechen sich erste Studien an Mäusen zu der Rolle des pro-entzündlichen Zytokins IL-23 

im kardialen Remodeling nach Myokardinfarkt [209-211]. Yan et al. zeigten 2012 erstmals die 

destruktive Wirkung von IL-23 auf das Herz nach Myokardinfarkt. Sie zeigten in einem murinen 

Modell der permanente Okklusion der LAD, dass bei IL-23p19-zytokindefizienten Mäusen 

bereits sieben Tage nach Myokardinfarkt das Gesamtüberleben verbessert war, im Vergleich zu 
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Wildtyptieren. Des Weiteren erwies sich mittels echokardiographischen Analysen 28 Tage nach 

Myokardinfarkt eine verbesserte Herzfunktion bei IL-23p19-defizienten Mäusen. Dieses 

Ergebnis korrelierte auch mit der verminderten Narbengröße im Herzen dieser Tiere verglichen 

mit Wildtypmäusen [210]. Im Jahr 2014 demonstrierten Savvatis und Mitarbeiter am gleichen 

Tiermodell und ebenfalls nach einer permanenten Okklusion der LAD, dass IL-23 eine protektive 

Wirkungen auf den Umbau des ischämischen Gewebes hatte. Hierbei zeigten IL-23p19-

zytokindefiziente Mäuse im Vergleich zu Wildtyptieren eine höhere Mortalität und eine 

signifikant verminderte Produktion an Kollagen und α-SMA, was ihrer Ansicht nach auf ein 

verschlechtertes myokardiales Remodeling hindeutete. Des Weiteren zeigte die Arbeitsgruppe, 

dass bereits vier Tage nach Myokardinfarkt eine eingeschränktere Herzfunktion in IL-23p19-

defizienten Mäusen messbar war, eine höhere Menge an Immunzellen das ischämische Gewebe 

infiltrierte und die Phosphorylierung von ERK und STAT3 signifikant reduziert war, verglichen 

mit Wildtypen [209]. Somit liegen derzeit keine eindeutigen Ergebnisse zu der Wirkungsweise 

von IL-23 bei Myokardinfarkt vor, da wissenschaftliche Veröffentlichungen eine 

entgegengesetzte Rolle dieses Zytokins bei kardialer Ischämie am murinen Modell beschrieben. 

Interessanterweise konnte im Rahmen der Publikation 1 (s. Kapitel 3) eindeutig gezeigt werden, 

dass IL-23 nahezu keinen Effekt auf das kardiale Remodeling nach Myokardinfarkt hat [130]. 

Bei IL-23R-, IL-23R-Y416F- und IL-23R-Y416FΔICD-Mäusen wurde zunächst bei 

geschlossenem Thorax eine 60-minütig Ischämie induziert, gefolgt von einer 24-stündigen, 

4- oder 21-tägigen Reperfusion. Es zeigte sich, dass 24 h nach Ischämie der IL-23 Signalweg 

weder einen Einfluss auf die Herzfunktion noch auf den Heilungsprozess hatte. Bei IL-23R-

Y416FΔICD Mäusen und Wildtyptieren war kein Unterschied in der Menge an α-SMA, HA und 

Galektin-3 (Marker für Makrophagen) im linken Ventrikel (LV) detektierbar. Auch im Serum 

von IL-23R-Y416FΔICD Mäusen und Wildtyptieren wurden ähnliche Werte an kardialem 

Troponin gemessen. Die mRNA Expression an entzündlichen-, zellzyklischen- und anti-

apoptotischen-Faktoren ergab ebenfalls in allen drei Phänotypen keine Unterschiede. Dass IL-23 

keine Rolle in der frühen Phase nach I/R spielte, zeigte sich auch an den vergleichbaren 

Ergebnissen zur Herzfunktion zwischen IL-23R-Y416FΔICD- und Wildtypmäusen, die mit 

Echokardiographie generiert wurden [130]. Diese Beobachtung wurde bereits 2012 von Yan und 

Mitarbeitern 24 h nach einer permanenten Okklusion der LAD gemacht. Sie zeigten, dass 

IL-23p19-defiziente Mäuse nach einem akuten Myokardinfarkt weder eine verstärkte 

Infarktexpansion, noch veränderte Paramater zur Herzfunktion aufwiesen, im Vergleich zu 
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Wildtyptieren [210]. Reproduziert werden, konnten jedoch weder die protektiven noch 

destruktiven Effekte der IL-23 Signaltransduktion auf das Gesamtüberleben und Herzfunktion in 

einem chronischen Modell zum Myokardinfarkt, den Savvatis et al. 2014 bzw. Yan et al. 2012 in 

IL-23p19-defizienten Mäusen demonstrierten [209, 210]. Diese unterschiedlichen Ergebnisse 

sind wahrscheinlich auf die Verwendung von verschiedenen Tiermodellen zurückzuführen. 

IL-23p19-defiziente Mäuse sind für Untersuchungen zur Wirkungsweise von IL-23 in diversen 

Erkrankungen weniger geeignet (s. Kapitel 7.1.1). Durch das Fehlen von IL-23p19 war in den 

Tieren nicht nur der IL-23-, sondern auch der IL-39-Signalweg inaktiv [59, 63]. Außerdem 

können auch zusätzliche Effekte durch das freie p40 in den IL-23p19-defizienten Mäusen nicht 

ausgeschlossen werden [185]. Innerhalb dieser Dissertation wurden dagegen IL-23R-signaling-

defiziente Mäuse verwendet, die eine Mutation und/oder Deletion in der IL-23R intrazellulären 

Domäne aufwiesen. Da der IL-23R innerhalb des IL-23 Rezeptorkomplexes die einzige 

signaltransduzierende Rezeptorkette ist, wurden in Publikation 1 (s. Kapitel 3) ausschließlich 

IL-23-induzierte Signalwege untersucht [130]. 

Drei Wochen nach Induktion der Ischämie am geschlossenen Thorax (closed-chest), 

gefolgt von einer Reperfusion, konnte in Herzen von IL-23R-Y416FΔICD Mäusen im Vergleich 

zu Wildtypherzen ein eingeschränktes kardiales Remodeling beobachtet werden [130]. Diese 

Erkenntnis resultierte aus einer signifikant erhöhten Menge an α-SMA, HA und der vergrößerten 

Narbe [130]. Die Expression von α-SMA ist ein charakteristischer Hinweis für Myofibroblasten, 

die eine Kollagensynthese induzieren [319]. Bereits seit langem konnte gezeigt werden, dass bei 

einer gewebshaltigen Narbe die α-SMA positiven Myofibroblasten mit einer abnormalen 

Ablagerung der extrazellulären Matrixkomponenten korrelieren und folglich das Fortschreiten 

der Krankheit fördern [320-322]. Die myofibroblastische Differenzierung führt zu einer 

verstärkten Expression und Akkumulation von HA in der Matrix [323]. Erhöhte Mengen an HA 

und seinem Zelleoberflächenrezeptor CD44 wurden bereits in zahlreichen gewebshaltigen 

Bereichen nachgewiesen, die mit einer Organdysfunktion assoziiert sind [324, 325]. Ein 

alleiniger Effekt des IL-23-induzierten PI3K/AKT Signalweges auf das kardiale Remodeling 

nach I/R wurde nicht beobachtet, da keine signifikanten Unterschiede im Heilungsprozess des 

Herzens in IL-23R-Y416F Mäusen im Vergleich zu Wildtyptieren feststellbar waren [130]. 

Dieses Resultat bestätigt die in den Veröffentlichungen gezeigten Ergebnisse zur 

Wechselwirkung von Zytokin-induzierten Signalmolekülen und einem Zusammenspiel dieser im 

Verlauf von Krankheiten [199, 326]. 
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Die im akuten closed-chest I/R Modell gezeigten milden negativen Effekte auf das 

ischämische Herzgewebe, durch das Fehlen der IL-23-induzierten Signalwege, waren auf ein 

weiteres I/R Modell nicht übertragbar [130]. In diesem Modell wurde bei IL-23R Wildtypmäusen 

und IL-23R-Y416FΔICD Mäusen eine 50-minütige Ischämie bei geöffnetem Thorax (open-chest) 

durchgeführt, gefolgt von einer 4-wöchigen Reperfusion. Die Herzfunktion wurde zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach I/R (Tag 1, 4, 7, 14, 21, 28) mittels MRI bestimmt. Wie bereits 

im closed-chest Modell konnten auch hier keine Unterschiede in der Herzfunktion zwischen den 

zwei Phänotypen beobachtet werden. Abweichend vom chronischen closed-chest Modell, wurde 

dagegen bei diesem Modell nur ein tendenzieller Anstieg einer α-SMA und HA Expression, 

28 Tage nach I/R im linken Ventrikel des Herzens, gezeigt. Des Weiteren konnte auch keine 

signifikant stärkere Expansion des Infarktes in IL-23R-Y416FΔICD Mäusen verglichen mit 

Wildtyptieren beobachtet werden [130]. Die fehlende Übertragbarkeit der generierten Ergebnisse 

im chronischen closed-chest I/R Modell auf das open-chest I/R Modell, könnte auf Grund der 

unterschiedlich gewählten Zeitpunkte zur Analyse des Remodelings nach I/R entstanden sein. 

Der Prozess nach Myokardinfarkt unterliegt einer ständig wechselnden Veränderung [209] und 

macht somit einen direkten Vergleich der Resultate schwierig. Aus den generierten Studien 

wurde die Erkenntnis gewonnen, dass der IL-23-induzierte Signalweg nur eine untergeordnete 

Rolle im kardialen Remodeling nach I/R spielt [130]. Trotz der in Publikation 1 (s. Kapitel 3) 

verwendeten hochmodernen Techniken zur Phänotypbestimmung, wie Echokardiographie und 

MRI, konnten die von Savvatis et al. 2014 und Yan et al. 2012 gezeigten Ergebnisse zur 

deutlichen protektiven oder destruktiven Wirkungsweise von IL-23 Signaltransduktion [209, 210] 

nicht reproduziert werden [130]. Zum einen wurde im Rahmen dieser Arbeit kein Modell zur 

permanenten Okklusion der LAD verwendet, sondern eine 50-60-minütige Ischämie gefolgt von 

einer Reperfusion durchgeführt. Das I/R Modell hat eine größere klinische Relevanz, denn es ist 

vergleichbar mit einem Myokardinfarkt in Patienten. Die Reperfusion ist in der Klinik zurzeit die 

einzige Methode, um die Infarktexpansion zu begrenzen und das Mortalitätsrisiko bei Patienten 

zu senken [20, 31]. Jedoch führt eine erneute Durchblutung des ischämischen Gewebes zu einer 

weiteren Schädigung [34], die im I/R, aber nicht im Modell zur permanenten Okklusion der LAD 

berücksichtigt werden. Zum anderen wurden in allen drei Studien Tiere mit einem 

unterschiedlichen genetischen Hintergrund verwendet. Schon seit langem ist bekannt, dass durch 

Verwendung von Tieren, die auf verschiedenen genetischen Hintergründen beruhen, oft 
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unterschiedliche Studienergebnisse erzielt werden. Nicht zuletzt beeinflusst auch die Art der 

Tierhaltung die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen [327]. 

 
Abbildung 10: Zusammenfassende Ergebnisse zur myokardialen Analyse von IL-23-signaling-defizienten 
Mäusen, die in einem closed- oder open-chest I/R Modell herausgefordert wurden. Die Analysen zur 
Herzfunktion und zum Heilungsprozess zeigen, dass das Fehlen der IL-23-induzierten Signalwege nahezu keinen 
Einfluss auf das Remodeling nach Myokardinfarkt hat. Eine größere Narbe und eine erhöhte Expression an α-SMA 

und HA zeigt sich ausschließlich in IL-23R-Y416FΔICD Mäusen 21 Tage nach closed-chest I/R [130]. Pfeil nach 

oben (↑): Anstieg dieses Parameters im Vergleich zum IL-23R Wildtyptier; Pfeil nach links und rechts (↔): Keine 
Veränderung dieses Parameters im Vergleich zum IL-23R Wildtyptier; Bindestrich (-): Dieser Parameter wurde nicht 
untersucht. 

