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Krebs beginnt und endet mit dem Menschen. Diese eine elementare Tatsache wird bei aller
wissenschaftlichen Abstraktion zuweilen vergessen. Arzte behandeln Krankheiten, aber sie
behandeln auch Menschen, und diese Grundgegebenheit ihrer beruflichen Existenz zieht

sie manchmal gleichzeitig in entgegengesetzte Richtungen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Zytokine sind parakrin und autokrin wirkende Proteine, die wichtige immunmodulatorische
Prozesse steuern. Das Zytokin Interleukin- (IL) 23 ist ein Mitglied der heterodimeren IL-12-
Zytokinfamilie und spielt eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl von Autoimmun- und
Krebserkrankungen. Trotz der zunehmenden klinischen Relevanz synthetischer Rezeptoren
ist ein hintergrundfreies und schaltbares synthetisches Zytokinrezeptorsystem mit
vollstdndiger Kontrolle iiber die Rezeptorzusammensetzung bisher noch nicht beschrieben
worden. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass synthetische Zytokinrezeptoren unter
Verwendung nicht-physiologischer Liganden in der Lage sind, Signaltransduktionen
spezifisch und hintergrundfrei zu phanokopieren. Hierfiir diente der IL-23 Rezeptorkomplex
als Beispiel. Der IL-23 Rezeptorkomplex, der sich aus dem Interleukin-23 Rezeptor (IL-
23R) und dem Interleukin-12 Rezeptor beta 1 (IL-12RB1) zusammensetzt, 16st durch
Heterodimerisierung eine Signaltransduktion via JAK/STAT-, MAPK/ERK1/2-,
PI3K/AKT- und NF-kB-Signalwege aus. Im Rahmen dieser Arbeit wurden synthetische
Zytokinrezeptoren (SyCyRs) designt, wobei Einzeldominen-Antikdrper (nanobodies,
VHH), die gegen die fluoreszierenden Proteine GFP (Gvun) und mCherry (Cvun) gerichtet
sind, die extrazelluldren, ligandenbindenden Doménen des IL-23 Rezeptorkomplexes
ersetzten. Die intrazelluldren und transmembranidren Doménen des IL-12R[31 wurden mit
einem Gvun und die des IL-23R mit einem Cvnn fusioniert. Folglich konnte die Bindung
von heterodimeren GFP:mCherry-Fusionsproteinen als synthetische Liganden eine
Rezeptordimerisierung initialisieren. Die artifizielle Stimulation von IL-23-SyCyRs
exprimierenden Ba/F3-gpl130-Zellen induzierte die Proliferation der Zellen und die
Aktivierung von STAT3, ERK1/2 und AKT. Uberdies wurde die biologische Aktivitit von
IL-23R-Homodimeren mittels SyCyRs nachgewiesen. Die Fusion von Gyun an den IL-23R
und artifizielle Stimulation mit homodimeren GFP-Fusionsproteinen induzierte eine IL-23-
dhnliche Signaltransduktion. Die SyCyR-Technologie ermdglicht die biochemische Analyse
von Rezeptorstochiometrie und Signaltransduktionen in vitro und in vivo, die
zelltypspezifische Rezeptoraktivierung in transgenen Méusen und bietet daher ein grofles

Potential fiir neue Therapiestrategien in der Immuntherapie.



ZUSAMMENFASSUNG

Summary

Cytokines are paracrine and autocrine acting proteins that control pivotal
immunomodulating processes. The cytokine Interleukin- (IL) 23 is a member of the
heterodimeric IL-12 cytokine family and plays a crucial role in a plethora of autoimmune
diseases and cancer. Despite the increasing clinical impact of synthetic receptors, a
background-free and switchable synthetic cytokine receptor system with entire control of
receptor assembly has not been described yet. In this study, it is demonstrated that synthetic
cytokine receptors are capable of specific and background-free phenocopying signal
transductions using non-physiological ligands. For this purpose, the IL-23 receptor complex
served as an example. The IL-23 receptor complex, which is composed of Interleukin-23
receptor (IL-23R) and Interleukin-12 receptor beta 1 (IL-12R1), elicits signal transduction
via JAK/STAT, MAPK/ERK1/2, PI3K/AKT and NF-«xB pathways through
heterodimerization. Within the framework of this study, synthetic cytokine receptors
(SyCyRs) were designed, with single-domain antibodies (nanobodies, VHH) directed
against the fluorescent proteins GFP (Gvun) and mCherry (Cvun) replacing the extracellular,
ligand-binding domains of the IL-23 receptor complex. Intracellular and transmembrane
domains of IL-12RB1 were fused to Gvun and those of IL-23R to Cyun. Thus, binding of
heterodimeric GFP:mCherry fusion proteins as synthetic ligands was able to initialize
receptor dimerization. Artificial stimulation of Ba/F3-gp130-cells expressing IL-23-SyCyRs
induced cell proliferation and activation of STAT3, ERK1/2 and AKT. Moreover, biological
activity of IL-23R-homodimers was verified by use of SyCyRs. Fusion of Gvun to IL-23R
and artificial stimulation with homodimeric GFP fusion proteins induced an IL-23-like
signal transduction. The SyCyR technology allows biochemical analysis of receptor
stoichiometry and signal transduction in vitro and in vivo, cell-specific activation in
transgene mice and therefore provides major potential for new therapeutic regimes in

immunotherapy.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Die Biologie und Physiologie des Zytokins Interleukin-23

Zytokine sind autokrin, parakrin, juxtakrin und endokrin wirkende Proteine, die
Zelldifferenzierung, wachstumsfordernde und immunmodulatorische Prozesse als
Mediatoren der Zell-Zell-Kommunikation steuern. Sie werden sowohl von Zellen des
Immunsystems als auch von primdr nicht-immunkompetenten Zellen sezerniert (1).
Physiologisch zirkulieren Zytokine in piko- bis nanomolaren Konzentrationen im Kdrper,
wobei sich in pathologischen Situationen, wie z.B. der Sepsis, die Konzentration stark
erh6éhen kann (2). Zu den Zytokinen gehdren unter anderem die Interleukine (IL), die durch
Bindung an Zytokinrezeptoren eine Signaltransduktion mit konsekutiver Phosphorylierung
von Signalproteinen und Genaktivierung in der Zelle auslosen. Aufgrund ihrer pleiotropen
und redundanten Eigenschaften werden sie anhand ihrer Funktion und dreidimensionalen

Proteinstruktur klassifiziert (3).

1.1.1 Die IL-12-Zytokinfamilie

Die IL-12-Zytokinfamilie zeichnet sich vorrangig durch die heterodimere
Zusammensetzung ihrer Zytokinuntereinheiten und Rezeptorketten aus. Zu ihr werden IL-
12, IL-23, IL-27, IL-35 und IL-39 gezihlt, die allesamt aus jeweils einer a- (IL-12p35, IL-
23p19, 1IL-27p28) und B- (IL-12/IL-23p40, Epstein-Barr virus induced gene 3 [EBI3])
Untereinheit bestehen (4, 5). Die Rezeptoren der IL-12-Familie umfassen den Interleukin-
12 Rezeptor beta 1 (IL-12RB1), Interleukin-12 Rezeptor beta 2 (IL-12R[32), Interleukin-23
Rezeptor (IL-23R), WSX-1 und Glykoprotein 130 (gp130) (4). Sie gehoren zu den Klasse-
[-Zytokinrezeptoren (H&matopoetin-Familie) und induzieren durch Dimerisierung
Signaltransduktionen via Rezeptor-assoziierter Januskinasen (JAK) und signal transducers
and activators of transcription- (STAT) Signalwege (4, 6). Die IL-12-Familie ist eng
verwandt mit der IL-6-Familie, da zwischen den Zytokinen und Rezeptoren beider Familien
strukturelle Homologien bestehen (7). Sie werden daher oft als IL-6/IL-12-Zytokinfamilie
zusammengefasst (8).

Nichtsdestotrotz unterscheiden sich die Zytokine der IL-12-Familie in ihrer Funktion
erheblich voneinander. IL-12 und IL-23 wirken {iberwiegend entziindungsférdernd, wobei
IL-12 die Differenzierung von CD4" T-Helfer (Tu-) Zellen vom Typ 1 vermittelt (9, 10),
wihrend IL-23 die Entwicklung der Tul7-Zellen begiinstigt (11). IL-27 hat eine
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ausgeglichene Funktion, indem es sowohl Tul-Zellen als auch regulatorische T-Zellen
(Tregs) fordert (12, 13) und Tul7-Zellen antagonisiert (14). IL-35 hingegen wirkt in erster
Linie entziindungshemmend, indem es Tregs induziert und zu ihrer suppressiven Funktion
beitragt (15, 16). Zu guter Letzt ist IL-39 das jiingste Mitglied der IL-12-Familie und scheint
eine Rolle in der Entstehung des systemischen Lupus erythematodes und der Wundheilung

zu spielen (5, 17).

1.1.2  Struktur, Signaltransduktion und Funktion von IL-23

IL-23 setzt sich aus den beiden Untereinheiten p19 und p40 zusammen, die iiber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (18). Dabei ist die Koexpression beider
Untereinheiten notwendig, um das biologisch aktive IL-23 zu sezernieren (19).
Demgegeniiber wird der IL-23 Rezeptorkomplex von IL-12R31 und IL-23R gebildet (20).
Dabei vermittelt p40 die Bindung an IL-12R[1, wihrend p19 mit dem IL-23R interagiert,
sodass die Rezeptor-Heterodimerisierung ausschlieBlich durch die Bindung beider Liganden
realisiert wird (19). Infolgedessen kommt es zur reziproken Phosphorylierung der mit den
Rezeptoren konstitutiv assoziierten, aber nicht kovalent gebundenen Januskinasen, die
konsekutiv Tyrosinreste innerhalb der zytoplasmatischen Signaldoménen der Rezeptoren
phosphorylieren (21). Uberraschenderweise ist die mit dem IL-12RB1 assoziierte
Tyrosinkinase 2 (TYK?2) fiir das IL-23 Signal entbehrlich, wohingegen die mit dem IL-23R
assoziierte Januskinase 2 (JAK2) obligat ist (19, 22). Dies ldsst eine biologische Aktivitdt
von IL-23R-Homodimeren vermuten (23). AnschlieBend docken STAT-Signalproteine an
die phosphorylierten Tyrosinreste des IL-23R an, um selbst phosphoryliert und somit
aktiviert zu werden (24). Phosphorylierte STAT-Proteine dimerisieren und translozieren in
den Zellkern, um als Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen zu binden (25).
Die IL-23 Signaltransduktion ist hierbei vorwiegend durch die Phosphorylierung von
STAT3 und in geringem Malle von STAT1/4/5 gekennzeichnet (20). Anders als bei IL-6
inhibiert die Expression von suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) nicht das STAT3-
abhingige IL-23-Signal (24). Interessanterweise aktiviert IL-23 auch die mitogen-activated
protein kinases (MAPKs) und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die wiederum die
extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2) bzw. Proteinkinase B (AKT)
phosphorylieren und somit aktivieren (24, 26). Die MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-
Signalwege zeigen sogar eine IL-23-induzierte STAT3-unabhéngige Proliferation von

Zellen (24). In einer weiteren Studie konnte zudem die IL-23-abhidngige Aktivierung des
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NF-kB-Signalwegs in CD4" T-Zellen nachgewiesen werden (26). Eine ausfiihrliche
Beschreibung des IL-23 Rezeptorkomplexes ist in Abb. 1 dargestellt.

ECD — FNII

TMD

H_LH

ICD —

IL-12BR1 IL-23R

Abb. 1: Schematische Darstellung des IL-23 Rezeptorkomplexes. 1L-23 setzt sich aus p19 und p40
zusammen, die iiber eine Disulfidbriicke verbunden sind (18). Die Rezeptorketten IL-12RB1 und IL-23R
bestehen jeweils aus einer extrazelluliren (ECD), transmembrandren (TMD) und intrazelluldren (ICD)
Domine. Die ECD des IL-23R schliefit eine N-terminale Immunglobulin- (Ig) dhnliche, zwei zytokinbindende
Fibronektin Typ III- (FNIII) Doménen und eine stalk-Region ein, iiber die sie mit der TMD verkniipft ist. Die
ICD des IL-23R ist mit der Januskinase JAK?2 assoziiert und weist sieben signalgebende Tyrosinreste (Y) auf,
die teilweise als Andockstelle fiir unter anderem STAT3 dienen (20, 24). Die ECD des IL-12RpB1 schlieft 5
FNIII-Doménen ein, von denen die ersten beiden fiir die Zytokinbindung verantwortlich sind und die letzte mit
der TMD verkniipft ist. Die ICD des IL-12Rp1 ist iiber Box1/2-Motive (schwarze Markierungen) mit der
Tyrosinkinase TYK?2 assoziiert und weist nur im murinen IL-12Rf1 ein Tyrosinrest (Y) auf, welches jedoch
keine signalgebende Funktion hat (22, 27, 28). Modifiziert nach Floss ef al. 2013 und Floss et al. 2015 (24,
29).

Die physiologische Funktion von IL-23 beinhaltet unter anderem die antibakterielle und
antimykotische Immunabwehr (30, 31). In vielerlei Hinsicht verkorpert IL-23 dabei die
Verbindung  zwischen dem  angeborenen und erworbenen  Immunsystem.
Antigenprésentierende Zellen (APCs) sezernieren IL-23 als Reaktion auf pathogene Erreger
(32). Seine Wirkung entfaltet IL-23 auf Typ-17-Immunzellen, die sich unter anderem durch
die Expression des Transkriptionsfaktors retinoic acid receptor-related orphan receptor
gamma t (RORyt), des IL-23R und die Sekretion des namensgebenden IL-17 auszeichnen
(33). Erstaunlicherweise wird die Differenzierung von af3-T-Zellen zu Tu17-Zellen nicht
von IL-23 selbst, sondern von IL-6 und indirekt von IL-21 induziert (34, 35). IL-23 hingegen
ist ausschlaggebend fiir die Aufrechterhaltung eines pathogenen Tw17-Phénotyps (36), der

zusitzlich iiber IL-22 und den Granulozyten-Monozyten Kolonie-stimulierenden Faktor
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(GM-CSF) autoimmunentziindlich wirkt (37, 38). Eine weitere IL-17-produzierende
Population sind y3-T-Zellen und innate lymphoid cells (ILCs), die von Natur aus den IL-
12RB1 und den IL-23R tragen und eine IL-23-abhéngige Entziindungsreaktion in peripheren
Geweben hervorrufen (39, 40). Die Mechanismen der IL-23-1L-17-Immunachse fiihrten zu

einem Paradigmenwechsel hinsichtlich des Verstindnisses autoimmuner und maligner

Pathologien (41).

1.2 Die Bedeutung von IL-23 in Krankheit und Therapie

Geriit das Immunsystem aufgrund des Uberwiegens entweder entziindungsfordernder oder
entziindungshemmender Reize in Imbalance, kommt es zur Dysregulation der
Immunantwort. UberschieBende Immunreaktionen konnen bei Chronifizierung in
Autoimmunerkrankungen und Neoplasien miinden, wihrend insuffiziente Immunreaktionen

die Immunevasion von Tumorzellen begiinstigen konnen (42).

1.2.1 IL-23 spielt eine entscheidende Rolle in diversen Autoimmunerkrankungen

Der erste kausale Zusammenhang zwischen IL-23 und Autoimmunerkrankungen wurde in
der experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE) nachgewiesen, dem murinen
Krankheitsmodell fiir multiple Sklerose (MS), da in p40- und p19-defizienten Méausen keine
EAE induziert werden konnte (43). Bedauerlicherweise fiihrte die Behandlung mit
Ustekinumab, einem seit Januar 2009 zugelassenen IL-12/IL-23p40-neutralisierenden
Antikorper, zu keinem signifikanten Benefit fiir MS-Patienten (44). Die Ursachen dafiir
konnten sein, dass der I1L-23-induzierte Krankheitsprozess zum Diagnosezeitpunkt schon
irreversibel voranschreitet oder der Antikdrper wegen der Blut-Hirn-Schranke die I1L-23-
produzierenden Zellen im zentralen Nervensystem nicht erreicht (45). Uberraschenderweise
konnten auch keine genetischen Polymorphismen im IL-23R mit einem erhdhten Risiko fiir
MS in Verbindung gebracht werden (41). Genetische Polymorphismen sind
Sequenzvarianten im menschlichen Genom, die meistens in Form eines einzelnen
ausgetauschten Basenpaares (single nucleotide polymorphisms, SNPs) vorkommen (46).
Genomweite Assoziationsstudien konnten allerdings SNPs des IL-23R in Patienten mit
Rheumatoider Arthritis, Psoriasis und chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED)
finden (29).

Den friihesten therapeutischen Erfolg erzielten p40-neutralisierende Antikdrper in

der Behandlung von Psoriasis, auch wenn beispielsweise Briakinumab aufgrund gehduften
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Auftretens kardiovaskulédrer Ereignisse nicht zugelassen wurde (47, 48, 49). Auch in der
Psoriasis trigt die IL-23/IL-17-Immunachse zur Pathogenese bei, da die intradermale
Injektion von IL-23 eine Psoriasis-dhnliche Hautentziindung in Mausen hervorrief und
erhohte p19/p40-mRNA-Expressionen in Psoriasis-Lidsionen von Patienten detektiert
wurden (50, 51). Umso wichtiger war die Entwicklung spezifischer IL-23p19-inhibierender
Antikorper wie Guselkumab und Risankizumab, die in klinischen Studien zu Psoriasis,
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa getestet wurden (52, 53).

Trotz der zweifellos entziindungsfordernden Komponente von IL-23 in CED hiufen
sich Hinweise auf eine differenzierte Funktion je nach Zelltyp (54). Einerseits schien die
direkte Wirkung von IL-23 auf ILCs in Méusen mit dextran sulfate sodium (DSS-) Colitis,
dem murinen Krankheitsmodell fiir CED, zu einer STAT3- und IL-22-abhingigen
intestinalen Rekonvaleszenz zu fithren (55). Andererseits wurde erst kiirzlich gezeigt, dass
die IL-23-vermittelte IL.-22-Produktion von Makrophagen in IL-10R-defizienten Mausen
eine Darmentziindung verursachte (56). Abschliefend diirfen auch negative Effekte einer
IL-23-Blockade, wie beispielsweise Infektionsanfilligkeit oder erhéhte Inzidenz maligner

Erkrankungen, nicht unterschitzt werden (57).

1.2.2 Die ambivalente Rolle von IL-23 in Krebserkrankungen

Obwohl die Akkumulation proinflammatorischer Mediatoren unweigerlich mit
Tumorentstehung, -wachstum und Metastasierung verbunden ist (58), weisen einige
Zytokine wie beispielsweise IL-12 eine Antitumoraktivitdt auf (59). Ungeachtet der genauen
Mechanismen von IL-23 in der Karzinogenese wurde eine erhohte IL-23-Expression in
Geweben humaner Karzinome gefunden, die in den meisten malignen Entititen mit einer
schlechten Prognose assoziiert war (60). Lediglich bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom
korrelierte eine erhohte IL-23-Expression positiv mit dem Gesamtiiberleben, wobei hier
auch die p35-mRNA-Expression erhoht war (61).

Viele Studien stiitzen die Ansicht einer IL-23-induzierten Tumorprogression. 1L-23
induzierte in murinen Krankheitsmodellen des kolorektalen Karzinoms die
Tumorprogression (62) und eine rapide de novo Entstehung von intestinalen Adenomen (63).
Auflerdem waren IL-23p19-defiziente Méuse vor chemisch-induzierten Hauttumoren und
Fibrosarkomen geschiitzt (64, 65). Ursdchlich fiir die tumorsupprimierende Wirkung bei
Abwesenheit von IL-23 waren hierbei unter anderem zytotoxische CD8" T-Zellen, die
vermehrt das Tumormikromilieu infiltrierten (64), und natiirliche Killer (NK-) Zellen, die

antimetastatisch wirkten (65). Passend dazu belegte eine neulich veroéffentlichte Studie eine
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IL-23-vermittelte =~ Tumorzellimmunevasion  in  Patienten @ mit  klarzelligem
Nierenzellkarzinom, von denen jene mit hoherer IL-23-Expression eine geringere
Uberlebensrate hatten (66). Speziell in der Metastasierung scheint IL-23 eine groBe Rolle zu
spielen, da IL-23 in humanen Osophaguskarzinomen die epithelial-mesenchymale
Transition iiber wahrscheinlich STAT3-abhédngiger Angiogenese ermdglichte (67, 68).
Zudem konnte mittels prophylaktischer Gabe eines IL-23-inhibierenden Antikorpers die
Ausbildung von Lungenmetastasen in Mausen verhindert werden (69). Des Weiteren wurde
in mit Gemcitabin vorbehandelten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) eine
erhohte IL-23-Expression detektiert (70), wihrend die Kombination eines IL-12-
agonistischen CD40 Antikdrpers mit einem IL-23 Antikorper zur Suppression von
Tumorwachstum und Metastasierung fiihrte (71). Demnach konnte die Blockade von 1L-23
in Zukunft eine Optimierung der Chemo- und Immuntherapie von Krebserkrankungen
darstellen.

Allerdings existieren einige Studien, die eine Antitumoraktivitdt von IL-23
propagieren. In verschiedenen Tumorzelllinien wurde ein geringeres Tumorwachstum
infolge erhdhter IL-23-Expression beobachtet (72, 73, 74). Uberdies wurde erst kiirzlich
gezeigt, dass die intratumorale Applikation von IL-23-mRNA eine immunvermittelte
Antitumoraktivitit bewirkte, wobei simultan noch die mRNA eines weiteren Zytokins und
des T-Zell-kostimulatorischen Faktors OX40L appliziert wurden (75). Diese mRNA-Mixtur
wird derzeit in einer klinischen Phase I Studie evaluiert (NCT03739931). Eine Erklarung fiir
die ambivalente Rolle von IL-23 in Krebserkrankungen konnte sein, dass IL-23
dosisabhingig unterschiedliche Wirkungen entfaltet. In humanen, IL-23R-exprimierenden
Lungenkarzinom-Zellen wurde das Tumorwachstum durch eine geringe Dosis von IL-23
induziert, durch eine hohe Dosis von IL-23 jedoch reduziert (76).

Die beachtliche Evidenz, dass IL-23 den verheerenden Prozess autoimmuner und
maligner Pathologien beeinflusst, macht die weitere Erforschung seiner Struktur und

Signalwege unverzichtbar.

1.3 Synthetische Zytokinbiologie

Die synthetische Biologie befasst sich mit der De- und Rekonstruktion biologischer
Systeme, um Biosensoren, molekulare Schalter und medizinische Applikationen zu
verbessern (77). Neben bewéhrten biologischen Werkzeugen wie den nanobodies oder
fluoreszierenden Proteinen er6ffnen derweil auch Zytokine und Zytokinrezeptoren der

Biotechnologie neue Perspektiven (78).
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1.3.1 Nanobodies und fluoreszierende Proteine in der Biotechnologie

Im Gegensatz zur konventionellen Struktur von Antikérpern, die in Menschen vorkommen
und aus zwei schweren und zwei leichten Ketten bestehen, besitzen Kamele und
Knorpelfische zusitzlich Antikorper, die nur schwere Ketten enthalten (79, 80). Eine
einzelne variable Doméne solcher Schwere-Ketten-Antikdrper bezeichnet man als
Einzeldoméanen-Antikorper, nanobody oder VHH (Kamele) bzw. VNAR (Knorpelfische)
(Abb. 2) (81). Nanobodies besitzen eine lange antigenbindende complementarity
determining region 3 (CDR3), wodurch sie in der Lage sind, selbst Enzyme in ihrem
katalytischen Zentrum zu binden (82). Dank ihrer hohen Loslichkeit und geringen
Molekiilmasse von ~15 kDa weisen sie eine hohe Gewebepenetration, hohe Resistenz
gegeniiber proteolytischem Abbau und eine kurze Plasmahalbwertszeit infolge renaler
Ausscheidung auf (83). Daher werden sie auch fiir die Klinik immer relevanter. Ein Beispiel
hierfiir sind nanobodies gegen human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), die die
Diagnostik und Therapie von Brustkrebs verbessern sollen (84, 85, 86). Der bivalente von-
Willebrand-Faktor-bindende nanobody Caplacizumab wurde bereits im Februar 2019 von
der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung der thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura zugelassen (87).

