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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Interleukine gehdren zu den Zytokinen. lhnen kommt eine wichtige Funktion in der
Vermittlung und Regulation in diversen Prozessen zu, insbesondere jedoch im Rahmen der
Immunmodulation. Ebenso tragen Interleukine zur Entstehung von Krankheiten bei.
Interleukin-23 (IL-23) spielt unter anderem eine Rolle in der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Psoriasis und rheumatoider
Arthritis. Antikorper gegen I1L-23 werden bereits erfolgreich zur Behandlung von Morbus
Crohn eingesetzt. Die systemische Blockade der IL-23 Signaltransduktion verursacht jedoch
auch Nebenwirkungen. Durch Identifikation von weiteren intrazelluldren Bindungspartnern
des Rezeptors, Modulatoren der IL-23 Signalkaskade und physiologischen Inhibitoren wird
eventuell eine gezieltere, nebenwirkungsidrmere Therapie moglich. Viele verwandte
Interleukine unterliegen einem negativen feedback loop durch suppressor of cytokine
signaling (SOCS) Proteine, insbesondere SOCS3. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die
IL-23 Signaltransduktion keinem negativen feedback loop durch SOCS3 unterliegt. SOCS3
zeigt einen starken negativen Effekt auf die Signaltransduktion von IL-6, da es mit der
Rezeptoruntereinheit gp130 interagiert. Das SOCS3 Bindemotiv aus gp130 ist bekannt und
wurde im Rahmen dieser Arbeit in den IL-23 Rezeptor (IL-23R) eingebracht. Die erzeugte
Rezeptorvariante flihrte jedoch nicht zu einer Inhibition der IL-23 Signaltransduktion durch
SOCS3. Im Rahmen der Versuche fiel ein Abbruch der Proliferation von Ba/F3 Zellen mit
heterodimerem humanem IL-23 Rezeptor unter hohen IL-23 Konzentrationen auf, dessen

Ursache und Funktion bisher nicht geklart ist.

In Vorarbeiten wurde das Protein calcium and integrin binding protein 2 (CIB2) als
mdglicher Bindungspartner des IL-23R identifiziert. Uber die Funktion von CIB2 ist bisher
wenig bekannt. Unter anderem ist eine tumorsuppressive Wirkung fiir die onkogene
Signaltransduktion {iber Sphingosinkinase 1 bekannt, durch Blockierung der Translokation
des Enzyms zur Zellmembran. Die Bindung an den IL-23R wurde in dieser Arbeit bestdtigt.
Anhand von Rezeptordeletionsvarianten wurde die Bindestelle am IL-23R eingegrenzt. Fiir
die  Untersuchungen wurde das Fusionsprotein CIB2-GFP  verwendet. Zur
fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Interaktion zwischen CIB2 und dem IL-23R
wurde ein Fusionsprotein aus IL-23R und mCherry generiert. Nach Ko-Transfektion
adhirenter Zellen mit beiden Fusionsproteinen zeigte sich eine Verlagerung des

Transmembranproteins IL-23R vom AufBlenrand der Zelle in das Zellinnere.



Summary

Summary

Interleukins are cytokines that regulate a plethora of different processes. They play an
especially important role in immunomodulation. However, interleukins also contribute to
the pathogenesis of diseases. Interleukin-23 (IL-23) is involved in crohn’s disease, ulcerative
colitis, psoriasis and rheumatoid arthritis. Antibodies directed against IL-23 are already
successfully used in the treatment of crohn’s disease but systemic blockage of IL-23 also
causes side effects. By identifying more intracellular interaction partners of the receptor,
modulators of the 1L-23 signaling cascade and physiological inhibitors new options for a

targeted therapy with less side effects might emerge.

The signaling cascade of many related interleukins is inhibited by suppressor of cytokine
signaling (SOCS) proteins via negative feedback loop. Esspecially SOCS3 shows a strong
inhibitory function. It is shown in this study that SOCS3 does not inhibit the signaling
cascade of [L-23. SOCS3 strongy inhibits the IL-6 signaling cascade by interacting with the
gp130 subunit of the receptor. The binding motif of SOCS3 in gp130 is already known and
was integrated into the IL-23 receptor (IL-23R) in this study. Even the generated variant of
the IL-23R did not cause an inhibition of the IL-23 signaling cascade by SOCS3. During the
experiments a termination of proliferation of Ba/F3 cells expressing the heterodimeric
human IL-23 receptor was observed under high concentrations of IL-23. The cause and

function of this phenomenon have not been discovered yet.

In preceeding studies calcium and integrin binding protein 2 (CIB2) was identified as a
possible interaction partner of the IL-23R. Until now only little is known about this protein’s
function. A tumorsuppressive function in the oncogenic signal transduction involving
sphingosine kinase 1 is described. CIB2 blocks the translocation of this enzyme to the cell
membrane. In this study it is shown that CIB2 binds to the IL-23R. For the experiments the
fusion protein CIB2-GFP was used. In order to analyse the interaction using fluorescence
microscopy a fusion protein consisting of IL-23R and mCherry was generated. After
co-transfection of adherent cells with both fusion proteins the transmembrane protein IL-23R

was relocated from the outer edge of the cell to the cell’s interior.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Elemente, chemische Verbindungen, Enzyme sowie Aminosduresen werden nach der

Nomenklatur der [UPAC und IUBMB abgekiirzt. Fiir die physikalischen Einheiten werden

die SI-Einheiten genutzt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Interleukine

Interleukine sind Peptidhormone, die zur Gruppe der Zytokine gehdren (1). Sie werden von
Zellen des Immunsystems, wie z.B. Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen, sowie
von nicht immunkompetenten Zellen wie Fibroblasten und Keratinozyten synthetisiert und
sezerniert (2, 3). Interleukine setzen iiber Membranrezeptoren auf der Zielzelle intrazellulédre
Signalkaskaden in Gang (4). Auf diesem Weg regulieren sie diverse Funktionen wie
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Zytokinproduktion (3). Die Interleukine werden
anhand von Ahnlichkeiten in ihrer Sequenz, ihren Funktionen sowie Rezeptoruntereinheiten

in unterschiedliche Familien eingeteilt (2).

1.2 Interleukin-12-Familie

Die Interleukin-12-Familie spielt eine wichtige Rolle in der Differenzierung von T-Zellen
(2). Die Zytokine der IL-12-Familie bestehen aus einer a-Kette (p19, p28 oder p35) und
einer B-Kette (p40 oder epstein-barr virus induced gene 3 [Ebi3]) (5, 6). Die a-Ketten sind
charakterisiert durch eine 4-Helix-Bilindel Faltung, die auch in IL-6 und verwandten
Zytokinen, die eine Signaltransduktion iiber gp130 vermitteln, vorliegt (5). Die B-Ketten der
IL-12 Zytokine bestehen aus einer Ig-dhnlichen Doméne und zwei FNIII Doméadnen und sind
somit strukturell aufgebaut wie die extrazellulire Domédne des IL-6R (5, 7). Zur
Interleukin-12-Familie = gehoren die  heterodimeren  Zytokine IL-12 (p35/p40),
IL-23 (p19/p40), IL-27 (p28/Ebi3), IL-35 (p35/Ebi3) und IL-39 (p19/Ebi3) (5, 6, 8, 9). Die
Rezeptoren dieser Zytokinfamilie bestehen aus den Untereinheiten IL-12Rp1, IL-12RB2,
WSX-1, IL-23R und gp130 (5, 6). Durch Dimerisierung entstehen die heterodimeren
Rezeptoren fir IL-12 (IL-12RB1/IL-12RPB2), IL-23 (IL-12RB1/IL-23R), IL-27
(WSX-1/gp130) und IL-39 (IL23R/gp130) (10-12). IL-35 ist hierbei besonders, da die
Signaltransduktion tiiber IL-12RB2/gp130, IL-12RPB2/IL-12RP2, gpl130/gp130 und
IL-12RB2/WSX-1 erfolgen kann (6, 13, 14). Aufgrund struktureller Homologien, wird die
IL-12 Familie und die IL-6 Familie auch als IL-6/IL-12 Superfamilie zusammengefasst (15).
Hierbei stellen IL-27 und IL-35 interfamilidre Bindeglieder dar, da beide Zytokine gp130
als Rezeptorkette nutzen (16). Die Rezeptorkette gp130 besteht aus einer N-terminalen
Immunglobulin (Ig)-dhnlichen Doméne, fiinf Fibronektin Typ-III (FNIII) Doménen, einer

Transmembrandomine und einer intrazelluliren Domine mit fiinf Tyrosinresten (5). Die
1
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beiden N-terminal gelegenen FNIII Dominen bilden gemeinsam die zytokinbindende
Doméne, die mit den a-Ketten der IL-6 Zytokine interagieren kann (5). Der Aufbau der
Rezeptoruntereinheiten der IL-12 Familie weil3t eine &hnliche Struktur auf, wobei IL-12Rf1
und WSX-1 keine N-terminale Ig-dhnliche Doméne besitzen und der IL-23R anstelle der
drei membrannahen FNIII Doménen eine stalk Region, dhnlich dem IL-6Ra, aufweildt
(s. Abb. 1) (5, 12, 17, 18). Eine weitere Gemeinsamkeit ist das WSXWS Motiv, das
C-terminal in der zweiten FNIII Doméne der extrazelluliren Rezeptordomine und ebenfalls
in den B-Ketten der IL-12 Zytokine liegt (5). Die Funktion dieses Motivs ist bisher nicht
geklart und es wird eine Beteiligung an der Formierung des Rezeptorkomplexes, der

Signaltransduktion sowie der korrekten Faltung und dem Transport des Rezeptors diskutiert

(19).

1.3 Interleukin 23

Signaltransduktion

IL-23 besteht aus der a-Kette p19 und B-Kette p40, die iiber eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden sind (s. Abb. 1) (20). Der heterodimere IL-23 Rezeptor setzt sich aus den
Untereinheiten IL-12RB1 und IL-23R zusammen (12, 20). Durch Interaktion zwischen p19
und IL-23R sowie p40 und IL-12RB1 kommt es zur Dimerisierung der Rezeptorketten (21,
22). Daraufhin kommen rezeptorassoziierte Januskinasen (JAK) in Kontakt miteinander und
werden durch gegenseitige Phosphorylierung aktiviert (23). Die Januskinase Tyk2 ist mit
dem IL-12RP1 assoziiert und JAK2 mit dem IL-23R (24). Tyk2 bindet tliber die Box1 und
Box2 Motive an den IL-12Rf1 (24). Box1 Motive liegen membrannah in der intrazelluldren
Rezeptordomine und zeigen eine hohe Konservierung zwischen verschiedenen Spezies (24,
25). Das Box1 Motiv im murinen IL-12RpB1 liegt zwischen L598 und C606 (LCPPLPTPC)
und weiBt eine Ahnlichkeit mit der Boxl Konsensussequenz ¢oPX(I/V)PXP(E/K) auf
(¢ = hydrophober Rest) (24, 25). Eine weiter distal gelegene Seugenz wird als Box2 Motiv
bezeichnet, wobei diese bisher nicht genau definiert ist (25). Die Konsensussequenz fiir das
Box2 Motiv ist als ppE@ beschrieben (25). Wahrend das Box2 Motiv fiir die Bindung von
Tyk2 entbehrlich ist, ist das Box1 Motiv obligat (24). Jak2 interagiert nicht {iber klassische
Box1/2 Motive mit dem IL-23R (24). Fiir die Assoziation von Jak2 an den murinen IL-23R
werden die Aminosduren E455 bis E479 benotigt, wobei eine intakte intrazelluldre Doméne
von N396 bis T503 Voraussetzung fiir eine korrekte Signaltransduktion ist und eine alleinige

Bindung der Kinase an den Rezeptor nicht ausreicht (24). Fiir die Signaltransduktion spielen

2
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die sieben Tyrosinreste der intrazelluliren Domine (human: Y397, Y429, Y550, Y463,
Y476, Y484 und Y611) eine maBBgebliche Rolle (26). AuBler Y463 sind die Tyrosinreste
zwischen Maus und Mensch konserviert (murin: Y416, Y448, Y469, Y496, Y504, Y542,
Y 626) (12). Die Tyrosine Y399, Y484, Y611 sind potentielle Ziele fiir scr homology 2 (SH2)
Dominen und an die Tyrosine Y484 und Y611 binden signal transducers and activators of
transcription (STAT) Proteine (12, 26). Die rezeptorassoziierten Januskinasen
phosphorylieren Tyrosinreste der intrazelluliren Rezeptordomine und es werden
Signalkaskaden tiber STAT-Proteine, Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), mitogen-activated
protein Kinase (MAPK) und nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cell
(NF-xB) in Gang gesetzt (12, 26, 27). Es konnte gezeigt werden, dass JAK2 ein integraler
Bestandteil der IL-23 Signaltransduktion ist, wihrend Tyk2 entbehrlich ist (24).
STAT-Proteine nutzen die intrazelluliren Phosphotyrosine des Rezeptors als Bindestelle
und nach Bindung wird ein Tyrosin am C-Terminus des STAT-Proteins durch Januskinasen
phosphoryliert (s. Abb. 1) (23, 26). Der phosphorylierte Tyrosinrest ermoglicht die
Dimerisierung phosphorylierter STAT-Proteine, worauthin sie in den Zellkern translozieren
und als Transkriptionsfaktor agieren (s. Abb. 1) (23). STAT3 spielt in der IL-23
Signaltransduktion die groBte Rolle (12). Phosphoryliertes STAT3 induziert die Expression
von suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), das durch Unterbrechung des
JAK/STAT-Signalwegs zu einer negativen Riickkopplung fiihrt (28). Dies scheint der
primire Mechanismus fiir die Inhibition der IL-6 Signaltransduktion zu sein, allerdings
konnte eine SOCS3 induzierte Unterbrechung der IL-23 vermittelten STAT3
Phosphorylierung bisher nicht gezeigt werden (s. Abb. 1) (26, 28, 29). Im Vergleich zur
Signaltransduktion von IL-6 kommt es unter Stimulation mit IL-23 zu einer langsameren

und prolongierten STAT3 Phosphorylierung (26).
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Abb. 1 Schematische Darstellung des IL-23 Rezeptors und der STAT3 Signalkaskade
Das Zytokin IL-23 besteht aus der a-Kette p19 und pB-Kette p40, die iiber eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden sind (20). Die Untereinheiten IL-12RB1 und IL-23R bilden den heterodimeren IL-23 Rezeptor (12,
20). Die Rezeptoruntereinheiten sind unterteilt in eine extrazelluldre, transmembrane und intrazelluldre
Domiéne (12). Die IL-23 Rezeptoruntereinheit weiflit eine N-terminale Ig-dhnliche Domine (Kreis), eine
zytokinbindende Doméne (dunkelgraues Sechseck), bestehend aus zwei Fibronektin Typ-III Doménen, und
eine stalk-Region (geschlidngelte Linie) auf, {iber welche die extrazellulire Doméine mit der
Transmembrandoméne verbunden ist (12, 30). Die extrazellulire Doméne der Rezeptorkette IL-12RB1 weilt
keine Ig-dhnliche Domine auf und besteht aus der zytokinbindenden Domine, gefolgt von drei Fibronektin
Typ-1II Dominen (hellgraues Sechseck) (31). Uber die Box1/2 Motive ist TYK2 mit der intrazelluliren
Domine von IL-12Rp1 assoziiert (24). In der intrazellulidren Doméine von IL-23R sind sieben Tyrosinreste, die
eine Rolle in der Signaltransduktion einnehmen (26). JAK?2 ist mit IL-23R assoziiert und ist im Gegensatz zu
Tyk2 unentbehrlich fiir die IL-23 Signatransduktion (24). Nach Bindung des Zytokins an den Rezeptor kommt
es zur Dimerisierung und reziproken Phosphorylierung von Tyorsinresten der intrazelluldren Doméinen durch
die rezeptorassoziierten Kinasen (21-23). STAT3 bindet an Phosphotyrosine und im Anschluss wird am
C-Terminus ebenfalls ein Tyrosinrest phosphoryliert (23, 26). Dies ermoglicht eine Dimerisierung von
STAT3-Proteinen, worauthin sie in den Zellkern translozieren und als Transkriptionsfaktor die Expression
verschiedener Proteine induzieren (23). Unter anderem wird suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), das
durch Unterbrechung des JAK/STAT-Signalwegs zu einer negativen Riickkopplung fiihrt, vermehrt exprimiert
(28). Dieser Inhibitionsmechanismus konnte jedoch bisher nicht fiir die Signaltransduktion von IL-23
nachgewiesen werden (26, 28, 29). Abbildung modifiziert nach Parham et al. 2002, Babon et al. 2012,
Floss et al. 2016 (12, 24, 32).



Einleitung

Biologische Funktion

Interleukin 23 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das durch diverse Zellen des
Immunsystems, wie Makrophagen, dendritische Zellen und myeloide Suppressorzellen
produziert wird (2, 20, 33). Neben anderen Funktionen ist IL-23 maligeblich an der
Differenzierung und Proliferation von IL-17 produzierenden CD4"-T-Zellen (Tw17-Zellen)
beteiligt (1, 34). Tul7-Zellen entstehen wie Tul- und Tu2-Zellen durch Differenzierung aus
naiven CD4'-T-Zellen (34). Fir die Differenzierung zu Tgl7-Zellen wird ein
inflammatorisches Zytokin (IL-6 oder IL-21) und transforming growth factor  (TGF-p)
benotigt (35, 36). Die zytokinvermittelte STAT3 Phosphorylierung induziert die Expression
des Transkriptionsfaktors retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor 7yt
(RORyt), der die Differenzierung zur Tul7-Zelle bestimmt (35). AuBBer RORyt kommt es
durch STAT3 zur vermehrten Expression des IL-23R, IL-17 sowie IL-21 (37, 38). Die
Funktion von IL-23 besteht in der Aufrechterhaltung des Tu17 Phénotyps, jedoch nicht in
einer endgiiltigen Festlegung auf diesen Phdnotyp (39). Tul7-Zellen sind Bestandteil der
Immunantwort auf verschiedene pathogene Bakterien und Pilze (40, 41). AuBBerdem spielen
sie in Autoimmunerkrankungen, Krebserkrankungen und Graft-versus-Host-Reaktionen
eine Rolle (42-44). Das endogene Zytokin Transforming growth factor beta-3 (TGF-$3)
tragt mafBgeblich zur Differenzierung eines pathogenen Tul7 Phidnotyps bei und wird in
Abhéngigkeit von IL-23 produziert (45). Interleukin-23 fordert die Pathogenitdt weiterhin

durch eine verminderte Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (46).

IL-23 fordert die Expression proinflammatorischer Zytokine wie I1L-17, IL-22 und tumor
necrosis factor o (TNFa) in Zielzellen (hauptsichlich Tul7- und IL-17 sezernierende
Tyd17-Zellen) und verursacht dadurch die Rekrutierung sowie Aktivierung von
Granulozyten und Makrophagen, wodurch es letztendlich zu einer Gewbeschddigung und
dem Entstehen einer chronischen Inflammation kommt (47). Die IL-23 vermittelte
Expression von IL-17, IL-22 und RORyt in Ty17-Zellen und einigen Subpopulationen von
Neutrophilen lduft iiber die Aktivierung von mechanistic target of rapamycin complex 1

(mTORC1) (47, 48).

Krankheit und Therapie

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) des IL-23R sind assoziiert mit dem Auftreten von

verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis, chronisch entziindliche

Darmerkrankungen (CED) und Psoriasis (1). Beispielsweise wirken die IL-23R Varianten

GI49R und R381Q stark protektiv auf das Auftreten einer CED (49, 50). Die
5
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Rezeptorvariante G149R verbleibt vermehrt im endoplasmatischen Retikulum und wird
nicht zur Zellmembran transloziert (51). Durch die Mutation entsteht eine Spaltstelle im
Rezeptor fir PCSK-SkI-1, eine Convertase, die im Golgi-Apparat vorliegt (51, 52).
Moglicherweise wird die G149R Variante im Golgi-Apparat geschnitten und somit ein
vermehrter Abbau induziert (51). Die Variante R381Q fiihrt zu einer Instabilitdt des Proteins,
was ebenfalls zu einer geringeren Oberflichenexpression des Rezeptors fithrt (51). Beide
Polymorphismen fiihren also zu einer geringen IL-23 Signaltransduktion (51). Patienten mit
Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn zeigen hohere Konzentrationen von IL-23 im Blut und
eine hohere Expression der IL-23 mRNA in der Darmmukosa als gesunde Patienten (53).
Des Weiteren ist die 1L-23/Thl7-Achse als treibender Faktor fiir das Krankheitsbild
Psoriasis beschrieben (44). Erhohte Konzentrationen von Th17-Zellen und IL-23 konnten
im Blut von betroffenen Patienten nachgewiesen werden (54). AuBerdem konnte in
Hautldsionen von Psoriasispatienten eine vermehrte Expression von /L-23R und IL-23
beobachtet werden (54, 55). Der Nachweis, dass IL-23 notwendig fiir die Aufrechterhaltung
einer chronischen Entziindung des Gehirns ist, gelang erstmals anhand der experimentellen
Autoimmunenzephalitis (EAE), einem murinen Modell fiir multiple Sklerose (MS) (56). In
der Entstehung und Progression maligner Tumoren ist die Rolle von IL-23 nicht
eindeutig (57). Eine Uberexpression von IL-23 korreliert z.B. mit einem erhdhten Risiko zur
Entstehung eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC), bei Patienten mit
hepatozelluldrem Karzinom (HCC) mit der Metastasierung und bei Patienten mit Brustkrebs
mit einer schlechteren Prognose (58—61). Demgegeniiber steht die Korrelation einer
vermehrten p/9 Expression mit einem besseren Gesamtiiberleben bei Patientinnen mit

Ovarialkarzinom (57, 62).