7.1.3. Die Behandlung mit IL-23 hat nahezu keine therapeutische Wirkung auf den 
Heilungsprozess des ischämischen Herzgewebes nach I/R 

Das pro-entzündliche Zytokin IL-23 wirkt sich auf den Verlauf diverser Erkrankungen negativ 

aus. So wurden bei Patienten unter anderem mit Psoriasis erhöhte Werte an IL-23 im Serum 

gemessen [312]. Zur Behandlung dieser Erkrankung wurden bereits zwei monoklonale 

Antikörper, namens Guselkumab und Ustekinomab, zugelassen. Diese binden an die p19- bzw. 

p40-Untereinheit von IL-23 und blockieren die IL-23-induzierte Signalweiterleitung [186, 189]. 

Des Weiteren zeigen neueste Studien an Ratten, dass die Injektion von IL-23 die myokardiale 

Verletzung durch eine erhöhte Entzündungsreaktion und oxidativen Stress nach I/R fördert [211, 

328]. Die Inhibierung von IL-23 konnte dagegen den Infarktbereich im Herzen signifikant 

verkleinern und die Kardiomyozyten vor dem Untergang schützen [211, 328]. Die Gruppe um Hu 

et al. 2016 injizierten hierbei den Ratten nach Induktion der Ischämie und 15 min vor Einleitung 

Closed-chest / Open-chest

Reperfusions-
dauer

24 Stunden 4 Tage 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage

Gesamt-
überleben ↔ – – – ↔ – ↔ – ↔ – – –

Herzfunktion – ↔ ↔ ↔ – ↔ – ↔ ↔ ↔ – ↔

Infarktgröße – ↔ – – – – – – ↑ – – ↔
α-SMA

Expression ↔ – – – – – – – ↑ – – ↔
HA

Expression ↔ – – – – – – – ↑ – – ↔
Galectin-3
Expression ↔ – – – – – – – – – – –
Kardiales
Troponin ↔ – – – – – – – – – – –

mRNA
Expression ↔ – – – – – – – – – – –

IL-23R-Y416F∆ICD

IL-23

p40

p19

IL-23RIL-12Rβ1

416
448
469
496

F
Y
Y
Y

Y

X
Keine Signaltransduktion

PP



Diskussion 

40 
 

der Reperfusion einmalig IL-23 oder einen anti-IL-23 monoklonalen Antikörper intravenös. Im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigte sich in der IL-23 Injektionsgruppe nach Ischämie und 4 h 

Reperfusion ein größerer Infarktbereich im Herzen, erhöhte Werte an Herzschädigungsmarkern 

und pro-entzündlichen Zytokinen im Serum. Außerdem zeigten Ratten nach I/R und IL-23 

Injektion eine signifikante Herunterregulation der Superoxiddismutase im Herzen [328], was auf 

einen höheren oxidativen Stress hindeutete [196]. Des Weiteren waren in diesen Tieren mehr 

Kardiomyozyten vom Zelltod betroffen [328], sodass vermutet werden kann, dass auf Grund 

dessen im weiteren Verlauf des Remodelingprozesses eine größere bindegewebshaltige Narbe 

entstand [329]. All die negativen Effekte von IL-23 nach I/R konnten durch die Verabreichung 

des anti-IL-23 monoklonalen Antikörpers wieder aufgehoben werden [211, 328]. Mit diesem 

Hintergrundwissen wurde im Rahmen der Publikation 1 (s. Kapitel 3) der therapeutische Effekt 

von IL-23 in einem murinen chronischen I/R Modell untersucht [130]. Hierzu wurde ein 

Fusionsprotein aus p40 und p19, verbunden mit einem Fc-Tag (HIL-23Fc), hergestellt. Die 

biologische Aktivität dieses Proteins wurde an der murinen prä-B Zelllinie Ba/F3-IL-23R-

IL-12Rβ1 getestet. Diese Zelllinie exprimierte auf der Oberfläche neben dem gp130 Rezeptor 

auch den IL-23R und IL-12Rß1 [130]. Ba/F3 Zellen werden in der Wissenschaft sehr häufig zur 

Untersuchung der Zytokinsignaltransduktion verwendet [330] und die IL-23 Signalgebung wurde 

bereits anhand dieser Zellen erfolgreich charakterisiert [109]. 

Im Zellviabilitätstest zeigte sich an Ba/F3-gp130-IL-23R-IL-12Rβ1, dass eine 

halbmaximale Proliferation bereits mit 0,4 ng/ml HIL-23Fc erreicht wurde. Auch die 

Signaltransduktionswege STAT3, ERK1/2 und AKT wurden nach Stimulation der Ba/F3-gp130-

IL-23R-IL-12Rβ1 mit HIL-23Fc aktiviert. Dass die HIL-23Fc-induzierte Proliferation und 

Signaltransduktion spezifisch waren, zeigte sich an der fehlenden Signalweiterleitung nach 

Stimulation dieser Zellen mit GFP. Somit wurde bestätigt, dass das hergestellte und gereinigte 

rekombinante Protein HIL-23Fc eine hohe Spezifität und Aktivität besaß. Fc basierte 

Fusionsproteine finden immer häufiger Anwendung bei der Herstellung von Medikamenten 

[331]. Bereits elf Fc-Fusionsproteine wurden als Arzneimittel von der FDA zugelassen [332]. 

Das Protein sgp130Fc, welches spezifisch die IL-6-trans-Signaltransduktion inhibiert, wird 

ebenfalls auf die klinische Anwendung von CED geprüft [333]. Proteine werden mit einem 

Fc-Tag fusioniert, da es einen biologischen und pharmakologischen Vorteil verschafft. Zum 

einen wird auf Grund des Fc-Tags die Plasmahalbwertszeit und somit auch die therapeutische 

Aktivität einiger Proteine verlängert [334, 335]. Zum anderen verbessert die Fc-Region die 
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Löslichkeit und Stabilität des Partnerproteins und erlaubt außerdem eine einfache und 

kostengünstige Proteinreinigung [336, 337].  

Bei C57/BL6J Mäusen wurde eine 60-minütige Ischämie am geschlossenen Thorax, 

gefolgt von einer 3-wöchigen Reperfusion durchgeführt. Direkt nach Einleitung der Reperfusion 

und vier weitere Male wurden die Tiere entweder mit PBS oder HIL-23Fc durch intraperitoneale 

(i.p.) Injektion behandelt. Die Analysen zur Herzfunktion erfolgten mittels Echokardiographie am 

Tag 7 und 21 nach I/R. Des Weiteren wurden Infarktgröße und Expression von α-SMA und HA 

21 Tage nach I/R untersucht. Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte die HIL-23Fc 

Injektionsgruppe keinen Unterschied in der Herzfunktion. Es wurde jedoch eine signifikante 

Abnahme an α-SMA positiven Myofibroblasten und eine tendenzielle Reduktion der HA 

Synthese im linken Herzventrikel von Mäusen nach HIL-23Fc Behandlung und 21 Tage nach I/R 

beobachtet. Des Weiteren war die Infarktgröße in Herzen von HIL-23Fc behandelten Mäusen 

tendenziell vermindert, im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse korrelieren mit 

den erzielten Resultaten zum chronischen closed-chest I/R Modell an IL-23-signaling-defizienten 

Mäusen. Der milde negative Effekt auf das Remodeling des Herzens, der in IL-23-signaling-

defizienten Mäusen im chronischen closed-chest I/R Modell beobachtet wurde, konnte durch die 

therapeutische Behandlung mit IL-23 wieder aufgehoben werden [130]. Dieser Befund 

widerspricht den Ergebnissen von Hu et al. 2016 und Liao et al. 2017 die zeigten, dass IL-23 

Injektion die myokardiale I/R-Verletzung förderte [211, 328]. Ein entscheidender Punkt ist hier, 

dass die Herzen im Rahmen dieser Arbeit, im Vergleich zu den beiden wissenschaftlichen 

Veröffentlichungen, zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach I/R untersucht wurden. 

Möglicherweise spielt IL-23 nur in der ganz frühen Entzündungsphase eine destruktive Rolle, hat 

jedoch milde protektive Auswirkungen auf den weiteren Verlauf des kardialen Remodelings. So 

wurde auch in einem Tumormodell beobachtet, dass die protektive Wirkung der IL-23 

Behandlung erst zu späten Zeitpunkten auftrat [338]. Auch die Tatsache, dass in den Studien 

unterschiedliche Tierarten verwendet wurden, könnte zu anderen Ergebnissen geführt haben. Die 

genetische Distanz zwischen Mäusen und Ratten ist ziemlich groß und somit bestehen auch 

funktionelle Unterschiede auf molekularer Ebene [339]. Außerdem erfolgte die IL-23 Injektion in 

den Studien von Hu et al. 2016 und Liao et al. 2017 präventiv vor Beginn der Ischämie oder der 

Reperfusion [211, 328]. Wohingegen in dieser Arbeit IL-23 zur therapeutischen Behandlung 

eingesetzt wurde [130]. Dass sich eine prophylaktische im Vergleich zur therapeutischen 
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anhaltenden Inhibierung der Zytokinrezeptoren durch unterschiedliche negative 

Rückkopplungsmechanismen, wie unter anderem durch SOCS3 [227, 229]. Bis heute ist es 

Wissenschaftlern nicht gelungen ein schaltbares und hintergrundfreies Zytokinrezeptorsystem zu 

entwickeln, mit einer vollständigen Kontrolle über die Rezeptorzusammensetzung. Ein solches 

System ist für neue therapeutische Ansätze von großer Bedeutung. So ist auch die therapeutische 

Anwendung von Zytokinen mit Nebeneffekten verbunden, denn bisher ist es mit ihnen nicht 

möglich, eine gezielte, lokal begrenzte Aktivierung der Zielzellen im gewünschten Gewebe zu 

erreichen [342]. Erste Erfolge zur Zelltypspezifischen Therapie wurden mittels einer 

Kombination des Zytokins und eines zellspezifischen Antikörpers erreicht. Dabei wurde der TNF 

Signalweg gezielt nur auf myeloiden Zellen inhibiert [343].  

Im Rahmen der Publikation 2 (s. Kapitel 4) wurde eine hintergrundfreie SyCyR-

Technologie entwickelt, die eine exakte Phänokopie natürlicher Zytokinrezeptorsignalwege 

sowohl in vitro, als auch in vivo ermöglicht [98, 308]. Der SyCyR ist hierbei streng modular 

aufgebaut, bestehend aus einem Nanobody, der sich spezifisch gegen GFP oder mCherry richtet 

[298, 299], gefolgt von der TMD und einer ICD des natürlichen, zu untersuchenden Rezeptors 

[98, 308]. Für den Aufbau der synthetischen Zytokinrezeptoren wurden Nanobodies verwendet 

die sich spezifisch gegen GFP und mCherry richteten [298, 299]. An Säugetieren wurde bereits 

gezeigt, dass sowohl Nanobodies, als auch die Fluoreszenzproteine GFP und mCherry keine 

toxischen Reaktionen in Zellen auslösen [296, 344, 345]. 

Das SyCyR-System wurde zunächst für eine Nachbildung der natürlichen IL-23 

Signaltransduktion angewandt [98]. Die natürliche IL-23 Signalweiterleitung basiert auf der 

Bindung von IL-23 an den IL-23R und IL-12Rβ1 [72, 109]. Um die IL-23 Signalgebung zu 

imitieren, wurde der extrazelluläre Teil vom IL-23R und IL-12Rβ1 durch einen mCherry- 

Nanobody (CVHH) bzw. GFP-Nanobody (GVHH) ersetzt [298, 299]. Die SyCyRs wurden 

anschließend entweder nacheinander (SyCyR(IL-23)), in einem 2A Konstrukt (SyCyR(IL-23/2A) 

oder einzeln (CVHH-IL-23R oder GVHH-IL-12Rβ1) in Ba/F3-gp130 Zellen exprimiert [98]. Im 2A 

Konstrukt werden mindestens zwei cDNAs, die für unterschiedliche Proteine kodieren, in einem 

Transkript vereinigt. Die Expression erfolgt dabei aus einem einzigen offenen Leseraster [346]. 