Fluoreszierende Proteine sind heutzutage ebenso unentbehrliche Biosensoren, mit
denen die ortliche und zeitliche Distribution von Proteinen und Genen verfolgt werden kann
(88). Das green fluorescent protein (GFP) ist ein griin fluoreszierendes Protein, welches aus
der Qualle Aequorea victoria extrahiert wurde (89). Durch den Austausch bestimmter
Aminosduren in der Proteinsequenz sind mittlerweile verschiedene GFP-Derivate erzeugt
worden. Das enhanced GFP und homotrimere GFP-Fusionsproteine (3xGFP) sollen deutlich
stiarker als das herkdmmliche GFP fluoreszieren (90, 91), wihrend der Austausch eines
Alanins gegen Lysin an Position 206 (A206K) die spontane Di- oder Oligomerisierung von
GFP verhindert (92). In dieser Arbeit wurde die A206K-Variante vom enhanced GFP
verwendet, die zur Vereinfachung im Weiteren als GFP bezeichnet wird. Zahlreiche weitere
fluoreszierende Proteine sind inzwischen entdeckt worden, darunter das rot fluoreszierende
Protein mCherry, welches ebenfalls als Monomer vorliegt (93). Mittlerweile existieren auch
nanobodies, die spezifisch die fluoreszierenden Proteine GFP und mCherry binden (94, 95)
(Abb. 2). Speziell GFP-nanobodies werden in der Biotechnologie zur Lokalisation von

Proteinakkumulation und -interaktionen in lebenden Zellen zunehmend eingesetzt (96, 97).
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Abb. 2: Aufbau des Schwere-Ketten-Antikorpers des Kamels (A) und die Proteinkristallstruktur der
GFP-nanobody:GFP-Interaktion (B). A Einzeldoménen-Antikdrper (nanobody) bestehen aus einer einzigen
variablen Doméne (VHH) und koénnen aus Schwere-Ketten-Antikorper von Kamelen isoliert werden (Fab:
fragment antigen binding, Fc: fragment crystallizable, CH2/3 = constant domains of heavy chain). Modifiziert
nach Hamers-Casterman et al. 1993 (79). B Der GFP-nanobody (blau) ist gegen GFP (griin) gerichtet und
interagiert {iber seine lange CDR3-Region mit Seitenketten von GFP (rot). Die Proteinkristallstrukturen
stammen von der Protein Database PDB (3K1K) und wurden selbststindig mit der Molekiil-
Visualisierungssoftware PyMOL (Version 2.0, Schrodinger, LLC) bearbeitet. Modifiziert nach Rothbauer et
al. 2008 und Kubala et al. 2010 (94, 98).

1.3.2  Synthetische Rezeptoren in Forschung und Klinik

In der Natur vorkommende Zytokinrezeptoren befinden sich nicht immer in ein- und
derselben starren Konfiguration, sondern unterliegen stdndigen Verdnderungen. Prinzipiell
konnen als Antwort auf extrinsische und intrinsische Einfliisse Zytokinrezeptoren vermehrt
oder vermindert auf der Zelloberfliche exprimiert, an- oder ausgeschaltet, variabel
kombiniert und strukturell modifiziert werden, sodass sich der Zellzustand fortlaufend
andert (3). Die synthetische Biologie macht sich diese in der Natur vorkommenden
Phidnomene zunutze, indem durch gezielte Modifikationen konstitutiv-aktive
Zytokinrezeptoren entstehen, neue Rezeptorkombinationen entdeckt und Zytokin-
Signalwege phénokopiert werden (78, 86).

Konstitutiv-aktive Zytokinrezeptoren werden sowohl in der Natur als auch in der
synthetischen Biologie vielfach beschrieben (86). Eine Vielzahl von aktivierenden
Mutationen im epidermal growth factor receptor (EGFR) und HER2 wurden in NSCLC
bzw. Mammakarzinomen entdeckt (99), sodass synthetisch hergestellte konstitutiv-aktive
Zytokinrezeptoren in Tumormodellen zur Entwicklung neuer Therapeutika dienen kdnnten
(100, 101). In der Natur vorkommende Mutationen von Rezeptoren der IL-12-Familie, die
zur konstitutiven Aktivitdt fithren, sind bisher noch nicht beschrieben worden (86).

Allerdings  konnte  mittels  modifizierter  Zytokinrezeptoren  eine  spontane

8
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Homodimerisierung des IL-23R ausgelost werden, indem die membranproximale stalk-
Region vom IL-23R entfernt wurde (23). Der offensichtliche Nachteil konstitutiv-aktiver
synthetischer Zytokinrezeptoren ist ihre fehlende Steuerbarkeit, da sie nicht schaltbar sind.
Eine interessante Strategie zur Generierung schaltbarer Zytokinrezeptoren ist die Fusion von
elastin-like polypeptides (ELPs) an den C-Terminus des EGFR (102). Die chiméren
EGFR:ELPs-Fusionsproteine konnen temperaturabhéngig in einen Aktivititszustand
versetzt werden, in dem EGFR durch Homooligomerisierung phosphoryliert werden, und
durch Abkiihlung wieder ausgeschaltet werden (102, 103). Aufgrund der nicht
kontrollierbaren Rezeptoroligomerisierung erlauben die ELPs-basierten Fusionsproteine
trotz ihrer Schaltbarkeit jedoch leider keine Aussage iiber die Rezeptorstochiometrie. Floss
und Mitarbeiter entwickelten chimire Rezeptorvarianten durch den Austausch extra- und
intrazellulirer Doménen von Zytokinrezeptoren der IL-6/IL-12-Zytokinfamilie, die durch
die physiologischen Zytokine IL-12 oder IL-23 aktiviert werden konnten (6). Die
Signaltransduktionen der Zytokine IL-35, IL-39 und des synthetischen Zytokins IL-Y
wurden auf diese Weise phanokopiert (6). Interessanterweise konnte mit dieser Methode
eine neue, biologisch aktive Rezeptorkombination identifiziert werden, die durch das
moglicherweise noch unentdeckte Zytokin IL-Z1 ein Signal ibermittelt (Abb. 3).

Dariiber hinaus wurden aktivierbare synthetische Zytokinrezeptoren beschrieben, die
auf der Fusion der ligandenbindenden Doméne des Erythropoetin- (EPO) Rezeptors (EpoR)
mit der zytoplasmatischen Doméne von gpl130 basieren (EpoR-gp130) (104, 105). Die
Stimulation mit EPO induzierte die EpoR-gp130-Homodimeriserung und phénokopierte
somit die gp130-Signaltransduktion (Abb. 3). Das wesentliche Problem dieses Systems ist
die Kreuzreaktivitit von physiologischen Liganden mit ihren natiirlich vorkommenden
Rezeptoren. Wird Patienten EPO appliziert, fiihrt dies hiufig zur arteriellen Hypertonie und
zu thromboembolischen Ereignissen (106). Zudem scheitert dieses System an der
Zusammenstellung hohergeordneter Multi-Rezeptorkomplexe, da mit EPO maximal eine
Homodimerisierung induziert werden kann (104, 105). Eine andere Arbeitsgruppe
entwickelte einen synthetischen T-Zell-Rezeptor, dessen zytoplasmatische Doméne mit dem
FK506 binding protein 12 (FKBP12) fusioniert wurde (107). Die Zugabe des zellpermeablen
Tacrolimus (FK506) aktivierte via Homodimerisierung und Homooligomerisierung eine
direkte intrazelluldre Signaltransduktion (107). Hierbei wurde Tacrolimus verdndert, um
seine immunsuppressive Wirkung aufzuheben und die Kreuzreaktivitit zu minimieren.
Allerdings ist bei diesem System das AusmalB der Oligomerisierung nicht bestimmbar,

sodass hier ebenso keine vollstindige Kontrolle iiber die Rezeptorzusammensetzung
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vorliegt. Diese Nachteile machen den Einsatz der in diesem Abschnitt beschriebenen

synthetischen Zytokinrezeptorvarianten in vitro und in vivo weitestgehend impraktikabel.

IL-12 EPO

— |L-12RB2
IL-12RB1ecp — B2eco

IL-23Rcp = = IL-12RB2,cp gp130;cp

IL-12BR1gcp- IL-12BR2 EpoR-gp130
IL-23Rcp

Abb. 3: Phinokopie von Zytokin-Signaltransduktionen durch chimiire Zytokinrezeptor-Varianten: IL-
12RB1kcp-IL-23Ricp:IL-12RPB2-Heterodimere (A) und EpoR-gp130-Homodimere (B). A Floss und
Mitarbeiter fusionierten die ligandenbindende, extrazelluldre Doméne des IL-12RB1 (IL-12RB1gcp) an die
intrazelluldre Doméne des IL-23R (IL-23Ricp), wihrend der IL-12R[2 unverdndert blieb. Die Stimulation mit
IL-12 induzierte via IL-12RB1gcp-IL-23Ricp:IL-12RB2-Heterodimerisierung eine Signaltransduktion, die
moglicherweise von dem noch unentdeckten Zytokin IL-Z1 ausgelost wird. Modifiziert nach Floss et al. 2017
(6). B Hemmann und Mitarbeiter fusionierten die ligandenbindende Doméne des EpoR (EpoRgcp) an die
zytoplasmatische Domédne von gpl130 (gpl130icp). Die Stimulation mit EPO induzierte via EpoR-gp130-
Homodimerisierung die gp130-Signaltransduktion. Modifiziert nach Hemmann et al. 1996 (104). Beide hier
dargestellten chimdren Zytokinrezeptor-Varianten haben den Nachteil der Kreuzreaktivitit, da sie
physiologische Liganden wie IL-12 und EPO zur Phianokopie von Signaltransduktionen nutzen. Zudem ist das
Ausmal der Rezeptorkombinationen auf Hetero- bzw. Homodimerisierung limitiert.

Die Immuntherapie mit chimeric antigen receptor (CAR-) T-Zellen verkorpert die erste
Verbindung zwischen Klinik, Gentechnologie und synthetischen Rezeptoren zur
Bekdmpfung von Krebserkrankungen (108). Bei der CAR-T-Zell-Therapie werden
patienteneigene T-Zellen ex vivo mittels retroviralem Gentransfer mit einem CAR
ausgeriistet und vervielfiltigt (109). CARs bestehen aus einem extrazelluldren single chain
variable fragment (scFv) eines monoklonalen Antikdrpers zur Bindung eines spezifischen
Oberflachenantigens der Tumorzelle, einer flexiblen Gelenkregion, einer verkniipfenden
transmembrandren Doméne und einer intrazelluliren = T-Zell-Rezeptor-(TCR)
Signaldomine, welche meist CD3( und kostimulatorische Molekiile wie CD28 und 4-1BB

enthdlt (110). Nach lymphodepletierender Konditionierung mit Fludarabin oder

10
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Cyclophosphamid werden dem Patienten die CAR-T-Zellen im Sinne eines adoptiven T-
Zell-Transfers reinfundiert (111). Daraufhin zerstdren die CAR-T-Zellen den Tumor MHC-
unabhingig mittels Exozytose von Perforin, Granzymen und teilweise via Fas-Ligand
(FasL):Fas-Rezeptor (FasR) und Tumor Nekrose Faktor (TNF):TNF-Rezeptor (TNF-R)
(112). Dank ihrer Persistenz und durch in vivo Expansion sollen CAR-T-Zellen fiir eine
langfristige Remission sorgen (113).

Die CAR-T-Zell-Therapie erreichte bislang erstaunliche Remissionen in
fortgeschrittenen hamatologischen Malignomen (114). Die gegen CD19 gerichteten CAR-
T-Zell-Therapien Tisagenlecleucel und Axicabtagen Ciloleucel sind seit 2017 fiir die
refraktdre/rezidivierte (r/r) akute lymphoblastische B-Zell-Leukédmie (B-ALL) und das r/r
diffus-grofzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) zugelassen (115, 116, 117). Derzeit werden
CAR-T-Zellen noch im multiplen Myelom, lokal im Glioblastom und in weiteren soliden
Tumoren getestet (118, 119, 120). Nichtsdestotrotz kommt es auch bei der CAR-T-Zell-
Therapie zu Turmorresistenzen und zu Nebenwirkungen wie Myelosuppression,
neurologische Stérungen oder dem cytokine release syndrome mit intensivpflichtigen und

teilweise letal endenden Verlaufen (121, 122).

1.4 Ziele der Arbeit

Synthetische Rezeptoren nehmen einen immer hoheren Stellenwert in der Wissenschaft und
klinischen Therapie ein. Trotz der dargelegten Fortschritte in der synthetischen Zytokin-
Biologie haben viele synthetische Zytokinrezeptoren den Nachteil der Kreuzreaktivitit und
geringen Steuerbarkeit von Rezeptoraktivierung und -kombination. Die Entwicklung eines
hintergrundfreien und schaltbaren synthetischen Zytokinrezeptorsystems mit vollstindiger
Kontrolle tiber die Zusammensetzung von beispielsweise hetero/homodimeren, -trimeren
oder -multimeren Rezeptorkomplexen ist bisher noch nicht beschrieben worden. Solch ein
spezifisches System wire ein wertvolles Hilfsmittel, um die Aktivierung, Kinetik,
Stochiometrie und biochemischen Eigenschaften von Rezeptoren zu analysieren. Dariiber
hinaus wiirde die hintergrundfreie Aktivierung von synthetischen Zytokinrezeptoren mittels
nicht-physiologischer Liganden ein groBles Potential zur Optimierung der Immuntherapie
bieten. Mit diesem Ziel sollten neuartige synthetische Zytokinrezeptoren (Synthetic Cytokine
Receptors, SyCyRs) entwickelt werden, die auf nicht-physiologischen nanobodies und
fluoreszierenden Proteinen basieren. Nanobodies, die spezifisch GFP und mCherry binden,
sollten die ligandenbindenden, extrazelluliren Domidnen von Zytokinrezeptoren ersetzen,
dass die Bindung von homo- und heteromeren GFP:mCherry-Fusionsproteinen eine

11



EINLEITUNG

Rezeptordi- und -multimerisierung initialisieren kann. Aufgrund der unverdnderten
intrazelluldren Signaldomdnen konnte so die Signaltransduktion von Zytokinen artifiziell
phanokopiert werden. Angesichts der zunehmend gréfer werdenden Bedeutung, die 1L-23
in der Entstehung und Therapie von Autoimmun- und Krebserkrankungen zugeschrieben
wird, soll der IL-23 Rezeptorkomplex als Modell fiir diese Arbeit dienen. Zu diesem Zweck
sollen GFP- und mCherry-bindende nanobodies an IL-12RB1 bzw. IL-23R fusioniert
werden, um mittels GFP:mCherry-induzierter Rezeptor-Heterodimerisierung die IL-23
Signaltransduktion spezifisch und hintergrundfrei zu phanokopieren. Eine weitere
Fragestellung betrachtet die Ubertragbarkeit des neuartigen synthetischen Zytokinrezeptor-
Systems auf andere, unkonventionelle Rezeptorkombinationen. Dahingehend sollen IL-
23R-Homodimere mittels SyCyRs hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitdt und einer
moglicherweise IL-23-dhnlichen Signaltransduktion untersucht werden. Mit Hilfe der
SyCyRs wire man somit in der Lage, die biologische Aktivitit multimerer
Rezeptorkomplexe zu untersuchen, die zelltypspezifische Aktivierung in transgenen Mausen
zu analysieren und moglicherweise die Immuntherapie bei Krebserkrankungen zu

verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1

Chemikalien, Kits, Gerite und Verbrauchsmaterialien

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (Tabelle 1), Kits (Tabelle

2), Gerite (Tabelle 3) und Verbrauchsmaterialien (Tabelle 4) aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agar-Agar

Ammoniumpersulfat (APS)

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)

cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4)

6x DNA Loading Dye Solution

dNTP Mix (25 mM)

Essigsiure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
GeneRuler™ Express DNA Ladder 100-5000 bp
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

GIBCO® Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
high-glucose culture medium

GIBCO® Fétales Kilberserum (FCS)
Glycerin

Immobilon™ Western HRP Substrat
Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PO4)
LB-Medium

LE Agarose

Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Methanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland
VWR International, Radnor, PA, USA

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Oldendorf,

Biozym  Scientific,  Hessisch

Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalie Hersteller
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Tergitol™-fype NP-40 Detergens
Orange G

PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10-180 kDa

Polybrene

Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis-Ldsung 30%
T4-DNA-Ligase mit 10x Puffer
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-HCI

Triton™ X-100

Trypan Blue Dye 0,4%

TurboFect™ Transfection Reagent

Tween® 20 (Polysorbat 20)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tabelle 2: Kits

Kit Hersteller

BCA Protein Assay Pierce™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Promega, Mannheim, Deutschland

NucleoBond® Xtra Midi Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Tabelle 3: Gerite

Gerit

Hersteller

BD FACSCanto II Durchflusszytometer

ChemoCam Imager

COs-Inkubator 150 (E2) Brutschrank
Fluoreszenzmikroskop BZ-9000
Forma™ Ultratiefkiihlschranke 900

Gel iX Imager

Infinite® 200 PRO plate reader
Kiihlschrank

Lichtmikroskop mit KL 1500 LCD
Magnetriithrer mit Heizfunktion
Messpipetten

Mikropipetten Research® plus

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

INTAS Science Imaging Instruments, Gottingen,
Deutschland

BINDER, Tuttlingen, Deutschland
KEYENCE, Neu-Isenburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

INTAS Science Imaging Instruments, Gottingen,
Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Liebherr, Rostock, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Geriit

Hersteller

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Mini-Sub® Cell GT Horizontal Electrophoresis System

Minizentrifuge

Multitron® Inkubationsschiittler
NanoDrop® ND-1000 Spektralphotometer
peqSTAR 2x Thermocycler

pH-Meter

pipetus® akku-betriebene Pipettierhelfer
PowerPac™ Basic Power Supply
Prazisionswaage 100M-300C

Stuart® Rollenmischer SRT9

ScanLaf Sicherheitswerkbank Mars
TC10™ Automated Cell Counter
Thermomixer® comfort

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
UV-Tisch

Vortex Schiittler

Wasserbad sw21

Zentrifugen 5417 R und 5810 R

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Axon Labortechnik, Kaiserslautern, Deutschland
Infors HT, Bottmingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
PEQLAB, VWR International, Radnor, PA, USA
Sartorius, Ratingen, Deutschland

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Precisa Gravimetrics, Aldingen, Deutschland
Cole-Parmer, Staffordshire, UK

LaboGene, Lillered, Ddnemark

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Budget Technologies, Krefeld, Deutschland
neoLab, Heidelberg, Deutschland

Julabo, Seelbach, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen 15 ml, 50 ml
CELLSTAR® Zellkulturschalen 58 cm?
CytoOne® Zellkulturplatten 6-, 96-well
Kryordhrchen

MICRO-TOUCH?® sterile Nitril-Handschuhe
PCR-GefaBe 0,2 ml und -Kappen
Reaktionsgefafle 0,5 ml, 2 ml

Reaktionsgefdle 1,5 ml

Roti® PVDF-Membranen

TipOne® Pipettenspitzen

Whatman® Filter-Papier

Zellkulturflaschen 75 cm?, 150 cm? (adhérent)
Zellkulturplatten 6-, 12-, 24-, 96-well (adhérent)
Zellkulturschalen 60,1 cm?, 147,8 cm? (adhérent)

Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland

Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland
STARLAB International, Hamburg, Deutschland
VWR International, Radnor, PA, USA

Ansell, Briissel, Belgien

STARLAB International, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

STARLAB International, Hamburg, Deutschland
VWR International, Radnor, PA, USA

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz
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2.1.2 Losungen, Puffer und Medien

In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Lésungen, Puffer und
Medien aufgelistet. Alle Losungen und Puffer wurden, falls nicht anders angegeben, in
destilliertem Wasser (H2044) angesetzt und bei Bedarf autoklaviert (120°C, 2 bar, 20 min).

Die Medien wurden zur Kultivierung prokaryotischer und eukaryotischer Zellen verwendet.

Tabelle 5: Losungen, Puffer und Medien

Lésung/Puffer/Medium Zusammensetzung
APS-Losung 10% APS
Blockierlosung 5% Magermilchpulver in TBS-T
BSA-Losung 5% BSA in TBS-T
DMEM™ DMEM ohne Zusatz
DMEM*™* DMEM

10% FCS

jeweils 1% Pen/Strep
DNA-Ladepuffer (6x) 30% Glycerin

50 mM EDTA

0,25% Orange G
FACS-Puffer 1% BSA in PBS
Lammli-Puffer (5x) 0,4 M Tris-HCl pH 6,8

40% Glycerin

8% SDS

phosphate buffered saline (PBS)

phospho-STAT3-Lyse-Puffer

Sammelgelpuffer

SDS-PAGE Lauf-Puffer

65 mM [-Mercaptoethanol
4,2 ml H,O
0,02% Bromphenolblau

1,5 M KH,PO,4

2,7 M KCl

8,1 M Na,HPO,

137 mM NaCl pH 7,4

50 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NaCl

2 mM EDTA

1% NP-40

1% Triton™ X-100

1x cOmplete™-Tablette (auf 50 ml)

1 mM NaF

1 mM Na3;VOq4

0,5 M Tris-HCl pH 6,8
0,4% SDS

0,4 M Tris-HCI pH 8,25
0,1 M Glycin

0,1% SDS
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Losung/Puffer/Medium

Zusammensetzung

solution 1 (S1-Puffer)

solution 2 (S2-Puffer)

solution 3 (S3-Puffer)

stripping-Puffer

TAE-Puffer

tris buffered saline (TBS-) T

Transferpuffer

Trenngelpuffer

Trypsin-EDTA-Losung

1 M Tris-HCl

0,5M EDTA

4 M NaOH

10% SDS

1:1000 RNase A

4 M NaOH

10% SDS

3 M Kaliumacetat

11,5% Essigsédure (99,9%)
62,5 M Tris-HCI pH 6,8
2% SDS

0,1% B-Mercaptoethanol
0,4 M Tris-HCI pH 8,8
0,01 M EDTA

0,2 M Essigsédure

5 M NaCl

200 mM Tris-HCI pH 7,5
0,05% Tween® 20

250 mM Tris-HCI pH 8,0
2 M Glycerin

0,01% SDS

5% Methanol

1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4% SDS

1:10 Trypsin-EDTA (1x) in PBS

2.1.3 Antibiotika

In Tabelle 6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika aufgelistet.

Tabelle 6: Antibiotika

Antibiotikum Stammkonzentration Arbeitskonzentration Hersteller
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml Agarplatten: 200 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe,
Fliissigmedium: 100 pg/ml ~ Deutschland

Geneticin (G418) 50 mg/ml 1,125 mg/ml Genaxxon Bioscience,
Ulm, Deutschland

Hygromycin B (hygro) 100 mg/ml 2 mg/ml Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Kanamycin (Kan) 50 mg/ml 50 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Penicillin G (Pen) 10000 U/ml 60 mg/1 Genaxxon Bioscience,
Ulm, Deutschland

Puromycin (puro) 1 mg/ml 1,5 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe,

Deutschland
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Antibiotikum

Stammkonzentration Arbeitskonzentration

Hersteller

Streptomycin (Strep)

10 mg/ml

100 mg/1

Genaxxon Bioscience,
Ulm, Deutschland

2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide

Im Folgenden sind die verwendeten Plasmide (Tabelle 7) und Oligonukleotide (Tabelle 8)

aufgelistet. Die Oligonukleotide (Primer) stammten von Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland).