Durch den Einfluss von IL-23 auf viele Erkrankungen ist das Zytokin attraktiv fiir die
gezielte Therapie mit spezifischen Antikorpern. Ustekinumab ist ein humaner, monoklonaler
Antikorper, der gegen die p40 Untereinheit von IL-12 und IL-23 gerichtet ist (63). Die
Wirksamkeit von Ustekinumab in der Behandlung der Psoriasis und Morbus Crohn konnte
in randomisierten, placebokontrollierten Doppelblindstudien belegt werden (64, 65). Eine
Wirksamkeit in der Behandlung der Colitis ulcerosa wurde vor kurzem ebenfalls
bestdtigt (66). Mit Guselkumab, Tildrakizumab, Risankizumab, und Mirikizumab stehen
Antikorper gegen die pl9 Untereinheit von IL-23 zur Verfiigung, die eine selektive
Inhibition von IL-23 ohne Einfluss auf IL-12 ermdglichen (63). Die Wirksamkeit von
Guselkumab und Tildrakizumab in der Behandlung von Psoriasis konnte bereits belegt

werden und wird fiir Behandlung von CEDs untersucht (67—69).
6
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1.4 Suppressor of cytokine signaling (SOCS)

Zur Familie der intrazelluldiren SOCS Proteine gehdren SOCS1-7 und cytokine-inducible
SH2-containing protein (CIS) (70—72). Diese Proteine haben eine zentrale SH2-Domiéne,
eine SOCS box am C-Terminus und unterscheiden sich in der Lange und Sequenz ihrer
N-terminalen Doméne (s. Abb. 2) (70, 71). Die SOCS box besteht aus 40 Aminosiuren und
zeigt bei den SOCS Proteinen eine starke Homologie (71). Die Regulation der SOCS
Proteine kann auf der Ebene der Transkription und Translation erfolgen, aber auch post-
translational (73). SOCS Proteine konnen durch den JAK/STAT Signalweg induziert
werden und iiben auf diesen Signalweg, im Sinne einer negativen Riickkopplung, eine
hemmende Wirkung aus (73, 74). Dies kann durch Blockierung der STAT Rekrutierung an
den Rezeptor, Markierung des Rezeptors fiir den Abbau, Inhibition der Kinasefunktion der
JAKSs und durch Markierung der JAKs fiir den Abbau erfolgen (73). Die SOCS Proteine
haben die Funktion einer E3 Ubiquitin-Ligase, woriiber die Markierung der genannten
Proteine fiir den Abbau durch das Proteasom erfolgt (75). Die hierfiir bendtigte Einbindung
in den Elongin B/C-Cul2/Cul5-SOCS-box Protein (ECS) Komplex erfolgt durch Interaktion
zwischen der SOCS box und Elongin B/C sowie Cul5 (76, 77). Die zentrale SH2-Domine
diktiert das spezifische Ziel des jeweiligen SOCS Proteins, indem sie an weitere

Aminosdurereste in der direkten Umgebung des Phosphotyrosins bindet (32, 72, 75).

Durch Gen-knockout Versuche konnte IL-6 als eins der Zytokine identifiziert werden, das
am starksten durch SOCS3 reguliert wird (78). In Versuchen mit Mausen mit einem SOCS3
knockout in Hepatozyten oder Makrophagen wurde gezeigt, dass es in Abwesenheit von
SOCS3 zu einer verlidngerten IL-6 induzierten STAT1 und STAT3 Aktivierung kommt (78).
SOCS3 wird durch STAT3 induziert und terminiert {iber eine negative Riickwirkung die
JAK/STAT Signalkaskade, was der primire Mechanismus zur Regulation der IL-6
Signaltransduktion zu sein scheint (28). Die zentrale SH2-Doméne von SOCS3 vermittelt
eine starke Bindung an Phsphotyrosinreste von Rezeptoren, an die JAKs binden (79). In
gp130, einer Rezeptoruntereinheit, die sich Zytokine der IL-6 Familie teilen, konnte im
murinen Rezeptor pY757 (p759 human) als hochaffine Bindungsstelle fir SOCS3
indentifiziert werden (28, 79, 80). Die SH2-Doméine von SOCS3 bindet ihr Substrat mit
einer hoheren Affinitdt als andere SH2-Doméinen, indem sie zusitzlich mit N-terminal
gelegenen Aminosdureresten in Kontakt tritt, wihrend die meisten SH2-Doménen nur an
C-terminal gelegene Reste binden (32, 79). Dementsprechend wurde in gp130 das SOCS3
Bindemotiv ,,VE(pY)STVVH® identifiziert (79). Hierbei ist anzumerken, dass SOCS3 mit
7
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einer hoheren Affinitét an gp130 bindet, als an die identifizierte Bindestellen im Leptin- oder
Erythropoetin-Rezeptor, wobei insbesondere das Valin an Stelle pY-2 in gp130 fiir eine hohe
Affinitét sorgt (79, 81). Eine weitere Besonderheit von SOCS3 ist die N-terminal gelegene
kinase inhibitory region (KIR), die eine direkte Inhibition der katalytischen Funktion der
Januskinase ermoglicht (s. Abb. 2) (28, 82). Sie verwehrt Substraten wie STAT3 durch
partielle Blockierung der Substratbindestelle den Zugang zur Kinase, beeinflusst aber nicht
die Bindung von ATP an die Kinase (28). Somit ist SOCS3 ein nicht-kompetitiver Inhibitor
von JAK (83).

40aa

——

| KIR | | SH2-Domane | | socsbox | | coo

S50CS53 225aa NH,*

Abb. 2 Schematischer Aufbau von SOCS3

SOCS3 besteht aus 225 Aminosduren (uniprot O14543). Am N-terminalen Ende findet sich die kinase
inhibitory region (KIR), die JAK inhibiert (28, 82). Die zentrale SH2-Domine vermittelt die Bindung an
spezifische Zielproteine (32, 72, 75). Die C-terminal gelegene SOCS box interagiert mit Elongin B/C und Cul5
und ist fiir die Funktion als Ubiquitin-Ligase verantwortlich (76, 77). Abbildung in Anlehnung an Mahony et
al. 2016 (84).

Der Inhibitionsmechanismus von SOCS3 beruht nach dem Modell von Babon ef al. auf der
Formation eines terndren Komplexes, in dem alle Einheiten direkte Bindungen mit den

anderen beiden Einheiten eingehen (s. Abb. 3) (32).

Primére lrreversible

Inhibition TAK Ij Inhibition JAK

_<

Abb. 3: Schematische Darstellung der Mechanismen, iiber die SOCS3 die zytokinvermittelte STAT3
Phosphorylierung inhibiert.

Durch Bindung des Zytokins an den Rezeptor kommt es zu einer Dimerisierung und zur Phsophrylierung von
Tyrosinresten der intrazelluldren Rezeptordomine durch rezeptorassoziierte Januskinasen (in der Abb.
beispielhaft JAK?2) (22, 23).

1.) Uber die zentrale SH2-Domine bindet SOCS3 an das Phosphotyrosin und an weitere N-terminal sowie
C-terminal gelegene Aminosduren (SOCS3 Bindemotiv) (32, 79). Ein terndrer Komplexes aus SOCS3,
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Januskinase und Rezeptor entsteht (32).

2.) Durch die N-terminal gelegene kinase inhibitory region (KIR) von SOCS3 kommet es zur nicht
kompetitiven Hemmung der Januskinase (28, 82, 83). Durch Inhibition der Kinasefunktion kénnen keine
weiteren STAT Molekiile phosphoryliert werden und die Signalkaskade wird unterbrochen (32).

3.) Durch die Funktion als E3 Ubiquitin-Ligase markiert SOCS3 die Januskinase und den Rezeptor zum
proteosomalen Abbau (73, 75). Abbildung modifiziert nach Babon et al. 2012 (32).

Z: Zytokin, R: Rezeptor, P: Phosphotyrosin, U: Ubiquitin

Demnach kann SOCS3 nach der Bindung an die spezifische Bindesequenz des Rezeptors
via SH2-Domine, iiber eine angrenzende Oberfliche JAK1, JAK2 und Tyk2 binden und
deren katalytische Funktion inhibieren (32). SOCS3 kann JAK zwar in Abwesenheit eines
Rezeptors binden, allerdings mit einer geringen Affinitit (32). Dieses Modell erkldrt, warum
SOCS3 die Signaltransduktion von Zytokinen, deren Rezeptoren eine SOCS3 Bindesequenz
aufweisen, starker inhibiert, als die Signaltransduktion von Zytokinen, die iiber die gleichen
JAKs und STATSs vermittelt wird, deren Rezptoren aber keine Bindesequenz fiir SOCS3
aufweisen (32).

1.5 Calcium and integrin binding protein 2 (CIB2)

In Vorarbeiten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig (CAU, Biochemisches
Institut) wurde das Protein CIB2 mittels Massenspektrometrie als moglicher
Interaktionspartner des murinen und humanen IL-23R identifiziert. Die Schwachstelle dieses
Verfahrens liegt im Nachweis vieler unspezifischer Bindungen, sodass eine vermutete

Interaktion durch andere Methoden in vitro bestitigt werden muss (85).

Die vier Proteine der CIB-Familie (CIB1-4) haben ein Molekulargewicht von ungefihr
22 kDa und zeigen eine hohe Konservierung der Basensequenz zwischen Mensch und
anderen Sdugetieren (86). Sie zeichnen sich durch EF-Hand Aminosduremotive aus, die eine
Bindung von Calcium und Magnesium ermoglichen (86). CIB2 hat ein Molekulargwicht von
24,2 kDa und wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert (86, 87). Uber die
physiologische Rolle von CIB2 ist bisher wenig bekannt, jedoch sind zwei grundlegende
Funktionen von CIB2 beschrieben: die Bindung von Calcium und Magnesium iiber EF-Hand
Motive, wodurch es zu einer Konformationsdnderung kommt und die Bindung an Integrin
allb sowie an die zytoplasmatische Domédne von Integrin a7p1 erfolgt (86, 88, 89). Hieraus
lasst sich die Funktion eines Kationensensors in Signalkaskaden vermuten. Dariiberhinaus
konnten Interaktionen zwischen Integrinen und Bestandteilen (Rezeptoren, Kinasen,

Substrate etc.) verschiedener Signalkaskaden liber CIB2 vermittelt werden.

In Versuchen, in denen CIB2 mit GFP gekoppelt war, wurde eine Dimerisierung von CIB2
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beobachtet, deren Funktion allerdings noch unklar ist (90, 91). Aktuellere Daten aus
Versuchen der Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie und Massenspektrometrie zeigen
allerdings, dass CIB2 per se als Monomer vorliegt und die ungewohnlichen
hydrodynamischen Eigenschaften des Proteins oder die Interaktion durch 7ag-Proteine wie
green fluorescent protein (GFP) oder Flag zur falschlichen Annahme einer Dimerisierung
filhrten (88). Allerdings wird vermutet, dass die Bindung von CIB2 an Integrin a7B3 die
Bindung eines weiteren CIB2 Monomers induzieren kann, wodurch ein Dimer entsteht, der

durch das Integrin als Briicke verbunden ist (88).

Besonders beschrieben ist die Rolle von CIB2 in der Entstehung von hereditérer, nicht
syndromaler Taubheit (91-93). Eine Beteiligung an der Pathogenese des Usher-Syndrom
Typ 1J, einer erblichen Erkankung, die sich in Taubheit und progredienter Erblindung
manifestiert, wurde beschrieben (88, 91). Allerdings deuten neuere genetische
Untersuchungen darauf hin, dass Mutationen von CIB2 nicht ursdchlich fiir die Entstehung
des Usher-Syndroms sind, sondern nicht syndromale Taubheit auslosen (93). Hieraus ergibt
sich die Vermutung, dass CIB2 fiir die Entwicklung der Haarzellen im Innenohr eine
tragende Rolle spielt (88). In Versuchen mit knockout Méusen, die nicht funktionales CIB2
exprimierten, konnte eine gestorte Entwicklung der Stereozilien im Innenohr nachgewiesen
werden (92). Dariiberhinaus fiihrte die Expression von nicht funktionalem CIB2 in den
Haarzellen der Méusen zu einem Erliegen der mechanoelektrischen Transduktion, wobei ein
Ausbleiben der physiologischen Interaktion mit den Untereinheiten transmembrane
channel-like protein 1 (TMC1) und transmembrane channel-like protein 2 (TMC2) des
mechanoelectrical transduction (MET) Kanal ursichlich zu sein scheint (90, 92). Weiterhin
ist beschrieben, dass CIB2 eine Rolle in der Muskeldystrophie Typ 1A, der HIV Infektion
und Ovarialkrebs spielt (89, 94, 95). CIB2 wirkt hemmend auf die onkogene
Signaltransduktion des Enzyms Sphingosinkinase 1 in der Entstehung von Ovarialkrebs

(95).

1.6 Ziele der Arbeit

Interleukin 23 spielt eine Rolle in einer Reihe von chronischen Erkrankungen und stellt ein
attraktives Ziel fiir die gerichtete Therapie mit monoklonalen Antikdrpern dar. Hier stehen
bereits einige Wirkstoffe zur Verfligung oder befinden sich in der Entwicklung. Die
detaillierte Untersuchung der IL-23 vermittelten Signaltransduktion, samt Inhibition und
Interaktionspartnern des Rezeptors, dient somit einem besseren Verstédndnis physiologischer
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Abliufe, der Pathophysiologie diverser Erkrankungen sowie der Identifikation neuer Ziele

fiir weitere Therapieansitze.

Eine Inhibition der IL-23 vermittelten STAT3 Phosphorylierung durch SOCS3 wurde in
zwei unabhingigen Studien nicht gezeigt (26, 29). Ebenfalls wurde fiir den IL-23 Rezeptor
bisher kein SOCS3 Bindemotiv identifiziert. Allerdings konnte gezeigt werden, dass SOCS3
einen inhibierenden Einfluss auf die IL-23 Signaltransduktion in der Differenzierung von
naiven T-Helferzellen zu Tu17-Zellen ausiibt (96). Diese Autoren zeigen auch einen Einfluss
von SOCS3 auf die IL-23 abhingige Phosphorylierung von STAT3. Im Rahmen dieser
Arbeit soll ein Einfluss von SOCS3 auf die IL-23 vermittelte Signaltransduktion untersucht
werden. Hierzu sollen IL-23 Rezeptorvarianten mit SOCS3 Bindemotiv erzeugt werden und
retroviral in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert (s. 2.3.4) werden. Im Ba/F3 Zellmodell soll
mittels Western Blot (s. 2.4.3) eine Analyse der STAT3 Phosphorylierung und SOCS3

Expression erfolgen.

Die angenommene Interaktion zwischen CIB2 und dem IL-23R soll im Rahmen dieser
Arbeit durch Ko-Immunprizipitationsanalysen (s. 2.4.4) mit dem IL-23R bestétigt werden.
Im Falle einer bestdtigten Interaktion soll die Bindestelle von CIB2 am IL-23R mithilfe von
Rezeptordeletionsvarianten weiter eingegrenzt werden.

Weiterhin sollen neue Expressionsvektoren mit dem CIB2-GFP Fusionsprotein erzeugt
werden, um einen Einfluss von CIB2 auf die IL-23 Signaltransduktion im Ba/F3-gp130
Zellmodell mittels Stimulations- und Proliferationsassays zu untersuchen. Fiir
fluoreszenzmikroskopische Studien zur Interaktion von CIB2 und dem IL-23R soll ein
Expressionsvektor fiir ein IL-23R-mCherry Fusionsprotein erzeugt werden. Durch
Ko-Expression von CIB2-GFP und IL-23R-mCherry in einer Zelle, kann mittels

Fluoreszenzmikroskop die Interaktion zwischen den beiden Proteinen analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 1 gelistet.

Tabelle 1: Ubersicht verwendeter Antibiotika

Antibiotika Stammkonzentration Arbeitskonzentration Hersteller
e e Sl Kb
e Somom
Hygromycin B 100 mg/mL 1 mg/mL giﬂt?c%tlz ,nléarlsruhe,
Penicillin 10000 U/mL 60 mg/L Sﬁﬂf‘s’i’fffﬁﬁm’
Puromycin 1 mg/mL 1,5 pg/mL giﬂt?c%tl}; ,nléarlsruhe,
Streptomycin 10 mg/mL 100 mg/L g:ﬂ?&ﬁ:}’]c{lﬂm’

2.1.2 Antikorper
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 2 gelistet.

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Antikérper

Antikorper Stammkonzentration Verdiinnung Hersteller

R&D Systems
0,2 mg/mL 1:20 GmBH,
Minneapolis, USA

Ratte a-murin-IL-23R mAb (MAB
1686)

R&D Systems
50 pg/mL 1:10 GmBH,
Minneapolis, USA

Ziege a-murin-IL-12R31 PE
konjugiert Ab (FAB 1998)

Ziege a-human-IL-23R biotinyliert R&D Systems

0,2 mg/mL 1:40 GmBH,
Ab (BAF 1400) Minneapolis, USA
Kaninchen Cell Signalling
a-phospho-STAT3 mAb (Tye705, k.A. 1:1000 Technology,
D3A7, XP®), (MAB 9145) Danvers, USA
Cell Signalling
?ﬁ/‘g’; ?gﬁ)m (124H6) mAb KA. 1:1000 Technology,
Danvers, USA
Kaninchen a-hCIS3/SOCS-3 Ab ) IBL, Hamburg,
(C005) KA. 1:1000 Deutschland
L R&D Systems
Maus a-hIL-12RB1 PE konjugiert KA. 1:300 GmbH,

mAb (FAB 839P) Minneapolis, USA

12



Material und Methoden

Antikorper Stammkonzentration Verdiinnung Hersteller

Ziege a-Maus Ab POD konjugiert 2 mg/ml

Thermo Fischer
1:2000 Scientific,
Waltham, USA

Ziege a-Kaninchen IgG-POD

Thermo Fischer

Koniuciert 0,4 mg/mL 1:2000 Scientific,
onjugte Waltham, USA

Maus o-GFP mAb (Klone 7.1 und KA. 1:1000 Roche,. Basel,

13.1) Schweiz

Maus a-alpha Tubulin (ab24610) 1,1 mg/ml 1:1000 Abcam,

Cambridge, UK

Ziege a-Maus Alexa Fluor 633

konjugiert (A21052) 2 mg/ml

Zur Detektion biotinylierter Antikérper in der Durchflusszytometrie (s. 2.3.5) wurde
Streptavidin-APC (cat. 554067) von BD Biosience (Heidelberg, Deutschland) verwendet.
Im Western Blot (s. 2.4.3) wurde zu diesem Zweck Streptavidin-POD (Part # 890803) von

Thermo Fischer
1:1000 Scientific,
Waltham, USA

R&D Systems GmbH (Minneapolis, USA) genutzt.

2.1.3 Chemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

7- Aminooactinomycin D (7-AAD)

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA

Acrylamid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agar-Agar

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumsulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Biozym LE Agarose

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe, Deutschland

BSA (bovine serum albumine)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

DAPI staining solution

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsufoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

dNTP Mix (25 mM)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

ECL™ Prime Western Blotting Detection
Reagent

GE Healthcare, Chalfront St Giles, GB

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Express DNA Ladder 100-5000 bp

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Glycerin

13

Roth, Karlsruhe, Deutschland



Material und Methoden

Chemikalie Hersteller

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Kaliumacetat (CH3;COOK) Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI) VWR International BVBA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

LB-Medium

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Loading-Dye Solution (6x)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Magermilchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Natriumfluorid (NaF) Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumorthovanadat (Naz;VOs)

Merck, Darmstadt, Deutschland

NP-40

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Prolongold

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tris

Bethesda Research Laboratories, New Jersey, USA

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Trypan Blue Dye 0,4%

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Turbofect™ Transfektionsreagenz

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Tween® 20

2.1.4 Gerite

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 4 gelistet.