Suthaus et al. 2010 bestätigten die biologische Aktivität von Rezeptorfusionsproteinen, deren 

Expression aus einem Transkript erfolgte [247]. Als SyCyR-Liganden wurden Variationen von 

synthetischen Fusionsproteinen, bestehend aus einer definierten Anzahl an GFP und mCherry, 

hergestellt und von chinese hamster ovary (CHO)-Zellen produziert [98]. CHO-Zellen zählen 
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mittlerweile zum standardisierten Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Proteinen in 

klinischen Anwendungen [347]. Die generierten Ba/F3-gp130 Zellen wurden schließlich 

hinsichtlich ihrer Proliferation und Signaltransduktionswege untersucht [98]. Hierbei zeigte sich, 

dass eine Proliferation in Ba/F3-SyCyR(IL-23) und SyCyR(IL-23/2A) Zellen mit den 

fusionierten Liganden GFP-mCherry oder 2xGFP-mCherry ausgelöst wurde, jedoch nicht mit 

monomerem GFP oder mCherry. Bei Ba/F3-gp130 Zellen, die einen einzelnen SyCyR 

exprimierten, wurde in Anwesenheit fusionierter oder monomerer Fluoreszenproteine, ebenfalls 

keine Proliferation gemessen [98]. Diese Ergebnisse bestätigen die hohe Selektivität von GFP-

mCherry als synthetische Zytokinliganden. Auch in weiteren Studien wurde die hohe Spezifität 

von GFP-Nanobodies und mCherry-Nanobody gezeigt [298, 299, 348]. Des Weiteren wurde in 

Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A) Zellen beobachtet, dass ein lösliches GVHH-CVHH Fusionsprotein die 

GFP-mCherry induzierte Proliferation vollständig inhibierte [98]. Dies macht deutlich, dass 

SyCyRs nicht nur gezielt an-, sondern auch wieder ausgeschaltet werden können. Sie besitzen 

damit das Potenzial im Körper als Schalter zu fungieren, um biologische Prozesse zu steuern. Das 

SyCyRs im Vergleich zu natürlichen Zytokinrezeptoren nahezu ein identisches 

Proliferationsverhalten in Zellen bewirkten, zeigte sich im Dosis-abhängigen Zellviabilitätstest 

[98]. Hierbei wurden Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A) Zellen und Ba/F3-IL-23R-IL-12Rβ1 mit 

verschiedenen Konzentrationen an GFP-mCherry bzw. HIL-23 stimuliert und deren Proliferation 

gemessen. Die Daten zeigten, dass die halbmaximale Proliferation bei nahezu identischen 

Ligandenkonzentrationen von 5-10 ng/ml erreicht wurde. Der Aspekt, dass Ba/F3-IL-23R-

IL-12Rβ1 Zellen eine halbmaximale Proliferation bei 5-10 ng/ml HIL-23 aufweisen, wurde 

bereits in wissenschaftlichen Veröffentlichungen gezeigt [68] und auch in Publikation 3 

(s. Kapitel 5) reproduziert. Weiterhin wurden SyCyRs hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Imitierung 

von Signaltransduktionswegen untersucht [98]. Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A) zeigten nach der 

Stimulation mit GFP-mCherry und 2xGFP-mCherry, jedoch nicht mit monomeren 

Fluoreszenzproteinen oder 3xGFP, eine Aktivierung der IL-23-typischen 

Signaltransduktionswege STAT3, ERK1/2 und AKT [98]. Hiermit werden erneut die hohe 

Selektivität und die Imitierungsgenauigkeit deutlich, die mit den Fusionsproteinen erreicht 

werden kann. Außerdem ist das System zellspezifisch, denn die Aktivierung der zellulären 

Antwort erfolgt nur in Zellen, die SyCyRs an der Oberfläche exprimieren. Natürliche 

Zytokinrezeptorkomplexe induzieren die Signalweiterleitung über die Rezeptor-assozierten JAKs 

[100-102]. JAKs haben keine kovalente Bindung mit den Zytokinrezeptoren, sondern sind mit 
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ihnen nur konstitutiv assoziiert [135, 136]. Nach Bindung des natürlichen Liganden an die 

Zytokinrezeptoren werden JAKs in unmittelbare Nähe gebracht und es erfolgt eine 

Transphosphorylierung, bei der sie von einem inaktiven in einen aktiven Status wechseln [99]. 

Die induzierte Kinaseaktivität führt zur Phosphorylierung von intrazellulären Rezeptortyrosinen 

und Signalmolekülen wie STAT3, ERK1/2 und AKT [109, 111]. Eine solche 

Transphosphorylierung der JAKs wurde im Rahmen der Publikation 2 (s. Kapitel 4) nicht nur bei 

einem natürlichen, sondern auch bei einem synthetischen Rezeptorkomplex beobachtet [98]. 

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die Interaktion zwischen GFP-mCherry und den synthetischen 

Rezeptoren (CVHH-IL-23R und GVHH-IL-12Rβ1) eine Dimerisierung der Rezeptorketten 

hervorruft und die Kinaseaktivität aktiviert. Dabei werden alle IL-23-typischen 

Signaltransduktionswege angeschaltet [98]. Außerdem wurde gezeigt, dass das SyCyR-System 

nicht nur in murinen Zellen angewandt werden kann, sondern auch in humanen Zellen. Hierbei 

ließ sich ebenfalls die IL-23-typische Signaltransduktion phänokopieren. Humane U4C Zellen, 

die sowohl CVHH-IL-23R als auch GVHH-IL-12Rβ1 koexprimierten, zeigten nach Stimulation mit 

GFP-mCherry die Phosphorylierung von STAT3 Molekülen [98]. 

Des Weiteren wurden detaillierte, zeitaufgelöste Analysen der intrazellulären 

Signaltransduktion durchgeführt [98]. Dabei konnte eindeutig gezeigt werden, dass Ba/F3-

SyCyR(IL-23/2A) und Ba/F3-IL-23R-IL-12Rβ1 Zellen, nach Aktivierung durch den jeweiligen 

Liganden GFP-mCherry oder HIL-23, einen identischen kinetischen Verlauf von pSTAT3 und 

SOCS3 aufwiesen. Sowohl beim natürlichen, als auch beim synthetischen Rezeptorkomplex 

wurde die Phosphorylierung von STAT3 bei einer Langzeitaktivierung nicht supprimiert [98]. In 

der Literatur wurde eine solche langanhaltende IL-23-induzierte STAT3 Phosphorylierung bereits 

beschrieben [109]. Dieses Ergebnis ist darauf zurückzuführen, dass der IL-23 Rezeptorkomplex 

keiner negativen Rückkopplung durch SOCS3 Moleküle unterliegt [109]. Mit einer allgemeinen 

Analyse typischer IL-23 Signaltransduktionswege und einem zeitabhängigen Aktivierungsprofil 

wurde gezeigt, dass der Austausch der extrazellulären Domänen von Zytokinrezeptoren durch 

Nanobodies die Signalstärke und Kinetik nicht beeinflussten. Beobachtungen ergaben, dass die 

intrazelluläre IL-23 Antwort exakt vom synthetischen System imitiert wurde [98]. Ein kürzlich 

erschienener Bericht zeigte, dass nicht nur die intrazelluläre Rezeptordomäne, sondern auch die 

Genauigkeit der Rezeptorzusammensetzung wichtig für die Stärke der Signalgebung ist [349]. 

Kim und Mitarbeiter beobachteten 2010, dass bereits eine Punktmutation im Epo-Protein die 

Dimerisierung der Rezeptoren beeinflusste. Die veränderte Epo Rezeptordimerisierung resultierte 
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in einer eingeschränkten Phosphorylierung der STAT1- und STAT3-Moleküle, jedoch nicht in 

einer verminderten STAT5 Aktivierung [349]. Ein solches Phänomen konnte in SyCyRs durch 

detaillierte Analysen der Signaltransduktionswege ausgeschlossen werden. Auch Analysen zur 

globalen mRNA Expression verifizierten die Präzision der synthetischen Rezeptoren zur 

Imitierung der natürlichen Zytokinsignaltransduktion. Die Transkriptomanalyse ergab, dass 85% 

aller angeschalteten Gene sowohl in Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A), als auch in Ba/F3-IL-23R-

IL-12Rβ1 Zellen nach Stimulation mit GFP-mCherry bzw. HIL-23 reguliert wurden [98]. In 

beiden Systemen fand die Transkription typischer STAT3 Zielgene, wie PIM1, SOCS3 und OSM 

statt [98]. Um alle möglichen Effekte zu berücksichtigen, wurde für die Transkriptomanalyse 

eine 1,5-fache Veränderung der mRNA als untere Grenze für die statistische Auswertung 

ausgewählt. Dadurch konnten 15% der mRNA-Transkripte für das synthetische System im 

Vergleich zum natürlichen System nicht nachgewiesen werden. Durch Anpassung der Grenzen 

der statistischen Auswertung wurden 12% der fehlenden mRNA-Transkripte auch für das 

synthetische System bestätigt, die ebenfalls in dieselbe Richtung wie im natürlichen System 

reguliert wurden. Nur die Regulation von 3% der mRNA-Transkripte erfolgte auf einer anderen 

Weise. Ein signifikanter Einfluss auf die Ergebnisse der mRNA Expression wurde erwartet, da 

zwei unterschiedliche Zellsysteme und verschiedene Liganden für die Zellstimulation verwendet 

wurden. Von großer Bedeutung ist jedoch, dass von 28.000 analysierten Transkripten nur 0,004% 

alle Gene im synthetischen System, verglichen zum natürlichen System, unterschiedlich reguliert 

wurden. Dieser Befund macht deutlich, dass die Genregulation in beiden Systemen sehr ähnlich 

ablief. Zusätzlich zeigten Pathway-Analysen des natürlichen und synthetischen IL-23 

Rezeptorkomplexes, dass die regulierten Gene durch GFP-mCherry und HIL-23 den gleichen 

Signalwegen zuzuordnen sind [98]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die erste Studie mit 

synthetischen Rezeptorkomplexen durchgeführt, die eine detaillierte Analyse der 

Signaltransduktionswege und Transkriptomprofile beinhaltet [98]. 

7.2.2. Der synthetische IL-23R, jedoch nicht IL-12Rβ1, ist als homodimerer 
Komplex biologisch aktiv 

Anhand von kürzlich veröffentlichten Studien wurde vermutet, dass die IL-23 Signaltransduktion 

nicht ausschließlich über den heterodimeren Komplex aus IL-23R und IL-12Rβ1 verlaufen kann, 

sondern auch über IL-23R Homodimere [93, 97, 350]. Seit langem ist bekannt, dass IL-12Rβ1 

eine geringe Affinität zu dem Zytokin IL-23 aufweist, wohingegen der IL-23R eine hohe 

Affinität hat [70, 72]. Die Studie von Li und Mitarbeitern 2013 zeigte erstmals die biologische 
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Aktivität von IL-23R Homodimeren in Krebszellen. Sie demonstrierten, dass trotz der 

Blockierung von IL-12Rβ1, geringe Konzentrationen an IL-23 zu einer Zellproliferation und 

STAT3 Aktivierung in Krebszellen führte [350]. Des Weiteren wurde von Schröder et al. 2015 

beobachtet, dass die Stimulation von Ba/F3-IL-23R-IL-12Rβ1 Zellen mit p40_D2D3-p19Fc die 

Zellproliferation und Signaltransduktion nicht inhibierte. Das Fusionsprotein p40_D2D3-p19Fc 

besaß eine Deletion der Domäne 1 in der p40 Untereinheit, sodass die Bindung des IL-12Rβ1 

verhindert wurde [93]. Auch weitere Veröffentlichungen postulierten, dass IL-23R in der Lage 

ist, bioaktive Homodimere zu bilden. Hierbei wurde berichtet, dass eine vollständige Deletion der 

IL-23R Gelenkregion zu einer ligandenunabhängigen, autonomen Rezeptoraktivierung führte, 

unabhängig vom IL-12Rβ1. Der homodimere IL-23R Komplex ist somit biologisch aktiv und 

benötigte den IL-12Rβ1 nicht, um eine Signaltransduktion zu vermitteln [97]. 