Tabelle 7: Plasmide

Plasmid Resistenz Herkunft

p409 Amp (123)

p409-mIL-12RB1 Amp (24)

pcDNA3.1 Amp, Neomycin Invitrogen®, Thermo  Fisher

(Neo) Scientific, Waltham, MA, USA

pcDNA3.1-Gyun-IL-23R Amp, Neo (94, 124)

pcDNA3.1-Cypn-IL-23R-TM Amp, Neo (95, 125)

pcDNA3.1-GFP-mCherry Amp, Neo (124)

pcDNA3.1-2xGFP-mCherry Amp, Neo (124)

pcDNA3.1-3xGFP Amp, Neo (124)

pcDNA3.1-mCherry Amp, Neo (124)

pCR-Script Amp AG Scheller

pmEGFP-13 Amp Addgene, Watertown, MA, USA
on

pMK-hIL-15-WSX-1/sushi-gp130 (pMK-Fusio) Kan (126)

pMOWS-hygro Amp, hygro (126)

pMOWS-puro Amp, puro (127)

Tabelle 8: Oligonukleotide

Oligonukleotid 5> — 3’ Sequenz Verwendung

IL-12RB1-EcoRI-FP

IL-12RB1-NotI-RP

Cvun-1L-23R-Xbal-FP

Cvnn-1L-23R-HindIII-RP

Gynun-1L-12RB1-Nhel-FP

Gyii-IL-12RB1-XhoI-RP

TCTGAATTCGCCTGGAGTCATCCC
CAGCGCTTTAGCT

CGAGCGGCCGCTCAGGCCTCTTGC
CCCAAAGTG

GACTCTAGAGCCACCATGAGCAGC
AGCTGCTCAGGGC

GACAAGCTTCTTTTGGAAGAGTGA
AATTCTACTGAAATGGC

GACGCTAGCATGAGCAGCAGCTGC
TCAGGGCTG

GACCTCGAGTCATCAGGCCTCTTG
CCCCAAAGTGGGCGGT

forward- (fwd) Primer fiir IL-12R1

reverse- (rev) Primer fiir IL-12R[31

fwd-Primer fir Cyun-IL-23R

rev-Primer fir Cyuyy-IL-23R

fwd-Primer fiir Gyun-1L-12RB1

rev-Primer fir Gyup-IL-12RB1
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Oligonukleotid

5> > 3’ Sequenz Verwendung

GFP-BamHI-FP

GFP-NotI-RP

CAGGGATCCTCACCGGTCGCCACC  fwd-Primer fur GFP
ATGGTGAG

CGAGCGGCCGCCTACTTGTACAGC  rev-Primer fiir GFP
TCGTCCATGCCG

2.1.5 Zelllinien und Bakterienstimme

In Tabelle 9 sind die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und Bakterienstimme

aufgelistet. Die adhdrenten Zellen (CHO-K 1 und Phoenix-Eco) wurden unter DMEM ™", die

Suspensionszellen (Ba/F3-gp130-Zelllinien) unter DMEM™* mit zusitzlichem Hyper-

Interleukin-6 (Hyper-IL-6) kultiviert. Fiir die Klonierung und Amplifikation der Plasmid-
DNA wurde der Bakterienstamm Escherichia coli (E.coli) XL1-Blue (recAl endA1 gyrA96
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [E proAB lacIgZAMI15 Tnl0O (Tetr)]) in dieser Arbeit

verwendet.

Tabelle 9: Zelllinien und Bakterienstimme

Zelllinie/Bakterienstamm

Ursprung, Merkmal

Ba/F3-gp130

Ba/F3-mIL-12RB1-mIL-23

Ba/F3-SyCyR(IL-23R)

CHO-K1 (ACC-110)

Phoenix-Eco

murine IL-3-abhéngige Pro-B-Zelllinie (Immunex, Seattle, WA, USA)
(128), Suspensionszellen mit Oberfldchenexpression von gp130

murine [L-3-abhdngige Pro-B-Zelllinie (24), Suspensionszellen mit
Oberflachenexpression von gp130 und murinen IL-12RB1 und IL-23R

murine IL-3-abhdngige Pro-B-Zelllinie (124), Suspensionszellen mit
Oberflachenexpression von gp130 und SyCyR(IL-23R) (vgl. Abschnitt 3.4)

Ovarienzellen des chinesischen Zwerghamsters (Leibniz-Institut DSMZ,
Braunschweig, Deutschland) (129, 130), immortalisierte adhirente Zellen

humane embryonale Nierenzellen (127) (Ursula Klingmiiller, DKFZ,
Heidelberg, Deutschland), Retroviren-produzierende adhérente Zellen

2.1.6 Zytokine und rekombinante Proteine

In Tabelle 10 sind die verwendeten Zytokine und rekombinanten Proteine aufgelistet.

Tabelle 10: Zytokine und rekombinante Proteine

Zytokin/rekombinantes Protein Stammkonzentration Konzentration im Zellkulturmedium
konditionierter Zellkulturiiberstand einer ca. 5 pg/ml 0,2% bzw. 10 ng/ml, Bestimmung
CHO-K1-Zelllinie mit Hyper-IL-6- mittels ELISA (124)

Sekretion

konditionierter Zellkulturiiberstand einer ca. 5 pg/ml 0,2% bzw. 10 ng/ml, Bestimmung
CHO-K1-Zelllinie mit Hyper-1L-23- mittels ELISA (124)

Sekretion

rekombinantes Hyper-IL-6 100 pg/ml 10 ng/ml

rekombinantes GFP (rGFP)

5 mg/ml -

19



MATERIAL UND METHODEN

2.1.7 Antikorper

In Tabelle 11 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper (AK) aufgelistet. Wenn keine
Stammkonzentration angegeben ist, hat der Hersteller keine Angabe zur

Stammkonzentration des erworbenen Antikorpers gemacht.

Tabelle 11: Antikorper

Antikoérper, Ursprung Arbeitskonzentration Hersteller
Alexa  Fluor 488  konjugierter 1:100 in 100 pl FACS-Puffer Thermo Fisher Scientific,
Kaninchen AK, Ziege (#A11070) (Stammkonzentration: 2 mg/ml) Waltham, MA, USA
o-Flag (DYKDDDDK), Kaninchen 1:1000in 1% BSA in TBS-T Sigma-Aldrich, Miinchen,
(#F7425) 1:100 in 100 pl FACS-Puffer Deutschland
(Stammkonzentration: ~0,8 mg/ml)
o-GFP, Maus (#11814460001) 1:1000 in 5% Milch in TBS-T Sigma-Aldrich, Miinchen,
(Stammkonzentration: 0,4 mg/ml) Deutschland
a-myc (71D10), Kaninchen (#2278) 1:1000 in 5% BSA in TBS-T Cell Signaling Technology,
1:100 in 100 ul FACS-Puffer (1,2 Frankfurt, Deutschland
He)
phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) 1:1000 in 5% BSA in TBS-T Cell Signaling Technology,
XP® AK, Kaninchen (#9145) Frankfurt, Deutschland
STAT3 (124H6) AK, Maus (#9139) 1:1000 in 5% Milch in TBS-T Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland
phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 1:1000 in 5% BSA in TBS-T Cell Signaling Technology,
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP® Frankfurt, Deutschland
AK, Kaninchen (#4370)
p44/42 MAPK (ERKI1/2) AK, 1:1000in 5% BSA in TBS-T Cell Signaling Technology,
Kaninchen (#9102) Frankfurt, Deutschland
phospho-AKT (Ser473) (D9E) XP® 1:1000 in 5% BSA in TBS-T Cell Signaling Technology,
AK, Kaninchen (#4060) Frankfurt, Deutschland
AKT AK, Kaninchen (#9272) 1:1000 in 5% BSA in TBS-T Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland
POD-konjugierte Maus AK, 1:2500 in 5% Milch in TBS-T Pierce™, Thermo Fisher
Kaninchen (#31451) und Kaninchen Scientific, Waltham, MA,
AK, Ziege (#31462) USA

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation von Bakterien

Zur Vervielfdltigung von Plasmid-DNA wurde die Transformation von Bakterien
durchgefiihrt. Dazu mussten chemisch-kompetente E.coli generiert werden, die bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm (ODgoo) von 0,6 angezogen wurden. In Gegenwart hoher Ca?'-
Konzentration und bei gleichzeitigem Temperaturanstieg auf 42°C sind Prokaryoten in der

Lage, DNA aufzunehmen und in ihr Genom zu integrieren. Der Temperaturanstieg erhoht
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die Durchlissigkeit der Bakterienmembran zur DNA-Aufnahme, wihrend das Ca®" die
AbstoBung von Bakterienmembran und DNA verringert. Zuerst wurde ein Aliquot von 30
ul chemisch-kompetenter E.coli XL-1-Blue auf Eis fiir 5 min aufgetaut. AnschlieBend
wurden 1 pl Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz hinzugegeben und auf Eis fiir 5 min
inkubiert. Dann erfolgte die Hitzeschock-Transformation, bei der das Gemisch aus
Bakterien, Plasmid-DNA oder Ligationsansatz bei 42°C fiir 1 min erhitzt wurde. Erneut
wurden die Zellen auf Eis fiir 5 min inkubiert, bis schlielich 500 ul vorgewarmtes LB-
Medium hinzugegeben wurde. Nach Inkubation bei 37°C und 1400 revolutions per minute
(rpm) fiir 1 h wurden 100 pl dieses Gemisches auf eine LB-Agar-Platte mit passendem

Selektionsantibiotikum ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2 Priparation der Plasmid-DNA und Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Mini-Praparation wurde durchgefiihrt, um Plasmid-DNA aus putativen E.coli-Klonen
nach Transformation zu isolieren. Dazu wurden 2 ml LB-Medium, versetzt mit passendem
Selektionsantibiotikum, mit einer E.coli-Kolonie beimpft und bei 37°C und 1400 rpm iiber
Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 6000 rpm und Raumtemperatur (RT)
fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet in 100 pl eiskaltem S1-
Puffer resuspendiert. Im S1-Puffer befindet sich RNase A, sodass die Plasmid-DNA zum
Schluss frei von RNA ist. Dann wurden 200 pul S2-Puffer hinzugegeben, um die Zellen
alkalisch zu lysieren. Nach mehrfachem Invertieren fiir 5 min mussten 150 pl des
neutralisierenden S3-Puffers, welcher Kaliumacetat zur Denaturierung zelluldrer Proteine
enthdlt, hinzugegeben werden. Nach Inkubation auf Eis fiir 10 min wurden durch
Zentrifugation (13000 rpm, 4°C, 10 min) die zelluldren denaturierten Proteine von der sich
nun im Uberstand befindenden DNA getrennt. Zur Priizipitation der DNA wurde der
Uberstand mit 900 ul eiskaltem 100%igem Ethanol versetzt und zentrifugiert (13000 rpm,
4°C, 15 min). Der Uberstand wurde entfernt und das DNA-Pellet mit 500 ul 70%igem
Ethanol und Zentrifugation (13000 rpm, 4°C, 5 min) gewaschen. Das gewonnene DNA-
Pellet wurde in 30 pl H2Oqq gelost.

Zur Gewinnung groBerer Mengen Plasmid-DNA (1-10 pg/ul) wurde die Midi-
Priparation durchgefiihrt. Nach Restriktionsanalyse der mittels Mini-Préparation isolierten
Plasmid-DNA (vgl. Abschnitt 2.2.3) wurden 100 ml LB-Medium, versetzt mit passendem
Selektionsantibiotikum, mit der positiven E.coli-Kolonie beimpft und bei 37°C und 120 rpm
tiber Nacht inkubiert. Die sich vermehrten Bakterien wurden zentrifugiert (4000 rpm, 4°C,

15 min), der Uberstand verworfen und die DNA-Priiparation mit Hilfe des NucleoBond®
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Xtra Midi Kits nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der im Kit enthaltene Filter hilt die
lysierten Zellfragmente fest, sodass nur die Plasmid-DNA diesen passieren kann, wéihrend
die im Kit enthaltene Sdule mit Silikatgranulat als positiver Anionenaustauscher die negativ-
geladene Plasmid-DNA bindet. Zur Prazipitation der DNA wurden die Proben mit 3,5 ml
Isopropanol versetzt und zentrifugiert (14000 rpm, 4°C, 30 min). Der Uberstand wurde
entfernt und das DNA-Pellet mit 700 pl 70%igem Ethanol und Zentrifugation (14000 rpm,
4°C, 5 min) gewaschen. Das gewonnene DNA-Pellet wurde in 100 pl HoOqq gelost.

Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA konnte mittels UV-Spektroskopie am
NanoDrop® bestimmt werden. Je nach DNA-Konzentration wird UV-Licht unterschiedlich
stark absorbiert. Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz besteht ein Zusammenhang
zwischen DNA-Konzentration und Intensitit des UV-Lichtstrahls, das die DNA-Probe
passiert. So konnte durch Messung der Absorption bei 260 nm die DNA-Konzentration
bestimmt werden. Eine Extinktion von 1 entsprach einer Konzentration von 50 pg/ml

dsDNA bzw. 33 pg/ml ssDNA.

2.2.3 Restriktive Spaltung der Plasmid-DNA

Die weitergehende Analyse und Klonierung der durch Mini- und Midi-Priparation isolierten
Plasmid-DNA  erfolgte durch restriktive Spaltung mit Restriktionsenzymen.
Restriktionsenzyme sind bakterielle Endonukleasen, die DNA im Bereich spezifischer
palindromischer Sequenzen an der Phosphodiesterbindung schneiden. Es entstehen Enden
ohne (blunt ends) oder mit (sticky ends) Uberhiingen. Zur Restriktionsanalyse und Ligation
(vgl. Abschnitt 2.2.5) wurden 1 pg Plasmid-DNA auf ein Gesamtvolumen von 20 ul fiir 2 h
bzw. 10 pg Plasmid-DNA auf ein Gesamtvolumen von 40 pl iiber Nacht bei 37°C mit
Restriktionsenzymen versetzt. Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von DNA-Ladepuffer
oder durch Deaktivierung des Restriktionsenzyms bei 65°C fiir 20 min beendet. Die
resultierenden DNA-Banden konnten mittels Agarosegelelektrophorese getrennt und falls
gewiinscht mittels Gelextraktion isoliert werden (vgl. Abschnitt 2.2.6). Alle
Restriktionsenzyme mit dazugehdrigen Standard-Puffern stammten von Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Fiir die Planung und Gestaltung der Plasmid-Klonierung
wurde die DNA-Analyse Software pPDRAW32 von AcaClone (https://www.acaclone.com)

benutzt.
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2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Amplifizierung einer spezifischen DNA-
Sequenz und entspricht somit einer in vitro-DNA-Replikation. Zur Durchfiihrung werden
DNA-Matrize, entsprechende Puffer, zwei sequenzspezifische Oligonukleotide (fwd und rev
Primer), Desoxyribonukleotide (dNTP), eine thermostabile DNA-Polymerase und ein
Thermocycler benotigt. Nach Ansetzen des PCR-Gemisches folgt die initiale Denaturierung
durch Erhitzen. Dann laufen mehrere Zyklen bestehend aus Denaturierung, Annealing und
Elongation ab. Denaturierung bezeichnet die Auftrennung der Einzelstringe, Annealing die
Hybridisierung der Primer an die DNA-Matrize und Elongation die Vervielfiltigung des
gewiinschten DNA-Abschnitts mittels thermostabiler DNA-Polymerase unter Verbrauch
von dNTP als Substrate. Nach diesen Zyklen folgt eine finale Elongation. PCR-Reaktionen,
bei denen das PCR-Produkt als insert in einen linearisierten Vektor integriert werden sollte,
wurden mit der Pfi oder Phusion® DNA-Polymerase durchgefiihrt, da diese eine 3°-5‘-
Exonuklease-Aktivitdt als Korrekturlesefunktion besitzen. Die Colony-PCR, die zur
Analyse putativer E.coli-Klone nach erfolgreicher Transformation diente, wurde mit der
DreamTaq DNA-Polymerase durchgefiihrt. Dazu wurden 20 ul H>Og¢ mit einer
Bakterienkolonie in einem PCR-Reaktionsgefdll angeimpft. Im Folgenden sind die PCR-
Ansitze fiir die verschiedenen DNA-Polymerasen (Tabelle 12) und die dazugehoérigen PCR-
Programme (Tabelle 13) aufgelistet. Alle DNA-Polymerasen und die dazugehdrigen Puffer
stammten von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Die PCR-Produkte wurden
anschliefend mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und falls gewliinscht mittels

Gelextraktion isoliert (vgl. Abschnitt 2.2.6).

Tabelle 12: PCR-Anséitze unter Verwendung verschiedener Polymerasen

Pfu Phusion® DreamTaq

1 ul DNA-Matrize (ca. 50 ng) 1 ul DNA-Matrize (ca. 50 ng) 5 pl DreamTaq-Puffer

5 pl Pfu Puffer 10 pl HF-Puffer 4 ul MgCl12 (25 mM)

3 pl fwd Primer (10 pM) 2,5 pl fwd Primer (10 pM) 2,5 pl fwd Primer (10 pM)
3 ul rev Primer (10 pM) 2,5 pl rev Primer (10 uM) 2,5 pl rev Primer (10 uM)

1 pl NTP (10 mM) 1 pl ANTP (10 mM) 1 pl NTP (10 mM)

0,5 pl Pfu Polymerase (2,5 U/ul) 1 ul Phusion® Polymerase (2,5 U/ul) 0,2 pl DreamTaq (1 U/pl)

H>04q4 ad 50 pl H>044 ad 50 pl H>044 ad 30 pul

Tabelle 13: PCR-Programme unter Verwendung verschiedener Polymerasen

Phase Pfu Phusion® DreamTaq

Initiale Denaturierung 95°C, 5 min 98°C, 4 min 95°C, 5 min
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Phase Pfu Phusion® DreamTaq
30x
Denaturierung 95°C, 1 min 98°C, 15s 95°C, 1 min
Annealing 60°C, 1 min 60°C, 30 s 60°C, 1 min
Elongation 72°C, 2 min 72°C,45 s 72°C, 2 min
Finale Elongation 72°C, 5 min 72°C, 10 min 72°C, 5 min
Kiihlung 4°C, 4°C, 4°C,

2.2.5 Ligation von Plasmid-DNA

Um ein DNA-Fragment als insert in ein als Vektor fungierendes Plasmid einzufiigen, musste
eine Ligation erfolgen. Bei der Ligation werden insert und Vektor an ihren 3’-OH- und 5°-
Phosphat-Enden via ATP-Hydrolyse und Phosphodiesterbindung verkniipft. Hierzu wurden
mittels restriktiver Spaltung die pCR-Script- (HinclI), p409- (Pmel), pMOWS- (EcoNI und
BamHI) und pcDNA3.1- (vgl. Abschnitte 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4, 3.2) Vektoren linearisiert.
Bei den pMOWS-Vektoren mussten darauthin die aus sticky ends bestehenden 5°-Enden zu
blunt ends aufgefiillt werden. Dies geschah durch Inkubation mit dem Klenow-Fragment
von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) bei 37°C fiir 10 min und anschlieBend
95°C fiir 10 min. Die linearisierten Vektoren pCR-Script, p409 und pMOWS-puro bzw.
pMOWS-hygro mussten zudem dephosphoryliert werden. Die Dephosphorylierung
verhindert eine Re-Ligation von 5°‘- und 3°-Enden, wie sie bei blunt ends vorkommt. Nach
Deaktivierung des Restriktionsenzym durch kurzzeitige Erhitzung wurde die alkalische
Phosphatase FastAP™ mit dazugehorigem Puffer von Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA) zu 40 pl gespaltener Plasmid-DNA hinzugegeben und bei 37°C fiir 2 h inkubiert.
Die inserts wurden entweder mittels PCR oder restriktiver Spaltung aus
Expressionsvektoren hergestellt. Die PCR-Produkte (vgl. Abschnitte 3.1.1, 3.1.3, 3.2)
wurden im Sinne eines Zwischenschritts in den pCR-Script- oder p409-Vektor kloniert,
bevor sie nach restriktiver Spaltung mit dem endgiiltigen Vektor ligiert wurden. Dazu wurde
das PCR-Produkt an den 5‘-Enden phosphoryliert, indem es mit der T4-Polynukleotidkinase
von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) versetzt wurde. AnschlieBend erfolgte
die Reinigung der Vektoren und des inserts mittels Agarosegelelektrophorese und
Gelextraktion (vgl. Abschnitt 2.2.6). Die fiir die Ligation bendtigte Menge insert wurde
mittels folgender Formel bestimmt:

5 X Vektor [ng] X insert Lange [bp]
Vektor Lange [bp]

insert [ng] =
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Der Ligationsansatz bestand aus 75-100 ng Vektor, der bestimmten Menge insert, 2 pl T4-
DNA-Ligase, 2 pl T4-Ligase-Puffer, 2 ul PEG4000 (bei blunt end-Ligation) und H20 ad 20
ul und wurde bei Raumtemperatur fiir 2 h (sticky end) bzw. bei 4°C iiber Nacht (blunt end)
inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl zur Transformation chemisch-kompetenter E.coli
eingesetzt (vgl. Abschnitt 2.2.1). Die T4-DNA-Ligase, der dazugehorige Puffer und
PEG4000 stammten von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Das
Ligationsprodukt wurde schlieBlich in E.coli transformiert (vgl. Abschnitt 2.2.1).

2.2.6 Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion

Zur Trennung der DNA-Fragmente wurde die Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Nach
Anlage eines elektrischen Feldes wandern DNA-Fragmente unterschiedlich je nach Anzahl
threr Basenpaare (bp) durch die Poren eines Agarosegels. Durch Zugabe von
Ethidiumbromid, welches zwischen die Basen der DNA interkaliert, fluoresziert die DNA
unter UV-Licht. In dieser Arbeit wurden 1%ige Agarosegele in TAE-Puffer mit 0,001%
Ethidiumbromid und eine Spannung von 100 V benutzt. Die GeneRuler™ Express DNA
Ladder 100-5000 bp und GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder wurden als GroBenstandards
mitaufgetragen. Zur Visualisierung wurde das Gel iX Imager Geldokumentationssystem
verwendet.

AnschlieBend konnten die gewiinschten DNA-Banden aus dem Gel extrahiert
werden. Unter UV-Licht wurde das gewiinschte DNA-Fragment mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Dann erfolgte die Reinigung mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Kit nach Herstellerangaben. Dieses Kit wurde ebenfalls zur Reinigung von PCR- und

Restriktionsprodukten eingesetzt.

2.2.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der in dieser Arbeit klonierten Plasmide erfolgte durch Microsynth
Seqlab (Gottingen, Deutschland). Dabei wurden entweder eigene oder Oligonukleotide der
Firma genutzt. Die Auswertung der Nukleotidsequenzen wurde mit den Programmen
ClustalW2 von EMBL-EBI (Cambridge, UK) und Chromas Lite von Technelysium (South
Brisbane, Australien) durchgefiihrt.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zelllinie CHO-K1 zur Erzeugung konditionierter
Zellkulturiiberstande mit den fluoreszierenden Proteinen, die Verpackungszelllinie Phoenix-
Eco zur retroviralen Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen und die Zelllinie Ba/F3-gp130
zur Analyse der Aktivitét synthetischer Zytokinrezeptoren verwendet. CHO-K1-Zellen sind
adhérente, immortalisierte Ovarienzellen des Zwerghamsters (129, 130). Phoenix-Eco-
Zellen sind adhérente, humane embryonale Nierenzellen, deren Genom unter anderem die
drei Gene gag, pol und env zur Produktion von Retroviren besitzt (127). Ba/F3-Zellen sind
murine Pro-B-Lymphozyten, die IL-3-abhéngig proliferieren (131, 132). Ba/F3-gp130-
Zellen sind genetisch modifizierte Ba/F3-Zellen, die mit der cDNA vom humanen gp130
stabil transduziert wurden und aufgrund der gp130-Expression in Gegenwart von Hyper-IL-
6 kultiviert werden kdnnen (128).