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Gerite

Gerit

Hersteller

Analysewaage Precisia 100M-300C

Precisia, Hartenstein, Deutschland

Autoklav Laboklav 25

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/Satuelle,
Deutschland

BD FACSCanto II

Becton Dickson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

CO;-Inkubator HERAcell® 150

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

ECL ChemoCam Imager

INTAS, Géttingen, Deutschland

Einmal-Zihlkammer

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop BZ 9000

Keyenc, Osaka, Japan
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Gerit

Hersteller

Fluorometer Infinite® M200 PRO

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Gefrierschrank Forma® 900

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Geldokumentationssystem

INTAS, Géttingen, Deutschland

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Heizbad Julabo sw21 Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland
Kiihlschrank Liebherr GmbH, Rostock, Deutschland
Kiihlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kiihlzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Magnetriihrer mit Heizung Heidolph Instr. GmbH, Schwabach, Deutschland
Messpipetten Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Mikropipetten Research® Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikrowelle Optiquick

Moulinex (Krups), Offenbach, Deutschland

Minizentrifuge

Axon, Kaiserslautern, Deutschland

NanoDrop ND-1000

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

PCR Thermozykler peqStar

Peqlab, Erlangen, Deutschland

pH-Meter

Sartorius, Ratingen, Deutschland

Pipetus®-Akku

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Rollenmischer SRT 9D

Bibby Scientific, Staffordshire, England

Spannungsquelle Power Pac™ Basic

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sterilbank

Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland

Sterilbankpumpe

HLC BioTech, Bovenden, Deutschland

TC20 Automated Cell Counter

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermomixer® comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® Turbo™

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld,

UV-Tisch Deutschland
Vortexer Neolab, Heidelberg, Deutschland
2.1.5 Kits

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 5 gelistet.

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Kits

Kit Hersteller
. Thermo Scientific, Waltham,
BCA Protein Assay USA
. L Promega GmbH, Mannheim,
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Deutschland
Gene JET Plasmid Miniprep KIT Thermo Scientific, Waltham,
USA
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel, Diiren,
Deutschland
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Kit

Hersteller

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

2.1.6 Kulturmedien

Macherey-Nagel, Diiren,
Deutschland

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien sind in Tabelle 6 gelistet.

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Kulturmedien

Kulturmedium Zusammensetzung

" Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high Glucose (4,5 g/L) with stable
DMEM .

Glutamine

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high Glucose (4,5 g/L) with stable
DMEM Glutamine + 10% FBS, 1%; Penicillin/Streptomycin
LB-Agar 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, Trypton (10g/1), 1,5% Agar-Agar
LB-Medium 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, Trypton (10g/1)

2.1.7 Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiir PCR und Sequenzierung

stammen von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) und sind in

Tabelle 7 gelistet.

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Oligonukleotide

Name Bezeichnung Sequenz (5¢-3°)

DF 38 pCR-Script fwd1 TGCTGCAAGGCGATTAAG

DF 39 pCR-Script revl ATGCTTCCGGCTCGTATG

DF 85 5' pMOWS AGCCCTTTGTACACCCTAAGC

DF 120  T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG

DF 155 NDEL2b GTACTCTACCACCTATCCTAACAAT

DF 263  CIB2-3' CGAGCGGCCGCCCGATCCGGATGTGGA

DF 333  hIL23R-EcoRV-RP ATCTGGCGGATATCCAGAAGA

DF 468  3'mCherry GACGCGGCCGCCTACTTGTACAGCTCGTCCATG

DF 473  mCherry FP-Notl GACGCGGCCGCAATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAG
EE6 hIL23RSOCSSOE fw TATTCTACCGTGGTACACACTGGATATAAACCCCAAAT
EE7 hIL23RSOCSSOE re GTGTGTACCACGGTAGAATACTGAACTGTAGTATTGTCG
EES8 hIL23RSnaBI fw GCCAAACATTAAGTACGTATTTCAAGTCAG
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2.1.8 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 8 gelistet.

Tabelle 8: Ubersicht verwendeter Plasmide

Plasmid Herkunft Resistenz
pcDNA3.1-hCIB2-GFP AG Scheller Ampicillin
pMOWS-puro-GFP Ketteler (97) Puromycin
pMOWS-hygro-GFP Suthaus (98) Hygromycin B
pCR-Script AG Scheller Ampicillin
p409-hIL-23R-P310 Franke (99) Ampicillin
p409-mIL-23R Floss (26) Ampicillin
pcDNA3.1-mCherry Engelowski (29) Ampicillin
pcDNA3.1-GFP AG Scheller Ampicillin
p409- mIL-23RA415 Floss (26) Ampicillin
p409-mIL-23RY416FA446 Floss (26) Amopicillin
p409-mIL-23RA503 Floss (26) Amopicillin
p409-mIL-23RY416FA503 Floss (26) Ampicillin

2.1.9 Puffer und Losungen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen sind in Tabelle 9 gelistet.

Tabelle 9: Ubersicht verwendeter Puffer und Lésungen

Losung/Puffer

Zusammensetzung/Hersteller

10x Standard Restriktionspuffer

Thermo Scientific, St. Leon-Rot,
Deutschland

10x T4 DNA Ligasepuffer

Thermo Scientific, St. Leon-Rot,
Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

10% APS

Blockierlosung 5% Magermilchpulver in TBS-T
BSA-Losung 5% BSA in TBS-T
Ethanol Sigma-Aldrich, Miinchen

FACS-Puffer

1% BSA in PBS

Gibco® fetales Kilberserum (FCS)

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

IP lysis buffer

20 mM Tris-HCI pH 7,5

1 mM EDTA

150 mM NaCl

I mM Na;VO,

10 mM NaF

1 mM PMSF

0,5% NP-40

cOmplete™ protease inhibitor
(1 Tablette fiir 50 ml Puffer)

Lammli-Puffer (5x)
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Losung/Puffer

Zusammensetzung/Hersteller

10% B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

lysis buffer (phospho-STAT?3)

150 mM NacCl

2 mM EDTA

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
1% Triton W-100

1% NP-40

1 mM Na3VO4

1 mM NaF

cOmplete™ protease inhibitor
(1 Tablette fiir 50 ml Puffer)

Orange G Ladepuffer

30% Glyerin
50 mM EDTA
0,25% Orange G

PBS (phosphate buffered saline)

1,5 mM KH,POy

2,7 mM KCl

8,1 mM NazHPO4
137 mM NaCl pH 7,4

PBS+/+

1,47 mM KH,PO4
2,67 mM KCI

8,1 mM NazHPO4
138 mM NaCl pH 7,4
0,5 mM MgCL,-6H,0
0,9 mM CacCl,

Sammelgelpuffer

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

SDS-PAGE Laufpuffer

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

solution 1 (S1) fiir DNA-Minipréparation

1 M Tris-HCI, pH 7,4
0,5 M EDTA

4 M NaOH

10% SDS

1:1000 RNAse

solution 2 (S2) fiir DNA-Minipréparation

4 M NaOH
10% SDS

solution 3 (S3) fiir DNA-Minipréparation

3 M Kaliumacetat

stripping buffer

62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
2% SDS
0,1% B-Mercaptoethanol

TAE-Puffer

0,4 M Tris-HCI, pH 8,8
0,01 M EDTA
0,2 M Essigsiure

TBS (tris buffered saline)

200 mM Tris pH 7,5
5 M NaCl

TBS-T

200 mM Tris pH 7,5
5 M NaCl
0,5% Tween 20

Transferpuffer

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

0,01% SDS

5% Methanol

Trenngelpuffer

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

Trypsin/EDTA-Losung
18
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2.1.10 Verbrauchsmaterial

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 10

gelistet.

Tabelle 10: Ubersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

Marienfeld Superior, Lauda-
Ko&nigshofen, Deutschland
Greiner bio-one, Solingen,
Deutschland

Deckgléser

Falcon ReaktionsgefaBe (15 mL und 50 mL)

Kryordhrchen

VWR, Randor, USA

Microtubes (1,5 mL und 2 mL)

Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland

Nitrilhandschuhe

Ansell, Miinchen, Deutschland

Objekttriger

Marienfeld Superior, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

PCR Kappen Gr. 125

StarLab, Ahrensburg,

Deutschland

PCR Tubes 0,2 mL StarLab, Ahrensburg,
Deutschland

Pivettenspitzen StarLab, Ahrensburg,
P pitz Deutschland

PVDF-Transfermembran

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Whatman-Papier

VWR, Randor, USA

Zellkulturschale 10 cm (adhérent)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschale 15 cm (adhérent)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschale 10 cm

Greiner bio-one, Solingen,
Deutschland

Zellkulturschale 6-well

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschale 12-well

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschale 96-well

TPP, Trasadingen, Schweiz

2.1.11 Zellreihen und Bakterienstimme

Zur Klonierung und Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der Bakterienstamm
Escherichia coli XL1-Blue (endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac glnV44 F* [: TN10
proAB+ laclgA(lacZ)M15] hsdR17(rtk-mK+)) verwendet (Agilent Technologies,
Waldbronn).

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten adhdrenten Zelllinien sind in Tabelle 11 gelistet.

Die verwendeten Suspensionszelllinien sind in Tabelle 12 gelistet.
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Tabelle 11: Ubersicht verwendeter adhirenter Zelllinien

Zelllinie Herkunft Zellart Hersteller
Ovarialzellen des DSMZ,
C:ICOC_KIII 0 chinesischen Adhirente Zellen Braunschweig,
( -110) Zwerghamsters Deutschland
Nierenzellen der griinen . DSMZ, )
COS-7 (ACC-60) Meerkatze Adhiérente Zellen Braunschweig,
Deutschland
HEK293 Humane embryonale DSMZ, )
(ACC-305) Nierenzellen Adhirente Zellen Braunschweig,
Deutschland
Humane Epithelzellen DSMZ,
HeLa (ACC-57) eines Cervipxkarzinoms Adhirente Zellen Braunschweig,
Deutschland
NIH3T3 Murine embryonale DSMZ, .
(ACC-59) Fibroblasten Adhiérente Zellen Braunschweig,
Deutschland
Phoenix-Eco DKFZ, Ursula
ATCC® Humane embryonale . Klingmiiller,
(CRL 14 Nierenzellen Adhdrente Zellen Heidelberg,
g ) Deutschland
Humane Universitét
. Wiirzburg, Heike
u4C Fibrosarkomzellen Adhirente Zellen Hermanngs,
(Jak1 defizient) Deutschland
Tabelle 12: Ubersicht verwendeter Suspensionszellen
Ba/F3-gp130 Zelllinie Zytokin Resistenz Herkunft
Immunex,
Ba/F3gp-130 (Oberflachenexpression des Murine pré 5413 Seattle
humanen gp130) B-Zelllinie USA ’
hIL-12RB1/hIL-23R-P310 HIL-6 Puromycin, Hygromycin B glr a(“;;e) ot
. . AG
hIL-12RB1/hIL-23RW395V HIL-6 Puromycin, Hygromycin B Scheller
hIL-12RB1/hIL-23RI400V/P401V HIL-6 Puromycin, Hygromycin B ggleller
hIL-12RB1/hIL-23RW395V/1400V/P401V HIL-6 Puromycin, Hygromycin B ggleller
. Hummel et
hIL-12RB1 HIL-6 Hygromycin B al. (18)
. Hummel et
hIL-23R-P310 HIL-6 Puromycin al. (18)
mlIL-12RB1/mIL-23R HIL-6 Puromycin, Hygromycin B gg;s ctal.
mIL-12RB1 HIL-6 Hygromycin B ggs ctal.
mIL-23R HIL-6 Puromycin gz;s ctal.

20



Material und Methoden

2.1.12 Zytokine

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zytokine sind in Tabelle 13 gelistet.

Tabelle 13: Ubersicht verwendeter Zytokine

Zytokin Stammkonzentration Herkunft
Konditionierter Zellkulturiiberstand von CHO-K1 5 ng/mL Floss et al
Zellen mit Hyper-mIL-23 Expression (26)
Konditionierter Zellkulturiiberstand von CHO-K1 5 ug/mL AG Scheller

Zellen mit Hyper-1L-6 Expression

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente Eschericha coli
Bakterien

Chemisch kompetente E. coli XL-1 Blue Zellen wurden fiir 10 min auf Eis aufgetaut. Danach
wurde 1 pg Plasmid-DNA oder 10 ul Ligationsprodukt zugegeben und fiir weitere 5 min auf
Eis inkubiert. Darauf folgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 1 min und eine weitere Inkubation
von 5 min auf Eis. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 500 pul warmen LB-Medium und
ein letzter Inkubationsschritt fiir 1 h bei 37°C und 1100 rpm im Heizblock. Abschlieend
wurden 100-200 ul der Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten mit entsprechendem

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

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)

Die PCR wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation ausgewihlter DNA-Fragmente, zur
Selektion von Bakterienklonen nach einer Ligation (colony PCR) und zur Einbringung
gezielter Deletionen/Mutationen (splicing by overlapping extension-PCR, SOE-PCR)
eingesetzt.

Der Reaktionsansatz setzt sich aus der urspriinglichen DNA (femplate), jeweils einem
vorwirts- und riickwirtsgerichteten Primer, einer hitzestabilen Polymerase und freien

Didesoxynukleotiden zusammen.
PCR zur Amplifikation von DNA fiir Klonierungen

Hier wurde die Pfu Polymerase mit Korrekturlesefunktion (proof reading) verwendet.

Mittels ihrer 3'-5'-Exonuklease-Aktivitdt kann diese Polymerase falsch eingebaute
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Nukleotide erkennen und entfernen. Ein 50 pl Reaktionsansatz setzt sich wie folgt

zuSammen:

0,5 pg Plasmid-DNA (template DNA)

5 ul 10x PCR-Puffer (mit 20 mM MgSO4)
10 uM forward primer

10 uM reverse primer

1 Wl ANTPs (je 10 mM)

0,5 ul Pfu Polymerase (2,5 U/ul)

H2044 ad 50 pl

Die Reaktion lief im Thermocycler mit folgendem Standardprogramm ab:

Initiale Denaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95°C 1 min

annealing 60°C 1 min 30 Zyklen
Elongation 72°C 2 min/kb

Finale Elongation 72°C 10 min

Kiihlung 4°C 00

colony PCR

Eine Bakterienkolonie wurde von der Agarplatte mit Selektionsantibiotikum in ein
PCR-Reaktionsgefd3 mit 20 pl H>Ogq tiberfiihrt. AnschlieBend folgte eine Inkubation von
Smin bei 95°C im Thermocycler. Nach abgeschlossener Inkubation wurde folgender

PCR-Ansatz zugegeben:

5 ul 10x DreamTaq Puffer (mit 20 mM MgCl,)
4 nl MgClz (25 mM)

10 uM 2,5 ul forward Primer

10 uM 2,5 ul reverse Primer

1 ul ANTPs (je 10 mM)

1 pl DreamTaq Polymerase (1 U/pl)

H2044 ad 30 pl
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Die Reaktion im Thermocycler lief mit bereits erwdhntem PCR-Standardprogramm (s.o.),

allerdings erfolgte die Elongation fiir 1 min/kb.
SOE-PCR (splicing by overlap extension)

Der Ablauf ist schematisch in Abb. 4 dargestellt. Zundchst erfolgt die Amplifikation beider
DNA-Fragmente unter Verwendung flankierender Primer. Die innen liegenden Primer
enthalten die gewlinschte Mutationssequenz und eine zum spiteren Fusionspartner
komplementire Nukleotidsequenz. Im nédchsten Schritt (Fusions-PCR) werden die jeweils
duBeren Primer genutzt und das aneinandergelagerte Fusionsprodukt kann amplifiziert
werden. Fiir diese Reaktion wurde die Pfu Polymerase mit dem bereits erwédhnten

Reaktionsansatz und Standardprogramm verwendet.

Pl P3
- - =
. EKY S 3¢
3 I ¢ 3 5
<~ I — |
PCR | P2 PCR 2 P4
Pl
m =
e | 3 5 3
3 I 5¢ 3 5
= ]
— P4
Fusions-PCR l
| 3
3 I H s
.| 3
3 I N s

Abb. 4: Ablauf der SOE-PCR

Im ersten Schritt werden zwei unabhingige PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Die innen liegenden primer (P2
und P3) enthalten die Mutationssequenz und eine zum spéteren Fusionspartner komplementire Sequenz. In der
Fusions-PCR lagern sich die Fusionspartner durch die komplementire Nukleotidsequenz aneinander an. Unter
Verwendung der dulleren primer (P1 und P4) wird das hybridisierte Fusionsprodukt mit eingefligter Mutation
amplifiziert.

P1-4: primer 1-4, PCR: Polymerasekettenreaktion

2.2.3 DNA-Gelektrophorese

Zur Analyse von DNA Fragmenten wurde standardmifBig ein 1%iges Agarosegel mit
0,0002% HD Green hergestellt. HD Green interkaliert in die DNA und ermoglicht eine
spatere Detektion unter UV-Licht. Die DNA wurde mit Ladepuffer Orange versetzt und
definierte Mengen in die Taschen des Gels geladen. Nach Beladen des Gels mit den zu

analysierenden Proben auf Seite der Kathode wurde eine Spannung im elektrischen Feld
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angelegt und die negativ geladene DNA wandert durch das Gel zur Anode. Dabei bewegen
sich groBBere DNA-Fragmente langsamer, sodass es zu einer groenabhingigen Trennung
der Fragmente kommt. Zur Bestimmung der FragmentgroBe wurde Gene Ruler™ Express
Ladder oder Gene Ruler™ Ikb Ladder verwendet. Die Auswertung erfolgte unter

Verwendung des Geldokumentationssystems der Firma INTAS (Go6ttingen, Deutschland).

2.2.4 Gelextraktion

Zur Gewinnung der getrennten DNA-Fragmente nach Agarosegelelektrophorese, wurden
die Fragmente unter UV-Licht visualisiert, mithilfe eines Skalpells aus dem Gel entfernt und
in ein 2 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Im Anschluss wurde die DNA mittels NucleoSpin ®
Gel and PCR Clean-up Kit nach Herstellerangaben gereinigt und isoliert. AbschlieBend
wurde die DNA-Konzentration im NanoDrop bestimmt (s. 2.2.11).

2.2.5 Restriktionsspaltung von DNA

Bakterielle Endonukleasen schneiden die DNA an enzymspezifischen palindromischen
Sequenzen. Dadurch entstehen DNA-Fragmente mit (sticky ends) oder ohne (blunt ends)
Uberhang. Alle verwendeten Restriktionsenzyme und dazugehérige Puffer stammen von der
Firma Thermo Scientific Fischer (Waltham, USA). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
zwischen analytischer und priaperativer Restriktionsspaltung unterschieden. Eine analytische
Restriktionsspaltung erfolgte als Kontrolle nach der Gewinnung von Plasmid-DNA. Hierfiir

wurde folgender Ansatz verwendet:

500 ng Plasmid-DNA

0,5-2 ul Restriktionsenzym

2 ul 10x Puffer (passend zu Restriktionsenzym)
H2044 ad 20 pl

Im Rahmen einer Klonierung erfolgte eine priperative Restriktionsspaltung:

10 pg Plasmid-DNA

2 ul Restriktionsenzym

4 ul 10x Puffer (passend zu Restriktionsenzym)
H2O44 ad 40 pl

AnschlieBend wurden die Fragmente mittels Agaraosegelelektrophorese analysiert (s. 2.2.3).
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2.2.6 DNA-blunting

DNA Fragmente mit sticky ends nach Restriktionsspaltung (s. 2.2.5) konnen durch Auffiillen
des 5°-Endes, bzw. Abtrennen des 3‘-Endes durch das Klenow-Fragment zu Fragmenten mit

blunt ends verdndert werden. Dies ist notig, wenn das insert fiir die folgende Ligation (s.

2.2.9) blunt ends hat.

Hierflir wurde folgender Anatz im Thermocycler fiir 10 min bei 37°C und 10 min bei 95°C

inkubiert:

26 ul Eluat aus Gelextraktion (s. 2.2.4) nach Restriktionsspaltung
3 ul 10x Klenow Puffer

0,5 ul 2 mM dNTP-Mix

0,5 pl Klenow

Das verwendete Enzym und der dazugehorige Puffer sind von Thermo Fischer Scientific

(Waltham, USA).