Um diesem Themenbereich nachzugehen und die biologische Aktivität des IL-23R 

Homodimers zu überprüfen, wurde ein SyCyR generiert, bestehend aus extrazellulärem GVHH 

fusioniert an die TMD und ICD des IL-23R [98, 308]. Dieser wurde anschließend einzeln in 

Ba/F3-gp130 Zellen exprimiert (Ba/F3-SyCyR(IL-23R)). Zellviabilitätsanalysen zeigten, dass 

sich ein aktiver IL-23R-SyCyR Rezeptorkomplex mit 2xGFP-mCherry und 3xGFP bildete. 

Monomere Fluoreszenzproteine und GFP-mCherry induzierten in Ba/F3-SyCyR(IL-23R) Zellen 

dagegen keine Proliferation. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Untersuchung der 

Signaltransduktion erzielt. Die Phosphorylierung von JAK, STAT3, ERK1/2 und AKT erfolgte in 

Ba/F3-SyCyR(IL-23R) Zellen ausschließlich nach Stimulation mit 2xGFP-mCherry oder 3xGFP. 

Die Signaltransduktion wurde dagegen nicht in Anwesenheit von GFP induziert [98]. Hiermit 

wurde erneut gezeigt, dass SyCyRs mit hoher Spezifität und Affinität aktiviert werden. Des 

Weiteren bestätigten die im Rahmen der Publikation 2 (s. Kapitel 4) gezeigten Ergebnisse, die 

Annahmen eines möglichen biologisch aktiven homodimeren IL-23 Rezeptorkomplexes. Auch 

konnten Studien bereits zeigen, dass der IL-12Rβ1 für die Bindung an die Untereinheit p40 

erforderlich ist, jedoch nicht für die IL-23 Funktion [93, 350]. Die Hauptkomponente für die 

Signalweiterleitung stellt der IL-23R dar, der für die Entwicklung diverser Erkrankungen 

verantwortlich zu sein scheint [351]. Für die hohe Anfälligkeit für Krankheiten sind vor allem 

kürzlich identifizierte SNPs innerhalb des IL-23R verantwortlich [180, 181, 352]. 

Der kinetische Verlauf von pSTAT3 und SOCS3 war in Ba/F3-SyCyR(IL-23R) Zellen 

vergleichbar mit dem in Ba/F3-IL-23R-IL-12Rβ1 Zellen nach Stimulation mit 3xGFP bzw. 

HIL-23 [98]. Wie zuvor in dem natürlichen heterodimerem Rezeptorkomplex gezeigt [98, 109], 
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konnte auch in homodimerem IL-23R-SyCyR eine langanhaltende STAT3 Aktivierung 

beobachtet werden [98]. Diese Erkenntnis legt nahe, dass auch IL-23R Homodimere keiner 

negativen Rückkopplung durch SOCS3 unterliegen. Unterschiede zwischen dem hetero- und 

homodimeren Rezeptorkomplex wurden im dosisabhängigen Zellviabilitätstest beobachtet. 

Während Ba/F3-IL-23R-IL-12Rβ1 Zellen in Anwesenheit von HIL-23 eine halbmaximale 

Proliferation bei 5-10 ng/ml erreichten, zeigten Ba/F3-SyCyR(IL-23R) Zellen eine halbmaximale 

Proliferation erst bei 10-20 ng/ml 3xGFP [98]. Auch die nähere Betrachtung der Genexpression 

offenbarte eine Differenz zwischen einem hetero- und homodimeren Rezeptorkomplex, obwohl 

die allgemeine Aktivierung der IL-23-typischen Signalwege ähnlich zu sein schien. 

Transkriptionsanalysen zeigten, dass nach Stimulation der Ba/F3-SyCyR(IL-23R) Zellen mit 

3xGFP nur 37% der Gene, bei einer 1,5-fachen Veränderung der mRNA, hoch- oder 

runterreguliert wurden, im Vergleich zu Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A) Zellen in Anwesenheit von 

GFP-mCherry. Dieser Effekt könnte sich auch durch die verringerte Proliferation begründen, die 

bei der SyCyR(IL-23R) Signalgebung im Vergleich zum natürlichen heterodimeren 

Rezeptorkomplex ersichtlich war [98]. Zusammenfassend zeigte sich, dass die Dimerisierung 

zweier IL-23 Rezeptoren eine Aktivierung von Jak2 hervorruft und zur IL-23-typischen 

Signaltransduktion führt. Obwohl die Stimulation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R) Zellen mit 3xGFP 

eine insgesamt reduzierte Genexpression im Vergleich zu GFP-mCherry stimulierten Ba/F3-

SyCyR(IL-23/2A) Zellen induzierte, phänokopierte die homotypische Aktivierung von 

SyCyR(IL-23R) die IL-23 Signaltransduktion in Bezug auf Signalwege und Kinetik [98]. Laut 

Literatur können einige Zytokine auf natürlichem Wege über Rezeptorhomodimere signalisieren. 

Ein Beispiel hierfür ist das kürzlich entdeckte Zytokin IL-35 der IL-12-Familie. 

Veröffentlichungen zeigten, dass die IL-35 Signalweiterleitung durch die Rekrutierung von 

hetero- und homodimeren gp130 und IL-12Rβ2 Rezeptoren erfolgte [75]. Auch in Publikation 3 

(s. Kapitel 5) wurde dieses Phänomen beobachtet [68]. Ebenfalls können einige Mitglieder der 

IL-6-Familie ihre Signalweiterleitung über die Aktivierung von Homodimeren vermitteln. So 

sind IL-6 und IL-11 in der Lage, nach Bindung an ihren spezifischen α-Rezeptor, mit 

homodimeren gp130 Rezeptoren zu interagieren [221, 353]. 

Mit dem Wissen zur Zytokin-induzierten Signalweiterleitung durch Rekrutierung von 

Rezeptorhomodimeren, wurde auch die biologische Aktivität von homodimeren IL-12Rβ1 mittels 

SyCyR-System untersucht [98]. Hierzu wurden Ba/F3-gp130- und U4C-Zellen generiert, die 

einen SyCyR, bestehend aus GVHH, TMD und ICD des IL-12Rβ1 (GVHH-IL-12Rβ1), auf der 
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Zelloberfläche exprimierten [98, 308]. Diese Zellen wurden anschließend hinsichtlich ihrer 

Zellviabilität und STAT3 Aktivierung evaluiert. Nach Stimulation der generierten Zellen mit 

2xGFP-mCherry und 3xGFP konnte weder eine Proliferation, noch eine Phosphorylierung von 

STAT3 beobachtet werden [98]. Dieses Resultat weist darauf hin, dass der IL-12Rβ1 Homodimer 

keine Signalfunktion hat und somit biologisch nicht aktiv ist. Dies bestätigt auch die Annahme, 

dass nach Bindung des Zytokins IL-23 an IL-23R und IL-12Rβ1, ausschließlich der IL-23R die 

Signalweiterleitung vermittelt [86, 350]. Neben der Kinaseaktivierung ist über die Signalfunktion 

von IL-12Rβ1 im Rezeptorkomplex wenig bekannt [139]. Studien zeigten, dass die IL-23R-

assoziierte Jak2 für die IL-23 Signalweiterleitung essenziell ist, während die IL-12Rβ1-

assoziierte TYK2 entbehrlich ist [86]. Diese Beobachtungen waren auch auf die Ergebnisse in 

Publikation 2 (s. Kapitel 4), die mittels der SyCyR-Technologie generiert wurden, zutreffend 

[98]. Diese Resultate stützen die Annahme, dass der IL-12Rβ1 nur in Kombination mit dem 

IL-23R eine biologische Funktion hat [350]. 
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Abbildung 12: Die SyCyR-Technologie phänokopiert die Zytokin-induzierte Signaltransduktion und 
ermöglicht die definierte Zusammensetzung von Rezeptoren. Die dargestellten SyCyRs bestehen aus einem 
N-terminalen GVHH oder CVHH gefolgt von der TMD und ICD des IL-12Rβ1 bzw. IL-23R. Beide Rezeptoren weisen 
eine konstitutive Bindung mit Januskinasen auf. Die fusionierten Fluoreszenzproteine 2xGFP und GFP-mCherry 
dienen als synthetische Zytokinliganden. (A) SyCyRs für IL-23 (SyCyR(IL-23/2A)) induzieren eine IL-23-ähnliche 
Signaltransduktion. Durch die Bindung von GFP-mCherry an GVHH-IL-12Rβ1 und CVHH-IL-23R wird die 
Transphosphorylierung der Rezeptor-assoziierten Januskinasen initiiert und folglich eine IL-23-ähnliche 
Signalweiterleitung induziert. Des Weiteren kann die IL-23-ähnliche Signaltransduktion wieder abgeschaltet werden. 
Lösliches GVHH-CVHH Fusionsprotein dient dabei als Inhibitor, der an GFP-mCherry bindet und damit die Interaktion 
mit SyCyR(IL-23/2A) verhindert. Die IL-23-ähnliche Signalweiterleitung wird somit inhibiert. (B) Die 
Homodimerisierung von GVHH-IL-23R führt zur IL-23-ähnlichen Signaltransduktion. (C) Der homodimere Komplex 
aus GVHH-IL-12Rβ1 kann durch die Rezeptor-assoziierten TYK2 keine Signaltransduktion induzieren [98, 308].  

7.2.3. SyCyRs phänokopieren die IL-6/IL-11 Signalweiterleitung in vitro und in vivo 

Nachdem gezeigt wurde, dass SyCyRs durch homodimere und multimere Liganden aktiviert 

werden können, wurde in Publikation 2 (s. Kapitel 4) das System auf den IL-6/IL-11 

Rezeptorkomplex ausgeweitet [98, 308]. 
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Für die Signaltransduktion binden IL-6 und IL-11 an ihren nicht signalgebenden α-

Rezeptor und bilden darauffolgend einen Komplex mit dem gp130 Rezeptor [221, 353]. Die 

Signalweiterleitung erfolgt über die gp130-assoziierten Januskinasen. Diese phosphorylieren die 

intrazellulären Tyrosinreste des gp130 Rezeptors [219, 220], die als Adapterstellen für die 

nachgeschalteten Signalmoleküle dienen. Durch die Aktivierung des gp130 Homodimers werden 

die drei Hauptsignalwege JAK/STAT, MAPK und PI3K angeschaltet [74], die wiederum 

negativen Rückkopplungsmechanismen unterliegen [229]. Jedoch zeigen Berichte, dass 

Deletionen innerhalb der extrazellulären Domäne des gp130 Rezeptors zu einer 

ligandenunabhängigen und autonomen Aktivierung der IL-6/IL-11 Signalwege führen. Diese 

konstitutiv aktiven gp130 Rezeptoren tragen zur Entwicklung von entzündlichen hepatozellulären 

Adenome bei [237, 240]. Zur Analyse der konstitutiven biologischen Aktivität von gp130 

Homodimeren, sind bereits mehrere synthetische Zytokinrezeptorsysteme entwickelt worden, die 

zu einer ligandenunabhängigen Dimerisierung befähigt sind. Mit diesen Systemen wurde eine 

langanhaltende Aktivierung der IL-6/IL-11 Signaltransduktion nur bedingt imitiert, da sie nur zu 

einer konstitutiven Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 führen und die Signalwege 

ERK und AKT nicht aktivieren [246-248]. 

Im Rahmen der Publikation 2 (s. Kapitel 4) wurde gezeigt, dass der IL-6/IL-11 Signalweg 

durch eine synthetische gp130 Homodimerisierung mittels der SyCyR-Technologie in vitro und 

in vivo vollständig phänokopiert werden konnte [98, 308]. Hierzu wurde der SyCyR(IL-6) 

hergestellt, bestehend aus einem extrazellulären GVHH fusioniert mit der TMD und ICD von 

gp130 (GVHH-gp130) [98, 308]. Nach Stimulation mit 2xGFP-mCherry, jedoch nicht mit GFP-

mCherry, wurden die Januskinasen JAK2, TYK2 und JAK1 in Ba/F3-SyCyR(IL-6) Zellen 

aktiviert. Des Weiteren wurde ihm Rahmen der Arbeit gezeigt, dass der synthetische Ligand aus 

mindestens 2xGFP bestehen muss, um die Signalwege JAK/STAT3 und MAPK in Ba/F3-

SyCyR(IL-6) Zellen zu induzieren, da die Signalinitiation nach Stimulation mit 1xGFP ausblieb 

[98]. Somit hat sich bestätigt, dass die IL-6/IL-11 Signaltransduktion über die Rekrutierung von 

zwei gp130 Rezeptoren verläuft [354, 355]. 