Die adhidrenten Zellen der Linie CHO-K1 und Phoenix-Eco wurden wdchentlich
zweimal im Verhiéltnis 1:20 bzw. wochentlich einmal im Verhiltnis 1:50 passagiert. Fiir die
Subkultivierung wurden die CHO-KI- und Phoenix-Eco-Zellen mit sterilem PBS
gewaschen und mittels 2 ml Trypsin-EDTA-L&sung bzw. PBS abgelost, um im selben
Verhiltnis auf eine neue Zellkulturschale oder -platte {iberfiihrt zu werden. Die
verschiedenen Ba/F3-gp130-Zelllinien wurden wochentlich im Verhéltnis 1:40000
passagiert und durch Zugabe von Hyper-IL-6 kultiviert. Ba/F3-gp130-Zellen, die den
murinen [L-23 Rezeptorkomplex exprimieren (Ba/F3-mIL-12RpB1-mIL-23), konnten
zusiétzlich durch Gabe von Hyper-Interleukin-23 (Hyper-IL-23) wachsen. Alle Zelllinien
wurden in DMEM ™" bei 37°C und 5% CO> kultiviert.

2.3.2 Transfektion, retrovirale Transduktion und Selektion von Zellen

Damit eukaryotische Zellen aus der cDNA die gewiinschten Proteinketten exprimieren,
miissen CHO-K1- und Phoenix-Eco-Zellen transfiziert und Ba/F3-gp130-Zellen retroviral
transduziert werden. AnschlieBend miissen die Zellen, die die cDNA erfolgreich in ihr
Genom integriert haben, selektiert werden. Zur Transfektion wurde das
Transfektionsreagenz TurboFect™ benutzt, welches einen positiv geladenen Komplex mit
der einzuschleusenden Plasmid-DNA bildet und diese so vor enzymatischem Abbau schiitzt.
CHO-K1-Zellen wurden zu 1,5 x 10° Zellen pro 10cm-Zellkulturschale mit 10 ml DMEM*"*

ausgesit und fiir die Expression der fluoreszierenden Proteine stabil transfiziert, wiahrend
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Phoenix-Eco-Zellen zu 8 x 10° Zellen pro 6-well Zellkulturplatte mit je 2 ml DMEM"*
ausgesit und zum Zweck der retroviralen Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen genutzt
wurden. Die Zellzdhlung erfolgte mit dem TC10™ Zellzédhler in einer 1:1-Verdiinnung mit
Trypan-Blau. Die CHO-K1- und Phoenix-Eco-Zellen wurden einen Tag nach dem Ausséden
mit einem Gemisch aus 1 ml DMEM™", 5 pug Plasmid-DNA und 10 pl TurboFect™ bzw. 200
ul DMEM™, 1 pg Plasmid-DNA und 2 pl TurboFect™ versetzt. Dazu musste das Gemisch
vorher fiir 15-20 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach behutsam auf die Zellen
getropft werden. Nach 6 h erfolgte ein Wechsel des Mediums, wobei das neue Medium von
den Phoenix-Eco-Zellen 30% statt 10% fotales Kdlberserum enthielt.

Phoenix-Eco-Zellen transkribieren die aufgenommene Plasmid-DNA in mRNA,
welche in Virushiillproteine verpackt wird. Die Viruspartikel infizieren Ba/F3-gp130-
Zellen, die wiederum die mRNA mittels Reverser Transkriptase in cDNA umwandeln und
die cDNA in ihr Genom integrieren. Fiir die retrovirale Transduktion wurden die retroviralen
Vektoren pMOWS-hygro und pMOWS-puro benutzt, die zwei long tandem repeats (LTRs)
und ein Verpackungssignal besitzen. Einen Tag nach Transfektion der Phoenix-Eco-Zellen
mit den entsprechenden Plasmiden wurde der Uberstand der Phoenix-Eco-Zellen, der die
benodtigten Viruspartikel enthélt, durch Zentrifugation (4000 rpm, RT, 5 min) von
Zelltriimmern befreit. Dann wurden 250 pl des Uberstandes und 3 pl (2,4 pg) Polybrene zur
Erhéhung der Transduktions-Effizienz zu 1 x 10° Ba/F3-gp130-Zellen gegeben. Die
retroviral transduzierten Zellen wurden zentrifugiert (1800 rpm, RT, 2,5 h), der Uberstand
verworfen und die Zellen in 5 ml DMEM"" resuspendiert. Als Wachstumsstimulus wurde
den frisch transduzierten Ba/F3-gp130-Zellen rekombinantes Hyper-IL-6 gegeben.

Nach 48 h wurden die retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-Zellen je nach
Ausgangs-Vektor mit Hygromycin-B oder Puromycin fiir mindestens 2 Wochen selektiert
(vgl. Abschnitt 3.1.5). Die Expression der SyCyRs wurde mittels Durchflusszytometrie (vgl.
Abschnitt 2.3.3) und Western Blot (vgl. Abschnitt 2.4.2) nachgewiesen. Die stabil
transfizierten CHO-K1-Zellen, die die fluoreszierenden Proteine sezernierten, wurden mit
G418 selektiert und kultiviert. Die Expression der fluoreszierenden Proteine wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopie mit dem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 und mittels Western Blot

(vgl. Abschnitt 2.4.2) nachgewiesen.

2.3.3 Durchflusszytometrie

Nach erfolgreicher Selektion der retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-Zellen konnte die
Analyse der Oberflichenexpression von SyCyRs mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt
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werden. Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Zellen nach Passieren
eines Lichtstrahls angeregt werden und optische Signale abgeben, die registriert werden
konnen. Zu diesem Zweck miissen spezifische, mit Fluorophoren gekoppelte Antikorper die
Zytokinrezeptoren auf der Zelloberfliche binden. Zuerst wurden die zu analysierenden
Ba/F3-gp130-Zellen mit sterilem PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Dann wurden
5 x 10° Zellen in ein neues ReaktionsgeféB iiberfiihrt, zentrifugiert (2000 rpm, 4°C, 5 min)
und in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (2000 rpm, 4°C, 5
min) wurden die Zellen in 100 ul FACS-Puffer mit dem Primérantikérper auf Eis fiir 2 h
lichtgeschiitzt inkubiert. Als Primérantikdrper wurden fiir Gyun-IL-12R1 und SyCyR(IL-
23R) der myc (71D10) und fiir Cvuu-IL-23R der Flag (DYKDDDDK) Antikérper
eingesetzt. Die Zellen wurden erneut mit FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (2000
rpm, 4°C, 5 min), um nicht gebundenen Primérantikorper zu entfernen. Darauthin wurden
die Zellen in 100 pl FACS-Puffer mit dem Sekundérantikorper bei 4°C fiir 1 h lichtgeschiitzt
inkubiert. Als Sekunddrantikérper wurde der fluoreszierende Antikorper Alexa Fluor 488
verwendet. Die Zellen wurden erneut mit FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (2000
rpm, 4°C, 5 min), um nicht gebundenen Sekundérantikdrper zu entfernen. Zum Schluss
wurden die Zellen in 500 ul FACS-Puffer gelost und am FACS Canto II analysiert. Die
Auswertung erfolgte mit der FCS Express 4 Flow Cytometry Software von De Novo
Software (Los Angeles, CA, USA).

2.3.4  Zellviabilititsassay

Das Proliferationsverhalten der transduzierten Ba/F3-gpl130-Zellen wurde mit dem
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay untersucht. Das Prinzip des Zellviabilititsassays basiert
darauf, dass der Redoxfarbstoff Resazurin von metabolisch aktiven Zellen zum
fluoreszierenden Resorufin umgesetzt wird. Durch Fluoreszenzmessung kann die Menge des
umgesetzten Resorufin, welche proportional zur Anzahl der lebenden Zellen ist, bestimmt
werden. Zundchst wurden Ba/F3-gp130-Zellen dreimalig mit sterilem PBS gewaschen
(1500 rpm, RT, 5 min), um restliche Zytokine, die zu einer Verzerrung der Ergebnisse
gefiihrt hitten, zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen in DMEM™" resuspendiert,
auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml gebracht und die fluoreszierenden Proteine
hinzugegeben. Fiir jede Untersuchung wurden jeweils 100 pl der Zellen in je drei
Vertiefungen einer 96-well Zellkulturplatte (Triplikate) bei 37°C und 5% CO; fiir
mindestens 48 h inkubiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach Zugabe von 20 pl

CellTiter-Blue-Losung direkt zum Zeitpunkt 0 und alle weitere 20 Minuten. Die Messung
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der Exzitation bei 560 nm und Emission bei 590 nm erfolgte mit dem Infinite 200 PRO plate
reader. Die Messwerte wurden durch Subtraktion der Messwerte zum Zeitpunkt O normiert.
Fiir mehrfache Vergleiche wurde die einfache Varianzanalyse (one-way ANOVA), gefolgt
von der Bonferroni-Korrektur, eingesetzt und mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Dabei wurde ein
Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).

2.3.5 Stimulationsassay

Der Stimulationsassay wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob der JAK/STAT-, der
MAPK/ERK1/2- oder der PI3K/AKT-Signalweg in retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-
Zellen nach Stimulation mit synthetischen Liganden aktiviert werden. Die verschiedenen
Ba/F3-gp130-Zellen wurden dreimalig mit sterilem PBS und Zentrifugation (1500 rpm, RT,
5 min) gewaschen. Die Zellen wurden in DMEM ™" resuspendiert, zu je 2 ml aufgeteilt und
bei 37°C und 5% CO; fiir 5-6 h inkubiert (starving). Anschlieend erfolgte die Stimulation
mit fluoreszierenden Proteinen fiir 30 min. Die Zellen wurden nach Zentrifugation (1500
rpm, RT, 5 min) geerntet und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Nach Herstellung der
Zelllysate und Bestimmung des Proteingehalts (vgl. Abschnitt 2.4.1) konnte die
Phosphorylierung der Signalproteine STAT3, ERK1/2 und AKT mittels Western Blot
analysiert werden (vgl. Abschnitt 2.4.2). Zur Detektion der Signalproteine wurden fiir
STAT3 der phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) und STAT3 (124H6), fir ERK 1/2 der
phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) und p44/42 MAPK
(ERK1/2) und fiir AKT der phospho-AKT (Ser473) (D9E) und AKT Antikorper eingesetzt
(vgl. Abschnitt 2.1.7).

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten und Bestimmung des Proteingehalts

Zelllysate von Ba/F3-gp130-Zellen wurden zur Analyse der aktivierten Signalproteine und
der Expression von SyCyRs hergestellt. Zunédchst wurden die Suspensionszellen direkt in
ein Reaktionsgefdl} {iberfiihrt. Anschliefend wurden sie mittels 200 pl phospho-STAT3-
Lyse-Puffer bei 4°C fiir 2 h lysiert. Nach Zentrifugation (14000 rpm, 4°C, 15 min) wurde
der Uberstand mit dem darin enthaltenen Zelllysat bei -20°C gelagert.

Der Proteingehalt der Ba/F3-gp130-Zelllysate wurde mit Hilfe des Bicinchoninsdure

(BCA) Protein Assay Kits nach Herstellerangaben bestimmt. In Anwesenheit von Proteinen
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wird Cu** zu Cu" reduziert und der Komplex aus BCA und einwertigem Kupfer ergibt einen
violetten Farbstoff. So kann der Proteingehalt durch Messung der Absorption bei 562 nm
bestimmt werden. Steigende Konzentrationen von BSA wurden zur Erstellung einer
Standardgeraden benutzt. Fiir jede Untersuchung wurden die Zelllysate 1:20 in H2Ouq

verdiinnt und in je zwei Vertiefungen einer 96-well Zellkulturplatte (Duplikate) gemessen.

2.4.2 Western Blot

Der Western Blot bezeichnet die Trennung, Ubertragung und Immundetektion von
Proteinen. Die sodium dodecyl sulfate (SDS-) Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
diente zur Auftrennung von Proteinen der Zelllysate oder Zellkulturiiberstdnde anhand ihrer
molekularen Masse. Nach Anlage eines elektrischen Feldes wandern Proteine je nach
Molekulargewicht unterschiedlich schnell durch die Poren des Polyacrylamidgels. Dabei ist
der isoelektrische Punkt der Proteine vernachléssigbar, weil durch das Anlagern des negativ
geladenen SDS an die Proteine eine einheitliche Ladungsdichte entsteht. Das
Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammelgel fiir das Auftragen der Proben und einem
Trenngel zur Trennung der Proteine (Tabelle 14). Die Proteine wurden vor der SDS-PAGE
mit 3-Mercaptoethanol-haltigem Liammli-Puffer versetzt und bei 95°C fiir 10 min inkubiert,
um Disulfidbriicken aufzuspalten und die Proteine zu linearisieren. AnschlieBend wurden 20
pul bzw. 50 pg Protein aufgetragen und die SDS-PAGE bei 90 V durchgefiihrt. Der

PageRuler™ Prestained Protein Ladder wurde als GroBenstandard aufgetragen.

Tabelle 14: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel

Sammelgel Trenngel
H>O 2,28 ml 3,3 ml
30%ige Acrylamid-Losung 0,67 ml 4 ml
Sammel-/Trenngelpuffer 1 ml 2,6 ml
10%iges APS 40 pl 100 pl
TEMED 4 ul 4 ul

AnschlieBend erfolgte der Transfer von Proteinen vom SDS-Elektrophoresegel auf eine
PVDF-Membran und der Nachweis mittels Immundetektion. Bei der Inmundetektion bindet
der Primdrantikdrper spezifisch das zu analysierende Protein, wéhrend der
Sekundérantikorper wiederum den Primérantikorper erkennt. Am Sekundérantikorper ist
eine Peroxidase gekoppelt, deren Aktivitdit nach Hinzugabe eines geeigneten Substrats
nachweisbar ist. Zundchst wurde die PVDF-Membran fiir 2 min in Methanol aktiviert und

in Transferpuffer dquilibriert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Trans-Blot® Turbo™
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Transfer System genutzt. Das Transferpaket setzte sich, von unten nach oben, aus 4 Lagen
Filter-Papier, PVDF-Membran, SDS-Polyacrylamid-Gel und weiteren 4 Lagen Filter-Papier
zusammen. Das Filter-Papier wurde in Transferpuffer getrdnkt. Der Transfer auf die
Membran erfolgte mit einem senkrecht zum Elektrophoresegel angelegten elektrischen Feld
(1 A, 20 V, 60 min). Die Membran wurde fiir 2-3 h in 5%iger Magermilchldsung bei
Raumtemperatur inkubiert, um freie Proteinbindestellen zu blockieren. AnschlieBend wurde
der Primarantikorper hinzugegeben und die Membran bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Als
Primdrantikérper wurden die beim Stimulationsassay angegebenen Antikorper fiir die
Signalproteine (vgl. Abschnitt 2.3.5), fir Gyun-IL-12RB1 und SyCyR(IL-23R) der myc
(71D10), fiir Cyun-IL-23R der Flag (DYKDDDDK) und fiir die fluoreszierenden Proteine
der GFP und der Flag (DYKDDDDK) Antikorper eingesetzt (vgl. Abschnitte 3.1, 3.2, 3.3,
3.4). Die Membran wurde anschlieend dreimalig mit TBS-T gewaschen und fiir 2 h bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Sekundérantikérper inkubiert. Als
Sekundérantikdrper wurden die POD-konjugierte Maus und Kaninchen Antikdrper
verwendet. Die Detektion der Proteine wurde mit dem Immobilon™ Western HRP Substrat
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Mit dem ChemoCam /mager und der ChemoStar
Professional Software wurde die Immundetektion ausgewertet. Fiir eine weitere Beprobung
konnte die Membran bei 60°C in stripping-Puffer fiir 30 min inkubiert und danach erneut
geblockt werden. Die Software Image)] des NIH (Bethesda, MD, USA) wurde als
Bildbearbeitungsprogramm der in dieser Arbeit gezeigten Western Blots genutzt. Zur
Berechnung der Molekulargewichte der Proteine wurde das Portal ExXPASy vom Schweizer

Institut fiir Bioinformatik (https://www.expasy.org) genutzt.

2.4.3 Quantifizierung von fluoreszierenden Proteinen in Zellkulturiiberstinden

Die fluoreszierenden Proteine aus den konditionierten Zellkulturiiberstinde der stabil
transfizierten CHO-K1-Zellen konnten mittels Fluoreszenzmessung anhand einer
Standardkurve vom rekombinanten GFP quantifiziert werden. Dafiir wurde eine
lichtgeschiitzte 96-well Zellkulturplatte genutzt, in deren Vertiefungen 100 ul des jeweiligen
konditionierten Zelliiberstandes bzw. einer bestimmten Konzentration von rGFP pipettiert
wurde. Das rGFP wurde in Konzentrationen von 10 bis 0,3 pg/ml in Zellkulturiiberstand
gleich behandelter, untransfizierter CHO-K1-Zellen verdiinnt. Alle Fluoreszenzwerte
wurden in Duplikaten gemessen und durch Subtraktion der Werte der Zellkulturiiberstéinde

untransfizierter CHO-K1-Zellen normiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit einer
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Exzitation bei 483 nm und einer Emission bei 535 nm mit dem Infinite 200 PRO plate

reader.
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3 Ergebnisse

3.1 Konstruktion und Expression der SyCyRs

Um den Signalweg von IL-23 mittels synthetischer Rezeptoren zu phinokopieren, wurde
der Rezeptorkomplex aus IL-12Rf1 und IL-23R molekularbiologisch verandert. Da der
Signalweg der synthetischen Zytokinrezeptoren derselbe sein sollte wie der von IL-23,
mussten die intrazelluldiren Domédnen der Rezeptoren unveridndert bleiben, damit dieselben
zytoplasmatischen Signalproteine an die Rezeptoren binden und aktiviert werden konnten.
Die ligandenbindenden, extrazelluldren Doménen der Rezeptoren mussten allerdings ersetzt
werden, um eine Dimerisierung der Rezeptoren mit nicht-physiologischen Liganden zu
initialisieren. Dafiir boten sich die fluoreszierenden Proteine GFP und mCherry als Ersatz
fiir p40 und p19 an. Die ligandenbindenden Dominen der Rezeptoren mussten folglich durch
spezifische GFP- und mCherry-bindende nanobodies (Gvun, Cvun) ausgetauscht werden.
Ein heterodimeres GFP:mCherry-Fusionsprotein, bei dem GFP und mCherry an IL-12Rf1
bzw. IL-23R binden, konnte somit eine Rezeptordimerisierung und darauffolgend eine
Signaltransduktion ausldsen, die normalerweise durch IL-23 entsteht.

Dementsprechend wurde der IL-12RB1 mit einem extrazelluldr liegenden Gvun
fusioniert (Gvuu-IL-12RB1), wihrend der IL-23R mit einem extrazelluldr liegenden Cvun
verknilipft wurde (Cvur-IL-23R). So entstand ein Komplex aus synthetischen
Zytokinrezeptoren (synthetic cytokine receptors, SyCyRs), der die Signaltransduktion von
IL-23 phénokopieren sollte (SyCyR[IL-23]) (Abb. 4). AuBerdem wurden die fiir den Gvun-
IL-12RB1 und den Cvun-IL-23R kodierenden cDNAs in einem offenen Leseraster (ORF)
mittels der  2A-Technologie = kombiniert  (SyCyR[IL-23/2A]) (126). Die
Oberflachenexpression der SyCyRs erfolgte in Ba/F3-gp130-Zellen, wahrend CHO-K1-
Zellen fiir die Produktion der fluoreszierenden Proteine genutzt wurden. Um die Phanokopie
des IL-23 Rezeptorkomplexes nachzuweisen, wurden SyCyRs exprimierende Ba/F3-gp130-
Zellen mit GFP:mCherry-Fusionsproteinen artifiziell stimuliert. Zum einen wurde darauthin
das STAT3/ERK1/2-abhéngige Proliferationsverhalten und zum anderen die Aktivierung
von STAT3, ERK1/2 und AKT als wichtige Signalproteine der IL-23 Signaltransduktion
analysiert. AbschlieBend wurde parallel zur Phénokopie der IL-23 Signaltransduktion
untersucht, inwiefern die Homodimerisierung des IL-23R in Ba/F3-gp130-Zellen eine IL-
23-charakteristische Signaltransduktion auslost. Dazu wurde der IL-23R mit einem

extrazelluldr liegenden Gvunu fusioniert (Gvuu-IL-23R) und die Homodimerisierung dieser
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IL-23R-SyCyRs (SyCyR[IL-23R]) durch Stimulation mit homomeren GFP-Fusionsproteine
induziert (vgl. Abschnitt 3.4).

GFP-mCherry

GFP { H } mCherry
Gyhh {

-
IL-12RpB1

IL-12BR1 IL-23R Guu-IL-12BR1  Cypy-IL-23R

— IL-23R

Abb. 4: Schematische Darstellung der IL-23-SyCyRs. Der grofite Teil der ligandenbindenden,
extrazelluldren Doménen (ECD) des IL-23 Rezeptorkomplexes wurde entfernt und durch GFP- und mCherry-
bindende nanobodies (Gvun, Cvin) ersetzt. Dazu wurde der Gyun an 15 Aminoséuren (AS) der ECD, die
transmembrandre (TMD) und intrazelluldre (ICD) Doménen des IL-12Rf1 fusioniert (Gyun-IL-12RB1). Der
Cvun wurde an 17 AS der ECD, die TMD und ICD des IL-23R fusioniert (Cvun-1L-23R). Durch Bindung eines
heterodimeren GFP:mCherry-Fusionsproteins (GFP-mCherry) wird eine Rezeptor-Heterodimerisierung und
konsekutive Signaltransduktion via TYK2 und JAK2 ausgeldst. Auf diese Weise kann der Signalweg von IL-
23 mittels SyCyRs phanokopiert werden. Modifiziert nach Engelowski et al. 2018 (124).

3.1.1 Konstruktion des Gvan-IL-12Rp1

Fiir die Konstruktion des Gyun-IL-12RB1 wurde der Expressionsvektor pcDNA3.1-Gyuu-
IL-23R, welcher die kodierende cDNA fiir den SyCyR(IL-23R) enthielt und zu Beginn
dieser Arbeit in der AG Scheller bereits vorhanden war, als Vorlage genutzt (vgl. Abschnitt
3.4) (124). Die fiir den Gvun-IL-12RB1 kodierende ¢cDNA wurde durch Fusion der
Sequenzen fiir das humane IL-11R-Signalpeptid (Q14626, AS 1-24), gefolgt von den
Sequenzen fiir den myc-fag (EQKLISEEDL), den GFP-nanobody (Gvun) (94) und den
murinen IL-12RB1 (Q60837), bestehend aus den Aminosduren A551 bis A738 mit 15 AS
der extrazelluldren und den gesamten transmembrandren und intrazelluliren Doménen des
Rezeptors, generiert (Abb. 5). Die fiir den murinen IL-12R1 kodierende cDNA wurde via
PCR aus dem Expressionsvektor p409-mIL-12RB1 amplifiziert und in pcDNA3.1-Gynn-1L-
23R, aus dem die fiir den IL-23R kodierende cDNA entfernt wurde, eingefiigt (Abb. 5). So
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entstand der Expressionsvektor pcDNA3.1-Gvun-IL-12RB1, der die fiir den Gyun-1L-12RB1
kodierende cDNA enthielt (vgl. Abschnitt 6, Ergdnzende Abb. 1).