2.2.7 DNA-Phosphorylierung

Zur erfolgreichen Ligation (s. 2.2.9) von zwei DNA Fragmenten, bendtigt die
T4 DNA-Ligase einen Phosphatrest am 5‘-Ende der insert DNA. PCR Produkte besitzen
kein 5°-Phosphatende und miissen demzufolge phosphoryliert werden. Hierfiir wurde

folgender Ansatz hergestellt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

95 ul PCR-Produkt (insert)

2 ul PNK (T4-Polynukleotidkinase)
11 ul T4 DNA-Ligase Puffer

2 ul H2Ouq

2.2.8 Dephosphorylierung von DNA

Um eine erneute Verkniipfung der Plasmid-DNA nach Restriktionsspaltung zu vermeiden,
wurde dem Restriktionsansatz 1 U Fast-AP (thermosensitive alkaline phosphatase, Thermo
Scientific Fischer, Waltham, USA) zugegeben und dieser flir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Unterbindung der Reaktion erfolgte durch Zugabe von DNA-Ladepuffer.

2.2.9 Ligation

Insert und Vektor-DNA konnen durch eine Phosphodiesterbindung am 3'-Hydroxy- und
5'-Phosphatende unter ATP-Hydrolyse verkniipft werden. Diese Reaktion wird durch die T4
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DNA-Ligase katalysiert. Mithilfe folgender Formel wurde die bendtigte Menge an
insert-DNA bestimmt:

5 x Menge Vektor [ng] x Lange des Inserts [bp]
Lange des Vektors [bp]

Menge Insert [ng] =

Folgender Reaktionsansatz wurde bei 4°C iiber Nacht inkubiert:

50-100 ng Vektor

x ng Insert

2 ul T4 DNA-Ligase Puffer

2 ul PEG4000 (bei blunt end Ligationen)
2 ul T4 DNA-Ligase

H>044 ad 20 pl

2.2.10 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA Miniprdparation

Nach einer Transformation (s. 2.2.1) und erfolgreicher colony PCR (s. 2.2.2) wurde von
putativ positiven Klonen mittels Mini-Prdparation Plasmid-DNA isoliert. Hierzu wurde
zunichst eine Bakterienkolonie in 2 ml LB-Medium tiberfiihrt und {iber Nacht bei 37°C und
1100 rpm im Heizblock kultiviert. Am nichsten Tag wurden 100 pl der Kultur abgenommen
und bei 4°C gelagert zur spiteren Inokulation einer Bakterienkultur fiir eine
Midi-Praparation. AnschlieBend wurde die Bakterienkultur fiir 3 min und 1300 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Die pelletierten Zellen wurden
in 100 pl eiskaltem S1-Puffer resuspendiert. Danach wurden 200 pl S2-Puffer zur Lyse der
Bakterien zugegeben. Die Losung wurde durch mehrfaches Invertieren vermischt, bis die
Fliissigkeit leicht viskds und klar wurde. Dieser Schritt sollte nicht ldnger als 5 min dauern.
AnschlieBend wurden 150 pl eiskalter S3-Puffer zur Préizipitation von denaturierten
Proteinen, chromosomaler DNA und sonstigen Zelltriimmern zugefiigt. Erneut wurde der
Reaktionsansatz durch mehrfaches Invertieren vermischt und fiir 10 min auf Eis gekiihlt. Zur
Pelletierung der unerwiinschten Substanzen erfolgte eine zehnminiitige Zentrifugation mit
13000 rpm bei 4°C an. Zur Fillung der DNA wurde der Uberstand in ein frisches
Mikroreaktionsgefd3 iiberfiihrt und mit 900 pl 100% Ethanol versehen. Eine erneute
Inkubation auf Eis fiir 5 min folgte und eine weitere Zentrifugation mit 13000 rpm fiir
15 min bei 4°C. Nun wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert, ohne das Pellet zu
entfernen. Das DNA-Pellet wurde in 500 pl 70% Ethanol bei 13000 rpm fiir 5 min bei 4°C
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gewaschen. Der Uberstand wurde wieder vorsichtig entfernt und das Pellet fiir 20 min an der

Luft getrocknet. AbschlieBend erfolgte eine Resuspension der DNA in 30 pl H2Ogq.
Plasmid-DNA Midiprdiparation

Zur Gewinnung grof3erer Mengen Plasmid-DNA wurde eine Midipriparation durchgefiihrt.
Hierfiir wurde ein Bakterienklon nach Transformation von der Agarplatte in 100 ml
LB-Medium mit passendem Selektionsantibiotikum tiberfiihrt und bei 37°C und 120 rpm
iber Nacht kultiviert. Nach Zentrifugation mit 4000 rpm bei 4°C fir 10 min wurde der
Uberstand entfernt und die Plasmid-DNA konnte mithilfe des NucleoBond Xtra Midi Kit aus
dem Bakterienpellet extrahiert werden. Abschliefend erfolgte die Resuspension der
extrahierten Plasmid-DNA in 100 pl H2O4q und die Konzentrationsbestimmung mittels
Nanodrop (s. 2.2.11). Zur Kontrolle erfolgte eine analytische Restriktionsspaltung mit
geeigneten Restriktionsenzymen (s. 2.2.5) und eine anschlieBende Analyse mittels

Gelelektrophorese (s. 2.2.3).

2.2.11 Spektroskopische Messung des DNA-Gehalts

Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte mittels NanoDrop 2000. Hierfiir wird die
Absorption der DNA bei 260 nm gemessen. Als Ergebnis wurde weiterhin das
Absorptionsverhéltnis A260/A280 sowie A260/A230 angegeben. Das
Absorptionsmaximum von Proteinen und Phenol liegt bei 280 nm und das
Absorptionsmaximum von Kohlenhydraten bei 230 nm. Die Verhiltnisse A260/A280 und
A260/A230 geben somit die Reinheit der DNA-Probe an.

2.2.12 Sequenzierung

Zur Kontrolle der Plasmide nach abgeschlossener Klonierung erfolgte eine
Sequenzierungsreaktion. Hierfiir wurden die Plasmide mitsamt erforderlicher primer an
Seqlab-Sequence Laboratories geschickt. Die Auswertung der Nukleotidsequenz erfolgte

mit den Programmen Clustal Omega und Chromas Lite.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Suspensionszellen

Alle Ba/F3-gp130 Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden in 10 cm

Petrischalen mit 10 ng/mL Hyper-IL-6 oder 0,2% konditionierter Zellkulturiiberstand einer
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Hyper-IL-6 sekretierenden CHO-K1 Zelllinie und 10 mL DMEM""* bei 37°C und 5% CO,
in einer gesattigten Wasserdampfatmosphire kultiviert. Alle 7 Tage wurden die Zellen im
Verhiltnis 1:10 000 passagiert. Die Selektion erfolgte alle 2 Wochen, entsprechend der im
Rahmen der retroviralen Transduktion verwendeten Vektoren, mit Hygromycin B in einer

Konzentration von 1 mg/ml und/oder Puromycin in einer Konzentration von 1,5 pg/ml.

2.3.2 Kultivierung adhirenter Zellen

Die adhérenten Zelllinien wurden zweimal pro Woche in variierendem Verhiltnis (1:10 -
1:50, je nach Zelllinie und Zelldichte) passagiert. Zur Beurteilung der Zelldichte wurden die
Petrischalen zuvor unter dem Mikroskop analysiert. Zunidchst wurde das Kulturmedium
abgesaugt und die Schalen mit PBS gewaschen. Danach wurde 2 ml Trypsin-EDTA in PBS
auf die Petrischalen gegeben und fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Wihrenddessen wurden
15 ml Falcon-Réhrchen mit 8 ml DMEM™" und neue 10 cm Petrischalen mit 10 ml
DMEM™" vorbereitet. AnschlieBend wurden die Zellen durch mehrmaliges Pipettieren von
den Petrischalen gelost und in die Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. AbschlieBend wurden
zwischen 200 und 1000 pl aus den Falcon-Rohrchen in eine der vorbereiteten Petrischalen
iiberfiihrt. U4C Zellen wurde 400 pg/ml zur Selektion ins Medium gegeben.

Fir HEK- und Phoenixzellen unterschied sich das Verfahren insofern, dass die Zellen nicht
mit PBS gewaschen und nicht mit Trypsin-EDTA versehen wurden. Hier wurden die Zellen

lediglich mit 2 ml PBS von der Petrischale gelost.

2.3.3 Transfektion adhirenter Zellen

Zur Vorbereitung einer Transfektion wurden die adhidrenten Zellen mit folgenden Zellzahlen

auf 10 cm Petrischalen ausgebracht:

U4C Zellen: 2 x 10°® Zellen in 10 ml Medium

HeLa Zellen: 2 x 10° Zellen in 10 ml Medium

COS-7 Zellen: 1 x 10° Zellen in 10 ml Medium

Phoenix-Zellen: 8 x 10° Zellen pro 2 ml Medium pro Vertiefung einer 6-well-Platte.

Hierzu wurden, wie unter Punkt 2.3.2 beschrieben, die Zellen von den Schalen abgeldst.
AnschlieBend wurde die Zellzahl mittels Zellzdhlgerdt bestimmt. Zu diesem Zweck wurden
10 pl der Probe mit 10 pl Trypanblau vermischt und davon 10 pl auf eine Zéhlplatte
pipettiert.

Am Folgetag erfolgte die Transfektion. Dazu wurde zunichst 1 ml DMEM™ mit 5 pg

Plasmid-DNA und 10 pl TurboFect gemischt und fiir 20 min inkubiert. Zur Transfektion von
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Phoenix-Zellen wurden 200 pl DMEM™", 1 pg Plasmid-DNA und 2 pl TurboFect verwendet.
Nach 20 min wurde die Losung tropfenweise zu den Zellen auf die Petrischalen gegeben.
Die Platten wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO: in einer gesittigten
Wasserdampfatmosphére gelagert und nach 4-6 h erfolgte ein Wechsel des Mediums.
Hierbei wurde das alte Medium abgesaugt und 10 ml DMEM™" zugegeben. Bei den
Phoenix-Zellen erfolgte der Mediumwechsel mit 2 ml DMEM™" mit 30% FCS. Die

Lagerung bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte wie in Punkt 2.3.1 beschrieben.

2.3.4 Retrovirale Transduktion

Zu Beginn wurden Ba/F3-gpl130 Zellen samt Medium von einer konfluenten 10 cm
Petrischale in 15 ml Falcon-R6hrchen iiberfiihrt und fiir 5 min bei Raumtemperatur mit 1000
rpm und zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt, das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert
und weitere 9 ml PBS wurden zugegeben. Anschliefend folgte eine weitere Zentrifugation.
Danach wurde das PBS abgesaugt und das Pellet in einer adiquaten Menge DMEM™*
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Zellzdhlgerdt gezdhlt und mit
DMEM"" auf 2 x 10° Zellen/ml verdiinnt.

Zur retroviralen Transduktion wurden die Uberstinde transfizierter Phoenix Zellen
verwendet (s. 2.3.3). Dazu wurde 1 ml aus den Vertiefungen der 6-well Platten in ein
Mikroreaktiongefd3 iiberfiihrt und fir 5 min bei 1500 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Im nichsten Schritt wurden 250 pl des Uberstands in ein frisches Rohrchen
iiberfiihrt und 50 pl der Ba/F3-gp130 Zellen (dies entspricht 1 x 10° Zellen) zugegeben.
Zusitzlich wurden 3 pl Polybren (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) mit einer
Konzentration von 800 pg/ml zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 2 h bei 1800 rpm
und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen in 1 ml
DMEM " resuspendiert. In eine 6-well Platte wurden 4 ml DMEM™* und 10 ng/ml Hyper-
IL-6 vorgelegt und die Zellen zugefiigt. Die Kultivierung erfolgte wie in Punkt 2.3.1
beschrieben. Zur Selektion wurde nach 24 h 1 mg/mL Hygromycin B und/oder nach 48 h
1,5 pg/mL Puromycin zugegeben.

2.3.5 Durchflusszytometrie

Zur Bestitigung der Oberflichenexpression der Zytokinrezeptoren auf den retroviral
transduzierten (s. 2.3.4) Ba/F3-gp130 Zellen wurde die Durchflusszytometrie angewendet.
Dabei wurden von den Zellen ausgehende optische Signale mittels eines Lasers registriert.
Ermoglicht wurde dies durch Antikorper, die gegen die Zytokinrezeptoren auf der

Oberflache gerichtet sind. Diese Antikdrper waren mit einem Fluorophor gekoppelt.
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Zunichst wurden die Ba/F3-gp130 Zellen in ein 15 ml Falcon-Réhrchen tiberfiihrt und
geziihlt. 5 x 10° Zellen wurden in ein Mikroreaktionsgefil pipettiert und bei 4°C mit 2500
rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in FACS-Puffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet in
dem primiren Antikorper (verdiinnt in 100 pl FACS-Puffer) resuspendiert und der
Reaktionsansatz fiir 2 h lichtgeschiitzt auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml
FACS-Puffer zugegeben und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, der
sekundire Antikorper (ebenfalls verdiinnt in 100 pl FACS-Puffer) zugegeben und fiir 1 h
lichtgeschiitzt bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde erneut gewaschen, das Pellet in 500 pl
FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Rohrchen tiberfiihrt. Die Durchflusszytometrie
erfolgte am FACS Canto II. Die Daten wurden mit der FCS Express 4 Flow Software

ausgewertet.

2.3.6 Proliferationsassay Ba/F3-gp130 Zellen

Zur Vorbereitung wurden die Ba/F3-gp130 Zellen in 15 ml Falcon-Rhrchen tiberfiihrt und
dreimal mit PBS gewaschen. Ein Waschschritt umfasste eine Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 1500 rpm fiir 5 min, das Absaugen des Uberstands und die
Resuspension in 10 ml PBS. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte die Resuspension in
DMEM™* und es wurde auf eine Konzentration von 5 x 10* Zellen/ml eingestellt. Pro
Variante wurden 400 ul Zellsuspension in ein Mikroreaktionsgefal vorgelegt und mit
entsprechendem Zytokin versehen. AnschlieBend wurden die Vertiefungen einer 96-well
Platte mit je 100 pl der Suspension versehen und fiir 72 h inkubiert (Inkubation wie in 2.3.1
beschrieben). Die Messung erfolgte am Tecan Infinite M200 PRO Reader. Hierfiir wurde
20 Wl CellTiter-Blue® in jede Vertiefung der 96-well-Platte gegeben. Unmittelbar nach
Zugabe des Reagenz erfolgte die erste Messung (= Zeitpunkt 0).

Die Analyse des Proliferationsverhaltens stabil transduzierter Ba/F3-gp130 Zellen beruht
auf dem Umsatz von Resazurin zu Resorufin durch metabolisch aktive Zellen. Im Tecan
Infinite M200 PRO Reader kann Resorufin bei 560 nm detektiert werden. Resazurin befindet
sich in dem Reagenz Cell/Titer-Blue®. Fiir einen Zeitraum von maximal 2 h wurde alle 20
min eine weitere Messung durchgefiihrt. Von den gemessenen Werten wurde der Messwert
von Zeitpunkt O subtrahiert (Normalisierung) und die Ergebnisse in relative fluorescence
units (RFU) angegeben. Fiir repriasentative Ergebnisse wurden die Messwerte in Drei- oder
Vierfachbestimmung ermittelt.

Eine Verdiinnungsreihe von Hyper-mIL-23 von 2 pg/mL bis 0,015 ng/mL wurde verwendet,
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um das Proliferationsverhalten von Ba/F3-gpl130 Zellen in Abhingigkeit steigender
Zytokinkonzentrationen zu untersuchen. Als Kontrolle diente die Proliferation ohne Zytokin
und mit 0,2% Hyper-IL-6. Zur Normierung wurden die Messwerte in Relation zur

Proliferation unter Hyper-1L-6 gesetzt, die als 100% angesehen wurde.

2.3.7 Stimulationsassay

Im Rahmen dieser Arbeit dienten Stimulationsassays der Untersuchung der IL-23
abhiangigen Phosphorylierung von STAT3 {iiber einen Zeitraum von (0 min bis 4 h oder in

Abhiangigkeit unterschiedlicher Zytokinkonzentrationen.

Stimulationsassay mit adhdrenten Zellen

Zur Vorbereitung wurden 2 x 10° Zellen auf eine 10 cm Zellukulturschale ausgesit und am
Folgetag mit den gewiinschten Plasmiden transfiziert (s. 2.3.3). Am nichsten Tag wurde ein
Mediumwechsel ohne Zugabe von FCS durchgefiihrt (starven). Nach 24 h wurden die Zellen
stimuliert und an den entsprechenden Zeitpunkten wie in Punkt 2.4.1 beschrieben lysiert.
Die Schale fiir Zeitpunkt 0 blieb ohne Zytokinzusatz und wurde sofort lysiert. Die gewonnen
Lysate wurden bei -20°C gelagert.

Stimulationsassay mit Ba/F3-gp130 Zellen

Zunichst wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen (s. 2.3.6) und in einer addquaten
Menge DMEM™" resuspendiert. Jeweils 2 ml der Zellsuspension wurden pro Vertiefung
einer 6-well-Platte ausgebracht. Nach 5 h im Inkubator (starven) erfolgte die Zugabe des
Zytokins. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Zytokinzugabe verwendet. Die Stimulation
erfolgte fiir 15 min im Inkubator. AnschlieBend wurden die Zellen in 2 ml
Mikroreaktionsgefdle iiberflihrt und fiir 5Smin bei 1500 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Pellets in Stickstoff gefroren und bei -80°C

gelagert. Die weitere Verwendung ist in 2.4.1 beschrieben.

2.3.8 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Interaktionen zwischen dem Interleukin-23 Rezeptor und CIB2 zu untersuchen,
wurden beide Proteine mit unterschiedlichen fluoreszierenden Proteinen fusioniert (IL-23R
mit rot fluoreszierendem mCherry, CIB2 mit GFP) und die entsprechenden
Expressionsvektoren in HeLa Zellen transfiziert. Zur Darstellung des Zellkerns wurde DAPI
verwendet. Zur Darstellung des Zellskeletts wurde o-Tubulin mithilfe eines
Primdrantikdrpers markiert und ein sekundérer Antikorper, an den der Fluoreszenzfarbstoff

Alexa Fluor 633 gekoppelt war, diente zur Visualisierung. Die unterschiedlichen Farbsignale
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konnten getrennt aufgenommen werden und anschlieBend mit der LSM Image Browser
Software iibereinander gelegt werden (merge).

Die Vorbereitung verlief liber 4 Tage. Am ersten Tag erfolgte die Transfektion (s. 2.3.3) der
HeLa Zellen mit den gewiinschten Plasmiden.

Am zweiten Tag wurden die Zellen auf cover plates tiberfiihrt. Dazu wurde das Medium aus
den 10 cm Schalen abgesaugt, 2 ml Trypsin-EDTA zugegeben und fiir 5 min inkubiert.
Wihrenddessen wurden 15 ml Falcon-Réhrchen mit 8 ml DMEM ™ vorbereitet, in die die
Zellen samt Trypsin-EDTA tiberfiihrt wurden. Die R6hrchen wurden fiir 5 min bei 1200 rpm
und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 4 ml
DMEM™" resuspendiert. In jede Vertiefung einer 6-well Platte wurde ein cover plate gelegt
und 250 pl - 1 ml (je nach Zelldichte) der Zellsuspension zugefiigt. Mit DMEM™* wurden
alle Vertiefungen auf ein Gesamtvolumen von 2 ml aufgefiillt. Uber Nacht wurden die Zellen
im Inkubator gelagert.

An Tag drei wurde der primire Antikorper (gerichtet gegen a-Tubulin) zugegeben. Zunéchst
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und es wurde 1% PFA in PBS zugegeben, fiir 4 min
bei Raumtemperatur inkubiert und abgesaugt. Im Anschluss wurden 0,2% Triton in PBS™*
zugefligt und die Platten lichtgeschiitzt fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Fliissigkeit wurde danach durch 1% BSA in PBS ersetzt und es folgte eine lichtgeschiitzte
Inkubation flir 30 min bei Raumtemperatur. Die Fliissigkeit wurde abgesaugt und 200 pl des
Antikorpers in einer Konzentration von 1:1000 in 1% BSA in PBS in jede Vertiefung
gegeben. Die Platte wurde lichtgeschiitzt bei 4°C {iber Nacht gelagert.