Im Vergleich zwischen Ba/F3-SyCyR(IL-6) und Ba/F3-gp130 Zellen zeigte sich, dass 

eine halbmaximale Proliferation bei nahezu identischen Ligandenkonzentrationen von etwa 

1 ng/ml 3xGFP bzw. HIL-6 erreicht wurde [98]. Der Wert zur halbmaximalen Proliferation von 

Ba/F3-gp130 Zellen in Anwesenheit des Liganden HIL-6 deckte sich mit dem Wert aus der 

Literatur [356]. Diese Beobachtungen machten deutlich, dass mittels des SyCyR-Systems nicht 
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nur die IL-23 Signaltransduktion präzise phänokopiert werden konnte, sondern auch der 

IL-6/IL-11 Signalweg im Detail imitiert wurde. Darüber hinaus zeigte sich, dass der 

SyCyR(IL-6)-induzierte STAT3 Signalweg, ebenfalls wie der natürliche [229], einer negativen 

Rückkopplung durch SOCS3 unterlag [98]. Die zeitaufgelöste Analyse der intrazellulären 

Signaltransduktion demonstrierte mit 3xGFP stimulierten Ba/F3-SyCyR(IL-6) Zellen eine 

schnelle STAT3 Phosphorylierung gefolgt von einer SOCS3 Produktion und Hemmung der 

Signaltransduktion. Dieser Zeitverlauf war verglichen mit der Kinetik von Ba/F3-gp130 Zellen, 

nach Stimulation mit HIL-6, nahezu identisch [98]. Die Dynamik der STAT3-Phophorylierung, 

die durch IL-6/IL-11-induziert und durch negative Rückkopplungsmechanismen gegenreguliert 

wird, wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben [109, 218] und auch im Rahmen dieser 

Arbeit mit einem natürlichen und synthetischen Rezeptorkomplex bestätigt [98]. Zugleich ist es 

wichtig zu erwähnen, dass das hier dargestellte SyCyR-System keine autonome Aktivierung der 

IL-6/IL-11 Signalwege auslöste. Die IL-6/IL-11 Signalweiterleitung mittels SyCyRs erfolgte erst 

nach Bindung der synthetischen Liganden und stellt damit eine Phänokopie des natürlichen 

Systems dar. Unterdessen wird die konstitutive gp130 Aktivierung als Onkogen definiert [237, 

357], wohingegen das SyCyR-System kein onkogenes Potenzial aufweist, da es zu keiner 

langanhaltenden Aktivierung der IL-6/IL-11 Signaltransduktion beiträgt [98]. 

Darüber hinaus wurde anhand der SyCyR(IL-6) Expression in der Leber von Mäusen 

gezeigt, dass die SyCyRs ebenfalls in vivo biologisch aktiv sind [98]. Die SyCyR-Technologie 

erlaubt somit spezifische Zelltypen in Zielorganen anzusteuern. Mittels hydrodynamischer 

Schwanzveneninjektion wurden GVHH-gp130- und/oder 3xGFP-kodierende cDNAs in C57/BL6 

Mäuse eingebracht. Diese Technik führte hauptsächlich zur in vivo Transfektion von Fremd-

DNA in Hepatozyten [358]. Mit der Verwendung der hydrodynamischen Injektion wurde 

sichergestellt, dass hohe systemische Konzentrationen von zirkulierenden Fremd-DNAs erreicht 

wurden [98, 359]. 24 h nach Transfektion der GVHH-gp130- und/oder 3xGFP-kodierenden cDNAs 

wurden Hepatozyten hinsichtlich der Phosphorylierung von STAT3 und Erhöhung der Akute-

Phase-Reaktion untersucht. Zusätzlich wurden die Hepatozyten und das Blut auf das 

Vorhandensein von 3xGFP und GVHH-gp130 analysiert. Hierbei wurde gezeigt, dass eine 

Phosphorylierung von STAT3 in vivo ausschließlich aus Kombination von GVHH-gp130 und 

3xGFP erfolgte. Die Phosphorylierung von STAT3 blieb in Mäusen aus, denen nur eine cDNA, 

kodierend für GVHH-gp130 oder 3xGFP, injiziert wurde [98]. Dieses Ergebnis zeigt die hohe 

Spezifität, Affinität und Aktivität von SyCyRs in vivo. Interessanterweise wurde eine starke 
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Akkumulation von GVHH-gp130 oder 3xGFP in Mäusen beobachtet, denen einzeln cDNAs, 

welche für das jeweilige Protein kodierten, injiziert wurden [98]. Dies deutet darauf hin, dass bei 

Doppelinjektion die SyCyRs über rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert und degradiert 

wurden. Die Endozytose ist ein Mechanismus zur Signalregulation. Hierbei werden Rezeptoren 

von der Zelloberfläche in das –innere befördert. Dies tritt ein, wenn die ligandeninitiierte 

Signaltransduktion lange anhält [360]. Obwohl Daten belegen, dass gp130 auch 

ligandenunabhängig endozytiert wird [361], lassen die hier gezeigten Ergebnisse vermuten, dass 

die Rate der Internalisierung und Degradation der Rezeptoren nach Ligandenbindung erhöht wird 

[362, 363]. 

Des Weiteren zeigten Mäuse ausschließlich nach kombinatorischer 

Schwanzveneninjektion von GVHH-gp130 und 3xGFP cDNAs eine übermäßige mRNA 

Expression von Saa1 in der Leber [98]. Dieses Gen kodiert für das Akute-Phase Protein SAA1 

und wird vor allem durch IL-6 in der Leber gebildet [235, 239]. Somit spiegelt sich hierbei die 

präzise Imitierung der IL-6/IL-11-initiierten physiologischen Reaktionen durch gp130-SyCyRs 

wieder. Des Weiteren wurde deutlich, dass das SyCyR-System zellspezifisch ist, da nur 

Leberzellen, die GVHH-gp130 exprimierten, durch 3xGFP aktiviert wurden [98]. Die Tiere zeigten 

nach Injektion beider cDNAs äußerlich keine Symptome. Es konnte weder eine Erhöhung der 

Körpertemperatur noch Abnormitäten im Verhalten beobachtet werden, wie es normalerweise der 

Fall bei einer IL-6 Injektion wäre, da es alle Zellen im Körper beeinflusst [364]. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die SyCyR-Technologie eine vielfältige Anwendung 

erlaubt, um zelltypspezifische Rezeptoraktivierung zu untersuchen. Bis heute ist es keiner 

Arbeitsgruppe gelungen, solche detaillierten Analysen mit einem synthetischen Rezeptorsystem 

durchzuführen. 
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Entstehung eines Glioms gebracht wird, in der Lage war, die funktionelle Kinase eines 

wildtypischen EGFR durch Transphosphorylierung zu aktivieren und dadurch die 

Zellproliferation zu verstärken [368]. 

In Publikation 2 (s. Kapitel 4) wurde zum ersten Mal die Möglichkeit zur Rezeptor-

Transphosphorylierung für Januskinase-assoziierte Zytokinrezeptoren dargelegt. Auf der 

Grundlage der Publikation von Floss et al. 2016 [86] wurde zur Untersuchung der 

Zytokinrezeptortransphosphorylierung ein intrazellulär verkürzter IL-23R (Δ503) mit GVHH 

fusioniert (GVHH- IL-23R-ΔSTAT), der fehlende STAT3-Bindemotive aufwies [98, 109, 309]. 

Floss et al. 2016 zeigten, dass der verkürzte Rezeptor nicht mehr zur Phosphorylierung von 

STAT3, jedoch weiterhin zur Aktivierung von JAK, ERK und AKT, fähig war [109]. Durch Di- 

und Trimerisierung des GVHH-IL-23R-ΔSTAT in Ba/F3-gp130 exprimierenden Zellen, nach 

Stimulation mit 2xGFP-mCherry bzw. 3xGFP, konnten die gleichen Ergebnisse, wie zuvor von 

Floss und Mitarbeitern 2016 für den verkürzten Rezeptor beschrieben [109], erzielt werden [98]. 

Da die SyCyRs einen modularen Aufbau mit einer extrazellulären Bindestelle für GFP oder 

mCherrry besaßen, konnte mittels synthetischer Liganden eine genaue Zusammensetzung der 

Rezeptorstöchiometrie bestimmt werden [98, 308]. Diese Tatsache ermöglichte eine detaillierte 

Analyse zur biologischen Aktivität von trimeren Rezeptorkomplexen, indem Kinase-assoziierte 

Rezeptoren der Zytokinfamilie gezielt in einer bestimmten Anordnung in räumliche Nähe 

zueinander gebracht wurden. Um trimere Rezeptorkomplexe zu erzeugen, wurden neben GVHH-

IL-23R-ΔSTAT weitere IL-23R Varianten mit Deletionen innerhalb der ICDs generiert, die einen 

Aktivitätsverlust der JAKs bewirkten. Die Fusion der JAK-defizienten Rezeptoren erfolgte mit 

extrazellulären mCherry-Nanobodies (CVHH-IL-23R-ΔJAK-A-C) [86, 98, 299, 308]. Bereits aus 

der Literatur war für diese Deletionsvarianten bekannt, dass sie unfähig waren, die IL-23 

Signalweiterleitung in einem Rezeptorkomplex zu vermitteln [86]. Auch mittels SyCyR-System 

wurde nach 2xmCherry-Stimulation der Ba/F3-gp130 Zellen, die jeweils eine CVHH-IL-23R-

ΔJAK Variante exprimierten, beobachtet, dass die Dimerisierung dieser SyCyRs nicht zur 

Phosphorylierung von STAT3 führte. Somit wurde demonstriert, dass die homodimeren CVHH-

IL-23R-ΔJAK Varianten biologisch nicht aktiv waren [98]. Bemerkenswert war jedoch, dass die 

Zusammensetzung eines trimeren Komplexes, bestehend aus zwei GVHH-IL-23R-ΔSTAT und 

einer CVHH-IL-23R-ΔJAK Rezeptorvariante, welches durch 2xGFP-mCherry induziert wurde, 

eine biologische Aktivität zeigte. Der trimere Komplex resultierte in einer STAT3-

Transphosphorylierung und Zellviabilität [98]. Somit wurde erstmals gezeigt, dass aktive Kinase-
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assoziierte Zytokinrezeptoren einen Kinase-defizienten Zytokinrezeptor im Komplex 

transphosphorylieren und dadurch eine Signalweiterleitung induzieren können. Des Weiteren 

wurde experimentell bewiesen, dass für die Rezeptoraktivierung zwei funktionsfähige JAKs 

benötigt werden. Denn die GFP-mCherry induzierte Dimerisierung des GVHH-IL-23R-ΔSTAT mit 

CVHH-IL-23R-ΔJAK führte nicht zur Proliferation und STAT3-Transphosphorylierung [98]. Seit 

langem wurde angenommen, dass die Signalweiterleitung bei natürlichen Tyrosinrezeptoren und 

Kinase-assoziierten Rezeptoren ausschließlich nach einer Dimerisierung erfolgt [370], indem die 

Rezeptorkinasen in räumliche Nähe gebracht und aktiviert werden [100-102]. Die im Rahmen der 

Publikation 2 (s. Kapitel 4) dargelegten Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass eine 

STAT3Transphosphorylierung durch Zytokinrezeptoren nur vermittelt werden kann, nachdem die 

Januskinasen ebenfalls durch Transphosphorylierung aktiviert wurden [98]. 