A
myc-
tag
l
B

EcoRI

 EcoRl

pcDNA3.1- pcDNA3.1-
Gunn-IL-23R EcoRI/Notl- Gunn-IL-23R
Restriktion
Notl Notl EcoRI
o pcDNA3.1-
Ligation [—> Gynn-IL-12Rp1
EcoRI Notl
PCR +
p409- EcoRI/Notl- IL-12RB1
miL-12RE1 Restriktion
Notl

Abb. 5: Expressionskassette des Gvuu-IL-12RB1 (A) und Klonierungsschema fiir pcDNA3.1-Gvun-IL-
12RB1 (B). A Die Expressionskassette des Gyvun-IL-12RB1 besteht aus den Sequenzen fiir das IL-11R-
Signalpeptid (SP), den myc-tag, den GFP-nanobody (Gvun) und den murinen IL-12R[1, bestehend aus den
Aminosduren A551 bis A738 mit 15 AS der extrazelluldren und den gesamten transmembrandren und
intrazelluldiren Doménen des Rezeptors. Modifiziert nach Engelowski et al 2018 (124). B Fiir die
Amplifikation der fiir den IL-12RB1 kodierenden cDNA wurden die Oligonukleotide IL-12R31-EcoRI-FP als
fwd-Primer und IL-12RB1-NotI-RP als rev-Primer genutzt, um EcoRI- und NotI-Schnittstellen in das insert
einzufiigen. Durch restriktive Spaltung mit EcoRI und Notl konnte die fiir den IL-12R[1 kodierende cDNA
mit pcDNA3.1-Gyun-IL-23R, aus dem die fiir den IL-23R kodierende cDNA durch restriktive Spaltung mit
EcoRI und Notl entfernt wurde, ligiert werden. Die gekriimmten Pfeile zeigen die Richtung des ORF von 5°
nach 3¢ an.

3.1.2 Konstruktion des Cvan-IL-23R

Fiir die Konstruktion des Cvuu-IL-23R wurde der Expressionsvektor pcDNA3.1-Cynn-IL-
23R-TM, welcher nicht die gesamte Sequenz des IL-23R enthielt und zu Beginn dieser
Arbeit in der AG Scheller bereits vorhanden war, als Vorlage genutzt (125). Die fiir den
Cvnn-IL-23R kodierende cDNA wurde durch Fusion der Sequenzen fiir das humane IL-11R-
Signalpeptid (Q14626, AS 1-24), gefolgt von den Sequenzen fiir den Flag-tag
(DYKDDDDK), den mCherry-nanobody (Cvun) (95) und den murinen IL-23R (Q8K4B4),
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bestehend aus den Aminosduren A358 bis K644 mit 17 AS der extrazelluldren und den
gesamten transmembrandren und intrazelluldiren Doménen des Rezeptors, generiert (Abb.
6). Die fiir den IL-23R kodierende cDNA wurde aus pcDNA3.1-Gvuu-IL-23R entnommen
und in pcDNA3.1-Cynn-IL-23R-TM, aus dem die fiir den IL-23R-TM kodierende cDNA
entfernt wurde, eingefligt (Abb. 6). So entstand der Expressionsvektor pcDNA3.1-Cyun-1L-
23R, der die fiir den Cvuu-IL-23R kodierende cDNA enthielt (vgl. Abschnitt 6, Ergédnzende
Abb. 2).

A
Flag-
tag
]
—SP Cvun-IL-23R —
B
EcoRlI  EcoRl
pcDNA3.1- pcDNA3.1-
Cunn-IL-23R-TM | ___ ECORI/Notl- Cunn-IL-23R-TM —
Restriktion
Notl Notl EcoRI
o pPcDNA3.1-
Ligation | Cyu-IL-23R
EcoRI EcoRI Notl
pcDNA3.1-
Gynn-IL-23R EcoRI/Notl- IL-23R —_—
Restriktion
Notl Notl

Abb. 6: Expressionskassette des Cvun-IL-23R (A) und Klonierungsschema fiir pcDNA3.1-Cvun-IL-23R
(B). A Die Expressionskassette des Cyun-IL-23R besteht aus den Sequenzen fiir das IL-11R-Signalpeptid (SP),
den Flag-tag, den mCherry-nanobody (Cvin) und den murinen IL-23R, bestehend aus den Aminoséuren A358
bis K644 mit 17 AS der extrazelluldren und den gesamten transmembranéren und intrazelluldren Doménen des
Rezeptors. Modifiziert nach Engelowski ez al. 2018 (124). B Durch restriktive Spaltung mit EcoRI und NotI
wurde die fiir den IL-23R kodierende cDNA aus pcDNA3.1-Gyun-IL-23R entnommen und mit pcDNA3.1-
Cvnn-1L-23R-TM, aus dem die fiir den IL-23R-TM kodierende cDNA durch restriktive Spaltung mit EcoRI
und Notl entfernt wurde, ligiert. Die gekriimmten Pfeile zeigen die Richtung des ORF von 5° nach 3¢ an.

3.1.3 Konstruktion von SyCyR(IL-23/2A)

Um die fiir den Gvuu-IL-12RB1 und den Cvynuu-IL-23R kodierenden cDNAs in einem
offenen Leseraster zu kombinieren (SyCyR[IL-23/2A]), wurde der Expressionsvektor pMK-

Fusio, der die Sequenzen fiir eine Furin-Schnittstelle und das 2A-Peptid enthélt und zu
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Beginn dieser Arbeit in der AG Scheller bereits vorhanden war, als Vorlage genutzt (126).
Durch die Furin-Schnittstelle und die Selbstprozessierung des 2A-Peptids erfolgt eine
posttranslationale Trennung der aus einem einzelnen offenen Leseraster exprimierten
Rezeptoren (133) (Abb. 7). Die Rezeptoren werden somit a priori in dquivalenten Mengen

auf der Zelloberfldache exprimiert und sind biologisch aktiv (126).

Flag- Furin- myc-
tag Schnittstelle tag
] ]

Translation +
2A-Selbstprozessierung

Flag- Furin- myc-
tag Schnittstelle tag

] ]

2A-Rest 2A-Rest
(23 AS) (1AS)

Entfernung von SP und
2A nach Sekretion

Flag- myc-
tag tag

]

Abb. 7: Expressionskassette von SyCyR(IL-23/2A). Die Expressionskassette von SyCyR(IL-23/2A) besteht
aus den Sequenzen fiir das IL-11R-Signalpeptid (SP), den Flag-tag, den mCherry-nanobody (Cvunu), den
murinen IL-23R, bestehend aus den Aminosduren A358 bis K644 mit 17 AS der extrazelluldren und den
gesamten transmembrandren und intrazelluliren Doménen des Rezeptors, die Furin-Schnittstelle, das 2A-
Peptid, ein weiteres IL-11R-Signalpeptid (SP), den myc-tag, den GFP-nanobody (Gyun) und den murinen IL-
12RB1, bestehend aus den Aminosduren A551 bis A738 mit 15 AS der extrazelluldren und den gesamten
transmembrandren und intrazelluliren Doménen des Rezeptors. Durch die posttranslationale
Selbstprozessierung des 2A-Peptids erfolgt die Expression der beiden Rezeptoren aus einem einzelnen offenen
Leseraster. Nach der Sekretion werden die 2A-Reste und die Signalpeptide im Zytoplasma entfernt. Modifiziert
nach Engelowski 2015 und Suthaus et al. 2010 (125, 126).

Die fiir Gyun-IL-12RB1 und Cyun-IL-23R kodierenden cDNAs wurden via PCR aus den
jeweiligen pcDNA3.1-Expressionsvektoren amplifiziert und schrittweise in pMK-Fusio
eingefiigt (Abb. 8). So entstand der Expressionsvektor pMK-Cyuu-IL-23R-2A-Gvun-1L-
12RB1 (pMK-SyCyR[IL-23/2A]), der die fiir beide SyCyRs kodierende cDNA in einem
Leseraster enthélt (vgl. Abschnitt 6, Ergdnzende Abb. 3).
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Xbal
pcDNA3.1- pcDNA3.1-
Cyun-IL-23R Gypn-IL-12RB1
Xhol Hindlll
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Xbal/HindlllI- Xbal/HindllI- Nhel/Xhol-
Restriktion .‘\\0(\ Restriktion Restriktion
NS
Xbal Xbal Nhel
Cynn-IL-23R Cynn-IL-23R-2A Gyun-IL-12RpB1
Hindlll Xhol Hindlll 0,'\\0(\ Xhol
Nhel )
Nhel/Xhol-
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Cyun-IL-23R

Hindlll
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Xhol N\

Gynn-IL-12RB1

Abb. 8: Klonierungsschema fiir pMK-SyCyR(IL-23/2A). Fiir die Amplifikation der fiir den Cvun-IL-23R
kodierenden cDNA wurden die Oligonukleotide Cyun-IL-23R-Xbal-FP als fwd-Primer und Cyun-1L-23R-
HindIII-RP als rev-Primer genutzt, um Xbal- und HindIII-Schnittstellen in das eine insert einzufiigen. Fiir die
Amplifikation der fiir den Gvun-IL-12RB1 kodierenden cDNA wurden die Oligonukleotide Gyvun-IL-12RB1-
Nhel-FP als fwd-Primer und Gvuu-IL-12RB1-Xhol-RP als rev-Primer eingesetzt, um Nhel- und Xhol-
Schnittstellen in das andere insert einzufiigen. Durch restriktive Spaltung mit Xbal und HindIII konnte zuerst
die fiir den Cyun-IL-23R kodierende cDNA mit pMK-Fusio ligiert werden (pMK-Cyun-IL-23R-2A), um
anschlieBend die fiir den Gyun-IL-12RB1 kodierende cDNA durch restriktive Spaltung mit Nhel und Xhol in
pMK-Cyun-IL-23R-2A zu integrieren. Die gekriimmten Pfeile zeigen die Richtung des ORF von 5° nach 3°
an.

3.1.4 Subklonierung der SyCyR-cDNAs in pMOWS-Vektoren

Zur Expression der SyCyRs auf der Oberfliche von Ba/F3-gp130-Zellen erfolgte die
Subklonierung der fiir die SyCyRs kodierenden ¢cDNAs in die Expressionsvektoren
pMOWS-puro und pMOWS-hygro. Dazu wurden die fiir den Gyun-IL-12RB1 und den
Cvnun-IL-23R kodierenden cDNAs aus den jeweiligen pcDNA3.1-Expressionsvektoren
entnommen, wahrend die fiir SyCyR(IL-23/2A) kodierende cDNA aus pMK-SyCyR-(IL-
23/2A) 1soliert wurde. Die fiir den Cvun-1L-23R und SyCyR(IL-23/2A) kodierenden cDNAs
wurden in pMOWS-puro eingefiigt, wohingegen die fiir den Gvuu-IL-12R[31 kodierende
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cDNA in pMOWS-hygro integriert wurde (Abb. 9). Alle in dieser Arbeit hergestellten
Plasmide in pcDNA3.1 und pMK wurden mittels Sequenzierung verifiziert.

Pmel EcoNI EcoRV

pcDNA3.1-
Cvnn-IL-23R/

pMOWS-puro/

pcDNA3.1- pMOWS-hygro
Gynn-IL-12RB1
Pmel BamHI
EcoNI/BamHI-
Pmel- Restriktion + Klenow + EcoRV-
Restriktion Dephosphorylierung Restriktion
blunt end _ blunt end  blunt end
Cynn-IL-23R/ pMOWS-puro-/
Gywi-IL-12RB1 pMOWS-hygro- SyCyR(IL-23/2A)
N e
blunt end blunt end blunt end
Ligation | | Ligation

! l

pMOWS-puro- pMOWS-hygro- pPMOWS-puro-

Cynn-IL-23R Gyun-IL-12RB1 SyCyR(IL-23/2A

Abb. 9: Klonierungsschema fiir die Subklonierung der SyCyR-cDNAs in pMOWS-Vektoren. Durch
restriktive Spaltung mit Pmel konnten die fiir den Cyun-IL-23R und Gvun-IL-12RB1 kodierenden cDNAs aus
pcDNA3.1-Cyun-IL-23R bzw. pcDNA3.1-Gyuu-IL-12RB1 entnommen werden, wihrend die fiir SyCyR(IL-
23/2A) kodierende cDNA aus pMK-SyCyR(IL-23/2A) durch restriktive Spaltung mit EcoRV isoliert wurde.
Die Expressionsvektoren pMOWS-puro und pMOWS-hygro wurden durch restriktive Spaltung mit EcoNI und
BamHI und anschlieBender Auffiillung mit Klenow und Dephosphorylierung passend prépariert. Uber blunt
end-Ligation konnten die fiir die SyCyRs kodierenden cDNAs in die jeweiligen pMOWS-Vektoren integriert
werden. Die gekriimmten Pfeile zeigen die Richtung des ORF von 5° nach 3¢ an.

3.1.5 Retroviral transduzierte Ba/F3-gp130-Zellen exprimieren SyCyRs auf ihrer
Zelloberflache

Zur Expression der SyCyRs auf der Zelloberfldche eukaryotischer Zellen wurde die Zelllinie
Ba/F3-gp130 ausgewihlt, da diese ein besonders gut geeignetes Zellmodell fiir die Analyse
der IL-23 Signaltransduktion darstellt (24). Die in dieser Arbeit verwendeten Ba/F3-gp130-
Zellen wurden mit den fiir die entsprechenden SyCyRs kodierenden pMOWS-
Expressionsvektoren retroviral transduziert (vgl. Abschnitt 3.1.4). So entstanden Ba/F3-
gp130-Zelllinien, die nur den Gvun-1L-12RB1 (Ba/F3-Gvun-1L-12RB1), nur den Cvun-IL-
23R (Ba/F3-Cyun-IL-23R) oder beide fiir die IL-23 Signaltransduktion entscheidenden
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SyCyRs (Ba/F3-SyCyR[IL-23], Ba/F3-SyCyR[IL-23/2A]) exprimierten (Abb. 10). Danach
wurden die retroviral transduzierten Ba/F3-gpl130-Zellen mittels Kultivierung unter
Puromycin bzw. Hygromycin B selektiert, da nur bei Integration der entsprechenden cDNA
ins Genom die Zellen bei Antibiotikagabe iiberleben konnten. Die Ba/F3-gp130-Zelllinie,
die den Gvun-1L-23R exprimierten (Ba/F3-SyCyR[IL-23R]), waren zu Beginn dieser Arbeit
im Besitz der AG Scheller und wurden fiir weitergehende Untersuchungen genutzt (vgl.

Abschnitt 3.4).

i i i i
f f f f
Ba/F3- | pMOWS- i o pMOWS- | Ba/F3-gp130-
gp130 i Expressionsvektor i Ba/F3-gp130-Zellinie iExpressionsvektori Zelllinie
! ! ! !
Ba/F3-
Gynn-IL-12RB1 C,,..
M /L_23R
WA
[Ny
Ba/F3-
Cynn-IL-23R Ba/F3-SyCyR(IL-23)

Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)

Ba/F3-SyCyR(IL-23R)

Abb. 10: Generierung der SyCyRs exprimierenden Ba/F3-gp130-Zelllinien. Ba/F3-gp130-Zellen wurden
als Ausgangszellen verwendet und mit den angegebenen pMOWS-Expressionsvektoren, die die Sequenzen fiir
die entsprechenden SyCyRs enthielten, retroviral transduziert, sodass die abgebildeten Ba/F3-gp130-Zelllinien
entstanden. Die Zelllinien Ba/F3-Gyun-IL-12RB1 exprimieren nur den Gvun-IL-12Rf1, Ba/F3-Cypp-IL-23R
nur den Cyun-IL-23R und Ba/F3-SyCyR(IL-23) bzw. Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A) sowohl Gyuu-IL-12Rp1 als
auch Cypp-IL-23R. Dabei mussten Ba/F3-SyCyR(IL-23)-Zellen in zwei aufeinanderfolgenden retroviralen
Transduktionen hergestellt werden, wéhrend Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen aufgrund des einzelnen offenen
Leserasters der cDNA mittels einer einzigen retroviralen Transduktion erzeugt werden konnten.

Zunichst wurde die Expression der SyCyRs in den retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-
Zellen mittels SDS-PAGE und Western Blot bestétigt (Abb. 11). Der Gvuu-IL-12R31 und
Gvun-IL-23R (vgl. Abschnitt 3.4) konnten anhand ihrer myc-fags detektiert werden,

40



ERGEBNISSE

wihrend der Cvyuu-IL-23R anhand seines Flag-tags erkannt wurde. Ba/F3-gp130-Zellen
ohne SyCyR-Expression wurden in allen Untersuchungen als Negativkontrolle
hinzugezogen. Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse zeigen, dass die in dieser Arbeit
hergestellten SyCyR-cDNAs in den verschiedenen Ba/F3-gpl130-Zelllinien in die
entsprechenden Proteinketten umgesetzt wurden. Da der Proteingehalt der Zelllysate nicht
quantifiziert wurde, ldsst sich allerdings keine Aussage tiiber das Ausmal} der

Rezeptorexpression in den jeweiligen Zellen machen.

Ba/F3-gp130-Zellinien

T Gy Cuhn-
kDa gp130 IL-12RB1 kDa gp130 IL-23R kDa gp130 IL-23R
— 55 — 55 —
ég —] — -myC 40 — - a-myc 40 — S | o-Flag

Abb. 11: Analyse der SyCyR-Expression in retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-Zellen mittels SDS-
PAGE und Western Blot. Zelllysate von Ba/F3-Gvuu-IL-12RB1, Ba/F3-SyCyR(IL-23R) und Ba/F3-
SyCyR(IL-23/2A) wurden hergestellt und mittels Western Blot analysiert. Gleiche Volumina der Zelllysate
(40 pl/Spur) wurden aufgetragen und die SyCyRs mittels o-myc bzw. o-Flag detektiert. Die
Molekulargewichte betragen nach Abspaltung des Signalpeptids 35 kDa fiir Gvun-IL-12Rp, 46 kDa fiir Gvun-
IL-23R und 47 kDa fiir Cyun-IL-23R. Zelllysate von Ba/F3-gp130-Zellen, die keine SyCyRs exprimierten,
wurden ebenfalls mit den Antikdrpern inkubiert und als Negativkontrolle mitaufgetragen. Die Durchfiihrung
dieses Experiments erfolgte in Zusammenarbeit mit Erika Engelowski.

Zur Analyse der Expression von SyCyRs auf der Zelloberfliche wurden die verschiedenen
Ba/F3-gp130-Zelllinien unter Verwendung der Durchflusszytometrie untersucht. Dazu
wurden Ba/F3-Gvun-IL-12RB1-, Ba/F3-Cvun-IL-23R-, Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-, Ba/F3-
SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen mit dem myc Antikérper zum Nachweis
von Gvuu-1L-12RB1 und Gvun-IL-23R oder dem Flag Antikorper zum Nachweis von Cyhn-
IL-23R inkubiert und sekundir mit einem Fluorophor markiert. Analog zur Western Blot-
Analyse wurden Ba/F3-gp130-Zellen ohne SyCyR-Expression in allen Untersuchungen als
Negativkontrolle hinzugezogen. Die deutliche Verschiebung der Histogramme der SyCyRs
exprimierenden Ba/F3-gp130-Zelllinien gegeniiber denen der unverdnderten Ba/F3-gp130-
Zellen zeigte, dass die retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-Zellen die entsprechenden
SyCyRs auf ihrer Zelloberflache tragen (Abb. 12). In Kombination mit den Daten der
Western Blot-Analyse wurde die SyCyR-Expression somit erfolgreich nachgewiesen. Die
geringere Verschiebung der Histogramme von Cvuu-IL-23R und Gyun-IL-23R
exprimierenden Zellen im Vergleich zu denen der Gvun-IL-12RB1-Expression ist

moglicherweise einer schwécheren Rezeptorexpression zuzuschreiben.
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Abb. 12: Analyse der Oberfliichenexpression von SyCyRs in retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Die angegebenen Ba/F3-gp130-Zelllinien (Ba/F3-Gyuu-1L-12RB1,
Ba/F3-Cyun-1L-23R, Ba/F3-SyCyR[IL-23/2A], Ba/F3-SyCyR[IL-23] und Ba/F3-SyCyR[IL-23R]) wurden im
Hinblick auf die Oberflichenexpression der SyCyRs durchflusszytometrisch analysiert. Auf der
Abszissenachse ist die Intensitit der Fluoreszenz als Indikator fiir die Oberflachenexpression der SyCyRs
dargestellt. Auf der Ordinatenachse ist die Anzahl der Zellen dargestellt. Die schwarzen Linien stellen
Histogramme der SyCyRs exprimierenden Ba/F3-gp130-Zellen dar, die mit a-myc bzw. a-Flag inkubiert und
sekunddr mit einem Fluorophor markiert wurden. Die grauen Histogramme stellen Ba/F3-gp130-Zellen ohne
SyCyR-Expression dar, die als Negativkontrolle ebenfalls mit den jeweiligen Antikérpern inkubiert wurden.

Wiedergabe der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature (124),
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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3.2 Konstruktion und Expression synthetischer Liganden

Fluoreszierende Proteine und verschiedene Kombinationen dieser dienten als synthetischer
Ersatz fur IL-23, die an SyCyRs binden und diese aktivieren. Als synthetische
zytokindhnliche Liganden wurden monomeres GFP, monomeres mCherry und
GFP:mCherry-Fusionsproteine designt (Abb. 13). Zu den GFP:mCherry-Fusionsproteinen
gehoren das heterodimere GFP-mCherry, das heterotrimere GFP-GFP-mCherry (2xGFP-
mCherry) und das homotrimere GFP-GFP-GFP (3xGFP). GFP-mCherry und 2xGFP-
mCherry ermoglichten die Aktivierung von SyCyR(IL-23) und SyCyR(IL-23/2A)
aktivieren, wihrend 2xGFP-mCherry und 3xGFP die Homodimerisierung von SyCyR(IL-
23R) induzierte.

GFP mCherry GFP-mCherry 2xGFP-mCherry 3xGFP

@ @ 00 00 0090

Abb. 13: Schematische Darstellung der synthetischen Liganden. Fluoreszierende Proteine wurden in dieser
Arbeit als synthetische Liganden zur Aktivierung der IL-23-dhnlichen Signaltransduktion verwendet. Zu
diesen gehoren monomeres GFP, monomeres mCherry und die GFP:mCherry-Fusionsproteine GFP-mCherry,
2xGFP-mCherry und 3xGFP.

3.2.1 Konstruktion des monomeren GFP

Zu Beginn dieser Arbeit lagen die cDNAs, die fiir monomeres mCherry, GFP-mCherry,
2xGFP-mCherry und 3xGFP kodieren, im Expressionsvektor pcDNA3.1 in der AG Scheller
bereits vor (124, 125). Die fiir die fluoreszierenden Proteine kodierenden cDNAs wurden
durch Fusion der Sequenzen fiir das humane IL-11R-Signalpeptid (Q14626, AS 1-24),
gefolgt von den Sequenzen fiir den N-terminalen Flag-rag (DYKDDDDK) und die
jeweiligen fluoreszierenden Proteine generiert (Abb. 14). Zur Konstruktion von monomerem
GFP wurde der Expressionsvektor pcDNA3.1-2xGFP-mCherry als Vorlage genutzt. Die fiir
GFP kodierende cDNA wurde via PCR aus dem Expressionsvektor pcDNA3.1-GFP-
mCherry amplifiziert und in pcDNA3.1-2xGFP-mCherry, aus dem die fiir 2xGFP-mCherry
kodierende cDNA entfernt wurde, eingefligt (Abb. 14). So entstand der Expressionsvektor
pcDNA3.1-GFP, der die fiir GFP kodierende cDNA enthielt.
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Abb. 14: Expressionskassetten der synthetischen Liganden (A) und Klonierungsschema fiir pcDNA3.1-
GFP (B). A Dargestellt sind die Expressionskassetten von monomerem GFP, den GFP:mCherry-
Fusionsproteinen und monomerem mCherry. Diese bestehen jeweils aus dem IL-11R-Signalpeptid (SP), dem
Flag-tag und den entsprechenden fluoreszierenden Proteinen. Modifiziert nach Engelowski et al. 2018 (124).
B Fiir die Amplifikation der fiir GFP kodierenden cDNA wurden GFP-BamHI-FP als fwd- und GFP-NotI-RP
als rev-Primer genutzt, um BamHI- und Notl-Schnittstellen in das insert einzufiigen. Durch restriktive
Spaltung mit BamHI und Notl konnte die fiir GFP kodierende cDNA mit pcDNA3.1-2xGFP-mCherry, aus
dem die fiir 2xGFP-mCherry kodierende cDNA entfernt wurde, ligiert werden. Die gekriimmten Pfeile zeigen
die Richtung des ORF von 5° nach 3° an.