An Tag vier wurde der sekundire Antikorper (fusioniert mit Alexa fluor 633, gerichtet gegen
den primédren Antikorper) und DAPI zugegeben. Die Zellen wurden zweimal mit 1 ml
PBS** gewaschen, dabei jeweils 2 min im frischen PBS™* inkubiert. 200 - 400 pul DAPI und
Sekunddrantikdrper in einer Konzentration von 1:1000 in 1% BSA in PBS wurden in jede
Vertiefung der 6-well-Platte gegeben. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 1 h
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Dann wurde zweimal mit PBS gewaschen, wobei das
frische PBS jeweils 2 min einwirken sollte. Um die cover plates auf Objekttrager zu bringen,
wurde ein Tropfen Prolongold blasenfrei auf den Objekttrager aufgetragen und die cover
plates mit der zellbedeckten Seite auf den Objekttriager gelegt. Nach lichtgeschiitzter
Lagerung bei Raumtemperatur iiber Nacht konnten die Objekttrdger analysiert werden. Die

Objekttriger wurden lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Adhidrente Zelllinien wurden 48 h nach der Transfektion (s. 2.3.3) lysiert. Die
Zellkulturschalen wurden hierflir mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und anschlieBend in 1 ml
kaltem PBS mittels Zellschaber von der Schale geldst und in ein Mikroreaktionsgefil3
iiberfiihrt. Nach Pelletierung durch Zentrifugation bei 4°C und 14000 rpm fiir 5 min wurde
der Uberstand verworfen und die Zellen in Lysepuffer (mild-lysis-buffer oder pSTAT3 lysis
buffer) resuspendiert.

Ba/F3-gp130 Zellen wurden zundchst 5 min bei 1500 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurden die Pellets in Fliissigstickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die Lyse erfolgte nach
Zugabe des Puffers analog zur Lyse der adhidrenten Zellen.

Die Lyse verlief fir 2 h bei 4°C unter konstanter Rotation. Danach wurden die
ReaktionsgefiBe bei 4°C und 14000 rpm fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand beinhaltete
das Zelllysat und wurde in ein neues Reaktionsgefdl liberfiihrt. AnschlieBend wurde der

Proteingehalt bestimmt (s. 2.4.2).

2.4.2 Quantifizierung von Proteinen mittels Bicinchoninsiaure (BCA)

Diese Methode beruht auf der Reduktion von zweiwertigen zu einwertigen Kupferionen im
alkalischen Medium in Anwesenheit von Proteinen. Im zweiten Schritt der Reaktion bildet
BCA einen Komplex mit den einwertigen Kupferionen, was zu einer violetten Farbung fiihrt.
Diese kann bei 562 nm am Tecan Infinite M200 PRO Reader gemessen werden und ist
proportional zur Proteinkonzentration der Probe. Anhand einer Eichgrade konnte die
Proteinkonzentration bestimmt werden.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe des BCA Protein Assay Kit und

es wurden die Herstellerangaben zur Durchfiihrung befolgt.

2.4.3 Western Blot

SDS-Page

Zunichst wurden die Proteine aus Zelllysaten mithilfe einer sodium dodecyl sulphate (SDS)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) anhand ihres Molekulargewichts voneinander

getrennt. Je kleiner das Molekulargewicht eines Proteins, desto schneller wandert es durch

das Polyacrylamidgel.
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In dieser Arbeit wurden 10%ige, 1,5 mm dicke SDS-Polyacrylamidgele gegossen. Die Gele
waren in 6 cm Trenngel (unten) und 1 cm Sammelgel (oben) unterteilt. In vorgefertigte
Taschen im Sammelgel wurden 20 pl Probe mit einem Proteingehalt von 2,5 pg/ul pipettiert.
Zur Vorbereitung der Proben erfolgte eine zehnminiitige Inkubation bei 95°C in
5 x Lammlipuffer. Durch das im Puffer enthaltene f-Mercaptoethanol wurden die Proteine
denaturiert und durch Auflosung von Disulfidbriicken wurden Sekundir- und
Tertidrstrukturen der Proteine aufgehoben. Das SDS lagerte sich an die denaturierten
Proteine und gab ihnen eine zum Molekulargewicht proportionale negative Ladung. Die

Auftrennung erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 95 V iiber einen Zeitraum von 2 h.
Transfer und Detektion

Nach Trennung im SDS-Gel wurden die Proteine zur Detektion auf eine PVDF-Membran
transferiert. Der Transfer basiert auf hydrophoben und polaren Wechselwirkungen zwischen
den Proteinen und der Membran. Verwendet wurde das Trans-Blot-Turbo semidry Transfer
System. Zundchst wurde die Membran 2 min in Methanol getridnkt und im Anschluss 1 min
in Transferpuffer gewaschen. Wihrenddessen wurde Whatmann-Papier in Transferpuffer
getrankt und fiinflagig in der Transferbox platziert. Die gewaschene PVDF-Membran wurde
auf das Whatmann-Papier gelegt und das SDS-Gel mittig auf der Membran platziert. Auf
das SDS-Gel wurden weitere fiinf Lagen, in Transferpuffer getrinktes, Whatmann-Papier
gelegt. Die Transferbox wurde geschlossen und fiir 1 h eine Spannung von 25 V angelegt.
Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran in ein 50 ml Falcon-Réhrchen tiberfiihrt und
fiir mindestens 2 h in 10 ml 5% Magermilchpulverlosung bei Raumtemperatur und
dauerhafter Rotation inkubiert, um freie Proteinbindestellen auf der Membran zu blockieren.
Vor Zugabe des primidren Antikdrpers wurde die Membran dreimal mit TBS-T fiir jeweils
10 min unter stindigem Rollen gewaschen. Der primére Antikdrper wurde zugegeben und
die Membran iiber Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. Am nichsten Tag wurde die
Membran erneut dreimal mit TBS-T gewaschen. Danach wurde der sekundéire Antikdrper
zugegeben und die Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend wurde die
Membran zweimal mit TBS-T und einmal mit TBS gewaschen. Durch Zugabe von ECL
Prime Western Blot Detection Reagent, konnte die Detektion am INTAS Chemo Cam

Imager erfolgen.
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Stripping

Nach erfolgter Visualisierung konnten weitere Proteine detektiert werden. Bevor jedoch die
neuen Antikorper zugegeben wurden, musste der vorher benutzte Antikorper entfernt
werden. Zu diesem Zweck wurde die Membran fiir 30 min in einem 60°C Wasserbad in
stripping-buffer inkubiert, dreimal fiir je 10 min mit TBS-T gewaschen und fiir 2 h in 5%

Magermilchpulverlosung inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgen wie oben beschrieben.

2.4.4 Immunprizipitation

In dieser Arbeit wurde die Immunprézipitation genutzt, um eine Interaktion zwischen CIB2
und dem IL-23-Rezeptor zu bestitigen. Dazu wurde in Vorarbeiten ein CIB2-GFP
Fusionsprotein erzeugt und Sepharose beads mit einem gegen GFP gerichteten Nanobody
hergestellt (99).

Nanobodies (Einzeldomdnenantikorper) bestehen aus dem variablen, antigenbindenen
Fragment eines Schwere-Ketten-Antikorpers. Das angewendete Verfahren wird als
GFP-nanotrap (s. Abb. 5) bezeichnet und kann zur Ausfillung von Proteinen mit ihren
dauerhaften sowie transienten Bindungspartnern genutzt werden (100, 101).

Nach der Transfektion adhirenter Zellen (s. 2.3.3) mit den beschriebenen
Expressionsvektoren wurde eine Zelllyse durchgefiihrt. Dabei wurde auf Eis gearbeitet. Das
Medium aus den Zellkulturschalen wurde entfernt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde 250 pl IP-Lysepuffer auf die Platten gegeben. Die Zellen
wurden mit einem Zellschaber abgekratzt, in Mikroreaktionsgefédf3e iiberfiihrt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Im ndchsten Schritt wurden die Proben fiir 20 min bei 14000 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand in neue MikroreaktionsgefiB3e iiberfiihrt. Aus diesen wurden
50 ul abgenommen, in ein neues Reaktionsgefdal mit 50 pl 5 x Lammli-Puffer pipettiert und
fiir 10 min bei 95°C inkubiert. Diese Probe wurde bei -20°C gelagert und diente spéter als
input Kontrolle.

Bevor die Sepharose beads zu den iibrigen Lysaten zugegeben wurden, mussten sie
mehrmals gewaschen werden. Dazu wurden sie filir 2 min bei 4°C mit 2700 rpm zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Es folgten drei Waschschritte, mit je 1 ml IP-Lysepuffer und
Zentrifugation fiir 2 min bei 2700 rpm und 4°C. AbschlieBend wurden die Sepharose beads
in 1 ml IP-Lysepuffer resuspendiert und auf die Lysate verteilt. Die Proben wurden iiber
Nacht bei 4°C unter konstantem, leichten Invertieren inkubiert.

Die Proben wurden dreimal mit IP-Lysepuffer (bei diesem Schritt ohne NP-40) gewaschen
(s.0.). Nach dem letzten Waschschritt wurde die Fliissigkeit komplett entfernt und 50 pl
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2,5 x Lammli-Puffer zugefiigt. AbschlieBend erfolgte eine zehnminiitige Inkubation bei
95°C und die Lagerung bei -20°C.
Nach Entfernung der Proteine, die nicht an den Komplex aus Sepharose bead und CIB2
gebunden waren (s. Abb. 5), wurde ein Western Blot (s. 2.4.3) zur Detektion von GFP und
dem IL-23-Rezeptor durchgefiihrt.

A

Sepharose bead

GFP nanobody

GFP

ciB2
hiL-23 Rezeptor

Abb. 5: Prinzip der Immunprizipitation mit GFP nanobody

Die Abbildung zeigt schematisch die im Rahmen dieser Arbeit angewendete Immunprizipitation. Die
Sepharose beads sind mit GFP nanobodies versehen. Diese binden GFP, das an CIB2 gebunden vorliegt
(CIB2-GFP Fusionsprotein). Durch Entfernen aller Proteine, die nicht an die Sepharose beads gebunden sind,
werden alle Proteine entfernt, die keine Bindung mit CIB2 eingehen.
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3 Ergebnisse

Der IL-23 Rezeptor besteht aus 629 Aminosduren und ist unterteilt in ein Signalpeptid am
N-Terminus (23 aa), eine extrazelluldre (330 aa), transmembrane (23 aa) und intrazellulire
Domiéne (252 aa) (12). Die Aminosduresequenz ist in Abb. 6 dargestellt. Das Signalpeptid
ist grau, die Transmembrandomine gelb und die Tyrosinreste schwarz markiert. Die sieben
Tyrosinreste der intrazelluliren Doméne (Y397, Y429, Y550, Y463, Y476, Y484 und Y611)
sind schwarz hervorgehoben. Im humanen IL-23 Rezeptor spielen Tyr-484 und Tyr-611 eine
Rolle in der STAT3 Aktivierung, wihrend Y397 in die Aktivierung von PI3K/Akt involviert
ist und fir eine STAT3 unabhingige Proliferation sorgt (26). Die Bindestellen fiir STAT
Proteine um Y484 und Y611 ist blau hinterlegt (26). Die postulierte JAK2-Bindestelle ist
griin hervorghehoben (102). Allerdings konnte diese im murinen Rezeptor nicht bestétigt

werden (24).

hIL-23R MNQVTIQWDAVIALYILFSWCHGGITNINCSGHIWVEPATIFKMGMYISIYCQAATKNCO 60
PRELHFYENGIKERFQITRINKTTARLWYKNFLEPHASMYCTAEC PKHFQETLICGKDIS 120
SGYPPDIPDEVICYIYEY SGNMICTWNAGKLT Y IDTKY VVHVKSLETEEEQRYLTSSYIN 184G
ISTDSLOGGKKY LVWVOARNALGMEESKQLOTHLDDIVI PSAAVISRAETINATVPKTIT 240
YWDSQTTIEKVSCEMRYKAT TNGTHNVREFDTNETYVQQSEFYLEPNIKY VFQVRCOETG 300
KRYWQPWSSLFFHKT PETVPOVI SKAFQUDTWNSGLTVAS ISTGHLTSDNRGD [EHLNGEH 360
RIS ISITETE R s rR TG TR BRMIINE D T FIMEN SIVVEMLOENSELMN 420
WNSSEQVLYVDPMITEIKEIFIPEHKPTDYKKENTGPLETRDYPQNSLEDNTTVVY IPDL 480G
wT Bl SNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDS LDSGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSL 540
SNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLEDEFVSCLGT 600
VNEELPSINTEN I CESHFNRISLLEK 629

Abb. 6: Aminosiuresequenz des humanen IL-23 Rezeptors

Die intrazelluldiren Tyrosinreste sind schwarz markiert, grau hinterlegt: Signalpeptid, gelb:
Transmembrandoméne, griin: postulierte JAK2 Bindestelle (102) , blau: STAT Bindestellen (26). Der Rezeptor
besteht aus 629 Aminosduren, davon entfallen 252 auf die intrazellulire Doméne. In der intrazelluldren
Domine finden sich sieben Tyrosinreste (Y397, Y429, Y550, Y463, Y476, Y484 und Y611).

Zur Untersuchung eines Einflusses von SOCS3 auf die IL-23 vermittelte Signaltransduktion
wurde ein humaner IL-23 Rezeptor mit dem SOCS3 Bindemotiv aus gp130 generiert und in
verschiedene Expressionsvektoren kloniert. In adhirenten Zellen und im Ba/F3-gp130
Zellmodell wurde dann der Einfluss von SOCS3 auf die IL-23 Signaltransudktion anhand

von Stimulations- und Proliferationsassays (s. 2.3.7, 2.3.6) analysiert.
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3.1 Klonierung eines humanen IL-23R mit SOCS3 Bindemotiv

In Vorarbeiten wurde das, in gp130 identifizierte SOCS3 Bindemotiv ,,VQYSTVVH* (79),
um den ersten Tyrosinrest (Y397) der intrazelluliren Doméne des humanen IL-23 Rezeptors
eingebracht, woraus die nicht funktionsfihige Rezeptorvariante hIL-23R-VQY39;STVVH
resultierte. In dieser Arbeit wurde die Sequenz um das Tyrosin 476 (Y476) der
intrazelluldren Rezeptordomdne eingebracht, sodass die Variante hIL-23R-VQY476STVVH
entstand. Abb. 7 zeigt das Alignment des Wildtyp hIL-23 Rezeptors und beider mutierten

Rezeptorvarianten mit eingefiigtem SOCS3 Bindemotiv. Die Transmembrandomaéne ist gelb

hinterlegt. Der Ort der eingeflihrten Mutation ist rot markiert.

hIL-23R LLTGMIVEAVMLSTLSLTGTENRS FRTGIKRRILLLI PEKWLYEDT PNMENSNVVEMLOENSELMN 420
hIL-23R-VQY,;STVVH LLLGMIVEAVMLEILSLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDI PNMENSNVVEMLOENSELMN 420
hIL-23R-VQY;4,STVVH LLLGMIVEAVMLEILSLIGIFNRSFRTIGIKRRILLLIPRKNVQYSTVVHMENSNVVEMLOENSELMN 420
hIL-23R NNSSEQVLYVDPMITEIKEIFIPEHKPTDYREENTGPEETRDYPONSLEDNTTVVY IPDINTGYH 485
hIL-23R-VQY, STVVH NNSSEQVLYVDPMITEIKEIFIPEHKPTDYREENTGPEETRDYPOQNSLEDNTTVQYSTVVHTGYH 485
hIL-23R-VQY.4;STVVH NNSSEQVLYVDPMITEIRKEIFIPEHKPTDYREENTGPEETRDYPOQNSLEDNTTVVY IPDLNTGYH 485
hIL-23R PQISNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDEGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELS 556G
hIL-23R-VQY, . STVVH PQISNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDEGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELS 55¢
hIL-23R-VQY,4,5TVVH PQISNFLPEGSHLSNNNEITSLTLEPPVDSLDSGNNPRLQKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELS 550
hIL-23R LILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDEPSETIPEQTLLPDEIVECLGIVNEELPE INTYFPON 615
hIL-23R-VQY, STVVH LILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFVECLGIVNEELPE INTYFPQN 615
hIL-23R-VQY.4,STVVH LILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFVSCLGIVNEELPS INTYFPQN 615
hIL-23R ILESHFNRISLLERK 629
hIL-23R-VQY, . STVVH ILESHFNRISLLER €29
hIL-23R-VQY44,STVVH TLESHFNRISLLER 629

Abb. 7: Alignment des humanen IL-23 Rezeptors und des Rezeptors mit SOCS3 Bindemotiv
Rote Markierung: SOCS3-Bindemotiv, gelbe Markierung: Transmembrandomine, Zahlen am rechten
Bildrand geben die Anzahl/Position der Aminosduren an.

In dieser Arbeit wurde das in gp130 identifizierte SOCS3-Bindemotiv ,,VQYSTVVH* um das Tyrosin 476
(Y476) der intrazelluldren Doméne eingebracht. In Vorarbeiten wurde das Bindemotiv ndher um Tyrosin 397
(Y397) eingebracht und lag ndher an der Transmembrandoméne.

Das alignment wurde mit Clustal Omega erstellt.

Als Ausgangsplasmid der Klonierung diente p409-hIL-23R-P310. Mittels SOE-PCR
(s. 2.2.2) wurde das SOCS3 Bindemotiv an gewiinschter Stelle eingebracht. Im ersten Schritt
der SOE-PCR wurden zwei DNA Fragmente unter Vewendung der primer EE7+EES
(Fragment 1) und EE8+DF155 (Fragment 2) amplifiziert und anschlieBend als template fiir
die Fusions-PCR mit den primern EE8 und DF155 verwendet. Die erschaffene Sequenz, die
fiir den humanen IL-23 Rezeptor mit SOCS3 Bindemotiv kodiert, wurde amplifiziert, mittels
Gelextraktion (s. 2.2.4) isoliert, phosphoryliert (s. 2.2.7) und in pCR-Script ligiert (s.2.2.9,
s. Abb. 8A).
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A s lbp B PCR-Seript-hIL-23R-VQY 7 STYVH
Kione 1-8 Klone 9-16 Klone 17-24 H,0 K
p409-hIL-23R-P310 Mo
9766 bp
-
-
-
MNofl -
3844 bp
SOE-PCR e
Hincli
SnaBl Notl

pCR-Script

2872 bp
linearisiert

hiL-23R-VQy,STVVH

Ligation
C PCR-Seript-hik-23R-VQY,5:sSTVVH

Kione 1-5 Klone 6/7/8/14/15  Klone 16/17/20/21/23

SnaBl
664 bp

pCR-Script-
HL-23R-

ViQ,sSTVVH
3900 bp

Nofl
1683 bp

Abb. 8: Klonierung des Vektors pCR-Script-hIL-23R-VQY47STVVH

A: Klonierungsschema

Als Ausgangsplasmid diente p409-hIL-23R-P310. Das Bindmotiv fiir SOCS3 (VQYSTVVH) wurde unter
Verwendung der Primer EE6, EE7, EE8 und DF155 mittels SOE-PCR eingefiigt. Das amplifizierte
PCR-Produkt wurde in den, mit HinclI linearisierten, Vektor pCR-Script ligiert.

B: Agarosegelelektrophorese der colony PCR Produkte pCR-Script-hIL-23R-VQY476STVVH

Nach Transformation der Ligationsprodukte in chemisch kompetente E. coli Zellen, wurden einzelne
Bakterienklone mittels colony PCR analysiert. Die erwartete FragmentgroBe unter Verwendung der primer
DF37 und DF38 betrug1238 bp. Als Kontrolle diente H,O und DNA aus einem Bakterienklon, der nur mit dem
Vektor transformiert wurde.

C: Agarosegelelektrophorese der Mini-Priparation Produkte pCR-Script-hIL-23R-VQY476STVVH
Nach Isolation der Plasmid-DNA mittels Mini-Préparation, wurde die DNA putativ positiver Klone mit EcoRI
geschnitten und anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Die erwarteten Fragmente sollten
eine Grofe von 615 bp und 3285 bp aufweisen.

bp: Basenpaare, M: marker (Express DNA Ladder 100-5000 bp, Thermo Scientific) SOE-PCR: splicing by
overlapping extension polymerase chain reaction

Nach der Ligation erfolgte die Transformation (s. 2.2.1) in chemisch kompetente E.coli XL-
1 Blue Zellen. Zur Selektion der Bakterienklone, die das Plasmid aufgenommen haben,
wurde eine colony PCR (s.2.2.2) unter Verwendung der primer DF38 und DF39
durchgefiihrt. Das amplifizierte Fragment hatte eine GroBe von 1238 bp. Mittels
Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.3, Abb. 8B) konnten Bakterienklone, die das Plasmid
exprimieren, identifiziert werden. In der Abbildung zeigen die Klone 1-8, 14-17, 20, 21 und
23 ein Signal bei 1238 bp. Die Plasmid-DNA dieser putativ positiven Klone wurde mittels
DNA-Mini-Priparation (s. 2.2.10) isoliert. Die gewonnene DNA aus der Mini-Préparation
wurde einer analytischen Restriktionsspaltung (s. 2.2.5) mit EcoRI unterzogen und mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert (s. Abb. 8C). EcoRI schneidet
pCR-Script-hIL-23R-VQY476STVVH in zwei Fragmente (615 bp und 3285 bp). Die Klone
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6, 14-16 und 21 zeigen das erwartete Restriktionsmuster. Zur Gewinnung grof3erer Mengen
Plasmid-DNA folgte eine Midi-Praparation (s.2.2.10) dieser Klone. Nach der

Midi-Préparation erfolgte eine abschliefende analytische Restriktionsspaltung mit EcoRI.