Um zu untersuchen, ob die Transphosphorylierung auch auf weitere 

Zytokinrezeptorketten übertragbar ist, wurde die ICD des GVHH-gp130 soweit gekürzt, bis die 

Bindungsmotive für STAT, ERK und AKT nicht mehr vorhanden waren (GVHH-gp130-ΔSTAT) 

[98, 308]. Die Bindungsmotive für die Signalmoleküle innerhalb der ICD des gp130 Rezeptors 

sind bekannt [371]. Eine Di- oder Trimerisierung der verkürzten Rezeptoren, welche durch 

2xGFP-mCherry bzw. 3xGFP induziert wurde, resultierte weder in einer STAT3, noch in einer 

ERK1/2 Phosphorylierung [98]. Dieses Ergebnis bestätigte den postulierten Bereich der 

Bindungsmotive für die Signalmoleküle innerhalb des gp130 Rezeptors [371]. Mittels 2xGFP-

mCherry wurden zwei GVHH-gp130-ΔSTAT und ein CVHH-IL-23R-ΔJAK zusammengebracht und 

erneut das Phänomen der Transphosphorylierung, auf Basis eines pSTAT3 Signals und zellulärer 

Proliferation, beobachtet [98]. Auch im Komplex mit gp130 war eine funktionsfähige 

Januskinase nicht ausreichend, um den Rezeptor zu aktivieren. Die präsentierten Daten belegten 

die Transphosphorylierung für unterschiedliche Zytokinrezeptoren, die mit Januskinasen 

assoziiert waren [98]. 

Zuletzt sollte in Erfahrung gebracht werden, ob der TYK2-assoziierte IL-12Rβ1 ebenfalls 

für die STAT3-Transphosphorylierung geeignet ist. Viele Veröffentlichungen beschreiben, dass 

TYK2 hauptsächlich mit niedrig affinen Rezeptoruntereinheiten interagiert, die keine phospho-

Tyrosin basierten STAT Bindungsmotive aufweisen [101, 372-374]. So ist auch der IL-12Rβ1 

konstitutiv mit TYK2 assoziiert und weist ebenfalls keine Bindungsmotive für Signalmoleküle 

auf [94-96]. Signalgebende Rezeptoren sind dagegen häufig mit JAK1 und JAK3 assoziiert, die 

sich unter anderem mit TYK2 koaktivieren können [375, 376]. 
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Im Rahmen der Publikation 2 (s. Kapitel 4) wurde durch eine 2xGFP-mCherry-induzierte 

Trimerisierung von zwei GVHH- IL-12Rβ1 und einem CVHH-IL-23R-ΔJAK demonstriert, dass der 

TYK2-assoziierte IL-12Rβ1 nicht zu einer STAT3-Transphosphorylierung fähig war [98]. Eine 

STAT3-Transphosphorylierung kann somit nur durch JAK-assoziierte Rezeptoren vermittelt 

werden. 

 
Abbildung 14: STAT3-Transphosphorylierung mittels Zytokinrezeptoren.  (A) Der trimere Rezeptorkomplex 
aus zwei GVHH-IL-23R mit intrazellulär assoziierten JAKs, aber fehlenden STAT3-Bindemotiven (GVHH-IL-23R-
ΔSTAT) und einem CVHH-IL-23R mit dysfunktionalem intrazellulärem JAK, aber mit vorhandenen STAT3-
Bindemotiven (CVHH-IL-23R-ΔJAK) resultiert in einer STAT3-Transphosphorylierung. Die Rezeptortrimerisierung 
erfolgt mittels synthetischem 2xGFP-mCherry Liganden. (B) Die Bindung von 2xGFP-mcherry an zwei GVHH-gp130 
Rezeptoren mit intrazellulär assoziierten JAKs, aber fehlenden STAT3-Bindemotiven (GVHH-gp130-ΔSTAT) und 
einem CVHH-IL-23R mit dysfunktionalem intrazellulärem JAK, jedoch mit vorhandenen STAT3-Bindemotiven 
(CVHH-IL-23R-ΔJAK), induziert eine STAT3-Transphosphorylierung. (C) Die 2xGFP-mCherry induzierte 
Trimerisierung des Rezeptorkomplexes aus zwei GVHH-IL-12Rβ1 und einem CVHH-IL-23R mit dysfunktionalem 
intrazellulärem JAK, aber vorhandenen STAT3-Bindemotiven (CVHH-IL-23R-ΔJAK) führt zu keiner STAT3-
Transphosphorylierung. Somit waren TYK2-assoziierte Rezeptoren nicht zur STAT3-Transphosphorylierung 
befähigt [98, 308]. 

Zusammenfassend wurde in Publikation 2 (s. Kapitel 4) eine SyCyR-Technologie beschrieben, 

die zellspezifische und hintergrundfreie Analysen zur Rezeptorsignaltransduktion ermöglicht [98, 

308] und somit ein großes Potenzial zur Entwicklung neuer Therapieansätze darstellt. Unter 

anderem nach I/R könnten mit dem SyCyR-System Signalwege zellspezifisch an- und 

ausgeschaltet werden um neue Therapiemöglichkeiten zu entdecken. 
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7.2.5. Perspektive der SyCyR-Technologie in der Tumorimmungentherapie   

Krebserkrankungen gehören zu den häufigsten Todesursachen weltweit und stellen somit ein 

zentrales, gesundheitliches Problem dar. Ziel der Forschung zur Krebsbekämpfung ist die 

Entwicklung von Immuntherapien, die die körpereigene Leistungsfähigkeit des Immunsystems 

des Patienten nutzen und verbessern [377]. Die CAR T-Zell Technologie hat die Tumortherapie 

bereits revolutioniert. Sie wurde entwickelt, um die T-Zellen eines Patienten dahingehend zu 

verändern, dass sie Tumorzellen gezielt angreifen und zerstören [378]. Die Gefahr der CAR 

T-Zell Tumorimmungentherapie ist jedoch eine überschießende und unspezifische 

Immunaktivierung, die zu schweren Nebenwirkungen, wie dem cytokine release syndrome 

(CRS), führen können [379]. Ein weiterer Nachteil der CAR T-Zell Technologie ist außerdem, 

dass das Antigen der Tumorzelle bekannt sein muss, damit es von der CAR T-Zelle erkannt und 

eliminiert werden kann [380]. Mit der SyCyR-Technologie kann die (CAR)-

Tumorimmungentherapie weiterentwickelt werden. Es ist ein aktivier- und deaktivierbares, 

hintergrundfreies System mit vollständiger Kontrolle über die Zusammensetzung des 

Rezeptorkomplexes, welches auf viele Zytokinrezeptorsysteme adaptierbar ist. Die SyCyR-

Technologie ermöglicht eine genau regulierbare Aktivität der tumoraktiven T-Zellen im 

Patienten. Gleichzeitig würden die Nebenwirkungen der Tumorimmungentherapie reduziert 

werden, da SyCyRs aufgrund ihrer synthetischen Natur nur auf modifizierte T-Zellen und nicht 

auf andere Zellen wirken und nur bei Bedarf durch synthetische Liganden, die keine 

körpereigenen Rezeptoren oder Strukturen binden, aktiviert und deaktiviert werden. Die SyCyR-

Technologie kann der CAR T-Zell Tumorimmungentherapie helfen, durch die zielgenaue 

Regulation der Rezeptoraktivierung, Rezeptorkinetik, Stöchiometrie und den nachgeschalteten 

biochemischen Eigenschaften, den Wirkungsgrad zu erhöhen. Das SyCyR-System kann nicht nur 

mit anderen Therapieformen, wie der CAR T-Zell Tumorimmungentherapie, kombiniert, sondern 

auch als eigenständige Therapie entwickelt und in Patienten angewandt werden. Hierbei würden 

körpereigene tumorspezifische T-Zellen mit den SyCyRs re-stimuliert werden, sodass diese 

wieder effektiv in der Lage wären, das Tumorgewebe zu entfernen. Eine mehrfache Gabe des 

Liganden könnte jedoch die Wirkung des SyCyRs, durch eine körpereigene Immunreaktion 

gegen den Liganden, abschwächen. Daher wäre es notwendig, die bisher entwickelte SyCyR-

Technologie zu optimieren. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das SyCyR-System ein großes Potential für neue 

therapeutische Ansätze in der Tumorimmungentherapie bietet. Es zeichnet sich durch eine 
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schnelle Aktivierung/Deaktivierung, Spezifität, nicht vorhandene Toxizität und 

Nebenwirkungsfreiheit aus und ermöglicht damit eine Feinregulation und Verstärkung der 

Tumorabwehr. 

7.3. Die synthetische Biologie ermöglicht eine detaillierte Aussage über 
Rezeptorzusammensetzungen 

7.3.1. Die IL-35-induzierte Signaltransduktion erfolgt über unterschiedliche 
Rezeptorzusammensetzungen 

IL-35 ist ein anti-entzündliches Zytokin, das als neuestes Mitglied der IL-12-Familie angehört. Es 

besteht aus den Untereinheiten p35 und EBI3 [56, 66] und wird von B- und T-Zellen sezerniert 

[54, 55]. IL-35 ist ein einzigartiges Zytokin, da es über unterschiedliche Rezeptorkomplexe auf 

seine Zielzellen wirken kann [74, 75]. Studien an Mäusen zeigen, dass IL-35 präventiv auf die 

Entstehung vieler Krankheiten wirkt [58, 381]. Jedoch fehlen detaillierte Analysen zu IL-35 

Signalwegen und Rezeptorzusammensetzungen, über die IL-35 signalisiert. Ein Grund dafür ist 

vor allem, dass kein biologisch aktives, rekombinantes IL-35 erhältlich ist und somit 

aussagekräftige in vitro Analysen im typischen Zellsystem wie Ba/F3 erschwert werden [109, 

382]. Bereits mehrere Arbeitsgruppen versuchten, IL-35 im bakteriellen und eukaryotischem 

Zellsystem zu produzieren [64, 89]. Jedoch ist es weder gelungen, biologisch aktives IL-35 aus 

Bakterien zu reinigen, noch eine Sekretion von HIL-35 in eukaryotischen Zellkulturüberstand zu 

induzieren [64]. Interessanterweise wurden andere Hyper-Zytokine der IL-6/IL-12-Familie, wie 

HIL-6 [382], HIL-27 [383], HIL-12 [384] und HIL-23 [98] nach Transfektion eukaryotische 

Zellen erfolgreich in den Zellkulturüberstand sekretiert und waren zudem biologisch aktiv [64, 

98]. Es wird angenommen, dass die Untereinheit p35 im bakteriellen und eukaryotischem 

Zellsystem ineffektiv rückgefaltet wird, sodass ein aktiver Komplex mit EBI3 nicht gebildet 

werden kann. Beide Untereinheiten von IL-35 scheinen nur intrazellulär miteinander zu agieren 

und möglicherweise wird ein biologisch aktiver Komplex in vivo mit weiteren, bisher nicht 

identifizierten Faktoren, gebildet [64]. Bisher berichtete lediglich eine Arbeitsgruppe von einer 

erfolgreichen Produktion von IL-35 in Insektenzellen, der es jedoch auch nicht gelang hohe 

Ausbeuten zu generieren [89]. 