3.2.2 Stabil transfizierte = CHO-K1-Zellen exprimieren  GFP:mCherry-
Fusionsproteine

Zur Expression der synthetischen Liganden wurde die Zelllinie CHO-K 1 ausgewihlt. CHO-
K1-Zellen werden in der Biotechnologie routineméfig zur Produktion von rekombinanten
Proteinen verwendet (134). Die in dieser Arbeit verwendeten CHO-K1-Zellen wurden mit
den fiir die fluoreszierenden Proteine kodierenden pcDNA3.1-Expressionsvektoren stabil
transfiziert. Fiinf verschiedene CHO-K1-Zelllinien wurden erzeugt, die entweder

monomeres GFP, monomeres mCherry oder eines der GFP:mCherry-Fusionsproteine
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exprimierten. Danach wurden die CHO-K1-Zelllinien mittels Kultivierung unter Geneticin
(G418) selektiert, da nur bei Integration der entsprechenden cDNA ins Genom die Zellen
bei Antibiotikagabe {iiberleben konnten. Zunéchst zeigten fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen, dass die stabil transfizierten CHO-K1-Zellen fluoreszieren und a priori

fluoreszierende Proteine exprimierten (Abb. 15).

CHO-K1 brightfield GFP mCherry overlay

GFP

GFP-
mCherry

2xGFP-
mCherry

3xGFP

mCherry

Abb. 15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der stabil transfizierten CHO-K1-Zellen. CHO-K1-
Zellen wurden jeweils mit pcDNA3.1-GFP, pcDNA3.1-GFP-mCherry, pcDNA3.1-2xGFP-mCherry,
pcDNA3.1-3xGFP oder pcDNA3.1-mCherry stabil transfiziert und nach Selektion mit dem
Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 untersucht. Die angegebenen stabil transfizierten CHO-K1-Zellen wiesen
griine oder rote Fluoreszenz infolge der Expression von GFP, mCherry und GFP:mCherry-Fusionsproteinen
auf. Die Hellfeldmikroskopie wurde als brightfield und die Fluoreszenzmikroskopie als GFP bzw. mCherry
bezeichnet. Overlay  bezeichnet  die  Uberlagerung  der  hellfeldmikroskopischen ~ und
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Die MalBstabsleiste stellt eine Lange von 300 um dar. Wiedergabe
der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature (124),
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Die stabil transfizierten CHO-K1-Zellen sollten daraufthin die fluoreszierenden Proteine in

den Zellkulturiiberstand sezernieren. Diese Zellkulturiiberstande wurden steril filtriert und
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aliquotiert. Dadurch konnte die Expression der synthetischen Liganden in den stabil
transfizierten CHO-K1-Zellen mittels SDS-PAGE und Western Blot aufgezeigt werden
(Abb. 16). Dabei wurden die fluoreszierenden Proteine entweder anhand GFP oder ihres
Flag-tags detektiert. Zusammen mit den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden
somit die von den stabil transfizierten CHO-K1-Zellen in den Zellkulturiiberstand

sezernierten fluoreszierenden Proteinen nachgewiesen.
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Abb. 16: Analyse der Expression fluoreszierender Proteine nach Sezernierung von stabil transfizierten
CHO-K1-Zellen mittels SDS-PAGE und Western Blot. Konditionierte Zellkulturiiberstinde von stabil
transfizierten CHO-K1-Zellen wurden gewonnen und mittels Western Blot analysiert. Gleiche Volumina der
Zellkulturiiberstande (20 pl/Spur) wurden aufgetragen und die darin enthaltenen fluoreszierenden Proteine
mittels a-GFP bzw. a-Flag detektiert. Die Molekulargewichte betragen 29 kDa fiir GFP, 27 kDa fiir mCherry,
55 kDa fiir GFP-mCherry, 82 kDa fiir 2xGFP-mCherry und 84 kDa fiir 3xGFP. *Hier handelt es sich am
ehesten um ein Abbauprodukt.

Um die Ahnlichkeit der synthetischen Liganden zu den natiirlichen Zytokinen nachweisen
zu konnen, wurde die Konzentration der GFP:mCherry-Fusionsproteine bestimmt. Die
Quantifizierung der fluoreszierenden Proteine erfolgte mittels Fluoreszenzmessung.
Vorausgesetzt, dass die Fluoreszenz von GFP und von seinen Varianten positiv mit ihrer
Konzentration korreliert (135), wurde rekombinantes (rGFP), dessen Konzentration bekannt
war, zur Erstellung einer Standardgerade genutzt. Das rGFP wurde in Zellkulturiiberstinden
gleich behandelter, untransfizierter CHO-K1-Zellen verdiinnt, da unter anderem der pH-
Wert einen Einfluss auf die Fluoreszenz von GFP nehmen kann (136). Die Ergebnisse der
Quantifizierung zeigten, dass die fluoreszierenden Proteine in einer Konzentration von ca.
2-5 pug/ml in den konditionierten Zellkulturiiberstinden der stabil transfizierten CHO-K1-
Zellen vorlagen (Abb. 17). Nach Quantifizierung der fluoreszierenden Proteine wurden diese

als synthetische Liganden fiir die SyCyRs exprimierenden Ba/F3-gp130-Zellen eingesetzt.
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Abb. 17: Quantifizierung von GFP und GFP:mCherry-Fusionsproteinen in Zellkulturiiberstinden. Die
konditionierten Zellkulturiiberstdnde der stabil transfizierten CHO-K1-Zellen, die die Fluoreszenzproteine
exprimieren, wurden mittels Fluoreszenzmessung mit einer Exzitation bei 483 nm und einer Emission bei 535
nm quantifiziert. Rekombinantes GFP (rGFP) wurde zur Erstellung einer Standardgerade genutzt. Das rGFP
wurde in Konzentrationen von 10 bis 0,3 pg/ml in Zellkulturiiberstand gleich behandelter, untransfizierter
CHO-K1-Zellen verdiinnt. Alle Fluoreszenzwerte wurden in Duplikaten gemessen und durch Subtraktion der
Werte der Zellkulturiiberstinde untransfizierter CHO-K1-Zellen normiert. Wiedergabe der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Springer Nature (124), http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

3.3 Analyse der IL-23-SyCyR-Aktivitit

3.3.1 GFP:mCherry-Fusionsproteine fiihren zur Proliferation der Ba/F3-SyCyR(IL-
23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen

Da die Aktivierung von STAT3 ein Kennzeichen der IL-23 Signaltransduktion ist (29),
wurde die STAT3-abhédngige Proliferation der in dieser Arbeit erzeugten Ba/F3-gp130-
Zelllinien analysiert. Dazu wurden Ba/F3-SyCyR(IL-23)-, Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-,
Ba/F3-Gyun-IL-12RB1- und Ba/F3-Cyun-IL-23R-Zellen jeweils mit monomerem GFP,
monomerem mCherry und GFP:mCherry-Fusionsproteinen stimuliert und die Proliferation
mittels Zellviabilititsassay (vgl. Abschnitt 2.3.4) untersucht. Die Stimulation mit dem
Designer-Zytokin ~ Hyper-IL-6  diente als Positivkontrolle der durchgefiihrten
Zellviabilititsassays, da Hyper-IL-6 in jedem Fall zur Proliferation von Ba/F3-gp130-Zellen
fiihrt (137). Hyper-IL-6 ist ein 60 kDa groBes Fusionsprotein, das aus dem ldslichen
Interleukin-6 Rezeptor, einem Peptid-Linker und IL-6 besteht (138). Durch die direkte
Interaktion mit gp130 aktiviert Hyper-IL-6 die IL-6 Signaltransduktion, was als trans-
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signaling bezeichnet wird (139). Ba/F3-gp130-Zellen, die keine SyCyRs exprimierten,
wurden ebenfalls mit den synthetischen Liganden stimuliert und als Negativkontrolle
verwendet, um eine von den SyCyRs unabhédngige Induktion der Proliferation durch
fluoreszierende Proteine auszuschlieBen. Eine konstitutive Aktivitdt der SyCyRs durch
Autodimerisierung sollte ausgeschlossen werden, indem SyCyRs exprimierende Ba/F3-

gp130-Zellen ohne Zytokinstimulation parallel untersucht wurden (Abb. 18).

A DOohne Zytokin mHIL-6 BGFP
@mCherry B GFP-mCherry 02xGFP-mCherry
40000 1 ns ns ns
= I I U e T I I
c
S 30000 ¢ [ [
e}
S
©
2}
N 20000 +
[0
o
o
S 10000 4
T
0 4
Ba/F3-gp130 - SyCyR SyCyR  GyurIL-12RB1  Cyun-IL-23R
(IL-23/2A) (IL-23)
B
30000 +
B
[
S
@ 20000
o
S -8-SyCyR(IL-23/2A)
N -+-Ba/F3-gp130
S 10000 + 9
o
o
(o]
=}
o 0
0,1 1 10 100 1000

2xGFP-mCherry [ng/ml]

Abb. 18: Proliferation von SyCyRs exprimierenden Ba/F3-gp130-Zellen nach Stimulation mit
synthetischen Liganden. A Die angegebenen Ba/F3-gp130-Zelllinien wurden mit 10 ng/ml Hyper-1L-6 (HIL-
6) oder 6,25 ng/ml Fluoreszenzproteinen stimuliert. Die Gabe vom nicht quantifizierten monomeren mCherry
erfolgte mit demselben Volumen wie die vom monomeren GFP (volumenadaptiert mit 0,25% vom
Gesamtvolumen). Die Fluoreszenzmessung (Exzitation bei 560 nm und Emission bei 590 nm) war ein MaB fiir
die Proliferation der Ba/F3-gp130-Zelllinien. Angegeben sind die Mittelwerte £ SD aus Triplikaten. Ein
reprasentatives Experiment von n=3 ist abgebildet. ns, nicht signifikant. ***p < 0,001. B Ba/F3-SyCyR(IL-
23/2A)- und Ba/F3-gpl130-Zellen wurden in Gegenwart von 2xGFP-mCherry in aufsteigenden
Konzentrationen (0,1-300 ng/ml) kultiviert. Die Fluoreszenzmessung (Exzitation bei 560 nm und Emission bei
590 nm) war ein MaB fiir die Proliferation der Ba/F3-gp130-Zelllinien. Angegeben sind die Mittelwerte + SD
aus Triplikaten. Ein reprédsentatives Experiment von n=3 ist abgebildet. Wiedergabe der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Springer Nature (124), http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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Interessanterweise induzierte nur die spezifische Stimulation mit GFP-mCherry oder
2xGFP-mCherry eine Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-
23/2A)-Zellen. Ferner gelang es weder monomerem GFP noch monomerem mCherry, eine
Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen zu induzieren.
Ba/F3-gp130-Zellen, die nur den Gvun-IL-12RB1 oder nur den Cyun-IL-23R exprimierten,
zeigten keinerlei GFP:mCherry-abhéngige Proliferation. Diese Ergebnisse demonstrieren
die hohe Selektivitit und Spezifitit des SyCyR-Systems, da eine zytokinabhingige
Proliferation faktisch nur zustande kam, wenn die Zellen beide SyCyRs trugen und die
SyCyRs  durch ein  GFP:mCherry-Fusionsprotein  heterodimerisierten.  Eine
Autodimerisierung der SyCyRs konnte ausgeschlossen werden, da es ohne
Zytokinstimulation zu keiner Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-
SyCyR(IL-23/2A)-Zellen kam. Die Stimulation mit Hyper-IL-6 fiihrte regelhaft zur
Proliferation aller Ba/F3-gp130-Zelllinien, wohingegen die fluoreszierenden Proteine auf
Ba/F3-gp130-Zellen ohne SyCyR-Expression keine Wirkung zeigten.

Ergdnzend wurde das dosisabhédngige Proliferationsverhalten der Ba/F3-SyCyR(IL-
23/2A)-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen von 2xGFP-mCherry
untersucht. Ba/F3-gp130-Zellen, die keine SyCyRs exprimierten, dienten erneut als
Negativkontrolle. Eine Proliferation war schon bei ca. 500 pg/ml zu beobachten, eine
Sattigung trat erst bei ca. 100 ng/ml ein. Eine halbmaximale Proliferationsrate wurde mit
einer Konzentration von ca. 1-2 ng/ml erreicht, was die hohe Wirksamkeit und die
Vergleichbarkeit der synthetischen Liganden mit natiirlich vorkommenden Zytokinen

widerspiegelt.

33.2 SyCyR(L-23) wund SyCyR(IL-23/2A) aktivieren die JAK/STAT-,
MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege

Da die IL-23 Signaltransduktion vor allem durch die intrazelluldre Aktivierung der
JAK/STAT-, MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege gekennzeichnet ist (29), kann
die Aktivierung der IL-23 Signaltransduktion iiber die Phosphorylierung der Signalproteine
STAT3, ERK1/2 und AKT in Ba/F3-gp130-Zelllinien analysiert werden. Dazu wurden im
Rahmen von Stimulationsassays (vgl. Abschnitt 2.3.5) Ba/F3-SyCyR(IL-23)-, Ba/F3-
SyCyR(IL-23/2A)-, Ba/F3-Gypu-IL-12RB1- und Ba/F3-Cyun-IL-23R-Zellen mit
monomerem GFP, monomerem mCherry und GFP:mCherry-Fusionsproteinen stimuliert
und die Phosphorylierung der Signalproteine mittels SDS-PAGE und Western Blot (vgl.
Abschnitt 2.4.2) untersucht. Die Stimulation mit Hyper-IL-6 diente als Positivkontrolle der
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durchgefiihrten Stimulationsassays, da Hyper-IL-6 in jedem Fall zur Phosphorylierung von
STAT3, ERK1/2 und AKT in jeder Ba/F3-gp130-Zelllinie fiihrt (140). Ba/F3-gp130-Zellen,
die keine SyCyRs exprimierten, wurden ebenfalls mit den synthetischen Liganden stimuliert
und als Negativkontrolle verwendet, um eine von den SyCyRs unabhingige Induktion der
Phosphorylierung von Signalproteinen durch fluoreszierende Proteine auszuschliefen (Abb.

19).
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Abb. 19: Phosphorylierung von STAT3, ERK1/2 und AKT in Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen nach
Stimulation mit synthetischen Liganden. Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)- und Ba/F3-gp130-Zellen wurden mit
100 ng/ml der angegebenen synthetischen Liganden oder Hyper-IL-6 (10 ng/ml) fiir 30 min stimuliert. Die
Gabe vom nicht quantifizierten monomeren mCherry erfolgte mit demselben Volumen wie die vom
monomeren GFP (volumenadaptiert mit 2% vom Gesamtvolumen). Auf die Herstellung der Zelllysate folgte
die Analyse mittels Western Blot. Gleiche Mengen an gesamtem Protein (50 pg/Spur) wurden aufgetragen und
die Signalproteine mittels Antikorper gegen phospho-STAT3/ERK1/2/AKT und STAT3/ERK1/2/AKT
detektiert. Ein reprisentatives Experiment von n=3 ist abgebildet. Wiedergabe der Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Springer Nature (124), http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Vereinbar mit den Ergebnissen aus der Proliferationsanalyse induzierte nur die spezifische
Stimulation mit GFP-mCherry oder 2xGFP-mCherry eine Phosphorylierung von STATS3,
ERK1/2 und AKT in Ba/F3-SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen. Ferner
gelang es weder monomerem GFP, monomerem mCherry noch 3xGFP, eine
Phosphorylierung von Signalproteinen in Ba/F3-SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-
23/2A)-Zellen zu induzieren. Ba/F3-gp130-Zellen, die nur den Gyun-I1L-12R1 oder nur den
Cvun-IL-23R exprimierten, zeigten keine GFP:mCherry-abhéngige Phosphorylierung von
STAT3, ERK1/2 und AKT. Analog zum Proliferationsverhalten kam eine Aktivierung der
JAK/STAT-, MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege faktisch nur zustande, wenn die
Zellen beide SyCyRs trugen und die SyCyRs durch GFP:mCherry-Fusionsproteine
heterodimerisierten. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass SyCyRs die klassische 1L-23

Signaltransduktion vollstdndig und spezifisch phdanokopieren. Eine Autodimerisierung der
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SyCyRs konnte ausgeschlossen werden, da es ohne Zytokinstimulation zu keiner
Aktivierung der IL-23 Signaltransduktion in Ba/F3-SyCyR(IL-23)- und Ba/F3-SyCyR(IL-
23/2A)-Zellen kam. Die Stimulation mit Hyper-IL-6 fiihrte regelhaft zur Phosphorylierung
von STAT3, ERK1/2 und AKT in Ba/F3-gp130-Zellen ohne SyCyR-Expression.

3.4 Analyse der IL-23R-SyCyR-Homodimere

Neben der Moglichkeit, die klassische IL-23 Signaltransduktion mittels SyCyRs zu
untersuchen, stellte sich die Frage, ob auch andere, unkonventionelle
Rezeptorkombinationen mit dem SyCyR-System analysiert werden konnten. Dazu boten
sich IL-23R-Homodimere an, deren biologische Aktivitit bereits vor Beginn dieser Arbeit
nachgewiesen wurde (19, 23). Zu diesem Zweck wurde der IL-23R mit einem extrazellular
liegenden Gvnn fusioniert (Gvun-IL-23R, SyCyR[IL-23R]), dass die beabsichtigte
Homodimerisierung mit einem homodimeren GFP-Fusionsprotein induziert werden konnte
(Abb. 20). Die biologische Aktivitit von IL-23R-SyCyR-Homodimeren wurde parallel zu
SyCyR(IL-23) (vgl. Abschnitte 3.3.1, 3.3.2) in Ba/F3-gp130-Zellen analysiert. Dazu wurden
bereits vor Beginn dieser Arbeit Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen generiert (vgl. Abschnitt
3.1.5) (125). Die Produktion der homomeren GFP-Fusionsproteine erfolgte in CHO-K1-
Zellen, die in dieser Arbeit stabil transfiziert wurden (vgl. Abschnitt 3.2).

GFP-GFP

09 o

— IL-23R

Gyun-IL-23R

Abb. 20: Schematische Darstellung der IL-23R-SyCyRs. Der grofite Teil der ligandenbindenden,
extrazelluliren Dominen (ECD) des IL-23R wurde entfernt und durch GFP-bindende nanobodies (Gvun)
ersetzt werden. Dazu wurde der Gvun an 17 Aminoséuren (AS) der ECD, die transmembranére (TMD) und
intrazelluldre (ICD) Doménen des IL-23R fusioniert (Gvun-IL-23R). Durch Bindung eines homodimeren GFP-
Fusionsprotein (GFP-GFP) wird eine Rezeptor-Homodimerisierung und konsekutive Signaltransduktion via
JAK?2 ausgelost. Auf diese Weise kann ein IL-23-dhnlicher Signalweg mittels IL-23R-SyCyRs phénokopiert
werden (SyCyR[IL-23R]). Modifiziert nach Engelowski ef al. 2018 (124).
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Die fiir den Gvun-IL-23R kodierende cDNA wurde durch Fusion der Sequenzen fiir das
humane IL-11R-Signalpeptid (Q14626, AS 1-24), gefolgt von den Sequenzen fiir den myc-
tag (EQKLISEEDL), den GFP-nanobody (Gvun) (94) und den murinen IL-23R (I123r,
Q8K4B4), bestehend aus den Aminosduren A358 bis K644 mit 17 AS der extrazelluldren
und den gesamten transmembranéren und intrazelluldren Doménen des Rezeptors, generiert
(Abb. 21). Durch Integration in den Vektor pcDNA3.1 entstand der Expressionsvektor
pcDNA3.1-Gyun-IL-23R, der die fiir den Gyun-IL-23R kodierende cDNA enthélt und als
Vorlage fiir die Konstruktion der IL-23-SyCyRs diente (vgl. Abschnitte 3.1.1, 3.1.2).

myc-
tag
|

Abb. 21: Expressionskassette des SyCyR(IL-23R). Die Expressionskassette des SyCyR(IL-23R) besteht aus
den Sequenzen fiir das IL-11R-Signalpeptid (SP), den myc-tag, den GFP-nanobody (Gvun) und den murinen
IL-23R (Q8K4B4), bestehend aus den Aminoséuren A358 bis K644 mit 17 AS der extrazelluldren und den
gesamten transmembranéren und intrazelluldren Doménen des Rezeptors. Modifiziert nach Engelowski et al.
2018 (124).

3.4.1 Homodimere GFP-Fusionsproteine fithren zur Proliferation von Ba/F3-
SyCyR(IL-23R)-Zellen

Da vermutet werden kann, dass bei biologischer Aktivitdit die IL-23R-SyCyR-
Homodimerisierung am ehesten eine IL-23-dhnliche Signaltransduktion auslost, wurde
zundchst das STAT3-abhéngige Proliferationsverhalten analysiert. Hier wurden nun Ba/F3-
SyCyR(IL-23R)-Zellen mit den synthetischen Liganden stimuliert und das
Proliferationsverhalten mittels Zellviabilititsassay (vgl. Abschnitt 2.3.4) untersucht. Die
Stimulation mit Hyper-IL-6 diente erneut als Positivkontrolle der durchgefiihrten
Zellviabilititsassays, wiahrend Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen ohne Zytokinstimulation zum
Ausschluss einer konstitutiven Aktivitét infolge IL-23R-SyCyR-Autodimerisierung dienten
(Abb. 22).
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Abb. 22: Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen nach Stimulation mit synthetischen Liganden
(A) und dosisabhingige Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen nach Stimulation mit 2xGFP-
mCherry (B). A Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen wurden mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 (HIL-6) oder 6,25 ng/ml
GFP:mCherry-Fusionsproteinen stimuliert. Die Gabe vom nicht quantifizierten monomeren mCherry erfolgte
mit demselben Volumen wie die vom monomeren GFP (volumenadaptiert mit 0,25% vom Gesamtvolumen).
Die Fluoreszenzmessung (Exzitation bei 560 nm und Emission bei 590 nm) war ein MaB fiir die Proliferation
der Ba/F3-gp130-Zelllinien. Angegeben sind die Mittelwerte + SD aus Triplikaten. Ein reprisentatives
Experiment von n=3 ist abgebildet. ns, nicht signifikant. ***p < 0,001. B Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen
wurden in Gegenwart von 2xGFP-mCherry in aufsteigenden Konzentrationen (0,1-300 ng/ml) kultiviert. Die
Fluoreszenzmessung (Exzitation bei 560 nm und Emission bei 590 nm) war ein MaB fiir die Proliferation der
Ba/F3-gp130-Zelllinien. Angegeben sind die Mittelwerte + SD aus Triplikaten. Ein reprisentatives Experiment
von n=3 ist abgebildet. Wiedergabe der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature (124),
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Erwartungsgemill induzierte nur die spezifische Stimulation mit 2xGFP-mCherry und
3xGFP eine Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen, wihrend weder das monomere
mCherry noch das heterodimere GFP-mCherry eine Proliferation ausldosen konnten.
Demzufolge wurde der Gvun-IL-23R spezifisch von GFP gebunden und 16ste erst bei
Homodimerisierung ein Signal aus. Ferner war auch das monomere GFP nicht in der Lage,

eine Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen zu induzieren. Die in dieser Arbeit
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verwendete A206K-Variante von GFP bildet also wie erwartet keine Di- oder Multimere,
welche eine unkontrollierte Stimulation verursachen wiirden (92). Eine Autodimerisierung
der IL-23R-SyCyRs konnte ausgeschlossen werden, da es ohne Zytokinstimulation zu keiner
Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen kam. Die Stimulation mit Hyper-IL-6
fiihrte regelhaft zur Proliferation der Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zelllinie.