Im nichsten Schritt der Klonierung wurde die DNA Sequenz fiir den hIL-23 Wildtyprezeptor
im Expressionsvektor p409-hIL-23R-P310 durch die erschaffene Sequenz des hIL-23R mit
dem SOCS3 Bindemotiv aus pCR-Script-hIL-23R-VQY476STVVH ersetzt (s. Abb. 9A).

A B PA0S-RIL-23R-VQY ,¢STVVH

Klon2 Klonb Klon 11 Klon 13
pCR-Script-hlL-

p408-hil.-23R-P310

23R-VQ,7STVVH M AR K AR K AR K AR K

3900 bp

9768 bp

5000 B e
3000 D —e
« Notl < Mot 2000 bp ——
< 1683 bp 3< 3844 bp 1500 b m——
1000 b w—

SnaBi = SnaBl + 750 bp
Notl Not] 500 bp ——er
250 D e

SnaBI  Notl SnaBl  Not

hiL-23R-V QS TVVH

Ligation

SnaBl
2825 bp

P409-hIL-23R-
VQyeSTVVH
9766 bp

Notl
3844 bp

Abb. 9: Klonierung des Vektors p409-hIL-23R-VQY476STVVH

A: Klonierungsschema

Zur Gewinnung des Vektors wurde das Ausgangsplasmid p409-hIL-23R-P310 mit SnaBI und Notl
geschnitten. Das Insert wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen aus dem Plasmid
pCR-Script-hIL-23R-VQY476STVVH geschnitten und anschlieBend in p409 ligiert.

B: Agarosegelelektrophorese der Midi-Priparation Produkte p409-hIL-23R-VQY47STVVH

Nach Isolation der Plasmid-DNA mittels Midi-Praparation, wurde eine Restriktionsanalyse mit EcoRI
durchgefiihrt und mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Die erwarteten Fragmente sollten eine Grofe
von 155 bp, 402 bp, 615 bp, 1008 bp, 2436 bp und 5150 bp aufweisen. Als Kontrolle diente nicht geschnittene
Plasmid-DNA.

Schere: Restriktionsspaltung bp: Basenpaare, M: marker (Express DNA Ladder 100-5000 bp, Thermo
Scientific), AR: analytische Restriktionsspaltung, K: Kontrolle (ungeschnittenes Plasmid)

Dazu wurden beide Plasmide mit SnaBI und Notl priparativ geschnitten (s. 2.2.5). Die
geschnittene DNA wurde in einer Agarosegelelektrophorese getrennt und die gewiinschten
Fragmente mittels Gelextraktion (s. 2.2.4) isoliert. Das 8747 bp grof3e Fragment aus der
Restriktionsspaltung von p409-hIL-23R-P310 diente als Vektor und das 1019 bp grof3e
Fragment aus der Restriktionsspaltung von pCR-Script-hIL-23R-VQY476STVVH als insert
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fiir die folgende Ligation. Vor der Ligation wurde die Vektor-DNA dephosphoryliert (s.
2.2.8), da SnaBlI blunt ends erzeugt.

Das Ligationsprodukt wurde in chemisch kompetente E.coli XL-1 Blue Zellen transformiert.
Wie bereits beschrieben erfolgte die Selektion der Bakterienklone, die das Plasmid in der
Transformation aufgenommen haben, anhand einer colony PCR. Nach der anschlieBenden
Mini-Préparation der putativ positiven Klone, folgte eine analytische Restriktionsspaltung
mit EcoRI und eine Midi-Priparation. Die abschlieBende analytische Restriktionsspaltung
nach Midi-Praparation erfolgte ebenfalls mit EcoRI. In der Kontrolle mittels
Agarosegelelektrophorese (s. Abb. 9B) wurden Fragmente der GréBe 155 bp, 402 bp,
615 bp, 1008 bp, 2436 bp und 5150 bp erwartet. Alle analysierten Klone zeigen das

erwartete Restriktionsmuster.

Im letzten Schritt der Klonierung (s. Abb. 10A) wurde die Sequenz fiir den hIL-23 Rezeptor
mit SOCS3 Bindemotiv in den Vektor pMOWS-puro kloniert, flir retrovirale
Transduktionen (s. 2.3.4) der Ba/F3-gp130 Zellen (s. Abb. 10).

Pmel

A 1837 bp

Ecahi B
1492 bp pMOWS-puro-hiL-23R-VQY S TVYH

Kion{ Kion2 Klon3
M AR K AR K AR K

PA0G-hlL-23R-

{ pMOWS-puro-
VS TVVH GFP

9766 bp 6527 bp
BamHI
a, pmel e 2298 bp 3000 b
- e EcoNi + 2006 bp
o Baméil 1500 bp
blunting +
Pephosphorylierung 1000 bp

Prred Pmel

hi-23R-V (7S TYVH

\E‘ig‘%ﬁon/

EcoRV goomy
15!3Ibp 225 bp

EcoRV

oMOWS-puro-hil- 1877 bp

23RN S TYYH

FeoRY TT76 bp

5424 op

Abb. 10: Klonierung des retroviralen Vektors pMOWS-puro-hIL-23R-VQY47STVVH

A: Klonierungsschema

Zur Vorbereitung des Vektors wurde pMOWS-puro-GFP mit EcoNI und BamHI geschnitten. AnschlieBend
erfolgte ein DNA-blunting (s. 2.2.6) und eine Dephosphorylierung (s.2.2.8). Das insert wurde aus dem Plasmid
p409-hIL-23R-VQY47STVVH mit Pmel ausgeschnitten und in pMOWS-puro ligiert. Dieser Vektor trégt ein
Gen, das eine Resistenz gegen Puromycin vermittelt.

B: Agarosegelelektrophorese der Midi-Priparation Produkte pMOWS-puro-hIL-23R-VQY47STVVH
Nach Isolation der Plasmid-DNA mittels Midi-Priaparation, wurde eine Restriktionsanalyse mit EcoRV
durchgefiihrt und mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Die erwarteten Fragmente sollten eine Grof3e
von 1652 bp, 3457 bp, 2502 bp und 75 bp bp aufweisen. Als Kontrolle diente nicht geschnittene Plasmid-DNA.
Schere: Restriktionsspaltung, bp: Basenpaare, M: marker (Express DNA Ladder 100-5000 bp, Thermo
Scientific), AR: analytische Restriktionsspaltung, K: Kontrolle (ungeschnittenes Plasmid)

41



Ergebnisse

Zur Gewinnung des Vektors wurde pMOWS-puro-GFP einer priparativen
Restriktionsspaltung mit EcoNI und BamHI unterzogen. AnschlieBend wurden blunt ends
am Vektor geschaffen (s. 2.2.6) und der Vektor dephosphoryliert, um eine Religation zu
vermeiden. Das insert stammt aus p409-hIL-23R-VQY476STVVH und wurde durch
Restriktionsspaltung mit Pmel gewonnen. Nach Ligation und Transformation wurde eine
colony PCR zur Identifikation putativ positiver Klone durchgefiihrt. Nach Restriktion von
Plasmid-DNA, die mittels Mini-Priaparation isoliert wurde, wurden drei Klone selektiert,
deren Plasmid-DNA anhand einer Midi-Praparation isoliert wurde. Abb. 10B zeigt das
Agarosegel nach Restriktionsspaltung der Plasmid-DNA aus der Midi-Priparation mit
EcoRV. Die erwarteten Signale lagen bei 1652 bp, 3457 bp, 2502 bp und 75 bp. Das Signal
bei 75 bp ladsst sich aufgrund ihrer geringen GroBe in dem angewendeten Verfahren nicht
darstellen. Als Kontrolle wurde nicht geschnittene Plasmid-DNA verwendet. Die drei

analysierten Klone zeigen die erwarteten Fragmentgrof3en.

Die Plasmide p409-hIL-23R-VQY476STVVH und pMOWS-puro-hIL-23R-VQY476STVVH

wurden zur Kontrolle sequenziert (s. 2.2.12).

Zur Uberpriifung der  korrekten Funktion = wurden die generierten
p409-hIL-23R-VQY476STVVH Plasmide in U4C Zellen transfiziert (s. 2.3.3) und mittels
Western Blot (s.2.4.3) analysiert (s. Abb. 11). Der verwendete Primdrantikdrper richtete sich
gegen den humanen IL-23R. Hierbei ist zu beachten, dass das detektierte Signal fiir den
hIL-23R nicht bei der berechneten Proteingr6fe von 71,7 kDa liegt. Dies liegt an
posttranslationaler Modifikation des Rezeptors, der acht Glykosilierungsstellen aufweist
(30). Als Kontrolle dienten Zelllysate von untransfizierten Zellen, von Zellen, die mit
pEGFP transfiziert wurden und von Zellen, die mit p409-hIL-23R-P310 (Wildtyprezeptor)
transfiziert wurden. Zellen, die mit den Plasmiden p409-hIL-23R-VQY476STVVH 5 oder 11
transfiziert wurden, zeigen im Western Blot das gleiche detektierte Signal wie Zellen, die
mit dem Wildtyprezeptor transfiziert wurden. Dies bestétigt die Expression des humanen
IL-23R und somit die korrekte Funktion der generierten Plasmide. In den Kontrollen
(untransfiziert, pEGFP) lésst sich keine Expression des hIL-23R detektieren. Klon 2 und 13
des Plasmids p409-hIL-23R-VQY476STVVH fiihrten nicht zu einer Expression des hIL-23R
(s. Abb. 11).
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MW < < Q Q
180 kDa—— '
130 kDa—| - —
100 kDa
70 kDa—

a-hlL-23R

Abb. 11: Expression hIL-23R-VQY476STVVH in transient transfizierten U4C Zellen

Molekulargewicht: hIL-23R 71,7 kDa (uniprot Q5VWKS)

Transient transfizierte U4C Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert. Die Lysate wurden mittels
Immunoblox unter der Verwendung eines biotinylierten hIL-23R  Antikdrpers analysiert. Als
Negativkontrollen dienten die Zelllysate von pEGFP und untransfizierten Zellen. Die Positivkontrolle war der
Wildtyprezeptor hIL-23R. Das Plasmid hIL-23R-VQY476STVVH 2 fiihrt zur Expression eines inkorrekten
Proteins. Als Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific) verwendet.

kDa: Kilodalton, MW: Molekulargewicht, Pfeil: erwartete Bande

3.2 SOCS3 inhibiert nicht die IL-23 Signaltransduktion

Die Untersuchung des Einflusses von SOCS3 auf die IL-23 Signaltransduktion wurde in
einem Modell aus Ba/F3-gp130 Zellen durchgefiihrt, die abhingig von Hyper-IL-6 (HIL-6)
proliferieren. Zur retroviralen Transduktion (s. 2.3.4) wurden die Expressionsvektoren
pMOWS-puro und pMOWS-hygro verwendet, die eine Resistenz gegen Puromycin bzw.
Hygromycin B vermitteln und dadurch eine Selektion der Zellen erméglichen (97, 98). Ein
weiterer Selektionsmechanismus ergibt sich durch die Expression beider Untereinheiten des
heterodimeren hIL-23 Rezeptors. Im Gegensatz zu Zellen, die keine oder nur eine
Untereinheit exprimieren, proliferieren Zellen mit beiden Untereinheiten des Rezeptors
IL-23 abhdngig. Abb. 12 zeigt schematisch den Ablauf der retroviralen Transduktionen von
Ba/F3-gp130 Zellen mit pMOWS-puro-hIL-23R-VQY476STVVH. Hierzu wurde eine
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Ba/F3-gp130 Zelllinie verwendet, die in Vorarbeiten bereits mit pMOWS-hygro-hIL-12R1
retroviral transduziert wurde (18). Nach erfolgreicher Transduktion konnten die Zellen tiber
Zugabe von Hygromycin B selektiert werden. Nach retrovrialer Transduktion mit
pMOWS-puro-hIL-23R-VQY476STVVH, exprimierten die Zellen beide Untereinheiten des
heterodimeren hIL-23 Rezeptors und konnten durch Zugabe von Hyper-murines-I1L-23
(mHIL-23) kultiviert werden. Zusitzlich erfolgte eine Selektion iiber die Zugabe von
Puromycin und Hygromycin B.

hIL-12RB1 hiL-12RB1

130
gp130 gp130 o hIL-23R-VQY 7S TVVH

Transduktion Transduktion
Ba/F3-gp130 Ba/F3-gp130- Ba/F3-gp130-
hiL-12Rp1 hiL-12RB1-
hiL-Z3R-VQY 476STVVH
R =G418 R = Hygromycin B R = Hygromycin B und
Puromycin
Z =HIiL-6 Z=HiL-6 Z = mHIL-23

Abb. 12: Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen zur Etablierung einer stabilen Zelllinie mit
mutiertem IL-23 Rezeptor

Ba/F3-gp130 Zellen wurden in Vorarbeit der Arbeitsgruppe mit pMOWS-hygro-hIL-12RB1 versehen und
durch Zugabe von Hygromycin selektiert (18). AnschlieBend wurde das generierte Plasmid
pMOWS-puro-hIL-23R-VQY476STVVH mittels retroviraler Transduktion eingebracht und die Zellen mit einer
Kombination aus Hygromycin B und Puromycin selektiert. Die ersten beiden Varianten proliferien abhénging
von HIL-6. Zelllinien, die beide Untereinheiten des heterodimeren IL-23 Rezeptors exprimieren proliferieren
abhéngig von IL-23.

WeiB: gp130, Grau: hIL-12RB1, Schwarz: hIL-23R-VQY47STVVH, R: Resistenz, Z: Zytokin

Die Oberflachenexpression der Rezeptoren wurde mittels Durchflusszytometrie (s.2.3.5)
bestdtigt (s. Abb. 13). Hierfiir wurden die Zellen mit rezeptorspezifischen Antikdrpern
gefarbt. Der AntikOrper gegen hIL-12RB1 war bereits mit einem Fluorophor gekoppelt,
wohingegen der hIL-23R Antikdrper sekundir mit Allophycocyanin (APC) markiert wurde.
Als Negativkontrolle wurden Ba/F3-gp130 Zellen mit beiden Antikorpern gefirbt. Die
deutliche Verschiebung der Histogramme der Ba/F3-gp130 Zelllinien mit beiden IL-23
Rezeptoren zeigt, dass diese Zellen die entsprechenden Rezeptoren auf ihrer Zelloberfldche
exprimieren. Als  Positivkontrolle  fungierte die bereits etablierte  Zelllinie

Ba/F3-gp130-hIL-12RB1-hIL-23R (99).
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Abb. 13: Analyse der Oberflichenexpression von IL-23 Rezeptoren bei retroviral transduzierten
BaF3-gp130 Zellinien

Auf der x-Achse ist die Fluoreszenzintensitit abgebildet. Sie ist ein Mall fiir die Intensitdt der
Rezeptorexpression an der Zelloberfliche. Die y-Achse reprisentiert die Anzahl gemessener Zellen. In grau
dargestellt sind die Ergebnisse der Negativkontrolle (Ba/F3-gp130). Das weil} hinterlegte Histogramm stellt
die Ergebnisse der generierten Zelllinie Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY476STVVH, bzw. der bereits
vorhandenen Zelllinie Ba/F3-gp130-hIL-12RB1-hIL-23R, dar. Fiir die Durchflusszytometrie wurden die Zellen
mit rezeptorspezifischen Antikorpern gefirbt und tiber Fluorophore analysiert.

AnschlieBend wurde die zeitabhdngige Phosphorlylierung von STAT3 unter Stimulation mit
HIL-6 oder mHIL-23 in Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R Zellen beobachtet. Hierfiir
wurden die Zellen gestarvt und bis zu 6 h mit HIL-6 oder mHIL-23 stimuliert (s. 2.3.7).
Nach Ernte wurden die Zellen lysiert (s. 2.4.1) und mittels Western Blot (s. 2.4.3)
hinsichtlich der Aktivierung des Jak-STAT-Signalwegs (pSTAT3) untersucht. Hierfiir
wurden Antikdrper zur Detektion von STAT3, phosphoryliertem STAT3 und SOCS3
verwendet. Nach Stimulation mit mHIL-23 wurde in Ba/F3-gp130hIL-12Rp1/hIL-23R
Zellen eine Induktion von SOCS3 nach 2 h detektiert. Die Phosphorylierung von STAT3
war nach einer Stimulation von 30 min mit mHIL-23 nachweisbar. Nach Stimulation mit
mHIL-23 iiber 6 h kommt es nicht zu einer Abnahme der STAT3 Aktivierung. Zellen, die
mit HIL-6 stimuliert wurden, zeigten bereits eine Expression von SOCS3 nach 1 h. Die
STAT3 Phosphorylierung war ebenfalls nach 30 min nachweisbar. Allerdings verminderte

sich unter HIL-6 Stimulation nach 2 h die Phosphorylierung von STAT3 (s. Abb. 14).
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Abb. 14: SOCSS3 fiihrt nicht zu einer Supprimierung der IL-23 vermittelten STAT3 Phosphorylierung
Die Stimulation von Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R mit HIL-6 und mHIL-23 erfolgte fiir 6 h. Anschliefend
wurden die Zellen lysiert und unter Verwendung des Western Blots analysiert. Ein repréasentatives Ergebnis
von n=4 ist dargestellt. Die verwendeten Primdrantikdrper richteten sich gegen phosphoryliertes STAT3
(pSTAT3), STAT3 und SOCS3. Als Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific) verwendet.

kDa: Kilodalton, h: Stunden

35 kiba

Dieser Stimulationsassays wurde im Rahmen dieser Arbeit mit den generierten

Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY476STVVH Zellen wiederholt (s. Abb. 15).

Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY,;:STVVH
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Abb. 15: Einfiigen des SOCS3-Bindemotivs in den IL-23 Rezeptor ist nicht ausreichend, um eine SOCS3
vermittelte Supprimierung der IL-23 vermittelten STAT3 Phosphorylierung herbeizufiihren
Die Stimulation von Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY476STVVH mit HIL-6 und mHIL-23erfolgte fiir
6 h. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und unter Verwendung des Western Blots analysiert. Ein
reprisentatives Ergebnis von n=4 ist abgebildet. Die verwendeten Primdrantikérper richteten sich gegen
phosphoryliertes STAT3 (pSTAT3), STAT3 und SOCS3. Als Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

kDa: Kilodalton, h: Stunden

Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 6 h entweder mit HIL-6 oder mHIL-23
stimuliert. Im Western Blot wurden Antikdrper zur Detektion von phosphoryliertem STAT3,
STAT3 und SOCS3 verwendet. Die Ergebnisse sind identisch zu den Ergebnissen in Zellen
mit Wildtyprezeptor. Bei Stimulation mit mHIL-23 ldsst sich eine Zunahme der STAT3
Aktivierung nach 30 min beobachten. Eine Induktion von SOCS3 ist nach 2 h nachweisbar.
Innerhalb der sechsstiindigen mHIL-23 Stimulation war keine Abnahme der STAT3

Aktivierung nachweisbar. Bei Stimulation mit HIL-6 zeigt sich eine vermehrte STAT3
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Phosphorylierung nach 30 min, eine Induktion von SOCS3 nach 1 h und eine Abnahme der
STAT3 Aktivierung nach 2 h.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die IL-6 vermittelte STAT3 Phosphorylierung iiber gp130
einer Inhibition durch SOCS3 unterliegt. Wie bereits beschrieben, kann die IL-23 vermittelte
STAT3 Phosphorylierung tiber den heterodimeren hIL-23 Rezeptor allerdings nicht durch
SOCS3 inhibiert werden (29). Das Einfiigen der SOCS3 Bindestelle aus gp130 in den
hIL-23R gemifB Punkt 3.1 flihrte nicht zur SOCS3 vermittelten Inhibtion der Aktivierung
von STAT3.
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3.3 Ba/F3-gp130 Zellen mit heterodimerem IL-23R und SOCS3 Bindemotiv im
IL-23R proliferieren und zeigen ein verindertes Proliferationsverhalten als Zellen
mit Wildtyp IL-23 Rezeptor

Zunichst wurde unter Verwendung eines Zellviabilititsassays (s. 2.3.6) untersucht, ob die
generierten Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY476STVVH  Zellen (s.3.2) eine

regelrechte zytokinabhéngige Proliferation zeigen. Abb. 16 zeigt ein repréisentatives

Ergebnis.
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Abb. 16: Ba/F3-gp130 Zellen mit hIL-12Rp1 und der generierten IL-23 Rezeptorvariante proliferieren
IL-23 abhiingig

Die Proliferation verschiedener Ba/F3-gp130 Zelllinien (x-Achse) wurde ohne Zytokin, in Abhingigkeit von
IL-6 und in Abhingigkeit von IL-23 untersucht. Ohne Zugabe von Zytokin zeigt keine Zelllinie eine
Proliferation. Alle Zelllinien exprimieren gp130 und proliferieren unter HIL-6. Nur die Zelllinien, die beide
Untereinheiten des [L-23 Rezeptors exprimieren proliferieren 1L-23 abhéngig.