Um die in vitro Signaltransduktion und Rezeptorzusammensetzung von IL-35 zu 

studieren, wurde in Publikation 3 (s. Kapitel 5) die synthetische Biologie hinzugezogen. Von 

allen bisher beschriebenen Rezeptoren, die einen Komplex mit IL-35 bilden, wurden Chimären 
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hergestellt [68]. Es ist bereits bekannt, dass IL-35 an vier unterschiedliche β-Rezeptorkomplexe 

binden kann, nämlich IL-12Rβ2:gp130, IL-12Rβ2:IL-12Rβ2, gp130:gp130 und 

IL-12Rβ2:WSX-1 [75, 76]. Durch den Austausch der extrazellulären Rezeptordomänen durch 

IL-12Rβ1 und IL-12Rβ2 konnten die IL-35 Rezeptorkomplexe durch IL-12 aktiviert werden. Es 

wurden Analysen zur Phosphorylierung von STAT und ERK Molekülen und zellulärer 

Proliferation, mit den postulierten IL-35 Rezeptorzusammensetzungen, durchgeführt. Die 

Transduktion und Expression der chimären Rezeptoren erfolgte in Ba/F3-gp130 Zellen. Die 

Ergebnisse zeigten, dass eine Heterodimerisierung zwischen gp130 und IL-12Rβ2 und eine 

Homodimerisierung zwischen den beiden gp130 Rezeptoren zu einer Phosphorylierung von 

STAT1, STAT3 und ERK1/2 führte. Außerdem wurde bei diesen Rezeptorzusammensetzungen 

eine zelluläre Proliferation und Transkription von PIM1 beobachtet [68]. Die Transkription von 

PIM1 wird durch STAT3 ausgelöst [385]. Interessanterweise decken die sich hier gezeigten 

Daten nicht in vollem Umfang mit der Literatur, hinsichtlich der STAT Phosphorylierungsmuster 

[68, 75]. Die Aktivierung von ERK wurde in Zusammenhang mit der IL-35 Signaltransduktion 

bisher nicht gezeigt und in Publikation 3 (s. Kapitel 5) erstmals analysiert [68]. In primären 

T-Zellen wurde demonstriert, dass IL-35 im Komplex mit gp130 und IL-12Rβ2 die 

Phosphorylierung von STAT1 und STAT4 induzierte, wohingegen mit homodimerem gp130 nur 

STAT1 aktiviert wurde [75]. Alle Mitglieder der IL-6- und IL-12-Familie induzieren die 

Phosphorylierung von STAT Proteinen nach einem gleichen Muster, nämlich STAT1, STAT3, 

STAT4 und zu einem geringen Anteil auch STAT5 [84, 85]. IL-35 ist bisher das einzige Zytokin, 

von dem bekannt ist, dass seine Rekrutierung von zwei gp130 Rezeptoren ausschließlich zur 

STAT1 Aktivierung führen [75]. Dagegen bewirkt die Bindung von IL-6 und IL-11 an ihre 

spezifischen α-Rezeptoren und die darauffolgenden Interaktionen mit gp130 Homodimeren, eine 

bevorzugte Phosphorylierung von STAT3 [147]. Des Weiteren konnte anhand der synthetischen 

Rezeptorzusammensetzung die biologische Aktivität von IL-12Rβ2 Homodimeren bestätigt 

werden [68]. Die IL-12Rβ2 Homodimerisierung führte in Ba/F3-gp130 Zellen zu einer STAT3 

und schwachen ERK1/2 Phosphorylierung, jedoch nicht zur Aktivierung von STAT1. Angesichts 

dessen waren die zelluläre Proliferation und die Transkription von PIM1 beeinträchtigt [68]. In 

primären T-Zellen wurde dagegen nach Bindung von IL-35 an IL-12Rβ2 Homodimer nur eine 

STAT4 Aktivierung induziert [75]. Da Ba/F3-Zellen kein STAT4 exprimieren, wurde dieser 

postulierte IL-35-induzierte Signalweg in Publikation 3 (s. Kapitel 5) nicht untersucht. 
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Abschließend wurde der vierte postulierte IL-35 Rezeptorkomplex aus IL-12Rβ2 und 

WSX-1 mittels der generierten chimären Rezeptoren untersucht [68]. Die Heterodimerisierung 

dieser Rezeptoren resultierte in einer Aktivierung von STAT1 und STAT3 und Transkription von 

PIM1. Außerdem konnte eine Zellproliferation, jedoch keine ERK1/2-Phophorylierung 

beobachtet werden [68]. Studien konnten bereits zeigen, dass ein IL-35-induzierter 

IL-12Rβ2:WSX-1 Rezeptorkomplex in T-Zellen zur Aktivierung von STAT1, STAT3 und 

STAT4 führt, wohingegen in B-Zellen der STAT1 und STAT3, jedoch nicht der STAT4 

Signalweg ausgelöst wurde [89]. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die IL-35 

Signaltransduktion je nach Zelltyp unterschiedlich verläuft. Auch die in Ba/F3 Zellen gezeigten 

Effekte können zelltypspezifisch sein. Vor allem kann nicht ausgeschlossen werden, dass in 

Ba/F3-Zellen die Rezeptorsignalweiterleitung durch das Fehlen der STAT4 Expression 

beeinflusst wurde. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Abwesenheit bereits von einem STAT 

Molekül zu einer Veränderung des Zytokinsignals führen kann [386]. Hierbei wurde in murinen 

embryonalen Fibroblasten demonstriert, dass die fehlende STAT3 Expression in Anwesenheit 

von IL-6 zu einer verlängerten STAT1 Aktivierung führte und eine IFN-γ-ähnliche Antwort 

vermittelte [386]. 

Zusammenfassend konnte in Publikation 3 (s. Kapitel 5) hinsichtlich der IL-35 

Rezeptorzusammensetzung gezeigt werden, dass alle in der Literatur beschriebenen Komplexe 

biologisch aktiv waren. Wie bei allen Mitgliedern der IL-6/IL-12-Familie konnte in Ba/F3-Zellen 

nach Zusammensetzung der Rezeptoren, die für IL-35 postuliert wurden, konventionelle STAT 

Aktivierungsmuster induziert werden [68]. Es konnte jedoch nicht geklärt werden, warum in 

T- und B- Zellen andere Signalmuster aktiviert werden [75, 89]. Vermutlich unterliegen 

unterschiedliche Zellsysteme verschiedenen Mechanismen, die noch ungelöst sind. 
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Abbildung 15: Chimäre Rezeptoren simulieren die IL-35 Signaltransduktion.  Die Herstellung chimärer 
Zytokinrezeptoren ermöglicht eine detaillierte Untersuchung zur IL-35 Rezeptorzusammensetzung und 
Signaltransduktion in Ba/F3-gp130 Zellen. Alle intrazellulären Rezeptorkomplexe bestehend aus gp130:IL-12Rβ2, 
gp130:gp130, IL-12Rβ2:IL-12Rβ2 und WSX-1:IL-12Rβ2 sind biologisch aktiv. Die intrazelluläre 
Rezeptorzusammensetzung aus gp130:IL-12Rβ2 und gp130:gp130 initiiert die Phosphorylierung von 
STAT1/STAT3 Molekülen und von ERK1/2. Die Homodimerisierung der IL-12Rβ2 Rezeptoren resultiert in einer 
Aktivierung von STAT3 und schwacher Phosphorylierung von ERK1/2 (durch eckige Klammern symbolisiert). Der 
WSX-1:IL-12Rβ2 Komplex vermittelt ausschließlich die Aktivierung von STAT1/STAT3 Molekülen, aber nicht die 
von ERK1/2 [68]. 

7.3.2. Der Rezeptorkomplex aus IL-23R und gp130 ist biologisch aktiv und könnte 
über IL-39 signalisieren 

Kürzlich wurde entdeckt, dass die von aktiven B-Zellen sezernierten Untereinheiten p19 und 

EBI3 miteinander interagieren und postuliert, dass die Signaltransduktion nach deren Bindung an 

die Rezeptoren gp130 und IL-23R erfolgt [59]. Dieses Zytokin erhielt den Namen IL-39 und 

scheint eine pro-entzündliche Rolle in diversen Autoimmunkrankheiten zu spielen [59, 387]. 

Dennoch wird vermutet, dass IL-39 auch entzündungshemmende Wirkungen hat [77]. Es wurde 

beobachtet, dass Keratinozyten die Heterodimerbildung der IL-39 Untereinheiten förderten. 

Dadurch wurden Entzündungsreaktionen inhibiert und Wundheilung initiiert [388]. 

Die Generierung von aussagekräftigen Ergebnissen zur IL-39 Signaltransdukion ist 

problematisch, da wie auch bei IL-35 kein biologisch aktives, rekombinantes Protein erhältlich 

ist. Die Interaktion zwischen p19 und EBI3 konnte lediglich in Zellkulturüberständen mittels 

Immunpräzipitation nachgewiesen werden [59]. Um die biologische Aktivität des postulierten 

IL-39 Rezeptorkomplexes zu analysieren, wurden in Publikation 3 (s. Kapitel 5) erneut chimäre 

Rezeptoren hergestellt, die eine synthetische IL-39 Signaltransduktion induzierten [68]. Hierbei 
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wurde die ICD des IL-23R und gp130 an die extrazelluläre Domäne des IL-12Rβ1 bzw. 

IL-12Rβ2 fusioniert, sodass eine mögliche Signaltransduktion durch IL-12 ausgelöst werden 

konnte. In Ba/F3-gp130 Zellen, die beide chimären Rezeptoren exprimierten, erfolgte nach 

Stimulation mit IL-12 eine Phosphorylierung von STAT1, STAT3 und ERK1/2. Des Weiteren 

wurde eine Erhöhung der Zellviabilität nach Rezeptorkomplexbildung beobachtet [68]. In der 

Literatur wurden ähnliche Effekte hinsichtlich der IL-39 Signaltransduktion beschrieben. Wang 

et al. 2016 demonstrierten, dass IL-39 nach Bindung an IL-23R und gp130 ebenfalls die 

Signalwege STAT1 und STAT3 in B-Zellen aktivierte [59]. Somit decken sich diese Resultate 

mit den Beobachtungen, die in Publikation 3 (s. Kapitel 5) mittels chimärer Rezeptoren erzielt 

wurden. 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurde die ICD des gp130 Rezeptors mit der 

extrazellulären Domäne des IL-12Rβ1 fusioniert und zusammen mit dem natürlichen IL-23R in 

Ba/F3-gp130 Zellen exprimiert. Nach IL-23 Stimulation zeigte sich eine zelluläre Proliferation 

und die Aktivierung von STAT3 und ERK1/2, jedoch nur ein schwaches STAT1 Signal [68]. 

Dieses Ergebnis ist auf die unterschiedliche extrazelluläre Anordnung der Rezeptoren 

zurückzuführen. Wie bereits bei der Epo Rezeptordimerisierung demonstriert, ist sowohl die 

extrazelluläre-, als auch die intrazelluläre Domäne für die Signalstärke verantwortlich [349]. Da 

bei der SyCyR-Technologie, hinsichtlich der Zytokinsignaltransduktion, keine veränderten 

Effekte im Vergleich zum natürlichen System beobachtet wurden, ist dieses System für 

detaillierte Analysen der Signalwege empfehlenswerter. Zusammenfassend wurde in Publikation 

3 (s. Kapitel 5) gezeigt, dass der chimäre IL-23R:gp130 Komplex biologisch aktiv ist [68]. 
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Abbildung 16: Untersuchung zur Rezeptorzusammensetzung und Signaltransduktion von IL-39.  Chimäre 
Rezeptoren ermöglichen eine Imitierung der IL-39 Signalweiterleitung in Ba/F3-gp130 Zellen. Der intrazelluläre 
Rezeptorkomplex bestehend aus IL-23R:gp130 ist biologisch aktiv und induziert die Phosphorylierung von 
STAT1/STAT3 und ERK1/2. Die extrazelluläre-, als auch die intrazelluläre-Anordnung der Rezeptordomäne 
beeinflusst die Signalstärke [68]. Die eckigen Klammern symbolisieren ein schwaches Signal dieses Moleküls. 

7.3.3. Entdeckung zwei zusätzlicher Rezeptorkomplexe der IL-12-Familie 

Mit synthetischen Rezeptoren können nicht nur bereits bekannte Zytokinrezeptorkomplexe und 

deren Signaltransduktionen imitiert werden, sondern es besteht die Möglichkeit, auch neuartige 

Rezeptorzusammensetzungen zu analysieren. Durch die Kombination des IL-12Rβ1 mit dem 

Fusionsrezeptor, bestehend aus einer extrazellulären IL-12Rβ2 oder IL-23R Domäne und dem 

intrazellulärem Teil des gp130 Rezeptors, konnte im Rahmen der Publikation 3 (s. Kapitel 5) ein 

neuer, biologisch aktiver Rezeptorkomplex identifiziert werden [68]. Nach Stimulation mit IL-12 

bzw. IL-23 wurde in Ba/F3-gp130 Zellen, die sowohl den IL-12Rβ1 als auch den jeweiligen 

chimären gp130 Rezeptor exprimierten, eine zelluläre Proliferation und Phosphorylierung von 

STAT3 und ERK1/2 beobachtet. Somit konnte in beiden Fällen die biologische Aktivität des 

synthetischen IL-12Rβ1:gp130 Komplexes bestätigt werden [68]. Dieser Komplex könnte durch 

die Bindung des Zytokins IL-Y aktiviert werden. IL-Y ist aus den Untereinheiten p28 und p40 

aufgebaut, dessen Existenz bisher nur auf synthetischer Ebene gezeigt werden konnte [389]. 