In der ergéinzenden Untersuchung des dosisabhidngigen Proliferationsverhalten der
Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen von
2xGFP-mCherry war eine Proliferation schon bei ca. 500 pg/ml zu beobachten, eine
Sattigung trat erst bei ca. 100 ng/ml ein. Analog zu den Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen
wurde eine halbmaximale Proliferationsrate bei ca. 1-2 ng/ml erreicht, was die hohe
Wirksamkeit sowohl der synthetischen Liganden als auch der IL-23R-Homodimere

widerspiegelt.

3.4.2 SyCyR(IL-23R)-Homodimerisierung aktiviert die JAK/STAT-,
MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege

Falls die IL-23R-SyCyR-Homodimerisierung eine IL-23-dhnliche Signaltransduktion
induziert, sollte es nach Aktivierung von SyCyR(IL-23R) durch homomere GFP-
Fusionsproteine zur Phosphorylierung von STAT3, ERK1/2 und AKT kommen. Dazu
wurden im Rahmen von Stimulationsassays (vgl. Abschnitt 2.3.5) Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-
Zellen mit monomerem GFP, 2xGFP-mCherry und 3xGFP stimuliert und die
Phosphorylierung der Signalproteine mittels SDS-PAGE und Western Blot (vgl. Abschnitt
2.4.2) untersucht. Zum Ausschluss einer konstitutiven Aktivitéit infolge IL-23R-SyCyR-
Autodimerisierung wurden Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen ohne Zytokinstimulation
verwendet (Abb. 23).

54



ERGEBNISSE

SyCyR(IL-23R)

d o
CRSY
kDa O JNE o -
70 - e pSTAT3 (Y705)
20 &= g == ==| STAT3

40 — = S B " pERK1/2 (T202/Y204)
40 —| e e = e ERK1/2
55 —_ ; *““ PAKT (8473)

55 —| W —— AKT

Abb. 23: Phosphorylierung von STAT3, ERK1/2 und AKT in Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen nach
Stimulation mit synthetischen Liganden. Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen wurden mit 100 ng/ml der
angegebenen synthetischen Liganden oder Hyper-IL-6 (10 ng/ml) fiir 30 min stimuliert. Die Gabe vom nicht
quantifizierten monomeren mCherry erfolgte mit demselben Volumen wie die vom monomeren GFP
(volumenadaptiert mit 2% vom Gesamtvolumen). Auf die Herstellung der Zelllysate folgte die Analyse mittels
Western Blot. Gleiche Mengen an gesamtem Protein (50 pg/Spur) wurden aufgetragen und die Signalproteine
mittels Antikorper gegen phospho-STAT3/ERK1/2/AKT und STAT3/ERKI1/2/AKT detektiert. Ein
repriasentatives Experiment von n=3 ist abgebildet. Wiedergabe der Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von Springer Nature (124), http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Analog zum Proliferationsverhalten kam es zur Phosphorylierung von STAT3, ERK1/2 und
AKT, nachdem Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen mit 2xGFP-mCherry und 3xGFP, jedoch
nicht mit monomerem GFP oder heterodimerem GFP-mCherry stimuliert wurden. Ohne
Zytokinstimulation konnte keine Phosphorylierung von Signalproteinen in Ba/F3-
SyCyR(IL-23R)-Zellen beobachtet werden, sodass eine GFP-unabhingige Aktivitit von
SyCyR(IL-23R)-Homodimeren ausgeschlossen werden konnte. Interessanterweise wurden
nicht nur der JAK/STAT-, sondern ebenso die MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege
aktiviert, was eine der IL-23 Signaltransduktion &hnlichen Aktivitit der IL-23R-

Homodimere zeigt.
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4 Diskussion

4.1 Synthetische Zytokinrezeptoren sind biologisch aktiv

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte neuartige synthetische Zytokinrezeptor- (SyCyR)
System basiert auf GFP- und mCherry-bindende nanobodies (Gvun, Cvuu), welche an
deletierte Zytokinrezeptoren fusioniert wurden. Andere Arbeitsgruppen fusionierten bereits
einen Gvuu an den Notch-Rezeptor, um Zellen mittels membrangebundenem GFP via Zell-
Zell-Kontakt spezifisch zu aktivieren (141, 142). SyCyRs werden ohne die Notwendigkeit
von Zell-Zell-Kontakten durch Stimulation mit 18slichen GFP:mCherry-Fusionsproteinen
aktiviert, da die nanobodies spezifisch ihr entsprechendes fluoreszierendes Protein und keine
endogenen Liganden binden (94, 95). Fluoreszierende Proteine wurden als synthetische
Liganden zur Induktion einer Zytokinsignaltransduktion gewihlt, weil sie im Allgemeinen
als nicht-toxisch auf Séugetiere gelten und keine endogenen Rezeptoren binden (143, 144).
Die nanobodies selbst sind nicht immunogen, da sie aufgrund des fehlenden Fc-Fragments
im Gegensatz zu klassischen Antikorpern nicht von Komplementfaktoren gebunden werden
und folglich nicht zytotoxisch wirken (145). Das SyCyR-System wurde daher als
weitestgehend nebenwirkungs- und hintergrundfrei definiert.

Als Modell zur Untersuchung der biologischen Aktivitdt von SyCyRs diente fiir diese
Arbeit der IL-23 Rezeptorkomplex, der aus dem IL-12RB1 und dem IL-23R besteht (20).
Durch die Bindung von IL-23 ndhern sich die Rezeptoren an und es entsteht ein
Signalkomplex aus zwei Januskinasen, die sich durch reziproke Phosphorylierung

gegenseitig aktivieren, um Signalproteine wie STAT, ERK und AKT zu aktivieren (29, 146).

4.1.1 SyCyRs phinokopieren spezifisch, hintergrundfrei und schaltbar die IL-23
Signaltransduktion

Zur Phinokopie der IL-23 Signaltransduktion wurde der IL-23 Rezeptorkomplex
molekularbiologisch verdndert, indem der IL-12RB1 mit einem Gvun (Gvun-IL-12RB1) und
der IL-23R mit einem Cvyun (Cvun-IL-23R) fusioniert wurden. Der synthetische
Zytokinrezeptor-Komplex, der sich aus diesen beiden SyCyRs zusammensetzt, wurde als
SyCyR(IL-23) oder im Falle der Expression aus einem einzelnen offenen Leseraster als
SyCyR(IL-23/2A) bezeichnet. Die fiir die SyCyRs kodierenden cDNAs wurden erfolgreich
in die Expressionsvektoren pcDNA3.1, pMOWS-puro und pMOWS-hygro fiir die stabile
Transfektion von CHO-K1-Zellen bzw. retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen

kloniert. In fritheren Studien der Arbeitsgruppe, in der diese Arbeit entstanden ist, waren
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diese Expressionsvektoren bereits mehrfach eingesetzt worden (19, 22, 24). Die Expression
der SyCyRs in den generierten Ba/F3-gp130-Zellen wurde mittels Western-Blot-Analyse
und Durchflusszytometrie verifiziert. Um jene Zellen zu stimulieren, wurden CHO-K1-
Zellen zur Herstellung von GFP:mCherry-Fusionsproteinen verwendet. Wenige
Arbeitsgruppen berichten von gescheiterten Versuchen, Zelllinien mit fiir GFP kodierender
cDNA stabil zu transfizieren, und diskutierten toxische, Apoptose-induzierende
Eigenschaften von GFP (147, 148). Dies konnte in dieser Arbeit nicht bestitigt werden, da
die stabile Transfektion von CHO-K1-Zellen mit allen GFP:mCherry-Varianten problemlos
funktionierte und die erzeugten CHO-K1-Zellen die fluoreszierenden Proteine in hohen
Konzentrationen sezernierten. Maoglicherweise reagieren verschiedene Zelllinien
unterschiedlich auf die fluoreszierenden Proteine, wobei in den meisten bekannten
transgenen Organismen GFP auch {iber ldngere Zeit keine toxische Wirkung zeigte (149). In
einer anderen Studie wirkte GFP jedoch bei sehr hohen Dosen zytotoxisch (147).

Durch die spezifische Aktivierung der SyCyRs mit heterodi- und -trimeren
GFP:mCherry-Fusionsproteinen wurde die IL-23 Signaltransduktion phanokopiert. Ba/F3-
gp130-Zellen, die SyCyR(IL-23) oder SyCyR(IL-23/2A) exprimierten (Ba/F3-SyCyR[IL-
23], Ba/F3-SyCyR[IL-23/2A]), proliferierten nach Stimulation mit GFP-mCherry und
2xGFP-mCherry, aber nicht monomeren oder homotrimeren GFP:mCherry-Varianten.
Analog zur natiirlichen IL-23 Signaltransduktion waren die Expression und
ligandenabhingige Heterodimerisierung beider Rezeptoren in den Zellen fiir die Induktion
eines Signals notwendig. Aulerdem bestitigen diese Ergebnisse, dass der Cyun spezifisch
nur sein entsprechendes fluoreszierendes Protein bindet, da 3xGFP keine Proliferation von
Ba/F3-SyCyR(IL-23)- oder Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen induzierte (95). In
weitergehenden Untersuchungen ist gezeigt worden, dass die konzentrationsabhidngige
Proliferation von SyCyRs exprimierenden Ba/F3-gp130-Zellen vergleichbar war mit Ba/F3-
gp130-Zellen, die den murinen IL-23 Rezeptorkomplex exprimierten (Ba/F3-mIL-12R[31-
mlIL-23R) und mit Hyper-IL-23 stimuliert wurden (24, 124). Hyper-1L-23 ist ein 56 kDa
grofles Fusionsprotein, das aus den Untereinheiten p19 und p40 besteht, die {iber einen
Peptid-Linker verbunden sind (18). Diese Ergebnisse demonstrierten die vergleichbare
Wirksamkeit der synthetischen Liganden mit IL-23. Ebenso kam es zu keiner GFP:mCherry-
abhingigen Proliferation von nativen Ba/F3-gp130-Zellen, was die angenommene fehlende
Hintergrundaktivitét der fluoreszierenden Proteine bestitigte. Dies ist ein Vorteil gegeniiber

den bisherigen chimidren IL-12/IL-23 Rezeptorvarianten, deren Einsatz in vitro und in vivo
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aufgrund der Kreuzreaktivitét physiologisch vorkommender Liganden wie IL-12 oder EGF
limitiert ist (6, 150).

Grundsétzlich sind Zytokinrezeptoren bei Anwesenheit von Zytokinen aktiv und bei
Abwesenheit von Zytokinen ausgeschaltet. Das Ausschalten von Zytokinrezeptoren kann
zusétzlich liber negative Riickkopplung oder Zytokin:Zytokinrezeptor-Depletion geschehen
(151, 152). SyCyRs lassen sich durch Stimulation mit synthetischen Liganden aktivieren.
Um SyCyRs wieder auszuschalten, miissen den Zytokinrezeptoren also ihre Liganden
entzogen werden. Zu diesem Zweck wurde von Engelowski und Mitarbeitern ein
Fusionsprotein konstruiert, welches aus je einem 16slichen GFP- und mCherry-bindenden
nanobody besteht (Gvun-Cvun) (Abb. 24) (124). Das Gvun-Cvan konkurriert mit den
SyCyRs um die Bindung der GFP:mCherry-Fusionsproteine und hemmt die SyCyR-
Aktivitdt somit kompetitiv. In weitergehenden Untersuchungen wurde die Schaltbarkeit des
SyCyR-Systems nachgewiesen, indem die GFP:mCherry-abhingige Proliferation von
Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen durch Hinzugabe von Gvan-Cvun konzentrationsabhingig
gehemmt wurde (124). Bei hoheren Konzentrationen von Gyuu-Cvan nahm die Aktivitat der
SyCyRs konstant ab, bis die Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen schlielich bei einem
Uberschuss von Gynu-Cynn keinerlei Proliferation mehr zeigten. Die SyCyR-Aktivitit lisst

sich folglich fein justieren und bei Bedarf vollstéindig abschalten.

GvhH-CvhH

Abb. 24: Das Fusionsprotein Gvan-Cvaa zur Hemmung der SyCyR-Aktivitit. Engelowski und Mitarbeiter
kombinierten ein l6sliches Gvan mit einem 16slichen Cyun zum Fusionsprotein Gvan-Cvhn, welches die
GFP:mCherry-Fusionsproteine band (124). Die SyCyRs wurden durch den Entzug ihrer synthetischen
Liganden ausgeschaltet. Modifiziert nach Engelowski et al. 2018 (124).

Entscheidend fiir den Nachweis einer vollstindigen Phénokopie der IL-23

Signaltransduktion war die Untersuchung der IL-23-charakteristischen JAK/STAT-,
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MAPK/ERK1/2- und PI3K/AKT-Signalwege in SyCyRs exprimierenden Ba/F3-gp130-
Zellen. Analog zum Proliferationsverhalten rief nur die Stimulation mit GFP-mCherry oder
2xGFP-mCherry eine Phosphorylierung der IL-23-charakteristischen Signalproteine
STAT3, ERK1/2 und AKT in Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen hervor. In weiterfiihrenden
Untersuchungen der AG Scheller wurde zudem die GFP:mCherry-abhingige
Phosphorylierung von JAK?2 in Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen aufgezeigt und das SyCyR-
System erfolgreich auf die humane Fibrosarkom-Zelllinie U4C {ibertragen (124). Chimire
Rezeptoren, deren extrazellulire Doménen aus nicht-physiologischen Komponenten
bestehen, konnen mittels nicht-physiologischer Liganden dimerisieren und sind
infolgedessen uneingeschrankt dazu fahig, bei unverdnderten zytoplasmatischen Doménen
eine Signaltransduktion zu induzieren. Allerdings impliziert eine kiirzlich veroffentlichte
Studie, dass nicht nur die intrazelluldren Rezeptoranteile, sondern auch die extrazelluldren
Modalitdten der Rezeptorkomplexe die Signalstirke bestimmen (153). Eine Punktmutation
im EPO verdnderte die EpoR-Homodimerisierung in einer Art und Weise, die zu einer
reduzierten Aktivierung von STAT1 und STATS3 fiihrte, ohne jedoch die Phosphorylierung
von STATS zu beeinflussen (153). Eine weitere Studie weist darauf hin, dass
Signaltransduktionen zu einem nicht unerheblichen Teil von der Geometrie der homo-
/heterodimeren Rezeptorkomplexe bestimmt werden (154). Konsequenterweise evaluierten
Engelowski und Mitarbeiter, ob IL-23-SyCyRs tatsdchlich ein IL-23-identisches Signal
tibermitteln oder ob die Modifikation der IL-23 Rezeptorketten das Signal verdndert. Die
zeitabhiangige Aktivierung von unter anderem STAT3 in Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen
war vergleichbar mit der in Ba/F3-mIL-12R1-mIL-23R-Zellen (124). Somit kann also von
einer dhnlichen Kinetik und Signalstirke der Signaltransduktionen, die durch IL-23 und den
synthetische Liganden induziert werden, ausgegangen werden. Erwartungsgemall wurde das
STAT3-Signal auch bei den SyCyRs nicht durch SOCS3 gehemmt (24, 124). Die Analyse
der mRNA-Expression zeigte, dass die regulierten Gene, darunter klassische STAT3-
Zielgene wie proto-oncogene serine/threonine-protein kinase (PIM), SOCS3 und
Oncostatin M (OSM), in Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)- und Ba/F3-mIL-12RB1-mIL-23R-
Zellen, die mit GFP-mCherry bzw. Hyper-1L-23 stimuliert wurden, nahezu identisch waren
(124). Dennoch wurden in Ba/F3-mIL-12R1-mIL-23R-Zellen mehr Gene aktiviert als in
Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen, was jedoch zu erwartende Schwankungen waren, da
Zelllinien mit unterschiedlichen Rezeptoren transduziert und {iber lingere Zeit unabhéngig
voneinander selektiert werden (124). Ausschlaggebend war hingegen, dass die SyCyRs
grundsitzlich dieselben Signalwege aktivierten wie der IL-23 Rezeptorkomplex (124).
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Zusammenfassend zeichneten sich die Transkriptome der natiirlichen und synthetischen
Signaltransduktionen durch ein hohes MaB an Uberlappung aus, sodass die SyCyRs mit an
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit die IL-23 Signaltransduktion vollstindig
phanokopieren konnten (124). Dies ist ein weiterer Vorteil des SyCyR-Systems gegeniiber
den bisherigen chiméren IL-12/IL-23 Rezeptorvarianten, bei denen die extrazelluldre
Doméne die Signalstirke veridnderte (6).

Die in dieser Arbeit entwickelten SyCyRs sind die ersten chiméren
Rezeptorkomplexe, deren Signaltransduktion und Expressionsprofil detailliert untersucht
worden sind (124). In Zukunft bieten synthetische Rezeptorsysteme breite
Einsatzmoglichkeiten, unter anderem konnte das SyCyR-System auf weitere Zytokin-
Signalwege iibertragen werden (78). Uberdies kénnten neue Zytokine wie das von Floss und
Mitarbeiter postulierte 1L-Z2, welches liber WSX-1 und IL-23R ein Signal libermitteln

konnte, mittels SyCyRs nachgewiesen werden (6).

4.1.2  Aktivitit von IL-6-SyCyRs in vivo

In weitergehenden Untersuchungen wurde das SyCyR-System auf den IL-6-Signalweg
tibertragen, indem die extrazelluldre Domidne durch ein Gvun ersetzt wurde (Gvuu-gp130,
SyCyR[IL-6]) (124). IL-6 bindet an den nicht-signalgebenden IL-6R, wodurch ein
Rezeptorkomplex mit zwei signalgebenden gpl30-Rezeptorketten entsteht (7). Die
Homodimerisierung von gpl30 induziert schlieBlich die Signaltransduktion via STAT,
ERK1/2 und AKT (140). In der Vergangenheit wurden bereits verschiedene synthetische
gpl30-Varianten entwickelt. Der Austausch von 15 AS der ECD von gp130 durch ein
Leucin-Zipperpeptid sowie die Deletion von FNIII-Doménen und Verkiirzung der stalk-
Region des gpl30 forcierten eine prolongierte STAT3-Aktivierung durch
ligandenunabhingige Homodimerisierung (155, 156). Die Stimulation von Ba/F3-gp130-
Zellen, die SyCyR(IL-6) exprimierten, mit homodimeren GFP-Fusionsproteinen fiihrte zu
dhnlich deutlichen Resultaten, wie die in dieser Arbeit analysierte Phdnokopie der 1L-23
Signaltransduktion (124). Interessanterweise wurde SyCyR(IL-6) anders als die Leucin-
Zipperpeptid-Varianten oder die IL-23-SyCyRs von SOCS3 gehemmt, was auch dem
Verhalten des natiirlichen IL-6-Signalwegs entspricht (124, 157). Die SyCyRs waren in der
Lage, die IL-6 Signaltransduktion ebenfalls vollstindig zu phanokopieren und sind
demzufolge prinzipiell auf jeden Zytokinsignalweg iibertragbar.

In entziindlichen hepatozelluldren Adenomen wurde eine natiirliche gain-of-

function-Mutation im gp130 entdeckt, die ebenfalls zur dauerhaften Aktivierung von STAT3
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fiihrte (158). Daher lag es nahe, die in vivo-Aktivitit der SyCyRs in der Leber von Mausen
zu testen. Nur die kombinierte hydrodynamische Schwanzveneninjektion beider cDNAs, die
fiir Gvun-gp130 und 3xGFP kodieren, rief eine erhohte mRNA-Expression des IL-6-
charakteristischen Akute-Phase-Proteins Serumamyloid A1 (SAA1) in Miuselebern hervor,
wohingegen die Injektion nur einer der beiden cDNAs keine erhohte mRNA-Expression von
SAAT1 verursachte (124, 159, 160). Zudem kam es nur bei der hydrodynamischen Injektion
von einer der beiden cDNAs zur Akkumulation von Gvuu-gp130 und 3xGFP in der Leber
bzw. im Serum, sodass von einer internalisierenden Degradation des synthetischen
Zytokin:Zytokinrezeptor-Komplexes ausgegangen werden kann (124, 161). Die Mause
wiesen iiberdies keinerlei Symptome wie beispielsweise Fieber auf, die normalerweise bei
systemischer Injektion von IL-6 auftreten, weil SyCyR(IL-6) nur in Hepatozyten aktiviert
wurde (124, 162). Folglich konnten die in dieser Arbeit konstruierten SyCyRs in Zukunft
ein wertvolles Werkzeug sein, um die zelltypspezifische Aktivierung in transgenen Mausen

zu analysieren.

4.2 Die Ubertragung des SyCyR-Systems auf unkonventionelle,
multimere Rezeptorkomplexe
Einige Arbeitsgruppen beschreiben heterodimere synthetische Liganden, die natiirliche
Zytokine ersetzen. Janda und Mitarbeiter entwickelten einen leicht zu reinigenden,
hydrophilen Wnt-Agonisten, der die Wnt-Signaltransduktion phanokopiert (163). Ein grof3er
Vorteil des synthetischen Wnt-Agonisten ist, dass er die Rekrutierung spezifischer Wnt-
Rezeptoren (frizzled, FZD) und somit eine exakte Aussage iiber die biologische Funktion
von Wnt- und FZD-Subtypen erlaubt (163, 164). Dadurch konnte nachfolgend gezeigt
werden, dass Wnt nicht direkt, sondern iiber erhdhte R-Spondin-Liganden- (RSPO)
Rezeptorexpression die Stammzellselbsterneuerung im Darmepithel induziert (164).
Moraga und Mitarbeiter verfolgten den Ansatz, physiologische Zytokinbestandteile als
Einheiten von synthetischen, zytokindhnlichen Fusionsproteinen (synthekines) zu nutzen
(165). Durch die Bindung eines synthekines, welches sich aus den dominant-negativen
Untereinheiten von IL-4 und IL-2 zusammensetzte, entstand ein biologisch aktiver,
unkonventioneller Rezeptorkomplex bestehend aus IL-2Rf3 und IL-4Ra (165). Vereinbar
mit den dargelegten Studien demonstrierten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der
heterodimere synthetische Ligand GFP-mCherry eine Rezeptoraktivierung induziert und
folglich zytokindhnlich agiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere homo- und

heterotrimere ~ GFP:mCherry-Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen produziert, um
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gleichermallen eine exakte Aussage iiber die rekrutierten Rezeptoren machen zu kénnen und

unkonventionelle, multimere Rezeptorkomplexe mittels SyCyRs zu analysieren.

4.2.1 IL-23R-SyCyR-Homodimere induzieren eine IL-23-idhnliche
Signaltransduktion

Bislang wurde dem IL-12RB1 bis auf die Aktivierung einer Januskinase noch keine
essentielle Bedeutung in der IL-23 Signaltransduktion zugewiesen (22). Da nur der IL-23R
die fiir die Signalproteine entscheidenden Tyrosinreste innerhalb seiner zytoplasmatischen
Doméne besitzt, konnte die Aktivitit von IL-23R-Homodimeren vermutet werden (20).
Schon 2013 beobachtete eine Arbeitsgruppe eine vom IL-12RB1 unabhéngige STAT3-
Aktivierung in Lungenkrebszellen infolge Stimulation mit IL-23 (76). Schroder und
Mitarbeiter konnten trotz Ausschaltung der Bindung von p40 an IL-12R1 die Proliferation
von Zellen nicht verhindern (19). Inzwischen wurde durch die synthetische Modifikation
des IL-23R die Aktivitdt von IL-23R-Homodimeren schlielich nachgewiesen (23). Mit
Hilfe der SyCyRs wurde in dieser Arbeit untersucht, ob IL-23R-Homodimere eine 1L-23-
identische oder zumindest IL-23-dhnliche Signaltransduktion ausldsen kdnnen.