RFU: relative fluorescence units

Das Proliferationsverhalten der stabilen Zelllinien Ba/F3-gp130, Ba/F3-gp130/hIL-12Rp1,
Ba/F3-gp130/hIL-23R, Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R und Ba/F3 gp130/hIL 12RB1/hIL
23R-VQY476STVVH ohne Zytokinzugabe, mit HIL-6 und mit mHIL-23 wurde miteinander
verglichen. Die verschiedenen Zelllinien sind auf der x-Achse abgebildet. Auf der y-Achse
ist der Parameter RFU (relative fluorescence units) als MaB fiir die Intensitdt der Fluoreszenz
und somit der Proliferation aufgetragen. Keine der analysierten Zelllinien zeigt eine
zytokinunabhdngige Proliferation. Da alle Zelllinien gp130 exprimieren, zeigen sie eine
vergleichbare Proliferation mit HIL-6. Nur die Zelllinien, die beide IL-23
Rezeptoruntereinheiten exprimieren zeigen eine IL-23 abhingige Proliferation. Da die
Zellen ohne Zugabe von Zytokin keine eigenstéindige Proliferation zeigen, kann davon
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ausgegangen werden, dass die Mutation des IL-23 Rezeptors im intrazelluldren Bereich

gemil Punkt 3.1 nicht zu einer konstitutiv aktiven Rezeptorvariante fiihrte.

Nachdem eine regelrechte Zellproliferation in Abhéingigkeit von IL-23 gezeigt werden
konnte, wurde das Proliferationsverhalten von Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R und
Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY476STVVH Zellen unter steigenden
Konzentrationen von IL-23 (s. 2.3.6) verglichen (s. Abb. 17).

—hiL-12RB1hIL-23R == HIL-12RB1/hIL-23R-VQY 7S TVVH
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Abb. 17: Ba/F3-gp130 Zellen mit IL-12Rp1 und der generierten Rezeptorvariante zeigen ein verindertes
konzentrationsabhiéingiges Proliferationsverhalten als Zellen, die den Wildtyp IL-23 Rezeptor
exprimieren

Die Proliferation von Ba/F3-gpl130/hIL-12RB1/hIL-23R  und  Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-
VQY476STVVH wurde in Abhéingigkeit steigender Konzentrationen von mHIL-23 (x-Achse) untersucht. Bei
Ba/F3-gp130 Zellen, die den IL-23 Wildtyprezeptor exprimieren, ist die Proliferation bei geringen
Zytokinkonzentrationen bereits auf einem héheren Niveau und es kommt unter héheren Konzentrationen von
mHIL-23 zu einer Abnahme der Proliferation, bis auf niedrigere Werte als ohne Zytokin. Zellen, die die
mutierte Rezeptorvariante exprimieren, zeigen eine Verschiebung des Proliferationsverhaltens. Bei den
gemessenen Konzentrationen lasst sich fiir Zellen mit der mutierten IL-23 Rezeptorvariante keine Abnahme
der Proliferation zeigen. Ein reprisentatives Ergebnis von n=>5 ist dargestellt.
RFU: relative fluorescence units

Auf der x-Achse sind die steigenden mHIL-23 Konzentrationen von 0,01 ng/ml bis 2 pg/ml

aufgetragen. Die y-Achse reprisentiert die RFU und somit ein MaB fiir die Zellproliferation.
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Unerwarteterweise flihren hohe IL-23 Konzentrationen (> 10 ng/ml) zu einer Abnahme der
Proliferation der Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R  Zellen. Bei hoheren IL-23
Konzentrationen sinkt der RFU Wert sogar auf niedrigere Werte als ohne Zytokin. Fiir dieses
Phénomen gibt es bisher keine Erkldrung. Zellen mit der mutierten IL-23R Variante zeigen
bei diesen IL-23 Konzentrationen weiterhin eine zunehmende Proliferation. Durch die
eingefligte = SOCS3  Bindestelle kommt es zu einer Verschiebung des
Proliferationsverhaltens. Bei hoheren Zyotkinkonzentrationen wird das Maximum an RFU
wie bei Zellen mit Wildtyprezeptor erreicht (ca. 45000). Allerdings kommt es auch bei den
hochsten untersuchten Zytokinkonzentrationen nicht zu einer Reduktion der IL-23
abhéingigen Proliferation. Aullerdem féllt auf, dass das Niveau der Proliferation bei geringen

Zytokinkonzentrationen geringer ist, als bei Zellen mit dem Wildtyprezeptor.

3.4 Hohe Konzentrationen von IL-23 verringern die Proliferation von Ba/F3-gp130
Zellen mit heterodimerem hIL-23 Rezeptor

In Abb. 17 (s. 3.3) wurde gezeigt, dass es in Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R Zellen unter
hohen Konzentrationen von IL-23 (> 10 ng/ml) zu einem Abbruch der Zellproliferation
kommt, wohingegen dies bei Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R-VQY476STVVH Zellen
nicht der Fall war. Um dieses Phidnomen ndher zu untersuchen, wurden mutierte

Rezeptorvarianten (s. Abb. 18) des IL-23R verwendet.

ECD TMD ICD aa
gp130 (ETNEEIC v . s T v | o
hIL-23R Wildtyp WL ,,EDIP | 629
hIL-23RW395V VL ., EDICP | 620
hIL-23R1400/P401V WL ., EDVV | 629
hIL-23RW395V/1400V/P401V | aa 25-355 VL 3EDVYV | 629

Abb. 18: Mutierte Rezeptorvarianten des hIL-23R

Schematische Darstellung von gp130 und Varianten des hIL-23R. Die Tyrosine in der intrazlluliren Doméne
sind hervorgehoben und numeriert.

aa: Aminosdure, weill: N-Terminus, ECD (dunkelgrau): Extrazellulire Domine, TMD (schwarz):
Transmembrandoméne, ICD (hellgrau): intrazelluldre Doméne

Die Mutationsvarianten wurden in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe erstellt. Im Gegensatz zur
Einbringung der SOCS3 Bindesequenz (s. 3.1) um das intrazelluldre Tyrosin 476, wurden
Aminosduren um das intrazelluldre Tyrosin 397 mutiert. In der Variante hIL-23RW395V
wurde Tryptophan (W395) durch Valin ersetzt, in der Variante hIL-23R1400/P401V wurde
Isoleucin (I400) und Prolin (P401) zu Valin mutiert und in hIL23RW395/1400/P401V
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wurden W395, 1400 und P401 durch Valin ersetzt. Diese Mutationen beruhen auf dem
SOCS3 Bindemotiv (VQYSTVVH) in gp130 mit pTyr759 im Zentrum (28, 32).

Die beschriebenen Mutationsvarianten wurden bereits in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
Scheller in Ba/F3-gp130 Zellen eingebracht (s.2.3.4). In Proliferationsassays (s. 2.3.6) unter
Verwendung steigender Konzentrationen von IL-23 wurde im Rahmen dieser Arbeit das
Proliferationsverhalten der generierten Zelllinien
Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23W395V, Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/h1L-231400/P401V und
Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23W395V/1400V/P401V ~ untersucht und mit dem
Proliferationsverhalten von Wildtyp Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23R Zellen verglichen.

Abb. 19 zeigt das Ergebnis eines repridsentativen konzentrationsabhingingen

Proliferationsassays.
=——hiL-12RA1V/HIL-23R ~—hlL-12RE1/NIL-23W385V
e NIL=-12RB1NIL-23H400/P401V =1yl -1 2R B 1/NIL-23W385VII400VIP401Y
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Abb. 19: Mutationen im IL-23 Rezeptor dndern das konzentrationsabhéngige Proliferationsverhalten
von Ba/F3-gp130 Zellen mit IL-23 Rezeptoren

Auf der x-Achse sind die steigenden mHIL-23 Konzentrationen in ng/ml aufgetragen und auf der y-Achse ein
MaB fiir die Proliferation (RFU). Alle Zelllinien exprimieren beide Untereinheiten des IL-23 Rezeptors. Zellen,
die den Wildtyprezeptor exprimieren, zeigen eine Abnahme der Proliferation bei hohen IL-23 Konzentrationen.
Die eingebrachten Mutationen fithren zu einer Rechtsverschiebung der Kurven, wobei die hdchste untersuchte
Konzentration nicht zu einer vergleichbar starken Abnahme der Proliferation fiihrt. Ein repréisentatives
Ergebnis von n=3 ist dargestellt.

RFU: relative fluorescence unit
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Auf der x-Achse sind die steigenden mHIL-23 Konzentrationen und auf der y-Achse ein
MaB fiir die Proliferation (RFU) aufgetragen. Bei einer Konzentration von > 10 ng/ml
kommt es zum bereits beschriebenen Abbruch der Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen mit
Wildtyprezeptoren. Durch die Mutationen um Y397 verdndert sich das
Proliferationsverhalten der Ba/F3-gp130 Zellreihen. Die Zellen mit Mutationsvarianten des
IL-23 Rezeptors zeigen eine schwichere Proliferation bei niedrigen Zytokinkonzentrationen
als der Wildtyp. Zellen mit den Varianten hIL-231400/P401V (VV6) und Zellen mit der
Variante hIL-23W395V/I400V/P401V (VVVI11) zeigen eine starke Zunahme der
Proliferation zwischen Zytokinkonzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml. Ab 100 ng/ml
hat die Intensitét der Proliferation ein Plateau erreicht, bis es ab 1000 ng/ml zu einer leichten
Abnahme der Proliferation kommt. Zellen mit der Variante hIL-23W395V (V3) zeigen das
niedrigste Proliferationsmaximum der 4 Zelllinien, das zwischen 1 ng/ml und 10 ng/ml
erreicht ist. Konzentrationen {iber 10 ng/ml fithren zu einer Abnahme der Proliferation.
Allerdings ist die Abnahme im Vergleich zum Wildtyprezeptor vermindert und unter den
gemessenen Konzentrationen kommt es auch bei dieser Variante nicht zu einem Abbruch

der Proliferation.

Die Ergebnisse zeigen, dass Mutationen um Y397, sowie Mutationen um Y476 (s. 3.3) zu
einer Verdnderung des IL-23 abhdngigen Proliferationsverhalten der Ba/F3-gp130 Zellen
fithren.

Die verwendeten Rezeptorvarianten sind chimire Rezeptoren, wobei die extrazelluldre und
transmembrane Doméne aus dem murinen Rezeptor stammt und die Intrazellulirdoméine aus
dem humanen Rezeptor. Zellen mit Deletionsvarianten des Rezeptors vor Y476 zeigen keine
STAT3 Phosphorylierung, aber dennoch eine vergleichbare Proliferation wie Zellen mit
vollstidndiger Intrazellulirdoméne (26). Sobald jedoch Y397, das obligat zur MAPK/PI3K
Aktivierung ist, mutiert wird, erliegt die Zellproliferation (26). Dies kann erkliren, warum
das Einbringen der SOCS3 Bindestelle um Y397 in Vorarbeiten zu einer nicht
proliferierenden Rezeptorvariante gefiihrt hat. Aus den Ergebnissen von Vorarbeiten scheint
Y476 keine kritische Rolle in der Zellproliferation von Ba/F3-gp130 Zellen zu spielen,
sodass die SOCS3 Bindestelle um diesen Tyrosinrest eingebracht wurde (26). Dieser
Tyrosinrest ist im murinen und humanen Rezeptor homolog. Uberraschenderweise fiihrt
diese Mutation jedoch zu einer Anderung des Proliferationsverhaltens gegeniiber dem
Wildtyp. Es ergibt sich der Verdacht, dass Y476 eine bisher nicht geklérte Rolle in der IL-23

Signaltransduktion einnimmt.
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Nach Mutationen um Y397 verdndert sich das Proliferationsverhalten im Vergleich zum
Wildtyp. Fir die Varianten Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-231400V/P401V  und
Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-23W395V/1400V/P401V scheint eine hohere Konzentration
von IL-23 bendtigt zu werden, um das Maximum der Proliferation des Wildtyps zu
erreichen. AuBlerdem fiihrt eine derart hohe Zytokinkonzentration nicht zum kompletten
Erliegen der Proliferation. Dies lasst vermuten, dass die Mutationen um Y397 zu einer
ineffzienteren Aktivierung des MAPK/PI3K Signalwegs flihren. Dariiberhinaus legt das
beobachtete Proliferationsverhalten nahe, dass der beobachtete Abbruch der Proliferation
durch Faktoren verursacht wird, die von einer regelrechten IL-23 Signaltransduktion
ausgelost werden. Die Proliferation der Varianten
Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-231400V/P401V und Ba/F3-gp130/hIL-12RB1/hIL-
23W395V/1400V/P401V zeigt nach Erreichen des Maximums ebenfalls ein Absinken des

Proliferationsniveaus bei weiter steigenden Zytokinkonzentrationen.

3.5 Klonierung der CIB2 Expressionsvektoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Fusionsprotein CIB2-GFP fiir Interaktionsstudien
verwendet. Das Plasmid pcDNA3.1-hCIB2-GFP lag in der Arbeitsgruppe Scheller vor.
Durch die Fusion mit GFP wurde eine Immunprazipitation (s. 2.4.4) mit GFP-nanobodies
ermoglicht. AuBerdem erfolgte mittels GFP die Lokalisation von CIB2 durch
Fluoreszenzmikroskopie (s. 2.3.8). Zur Expression in Ba/F3-gp130 Zellen wurde die cDNA
fir CIB2-GFP in den retroviralen Vektor pMOWS-hygro kloniert. Als Ausgang der
Klonierung diente das Plasmid pcDNA3.1-hCIB2-GFP, das zur Expressionskontrolle in
U4C Zellen transfiziert (s. 2.3.3) wurde. Als Kontrollen wurden untransfizierte Zellen
genutzt sowie Zellen, die mit pEGFP transfiziert wurden. Nach Gewinnung der Zelllysate
(s. 2.4.1) erfolgte der Nachweis des Fusionsproteins mittels Western Blot (s. 2.4.3, s. Abb.
20).
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Abb. 20: Analyse der Expression des Fusionsproteins hCIB2-GFP in eukaryotischen Zellen

48 h nach transienter Transfektion wurden die eukaryotischen Zellen (U4C) geerntet, lysiert und mittels
Western Blot analysiert. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet. Die Detektion der
Proteine erfolgte unter Verwendung des anti-GFP Antikérpers. Die Molekulargewichte der Proteine betragen
29,6 kDa fiir GFP und 47,6 kDa fuir das Fusionsprotein hCIB2-GFP.

kDA: Kilodalton, Pfeil: erwartete Band

Der verwendete Primirantikorper richtete sich gegen GFP. Untransfizierte Zellen zeigen
kein Signal fir GFP. Zellen, die mit pEGFP oder einem der beiden pcDNA3.1-hCIB2-GFP
Plasmiden transfiziert wurden, zeigen ein Signal fiir GFP (29,6 kDa) oder das Fusionsprotein

(47,6 kDa).

Das Klonierungsschema filir den retroviralen Vektor pMOWS-hygro-hCIB2-GFP ist Abb.

21A zu entnehmen.
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Abb. 21: Klonierung des retroviralen Vektors pMOWS-hygro-hCIB2-GFP

A: Klonierungsschema

Im Ausgangsplasmid pcDNA3.1-hCIB2-GFP ist GFP mit CIB2 fusioniert. Das Fragment, das flir dieses
Fusionsprotein kodiert, wurde mit Pmel ausgeschnitten und als insert in pMOWS-hygro ligiert. Der Vektor
pMOWS-hygro wurde durch Restriktionsspaltung von pMOWS-hygro-GFP mit EcoNI und BamHI gewonnen.
AnschlieBen erfolgte in DNA-blunting (s.2.2.6) und eine Dephosphorylierung (2.2.8). Der Vektor trigt ein
gegen Hygromycin B gerichtetes Resistenzgen.

B: Agarosegelelektrophorese der Midi-Priparation Produkte pMOWS-hygro-hCIB2-GFP
Nach Isolation der Plasmid-DNA mittels Midi-Praparation, wurde eine Restriktionsanalyse mit Notl
durchgefiihrt und mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Die erwarteten Fragmente sollten eine Grofe
von 6057bp und 1359 bp aufweisen. Als Kontrolle diente nicht geschnittene Plasmid-DNA.
bp: Basenpaare, Marker (Express DNA Ladder 100-5000 bp, Thermo Scientific)

Zunichst wurde in einer priaparativen Restriktionsspaltung (s. 2.2.5) mit dem Enzym Pmel
das insert mit der cDNA fiir das Fusionsprotein hCIB2-GFP aus dem Plasmid
pcDNA3.1-hCIB2-GFP geschnitten, die Fragmente in einer Gelektrophorese (s. 2.2.3)
voneinander getrennt und anschlieend mittels Gelextraktion (s. 2.2.4) das 1327 bp grof3e
Fragment isoliert. Zur Gewinnung des Vektors wurde das Plasmid pMOWS-hygro-GFP mit
den Enzymen BamHI und EcoNI geschnitten und nach Gelextraktion einem DNA-blunting
(s. 2.2.6) und einer Dephosphorylierung (s. 2.2.8) unterzogen, um eine blunt-end Ligation
(s. 2.2.9) zu ermoglichen. Nach erfolgter Ligation wurde das Ligationsprodukt in chemisch
kompetente E.coli XL-1 Blue Zellen transformiert (s. 2.2.1). Zur Selektion von putativen
Bakterienklonen, die das Plasmid in der Transformation aufgenommen haben, wurde eine
colony PCR (s. 2.2.2) durchgefiihrt. Von putativ positiven Klonen wurde die Plasmid-DNA
isoliert (s. 2.2.10) und mittels Restriktionsspaltung analysiert. Abb. 21B zeigt das Ergebnis

der abschlieBenden Restriktionsanalyse mit Notl. Die erwarteten Fragmente lagen bei
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1359 bp und 6057 bp. In der Abbildung zeigen die Klone 6, 16 und 42 ein positives Ergebnis.

Als Kontrolle wurden nicht geschnittene Plasmide ebenfalls im Agarosegel analysiert.

3.6 Das zytoplasmatische Protein CIB2 bindet an den IL-23 Rezeptor

Zur Bestdtigung der angenommenen Bindung von CIB2 an den IL-23 Rezeptor wurde eine
Ko-Immunprézipitation (s. 2.4.4) von CIB2-GFP und dem IL-23R durchgefiihrt. Hierfiir
wurden COS-7 Zellen mit den zwei Expressionsvektoren pcDNA3.1-hCIB2-GFP und
p409-hIL-23R-P310 transient transfiziert (s. 2.3.3). Zur Kontrolle wurden COS-7 Zellen
verwendet, die mit pcDNA3.1-GFP und p409-hIL-23R-P310 transfiziert wurden. Abb. 22
zeigt das Ergebnis des Western Blots (s. 2.4.3) zum Nachweis des humanen IL-23R und dem

GFP-Fusionsprotein.