Durch Verwendung der p28/p40-kodierenden cDNA wurde an prädiabetischen Mäusen der 

entzündungshemmende Effekt von IL-Y demonstriert [389]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass 

IL-Y in der Lage ist, STAT3 über einen Signalweg zu aktivieren, an dem auch WSX-1 beteiligt 

ist [77, 389]. Daraus ließ sich schlussfolgern, dass IL-Y über die Rezeptoren WSX-1 und 

IL-12Rβ1 signalisiert [77]. Da dieser Rezeptorkomplex in Publikation 3 (s Kapitel 5) nicht 
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untersucht wurde, kann keine Aussage über dessen Funktionalität getätigt werden. Nicht 

auszuschließen ist jedoch, dass die Rezeptorzusammensetzung von IL-Y ebenfalls wie bei IL-35 

unkonventionell ist. 

Zuletzt wurde in Publikation 3 (s. Kapitel 5) auch die biologische Aktivität des IL-

12Rβ2:IL-23R Komplexes mittels chimärer Rezeptoren bestätigt. Durch Heterodimerisierung 

beider Rezeptoren wurde neben zellulärer Proliferation auch die Phosphorylierung von 

STAT1/STAT3 und ERK1/2 induziert [68]. Der Rezeptorkomplex IL-12Rβ2:IL-23R scheint 

durch ein bisher unbekanntes Zytokin (IL-Z1) aktiviert zu werden. Die generierten Ergebnisse 

lassen vermuten, dass eine Signalweiterleitung ebenfalls über den nicht untersuchten WSX-1:IL-

23R Komplex, durch Bindung eines ungeklärten Zytokins IL-Z2, ablaufen könnte. 

 
Abbildung 17: Zusätzliche biologisch aktive Rezeptorkomplexe der IL-12-Familie.  Chimäre Rezeptoren 
ermöglichen die Analyse neuartiger Rezeptorkombinationen. Der intrazelluläre Komplex aus IL-12Rβ1:gp130 
vermittelt die Aktivierung von STAT3 und ERK1/2. Je nach Zusammensetzung der extrazellulären 
Rezeptordomänen wird außerdem ein schwaches STAT1 Signal initiiert (symbolisiert durch eckige Klammern). Es 
ist naheliegend, dass der IL-12Rβ1:gp130 Komplex durch das kürzlich entdeckte Zytokin IL-Y aktiviert wird. 
Ebenfalls führt die Heterodimerisierung der Rezeptoren mit extrazellulären IL-23R- und IL-12Rβ2-Domänen zur 
Phosphorylierung von STAT1/STAT3 und ERK1/2. Ein Zytokin, welches den IL-23R:IL-12Rβ2-Komplex aktiviert, 
konnte bislang nicht entdeckt werden und erhält die Bezeichnung IL-Z1 [68]. 

Die Herstellung chimärer Rezeptoren stellt ein gutes Werkzeug zur Untersuchung der 

Rezeptorzusammensetzung und Signalwege von Zytokinen dar. Problematisch ist jedoch die in 

vivo Anwendbarkeit der chimären Rezeptoren, da die Liganden eine Kreuzreaktivität mit 

natürlichen Rezeptoren aufweisen. Um die neu entdeckten Rezeptorkomplexe in vivo zu 

studieren, würde sich die SyCyR-Technologie eignen. Damit könnte eine hintergrundfreie und 

zellspezifische Aktivierung der Rezeptoren erreicht werden.  
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8. Zusammenfassung 
Die Familie der IL-6/IL-12-Zytokine steuert zelluläre Prozesse, wodurch die Aktivität des 

Immunsystems maßgeblich kontrolliert wird. Ihre Biologie ist bekanntlich von äußerst komplexer 

Natur. Eine Fehlregulation des Zytokinnetzwerks kann zur Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen, akuten/chronischen Entzündungen und Krebs führen. Neben IL-6 

zählt auch IL-23 zu den pro-entzündlichen Zytokinen. Somit stellt es ebenfalls einen 

vielversprechenden therapeutischen Angriffspunkt dar, um Entzündungsreaktionen bei diversen 

Erkrankungen zu hemmen. Aktives IL-23 entsteht aus der Interaktion zwischen der 

α-Untereinheit p19 und der β-Untereinheit p40. Die IL-23 Signalweiterleitung erfolgt über die 

Rezeptorketten IL-12Rβ1 und IL-23R. Die Rezeptordimerisierung führt zur 

Transphosphorylierung der assoziierten Kinasen mit anschließender Aktivierung der JAK/STAT, 

MAPK und PI3K Signalwege. 

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit der in vivo Charakterisierung der 

intrazellulären Signalwege des IL-23 Rezeptorkomplexes nach einer myokardialen Ischämie mit 

Reperfusion (I/R). Im Verlauf einer myokardialen Ischämie steuern Zytokine die 

Entzündungsreaktionen und beeinflussen das Remodeling des Herzens. Die Wirkung von IL-6 

wurde weitestgehend auf den kardialen Umbau des ischämischen Gewebes in eine 

bindegewebshaltige Narbe gezeigt. Die Biologie des pro-entzündlichen Zytokins IL-23 bei 

kardialer Ischämie ist jedoch komplex. Vorausgehende Studien an Mäusen zeigten die essentielle 

Rolle von IL-23p19 im Myokardinfarkt, jedoch mit widersprüchlichen Ergebnissen. 

Untersuchungen zum Einfluss der einzelnen Signalwege des IL-23-Rezeptorkomplexes auf das 

Remodeling des Herzens fehlten. Aus diesem Anlass wurden im Rahmen der Arbeit neuartige IL-

23-signaling-defiziente Mäuse untersucht. Mit ihrer Hilfe konnte gezeigt werden, dass das Fehlen 

der Signalwege des IL-23 Rezeptorkomplexes keine Auswirkung auf den Heilungsprozess nach 

Ischämie und bis zu vier Wochen Reperfusion hatte. Darüber hinaus resultierte die therapeutische 

Behandlung nach I/R mit IL-23 ebenfalls in keiner signifikanten Verbesserung des myokardialen 

Remodelings. Das Zytokin IL-23 und seine Signalwege spielen somit keine Schlüsselrolle bei 

Myokardinfarkt. 

Für detaillierte Analysen zur Zytokinsignaltransduktion werden Werkzeuge benötigt, mit 

deren Hilfe die Signalwege der Zytokine spezifisch und hintergrundfrei an- und ausgeschaltet 

werden können. Im zweiten Teil der Arbeit wurden Synthetic Cytokine Receptors (SyCyRs) 
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mittels einer im Rahmen dieser Dissertation entwickelten Methodik generiert. Letztere macht das 

Phänokopieren einer natürlichen Zytokinsignalweiterleitung möglich. Darüber hinaus 

ermöglichte die SyCyR-Technologie den Beweis für die Bildung biologisch aktiver IL-23R 

Homodimere und kann zur STAT3-Transphosphorylierung genutzt werden. Die in vivo 

Anwendbarkeit des SyCyR-Systems wurde demonstriert, indem eine zelltypspezifische und 

hintergrundfeie SyCyR-IL-6/IL-11 Signaltransduktion in Mäusen induziert wurde. Diese 

neuartige Technologie eignet sich für die Untersuchung von zelltypspezifischen 

Rezeptoraktivierungen in vielen Anwendungsbereichen. 

Die neu entdeckten Zytokine IL-35 und IL-39, zusammengesetzt aus den Untereinheiten 

p35 und EBI3 bzw. p19 und EBI3, sind Mitglieder der IL-12-Familie. Über ihre Signalwege und 

Wirkungsweisen ist wenig bekannt. Die Rezeptorkomplexe und nachgeschalteten 

Signalkomponenten dieser Zytokine wurden im dritten Teil dieser Arbeit mittels synthetischer 

Biologie analysiert. Hierfür wurden chimäre Rezeptoren hergestellt und die biologische Aktivität 

der postulierten Rezeptorkomplexe, nämlich IL-12Rβ2:gp130, IL-12Rβ2:IL-12Rβ2, 

gp130:gp130, IL-12Rβ2:WSX-1 für IL-35 und IL-23R:gp130 für IL-39, bestätigt. Alle 

untersuchten Zytokinrezeptorkomplexe induzierten zudem konventionelle STAT 

Aktivierungsmuster. Im Laufe der Untersuchungen wurden weitere synthetische 

Rezeptorkombinationen entdeckt, die ebenfalls biologisch aktiv waren und noch nicht 

beschrieben wurden: gp130:IL-12Rβ1 und IL-23R:IL-12Rβ2. Diese Studie zeigt, dass die 

extrazellulären Rezeptordomänen der IL-6- und IL-12-Familie austauschbar sind und dadurch 

eine Analyse der Zytokinsignalwege ermöglicht wird. 
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9. Summary 
IL-6/IL-12-like cytokines are responsible for the control of cellular processes which is of crucial 

importance for the immune system. Their biology is highly complex. Dysregulation of the 

cytokine network is proven to influence the development of autoimmune diseases, acute/chronic 

inflammation and cancer. In addition to IL-6, IL-23 also belongs to pro-inflammatory cytokines 

and represents a therapeutic target for inhibiting inflammatory response in various diseases. 

Active IL-23 is formed by the interaction between the α-subunit p19 and the β-subunit p40. The 

receptor chains IL-12Rβ1 and IL-23R are responsible for the IL-23 signal transduction. Receptor 

dimerization leads to trans-phosphorylation of the associated kinases and subsequent activation of 

JAK/STAT, MAPK and PI3K signaling pathways. 

The first part of this thesis deals with the in vivo characterization of the IL-23 receptor 

intracellular signaling pathways after myocardial ischemia and reperfusion (I/R). During 

myocardial ischemia, cytokines control inflammatory responses and affect cardiac remodeling. 

The effect of IL-6 on myocardial infarction has been clearly demonstrated. However, the exact 

function of the pro-inflammatory cytokine IL-23 is still under discussion. Previous studies in 

mice reported the essential role of IL-23p19 in myocardial infarction, but the results were 

contradictory. Investigations on the influence of individual signaling pathways of the IL-23 

receptor complex on remodeling of ischemic heart are unavailable. Using novel IL-23-signaling-

deficient mice, it was shown that lack of IL-23R-signaling pathways had no effect on the healing 

process after ischemia and up to four weeks of reperfusion. In addition, therapeutic treatment 

with IL-23 also did not result in any significant improvement of cardiac function after I/R. Thus, 

the cytokine IL-23 and its signaling pathways did not play a key role in the development of I/R-

injury. 

For detailed analysis of the cytokine signal transduction pathways, the development of 

switchable tools allowing their specific and background-free activation is of invaluable 

importance. In the second part of the thesis, Synthetic Cytokine Receptors (SyCyRs) were 

generated using a technology developed in the course of this work and allowing to phenotype 

natural cytokine signal transduction. In this way, an evidence for the formation of biologically 

active IL-23R homodimers was provided and STAT3 trans-phosphorylation enabled. The in vivo 

applicability of the SyCyR system has been successfully demonstrated by inducing cell-type 

specific and background-free SyCyR-IL-6/IL-11 signal transduction in mice. In a nutshell, this 
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novel technology makes possible to study cell-type specific receptor activation in a widespread 

area. 

The newly discovered cytokines IL-35 and IL-39, composed of p35 and EBI3 respectively 

p19 and EBI3 subunits, are members of the IL-12 cytokines family. Little is known about their 

signaling pathways and effects. In the third part of the presented work, synthetic biology enabled 

the analysis of receptor complexes and downstream signaling components of these cytokines. For 

this purpose, chimeric receptors were generated and the biological activity of the postulated 

receptor complexes, namely IL-12Rβ2:gp130, IL-12Rβ2:IL-12Rβ2, gp130:gp130, 

IL-12Rβ2:WSX-1 for IL-35 and IL-23R:gp130 for IL-39, was confirmed. Every investigated 

cytokine receptor complex induced conventional STAT activation patterns. Furthermore, so far 

undiscovered synthetic receptor combinations were accessed and their biological activity proven: 

gp130:IL-12Rβ1 and IL-23R:IL-12Rβ2. This study demonstrates that extracellular receptor 

domains of IL-6 and IL-12 cytokines family are interchangeable, allowing analysis of cytokine 

signaling pathways. 
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