Dazu wurden bereits vor Beginn dieser Arbeit der IL-23R mit einem Gvun fusioniert
(Gvun-IL-23R, SyCyR[IL-23R]) und Ba/F3-gp130-Zellen generiert, die den Gvan-IL-23R
exprimieren (Ba/F3-SyCyR[IL-23R]) (124). Die Expression des Gvuu-IL-23R in Ba/F3-
SyCyR(IL-23R)-Zellen wurde in dieser Arbeit mittels Western Blot-Analyse und
Durchflusszytometrie verifiziert. Die darauffolgende Stimulation mit dem heterotrimeren
2xGFP-mCherry und dem homotrimeren 3xGFP, die beide aus den stabil transfizierten
CHO-K1-Zellen isoliert wurden, fiihrte zur Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen.
Demgegeniiber kam es zu keiner signalgebenden Homodimerisierung des Gvun-IL-12RB1,
weil weder Ba/F3-Gyunu-IL-12RB1-, Ba/F3-SyCyR(IL-23)- noch Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-
Zellen nach Stimulation mit 2xGFP-mCherry oder 3xGFP proliferierten. Diese Ergebnisse
belegt wie eine andere Studie zuvor, dass IL-12R[1 durch die Aktivierung von Januskinasen
zwar an der Signaltransduktion beteiligt ist, jedoch keine Signalproteine bindet und aktiviert
(22). Russell und Mitarbeiter konnten allerdings zeigen, dass die p80-abhiangige Aktivierung
von IL-12RB1 zu einer chemotaktischen Migration von Makrophagen fiihrte (166).
Moglicherweise existieren Signalwege, die tiber den IL-12RB1 induziert werden und bisher
noch nicht entdeckt worden sind. Die Proliferationsanalyse bestétigte zudem, dass der Gvun
spezifisch nur sein entsprechendes fluoreszierendes Protein bindet, da GFP-mCherry keine

SyCyR(IL-23R)-Homodimerisierung induzieren konnte (94). Da das monomere GFP keine
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Wirkung auf Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen hatte, scheint das in dieser Arbeit in CHO-K1-
Zellen produzierte GFP keine willkiirlichen Di- oder Oligomere zu bilden. Dies war zu
erwarten, da die A206K-Variante von GFP in dieser Arbeit verwendet wurde (92). GFP neigt
klassischerweise zur spontanen Di- und Oligomerisierung (167), weshalb beispielsweise
Cystein-freie GFP-Varianten entwickelt worden sind (168). Somit erlauben die in dieser
Arbeit hergestellten GFP:mCherry-Fusionsproteine eine exakte Bestimmung der
Rezeptorstochiometrie.

Um genau zu determinieren, inwiefern die IL-23R-Homodimerisierung mittels
SyCyRs eine IL-23-identische oder IL-23-dhnliche Signaltransduktion induziert, wurden die
dosisabhdngige Proliferation und die IL-23-charakteristischen Signalwege analysiert. Das
Proliferationsverhalten von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen war vergleichbar mit dem der
Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen, da eine halbmaximale Proliferation mit ca. 1-2 ng/ml
desselben verwendeten synthetischen Liganden, 2xGFP-mCherry, erreicht wurde. In
nachfolgenden Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass die Proliferation von Ba/F3-
SyCyR(IL-23R)-Zellen, die mit 3xGFP stimuliert wurden, etwas geringer war als die
Proliferation von Ba/F3-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen, die mit Hyper-IL-23 stimuliert
wurden (124). Diese Unterschiede lassen sich nicht durch die molare Konzentration der
Liganden erkldren. Analog zum Proliferationsverhalten induzierte nur die Stimulation von
Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen mit 2xGFP-mCherry und 3xGFP eine intrazellulédre
Phosphorylierung der IL-23-charakteristischen Signalproteine STAT3, ERK1/2 und AKT.
Diese Ergebnisse demonstrieren, dass IL-23R-Homodimere mindestens eine zu IL-23
dhnliche Signaltransduktion hervorrufen. Im Weiteren deckte die zeitabhingige Aktivierung
von unter anderem STAT3 in Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen auf, dass wie in Ba/F3-mIL-
12RB1-mIL-23R-Zellen die STAT3-Aktivierung nicht durch SOCS3 inhibiert wurde, was
die Annahme einer IL-23-dhnlichen Signaltransduktion durch IL-23R-Homodimerisierung
unterstreicht (124). Konsequenterweise analysierten Engelowski und Mitarbeiter darauthin
die mRNA-Expression von Ba/F3-SyCyR(IL-23R)- mit Ba/F3-SyCyR(IL-23/2A)-Zellen,
die mit 3xGFP bzw. GFP-mCherry stimuliert wurden (124). Zwar wurden klassische
STAT3-Zielgene wie PIM, SOCS3 und OSM detektiert, jedoch war insgesamt die Anzahl
an regulierten Genen in Ba/F3-SyCyR(IL-23R)-Zellen reduziert. Dies konnte
moglicherweise durch die beschriebene schwichere Proliferation von Ba/F3-SyCyR(IL-
23R)-Zellen erklart werden. Nichtsdestotrotz wurden von IL-23R-SyCyRs dieselben
Signalwege beeinflusst wie von IL-23-SyCyRs, sodass es zwar quantitative, aber keine

qualitativen Unterschiede in der Signaltransduktion gab (124). Zusammenfassend

63



DISKUSSION

phénokopierte die Homodimerisierung von SyCyR(IL-23R) eine reduzierte, aber dennoch
IL-23-charakteristische Signaltransduktion.

Die Rekrutierung von IL-23R-Homodimeren verdeutlicht, dass unkonventionelle
Rezeptorkomplexe mittels SyCyRs analysiert werden konnen. Im Gegensatz zu den
chimiren EGFR:ELPs-Fusionsproteinen konnten IL-23R-SyCyRs nicht nur kontrollierbar
homodimerisieren, sondern dariiber hinaus eine Aussage iiber die Rezeptorstochiometrie
ermdglichen (102). Die synthekines von Moraga und Mitarbeiter erlauben zwar ebenso die
Erforschung unkonventioneller Rezeptorkomplexe, haben aber den Nachteil, dass die
Aktivierung in vivo davon abhédngt, welche Zellen die benétigten Rezeptoren exprimieren
(165). Die durch SyCyRs realisierbaren multimeren Rezeptorkombinationen werden
lediglich durch die maximale Summe an GFP:mCherry-Einheiten in den synthetischen
Liganden begrenzt. Daher riicken fiir zukiinftige Verbesserungen der SyCyR-Technologie
alternative Strategien zur GFP:mCherry-Multimerisierung in den Fokus (169, 170).

4.2.2 SyCyRs weisen Transphosphorylierung von Zytokinrezeptoren nach

Tyrosinkinaserezeptoren und Rezeptoren mit assoziierten Kinasen sind klassischerweise als
Dimere aktiv und sorgen bei Dimerisierung fiir eine Aktivierung von mindestens zwei sich
gegenseitig phosphorylierenden Januskinasen (Transphosphorylierung) (21). Natiirlich
vorkommenden Rezeptoren bendtigen grundsdtzlich keinen dritten Rezeptor fiir eine
Signaltransduktion. Mit Hilfe der in dieser Arbeit produzierten heterodi- und heterotrimeren
GFP:mCherry-Fusionsproteinen analysierten Engelowski und Mitarbeiter, ob auch trimere
Rezeptorkomplexe biologisch aktiv sein konnen (124). Zu diesem Zweck wurde ein
intrazelluldr gekiirzter IL-23R, dem das Bindemotiv fiir STAT3 fehlt (ASTAT), mit einem
Gvnnu verkniipft (Gvun-IL-23R-ASTAT), wihrend JAK-defiziente IL-23R-Varianten mit
einem Cvun verbunden wurden (Cvuu-IL-23R-AJAK) (Abb. 25) (22, 24, 124). Gvun-IL-
23R-ASTAT oder Cvun-IL-23R-AJAK konnen ohne Bindung von STAT3 bzw. ohne
Rekrutierung von mindestens zwei Januskinasen weder als homo- noch als heterodimere
Rezeptorkomplexe eine Signaltransduktion auslosen. Die fehlende Phosphorylierung von
STAT3 nach Stimulation mit dem heterodimeren GFP-mCherry bekréftigte, dass
mindestens zwei Januskinasen fiir eine hinreichende Signaltransduktion unverzichtbar sind
(124). Die Stimulation mit 2xGFP-mCherry hingegen initiierte die Anordnung eines
heterotrimeren Rezeptorkomplexes, bei dem die Homodimerisierung vom JAK-suffizienten
Gvnn-1L-23R-ASTAT zur Aktivierung von Januskinasen fiihrte, welche wiederum die im

Cvun-IL-23R-AJAK vorhandene STAT-Doméne transphosphorylierten (124).
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In den bisher existierenden Studien wurde nur die Transphosphorylierung durch
Tyrosinkinaserezeptoren der platelet-derived growth factor- (PDGF) (171, 172) und EGF-
Familien (173, 174) nachgewiesen. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit wurden in
weiteren Studien der AG Scheller SyCyRs entwickelt, mit denen erstmals die
Transphosphorylierung von Rezeptoren mit assoziierten Januskinasen aufgezeigt werden
konnte (124). In Zukunft konnten SyCyRs auf die Untersuchung weiterer trimerer

Rezeptorkomplexe, wie z.B. von TNF-a, ausgeweitet werden (175).

2xGFP-mCherry

i

Gunn-IL-23R-  Cyyp-IL-23R-
ASTAT AJAK

Abb. 25: Schematische Darstellung der mittels SyCyRs induzierten STAT3-Transphosphorylierung. Der
Gvun wurde an 16 Aminosduren (AS) der ECD, die transmembrandre (TMD) und intrazelluldre (ICD)
Dominen vom IL-23R, dem STAT3-Bindemotive fehlen, fusioniert (Gvun-IL-23R-ASTAT) (24, 124). Der
Cvun wurde an 16 Aminosduren (AS) der ECD, die transmembrandre (TMD) und intrazelluldre (ICD)
Dominen vom IL-23R, dem JAK-Bindemotive fehlen, fusioniert (Cyun-IL-23R-AJAK) (22, 124). Durch
Bindung eines heterotrimeren GFP:mCherry-Fusionsprotein (2xGFP-mCherry) wird eine Rezeptor-
Trimerisierung induziert, bei der die aktivieren JAKs der Gvuu-IL-23R-ASTAT Rezeptorketten die STAT3-
Doménen vom Cyun-IL-23R-AJAK transphosphorylieren sollen. Modifiziert nach Engelowski et al. 2018
(124).

4.3 Neue therapeutische Ansitze zur Optimierung der Immuntherapie
und Limitierungen der SyCyRs
Die Tumorregression durch Immuntherapie wird ausschlaggebend vom intrinsischen
Leistungsvermogen der T-Zellen bestimmt (176). Ausgelost durch chronische
Antigenstimulation fiihren bestimmte Transkriptionsfaktoren zu einer ausgeprégten T-Zell-
Erschopfung und -Dysfunktion, was sich in der Hochregulierung inhibitorischer Rezeptoren
wie programmed cell death protein 1 (PD-1) und T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing 3 (TIM-3) dullert (177). SyCyRs konnten genutzt werden, um dem Verlust der
T-Zell-Effektorfunktion vorzubeugen, indem SyCyRs mit stimulatorischen Signaldoménen

wie beispielsweise gpl130 konstruiert werden (124). Die spezifische Aktivierung von
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SyCyRs in CAR-T-Zellen konnte schlieBlich zur ex/in vivo-Expansion und hoéheren
Antitumoraktivitit dieser flihren (Abb. 26). Da die nicht-physiologischen Liganden
ausschlieBlich die mit SyCyRs ausgestatteten T-Zellen stimulieren, wiren die systemischen
Nebenwirkungen geringer als bei der Injektion eines physiologischen Zytokins (178).
Bisherige Versuche beabsichtigten eine anhaltende, nicht ausschaltbare Steigerung der T-
Zell-Aktivitét basierend auf konstitutiv-aktiven IL-7 Rezeptoren (179), verbesserten CARs
(180), simultaner Sekretion bispezifischer Antikorper (181), APC-abhingigen amphiphilen
CAR-T-Zell-Liganden (182) und kostimulatorischen Molekiilen wie CD28 (183, 184). Im
Gegensatz dazu konnen SyCyRs bei Bedarf aktiviert und durch Hinzugabe loslicher
nanobodies deaktiviert werden. Chang und Mitarbeiter entwickelten bereits CAR-T-Zellen,
die auf Basis von GFP-nanobody:GFP-Interaktion aktiviert werden (185).

Eine iiberschieBende Aktivierung von CAR-T-Zellen hat regelméBig neurologische
Storungen wie Aphasie, Enzephalopathie und Hirnddemen zur Folge (186). Zudem kann es
bei Anti-CD19-CAR-T-Zellen durch off-tumor-on-target-Effekte zur
Hypogammaglobulindmie infolge von B-Zell-Aplasie kommen (187). Daher werden
Strategien zur tumorspezifischeren Wirkung und transienten Ausschaltung von CAR-T-
Zellen verfolgt. Eine tumorspezifischere CAR-T-Zell-Wirkung kann beispielsweise mit
Notch-basierten oder antigenspezifischen kostimulatorischen Rezeptoren erreicht werden
(188, 189). Andere Arbeitsgruppen entwickelten CAR-T-Zellen, die erst bei Hinzugabe
eines nicht-physiologischen Peptid-/scFv-Fusionsprotein aktiv werden (190, 191). Mittels
SyCyRs konnten iibermiBig aktive CAR-T-Zellen transient ausgeschaltet werden, indem
SyCyRs mit inhibitorischen Signaldominen wie PD-1 oder TIM-3 konstruiert werden.
Fedorov und Mitarbeiter zeigten bereits, dass inhibitorische iCARs die CAR-T-Zell-
Aktivitit unter anderem via PD-1 einddmmen koénnen (192). Die iCARs sind jedoch im
Gegensatz zu den SyCyRs nicht schaltbar.

Die haufigste und zugleich gefahrlichste Komplikation der CAR-T-Zell-Therapie ist
das cytokine release syndrome (CRS), welches Fieber und in schwerer Form Herz-Kreislaut-
Storungen und Multiorganversagen verursacht (193, 194). In solchen Situationen wire ein
notfallmiBiger Selbstmord-Schalter in CAR-T-Zellen eine niitzliche Losung (Abb. 26). Vor
Kurzem wurde gezeigt, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Dasatinib effektiv die CAR-T-
Zellen dosisabhingig supprimiert (195, 196). Problematisch ist hierbei die unspezifische
Wirkung von Dasatinib auf physiologische Zellen und die damit einhergehenden
Nebenwirkungen (197). Duong und Mitarbeiter entwickelten ein schaltbares

Rezeptorsystem, mit dem CAR-T-Zellen durch Hinzugabe des zellpermeablen Molekiils
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Rapamycin (Sirolimus) via Caspase9-induzierter Apoptose inhibiert werden (198). SyCyRs
konnten ebenfalls an Apoptose-induzierende Signaldoménen wie z.B. dem FasR fusioniert
werden und bei Anzeichen eines CRS friihzeitig aktiviert werden, um eine Verlegung des
Patienten auf die Intensivstation oder einen tddlichen Verlauf abzuwenden (199). Im
Gegensatz zum Sirolimus-basierten System von Duong und Mitarbeitern wiirden die nicht-
physiologischen  Liganden des SyCyR-Systems aufgrund ihrer fehlenden
Hintergrundaktivitédt keine unspezifische Immunsuppression hervorrufen (200).

Eine Alternative zu CAR-T-Zellen stellt die gentechnologische Modifizierung von
endogenen tumorspezifischen T-Zellen dar, bei denen das zu erkennende Tumorantigen
vorher nicht bekannt sein muss (Abb. 26). Nach Immuncheckpoint-Blockade finden sich
mehr T-Zellen mit tumorerkennenden TCR, die anschlieBend mit SyCyRs ausgestattet
werden konnten (201). Eine Herausforderung stellt hierbei die Integration der SyCyR-cDNA
in das T-Zell-Genom dar, die bei retroviralem Gentransfer zufillig geschieht. Mit neuen
Methoden wie clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated 9 (CRISPR/Cas9) konnten SyCyRs in das T-Zell-Genom ohne Interferenz mit
dem endogenen TCR-Locus eingefiigt werden (202).

Eine zu tiberwindende Limitierung des hier beschriebenen SyCyR-Systems in vivo
stellt die eventuelle immunogene Wirkung der synthetischen Liganden im menschlichen
Korper dar, der bei wiederholter Applikation von fluoreszierenden Proteinen Antikdrper
gegen diese bildet (203). Zudem finden sich einige Hinweise darauf, dass fluoreszierende
Proteine wie GFP und mCherry méglicherweise doch toxische Wirkungen auf menschliche
Epithel- und T-Zellen haben (204, 205). Diese Nachteile wiirden zum einen zur
Abschwichung der SyCyR-Aktivierung und zum anderen zu zytotoxischen
Nebenwirkungen fithren. Nicht-immunogene, synthetische Liganden wiirden diese
Problematik unter Umstinden bewiltigen konnen. Als Beispiele seien hier
computergenerierte  Neoleukine, die trotz ihrer physiologischen Komponenten
weitestgehend nebenwirkungs- und hintergrundfrei sind, oder mutierte IL-2- und IL-2
Rezeptor-Varianten, die zur T-Zell-Expansion ohne Interaktion mit dem physiologischen
IL-2:IL-2R-System fiihren, genannt (206, 207). Auch wenn in dieser Arbeit keine toxischen
Wirkungen der synthetischen Liganden beobachtet wurden, ist eine genauere Evaluation

threr Wirkung im Menschen notwendig.
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Abb. 26: Optimierung der Immuntherapie mittels schaltbarer SyCyRs. CAR-T-Zellen erkennen ein
tumorspezifisches Oberflichenantigen, z.B. CD19, und zerstoren auf diese Weise Tumorzellen (112). Je nach
Antitumoraktivitdtszustand kann es zu insuffizienten, iiberschieenden oder fatalen Reaktionen im Patienten
kommen. In solchen Situationen konnten SyCyRs mit stimulatorischen (STIM-SyCyRs), inhibierenden (INH-
SyCyRs) oder Apoptose-induzierenden (DEATH-SyCyRs) Signaldoménen die CAR-T-Zellen steuern. Die
Aktivierung von STIM-SyCyRs in CAR-T-Zellen soll zur verstirkten Antitumoraktivitét, von INH-SyCyRs
zum transienten Ausschalten und DEATH-SyCyRs im Notfall zur Apoptose von CAR-T-Zellen fithren. So
kdme es zu einem verbesserten klinischen Ergebnis fiir den Patienten. Alternativ konnen statt CAR-T-Zellen
auch endogene tumorspezifische T-Zellen, die den Tumor MHC-abhidngig mittels TCR erkennen, mit SyCyRs
ausgestattet werden.

4.4 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das in dieser Arbeit konstruierte SyCyR-System
eine individualisierte Analyse von Zytokin-Signalwegen durch die kontrollierbare
Zusammensetzung und spezifische Aktivierung einer festlegbaren Anzahl von gleichen oder
verschiedenen Rezeptorketten erlaubt. Die exakte Rezeptorkonstellation wird letztendlich
durch die Anzahl und Sequenz der GFP- und mCherry-Einheiten in den synthetischen
Liganden, welche die Rezeptoren rekrutieren, determiniert. Die Analysen des
Proliferationsverhaltens, der Phosphorylierung von Signalproteinen und der Genexpression
zeigten, dass dieses System in der Lage ist, den Signalweg von IL-23 spezifisch und
vollstidndig zu phidnokopieren. Das Prinzip, extrazellulire Rezeptordoménen durch nicht-
physiologische nanobodies und Liganden durch nicht-physiologische, fluoreszierende

Proteine zu ersetzen, ist aufgrund seiner allgemeingiiltigen Natur auf andere Zytokin-
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Signalwege iibertragbar. Unter anderem ist es in dieser Arbeit gelungen, mittels
synthetischer Zytokinrezeptoren die IL-23-dhnliche Signaltransduktion von IL-23R-
Homodimeren nachzuweisen. Die synthetischen Zytokinrezeptoren stellen somit eine neue
Technologie zur Erforschung der Signaltransduktion von Zytokinen dar, um die Rolle von
IL-23 und anderen Zytokinen in diversen Krankheiten genauer zu definieren. Im Gegensatz
zu den gegenwirtig vorhandenen chimiren Rezeptorsystemen, die den Nachteil der
Kreuzreaktivitit haben und eine zu geringe Steuerbarkeit aufweisen, ist das SyCyR-System
dank seiner nicht-physiologischen Bestandteile hintergrundfrei und durch die Hinzugabe
16slicher nanobodies leicht ausschaltbar. Zudem erlaubt die geringe bis fehlende Toxizitét
der fluoreszierenden Proteine den Einsatz des SyCyR-Systems in vitro und in vivo. Diese
Eigenschaften bieten ein grofes Potential fiir neue Ansitze, die Zelltyp-spezifische
Rezeptoraktivierung in transgenen Midusen zu analysieren und die Immuntherapie zur

Behandlung krebskranker Patienten zu optimieren.
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ANHANG

6 Anhang

6.1 Vektorkarten

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Vektorkarten mit pcDNA3.1 backbone

von Invitrogen aufgefiihrt. Die Expressionskassetten sind grau und wichtige

Restriktionsschnittstellen rot markiert.

Nhel - 895 - G'CTAG_C

Pmel =904 - GTTT AAAC

Iy

EcoRL- 1382 - G'AATT_C

pcDNA3.1-GVHH-IL-12Rbeta1
6405 bp

- Nofl - 1956 - GCGGOC_GO
S Xhel - 1962 - C'TCGA_G
Pmel- 1983 - GTTT'AAAC

Erginzende Abb. 1: Vektorkarte von pcDNA3.1- Gvuu-IL-12RB1 (vgl. Abschnitt 3.1.1).

Nirel - 895 - G'CTAG_ C

/. Pmel-904 - GTTT'AAAC
s HindlI1-911- AAGCT_T

EeoRD- 1409 - G'AATT_C

pcDNA3.1-CVHH-IL-23R
6725 bp

EcoRIL-2057 - G'AATT_C

Y Nofl - 2280 - GC'GGOC_GC
“ Xbal - 2288 - T'CTAG_A
Prmel - 2303 - GTTT'AAAC

Ergéinzende Abb. 2: Vektorkarte von pcDNA3.1-Cvun-IL-23R (vgl. Abschnitt 3.1.2).
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EcoRY =378 - GAT'ATC
Ao Xbal - 382 -T'CTAG A

EcoRY - 2880 - GAT'ATC 74 -
Xhol - 2872 - C'TCGA_G

Hindlll - 2376 - A'AGCT_T

Erginzende Abb. 3: Vektorkarte von pMK-SyCyR(IL-23/2A) (vgl. Abschnitt 3.1.3).

BamHI - 1022 - G'GATC_C

pcDNA3.1-GFP
6213 bp

= Notl <1764 - GOGGOC_GC

Erginzende Abb. 4: Vektorkarte von pcDNA3.1-GFP (vgl. Abschnitt 3.2.1).
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