Q& (R
Vi {Z;'VOQN@Q
VAT YR
L
P K IP K
130 kDa __|
100 kba __ ! ! o-hiL-23R
70 kDa ___ :
56 kDa __|
-
35 kDa __| a-GFP
25 kDa __| ‘. -

Abb. 22: Ko-Immunprizipitation hCIB2-GFP und hIL-23 Rezeptor in transient transfizierten COS-7
Zellen

Es wurden Zellen mit dem humanen IL-23R und dem Fusionsprotein hCIB2-GFP transfiziert (links). Als
Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit dem humanen IL-23R und GFP transfiziert wurden (rechts). Nach
der Zelllyse wurde ein Teil des Lysats zur Immunprizipitation mit den GFP-nanobody tragenden
Sepharose beads versehen. Das restliche Lysat diente als input Kontrolle und wurde keiner Immunprézipitation
unterzogen. Die verwendeten Primérantikorper richteten sich gegen den hIL-23R und gegen GFP. Die
Molekulargewichte der Proteine betragen 29,6 kDa fiir GFP, 47,6 kDa fiir das Fusionsprotein hCIB2-GFP und
71,7 kDa fiir den hIL-23R. Als Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Ein reprdsentatives FErgebnis von n=6 ist abgebildet.
K: input Kontrolle, IP: Immunprézipitation, kDa: Kilodalton

Zur Detektion des humanen IL-23 Rezeptors und GFP wurden verschiedene
Primédrantikdrper verwendet. Als input Kontrolle (in der Abbildung mit ,,K* gekennzeichnet)

diente ein Teil des Zelllysats, das nicht mit den GFP-nanobody tragenden Sepharose beads
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versehen wurde. Alle COS-7 Zellen, die mit p409-hIL-23R-P310 transfiziert wurden, zeigen
in der input Kontrolle ein Signal fiir den humanen IL-23R. Dies bestitigt eine korrekte
Expression des Rezeptors nach Transfektion. Nur nach Ko-Transfektion mit
pcDNA3.1-hCIB2-GFP lésst sich nach durchgefiihrter Immunprazipitation (Probe in der
Abbildung mit ,,JP* markiert) ein Signal fiir den humanen IL-23R detektieren, sodass eine
Interaktion von GFP mit dem IL-23R nicht urséchlich ist. Anhand dieser Ergebnisse ldsst

sich die Bindung von CIB2 and den humanen IL-23 Rezeptor bestitigen.

Zur weiteren Eingrenzung der exakten Bindestelle von CIB2 am IL-23R, wurde das
beschriebene Verfahren mit Deletionsvarianten des murinen IL-23 Rezeptors, die bereits in
der AG Scheller vorlagen, durchgefiihrt. Das alignment des humanen und murinen CIB2
(s. Abb. 23) zeigt eine hohe Homologie von beiden Proteinen (97,3% Identitit), somit kann
davon ausgegangen werden, dass das humane CIB2 dieselbe Interaktion mit dem murinen

IL-23R zeigt wie mit dem humanen Rezeptor.

CIBZ2 human MGNEQTIFTEEQLDNYCQDCTEFNEKEDIIKIHSREYELAPNLVPMDYRESPIVHVEMSETIT 60
CIBZ murin MGNEQTIFTEEQLDNYQDCTFFNKKDILKLHARFYELAPNLVPMDYRKSPIVHVEMSLII €0

LR R R R e ok R e R R R R o o R R R o Ok R R o R R R O o

CIBZ human QMPELRENPFRERIVAAFSEDGEGNLIFNDEVDMFSVLCESAPRELKANYAFKIYDENTD 120

CIBZ2 murin CMPELRENPFEERIVEAFSEDGEGNLTFNDEVDMFSVLCESAPRELKANYAFKIYDENTD 120
FhE KA R AR A kAR AR AR AR AR Ak AR AR A kAR AR AR Ak AR Ak Ak hhhkh kA kb kA kA k&

CIBZ human NFICKEDLELTLARLTKSELDEEEVVLVCDEVIEEADLDGDGHLGFADFEDMIAKAFPDEL 180

CIBZ2 murin NFICKEDLEMTLARLTEKSELEEDEVVLVCDEVIEEADLDGDGKLGFADFEDMTAKAPDFL 150
hhdkh kA kh A khkh kA kA ki kakhkhhh kA kd kA kh kA kA kA kb kb kb hh kb hkh kA kA K

CIBZ human STFHIRI 187

CIBZ murin STFHIRI 187
FER AT ExE

Abb. 23: Vergleich der Aminosduresequenz von humanem und murinen CIB2

Unter Verwendung des Programmes Clustal Omega wurden die Aminosiduresequenzen von humanem CIB2
(075838) und murinem CIB2 (Q9Z309) verglichen.

Stern: identische Position, Doppelpunkt: dhnliche Eigenschaften der Aminosiuren

Die Deletionsvarianten (s. Abb. 24) mIL-23RA415 (D1), mIL-23RY416FA446 (D2),
mlIL-23RA503 (D3), mIL-23RY416FA503 (D4), mIL-23RY416F-Y504FA540 (D5) und
mIL-23R-Y416F-Y504F-Y542FA571 (D9) stammen aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
und unterscheiden sich in der Liange der intrazelluldren Rezeptordoméine sowie Mutationen

der intrazelluldren Tyrosinreste des Rezeptors (26).
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ECD TMD ICD aa

Wildtyp mIL-23R aa 24-374 416 418 g60 406 s04 siz g | ©44
mIL-23RA415 (D1) aa 24-374 414
mIL-23RY416FA446 (D2) aa 24-374 445
miL-23RA503 (D3) aa 24-374 502
mIL-23RY416FA503 (D4) aa 24-374 502
mIL-23RY416F-Y504FA540 (D5) Faie 445 460 ascFs0s | 539
miL 23RY416F-Y504F-Y542FA571 D9 Fa6 aas 465 s06Fs0aFsar | 570

Abb. 24: Schematische Darstellung der Deletionsvarianten des murinen IL-23R
Der Wildtyprezeptor mIL-23R weillt eine Lange von 644 Aminosduren auf (inklusive Signalpeptid). Die
Deletionsvarianten unterscheiden sich in der Lénge der intrazelluldren Doméne und Mutationen verschiedener
Tyrosinreste. D1 ist vor der Aminosdure 415 abgeschnitten, D2 vor 446 und der Tyrosinrest an Stelle 416
wurde zu Phenylalanin mutiert. D3 ist vor der Aminosaure 503 abgeschnitten, D5 vor 540 und die Tyrosinreste
an den Stellen 416 und 504 sind zu Phenylalanin mutiert. D9 wurde vor der Aminosdure 571 abgeschnitten
und die Tyrosinreste an den Stellen 416, 504 wund 542 sind zu Phenylalanin mutiert.
aa: Aminosiure

Lésst sich nach Immunprézipitation kein Signal fiir den murinen IL-23R detektieren, ist
davon auszugehen, dass die Bindestelle von CIB2 im deletierten Bereich des Rezeptors liegt
oder dass eine mutierte Aminosdure zur Bindung nétig ist. Die angenommene Bindung von
humanem CIB2 an den murinen IL-23R wurde zunéchst in einer Immunprézipitationen unter

Verwendung der GFP-nanobody Sepharose bestitigt. Abb. 25 zeigt den Western Blot.

x b 4
B q,'bq‘
N
N
¥
P K IP K
100 kDa — — a-mlL-23R
70 kDa — . . -
85 kDa— - - ﬁ

a-GFP

26 kDa—]| *

Abb. 25: Ko-Immunprizipitation hCIB2-GFP und mIL-23 Rezeptor in transient transfizierten COS-7
Zellen

Es wurden Zellen mit dem murinen IL-23R und dem Fusionsprotein hCIB2-GFP transfiziert (links). Als
Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit dem murinen IL-23R und pEGFP transfiziert wurden (rechts).
Nach der Zelllyse wurde ein Teil des Lysats zur Immunprézipitation mit den GFP-nanobody tragenden
Sepharose beads versehen. Das restliche Lysat diente als input Kontrolle und wurde keiner Immunprézipitation
unterzogen. Die verwendeten Primérantikdrper richteten sich gegen den mIL-23R und gegen GFP. Die
Molekulargewichte der Proteine betragen 29,6 kDa fiir GFP, 47,6 kDa fiir das Fusionsprotein hCIB2-GFP und
73,5 kDa fiir den mIL-23R. Als Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Ein reprédsentatives Ergebnis von n=6 ist abgebildet.
K: input Kontrolle, IP: Immunprézipitation, kDa: Kilodalton
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Primédrantikdrper zur Detektion des murinen IL-23 Rezeptors und GFP wurden verwendet.
Als input Kontrolle (in der Abbildung mit ,,K* beschriftet) diente ein Teil des Zelllysats, das
vor Durchfithrung der Immunprézipitation entnommen wurde. Die Probe nach
Immunprézipitation ist mit ,,JP* in der Abbildung gekennzeichnet. Um auszuschlieBen, dass
die Ergebnisse durch eine Bindung von GFP an den IL-23R und nicht durch eine Bindung
von CIB2 an den Rezeptor verursacht werden, wurde zur Kontrolle -eine
Immunprézipitationen nach Transfektion von COS-7 Zellen mit dem murinen IL-23R und
pEGFP durchgefiihrt. Bei beiden Proben wurde in den input Kontrollen eine korrekte
Expression des mIL-23R gezeigt. Nach Immunpréazipitation ldsst sich ein Signal fiir den
mlL-23R in Zellen, die mit dem Wildtyprezeptor und hCIB2-GFP transfiziert wurden,
eindeutig zeigen. Dies bestitigt die Bindung von hCIB2-GFP an den mIL-23R.

Dieses Verfahren wurde anschlieBend fur die in Abb. 24 beschriebenen Deletionsvarianten

angewendet (s. Abb. 26).
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Abb. 26: Ko-Immunpriézipitation CIB2-GFP und mIL-23 Rezeptor Deletionsvarianten in COS-7 Zellen
Es wurden Zellen mit verschiedenen Deletionsvarianten des mIL-23R und dem Fusionsprotein hCIB2-GFP
transfiziert (jeweils links). Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit der jeweiligen Deletionsvariante
und pEGFP transfiziert wurden (jeweils rechts). Nach der Zelllyse wurde ein Teil des Lysats zur
Immunprizipitation mit den GFP-nanobody tragenden Sepharose beads versehen. Das restliche Lysat diente
als input Kontrolle und wurde keiner Immunprézipitation unterzogen. Die verwendeten Primérantikérper
richteten sich gegen den mIL-23R und gegen GFP. Die Molekulargewichte der Proteine betragen 29,6 kDa fiir
GFP, 47,6 kDa fir das Fusionsprotein hCIB2-GFP und 73,5 kDa fir den mlIL-23R. Als
Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet.
Ein reprisentatives Ergebnis von n=3 ist dargestellt.

K: input Kontrolle, IP: Immunprézipitation, D1-D9: Deletionsvarianten des mIL-23 Rezeptors (s. Text),
kDa: Kilodalton

Eine Ko-Prézipitation von hCIB2-GFP und Rezeptorvariante wurde fiir mIL-23RA503 (D3),
mIL-23RY416FA503 (D4), mIL-23RY416F-Y504FA540 (D5) und
mlIL-23R-Y416F-Y504F-Y542FA571 (D9) nachgewiesen. Hierbei scheint die Bindung von
hCIB2-GFP an den Rezeptor jedoch deutlich schwécher zu sein als beim Wildtyprezeptor.

Bei Ko-Transfektion mit pEGFP anstatt CIB2-GFP kann nach Immunprézipitation bei

keiner Probe ein Signal fiir den murinen IL-23 Rezeptor detektiert werden, sodass die
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Ergebnisse auf eine Interaktion zwischen CIB2 und den Rezeptor hindeuten. Die
Verwendung der Deletionsvarianten zeigt, dass flir die Bindung von hCIB2 an den mIL-23R
eine gewisse Lidnge der intrazelluliren Rezeptordomine benétigt. Fiir die Varianten
mIL-23RA415 (D1) und mIL-23RY416FA446 (D2), deren intrazelluliren Doménen kurz
hinter der Transmembrandoméne deletiert sind, lisst sich keine Bindung von CIB2 an den
Rezeptor zeigen. Fiir die Variante mIL-23RA503 (D3) lésst sich eine schwache Bindung
nachweisen, ebenso flir die Varianten mIL-23RY416FA503 (D4), mIL-23RY416F-
Y504FA540 (D5) und mlIL-23R-Y416F-Y504F-Y542FA571 (D9). Daraus ldsst sich
vermuten, dass die Bindestelle vor Position 503 liegt und dass der erste intrazelluldr gelegene
Tyrosinrest an Stelle 416 fiir die Bindung nicht notwendig ist. Anhand dieser Ergebnisse

kann eine genauere Bestimmung der Bindestelle in anschlieBenden Arbeiten erfolgen.
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3.7 CIB2 beeinflusst die IL-23 abhéngige STAT3 Phosphporylierung

Der Einfluss von CIB2 auf die IL-23 Signaltransduktion wurde in einem Modell aus
Ba/F3-gp130 Zellen untersucht. Das Generieren stabiler Ba/F3-gp130 Zellen, die beide
Untereinheiten des humanen oder murinen IL-23 Rezeptors sowie CIB2-GFP exprimieren
verlief analog zu dem in Punkt 3.2 beschriebenen Verfahren. Abb. 27 zeigt schematisch die
Reihenfolge der retroviralen Transduktionen (s.2.3.4) fir Zellen mit den humanen

Rezeptoren. Das Verfahren fiir Zellen mit murinen Rezeptoren verlief identisch.

gp130 hiL-23R gp130 hiL-23R gp130 hiL-23R
I hiL-12RB1
1. I 2,
Transduktion
hCIB2-
GFP
Ba/F3-gp13C Ba/F3-gp13C Ba/F3-gp130
hL-23R hiL-23R hIL-23R
hCIB2-GFP hCIB2-GFP
hIL-12RB1
R = Puromycin R = Puromycin und R = Puromycin und
Hygromycin B Hygromycin B
Z=HiL-6 Z=HIL-6 Z = mHIL-23

Abb. 27: Retrovirale Transduktionen zur Erzeugung von IL-23 responsiven Ba/F3-gp130 Zellem mit
Expression von hCIB2-GFP

Ba/F3-gp130 Zellen wurden in Vorarbeit der Arbeitsgruppe mit pMOWS-puro-hIL-23R versehen und durch
Zugabe von Puromycin selektiert (18). AnschlieBend wurde das generierte  Plasmid
pMOWS-hygro-hCIB2-GFP mittels retroviraler Transduktion eingebracht (1. Transduktion) und die Zellen
mit einer Kombination aus Hygromycin B und Puromycin selektiert. Danach wurde das Plasmid
pMOWS-hygro-hIL-12Rp1 eingebracht (2. Transduktion). Nach dem letzten Schritt erfolgte die Selektion iiber
Zugabe von mHIL-23 anstelle von HIL-6, da nun beide Untereinheiten des IL-23 Rezeptors exprimiert wurden.
Die murinen Rezeptoren wurden in derselben Reihenfolge und mit denselben Resistenzgenen eingebracht.
WeiB: gp130, Grau: hIL-12RB1, Schwarz: hIL-23R, R: Resistenz, Z: Zytokin
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Die Oberflichenexpression der Rezeptoren und die Expression von GFP wurde mittels

Durchflusszytometrie (s. 2.3.5) bestétigt. Abb. 28 zeigt das Ergebnis.

hiL-23R/hCIB2-GFP/hIL-12Rp1 miL-23R/hCIB2-GFP/mIL-12RB1 hIL-23R/hIL-12R81 miL-12RB1/miL-23R
120 120
90 90
60 60
30 30
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hIL-12Rp1 miL-12RB1 hiL-12Rp1 miL-12Rp1

Proteinexpression

Abb. 28: Analyse der Oberflichenexpression von IL-23 Rezeptoren sowie von hCIB2-GFP bei retroviral
transduzierten Ba/F3-gp130 Zelllinien

Auf der x-Achse ist die Fluoreszenzintensitit abgebildet. Sie ist ein Mal} fiir die Intensitdt der
Rezeptorexpression an der Zelloberflache. Die y-Achse reprisentiert die Anzahl gemessener Zellen. In grau
dargestellt sind die Ergebnisse der Negativkontrolle (Ba/F3-gp130). Die weifl hinterlegten Histogramme
stellen die Ergebnisse der generierten Zelllinien Ba/F3-gp130/hIL-23R/hCIB2-GFP/hIL-12RB1 und
Ba/F3-gp130/mIL-23R/hCIB2-GFP/mIL-12Rp1 bzw. der bereits vorhandenen Zelllinie
Ba/F3-gp130/hIL-23R/hIL-12RB1 und Ba/F3-gp130/mIL-12RB1/ mIL-23R dar. Fiir die Durchflusszytometrie
wurden die Zellen mit rezeptorspezifischen Antikérpern gefarbt und iiber Fluorophore analysiert.

AnschlieBend wurde die STAT3 Phosphorylierung in Abhingigkeit steigender IL-23
Konzentration in den generierten Zelllinien untersucht (s. 2.3.7) und mit der STAT3
Phosphorylierung in Zellen mit heterodimerem IL-23 Rezeptor (human oder murin) ohne

hCIB2-GFP verglichen. Abb. 29 zeigt das Ergebnis des Western Blots (s.2.4.3).
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miL-12RB1/mIL-23R  mill-23R/hCIB2- hiL-12RB1/hIL-23R hilL-23R/hCIB2-
GFP/mIL-12RB1 GFP/hIL-12RB1
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Abb. 29: Phosphorylierung von STAT3 in IL-23 responsiven Ba/F3-gp130 Zelllinien nach
Zytokinstimulation

Ba/F3-gp130 Zelllinien wurden gewaschen, 4 h in serumfreiem Medium inkubiert und anschlieBend mit
steigenden Konzentrationen von mHIL-23 fiir 30 min stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und 50 pg
Gesamtprotein pro Spur des SDS-Gels geladen. STAT3 und pSTAT3 wurden mittels Antikorper detektiert.
Ein représentatives Ergebnis von n=3 ist abgebildet. Das Molekulargewicht von STAT3 betrdgt 88 kDa. Als
Molekulargewichtsmarker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet.
kDa: Kilodalton

mHIL-23 Konzentrationen von 0 bis 1000 ng/ml wurden zur Stimulation verwendet. Die
Primdrantikorper richteten sich gegen STAT3 und phosphoryliertes STAT3 (pSTAT3).
Keine der vier Zelllinien zeigt eine Phosphorylierung von STAT3 ohne Zytokinzugabe. In
Zellen, die nur den heterodimeren IL-23 Rezeptor exprimieren (mIL-12RB1/mIL-23R und
hIL-12RB1/hIL-23R), lasst sich bei allen Konzentrationen ein stirkeres Signal fiir pSTAT3
detektieren, als in den Zelllinien mit hCIB2-GFP. Die Intensitit der STAT3
Phosphorylierung nimmt mit steigender Zytokinkonzentration zu. Somit kann eine
hemmende Wirkung von hCIB2-GFP auf die IL-23 abhdngige STAT3 Phosphorylierung im
Ba/F3-gp130 Zellmodell gezeigt werden. Alle untersuchten Zelllinien zeigen eine
vergleichbare STAT3 Expression, sodass Unterschiede in der Phosphorylierung von STAT3

nicht von einer verminderten Expression des Proteins verursacht werden.

3.8 CIB2 beeinflusst die IL-23 abhiingige Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen

Das IL-6 und IL-23 abhédngige Proliferationsverhalten der Ba/F3-gp130 Zellen mit humanen
oder murinen heterodimeren IL-23 Rezeptoren wurde mit dem Proliferationsverhalten von
Zellen, die zusdtzlich CIB2-GFP exprimieren verglichen. Zunédchst wurde bestétigt, dass die
Zellen regelrecht in Abhédngigkeit von IL-23 proliferieren. Hierflr wurden
Proliferationsassays (s. 2.3.6) in den Ba/F3-gp130 Zelllinien mIL-12RB1/mIL-23R,
hIL-12RB1/hIL-23R, hIL-23R/hCIB2-GFP/hIL-12RB1 und
mIL-23R/hCIB2-GFP/mIL-12RB1 ohne Zytokinzuatz, unter Zugabe von 7,8 ng/ml HIL-6
und unter Zugabe von 7,8 ng/ml mHIL-23 durchgefiihrt und miteinander verglichen. Abb.
30 zeigt das Ergebnis.
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Abb. 30: Ba/F3-gp130 Zellen, die hCIB2-GFP zusitzlich zum murinen oder humanen IL-23 Rezeptor
exprimieren, proliferieren IL-23 abhéngig

Die Proliferation verschiedener Ba/F3-gp130 Zelllinien (x-Achse) wurde ohne Zytokin, in Abhingigkeit von
IL-6 und in Abhéngigkeit von I1L-23 untersucht.

RFU: relative fluorescence unit

Auf der y-Achse ist die Intensitdt der Proliferation in RFU (relative fluorescencet units)
angegeben und auf der x-Achse die untersuchten Zelllinien. Ohne Zytokinzusatz (hellgrau)
zeigt keine Zelllinie eine Proliferation. Unter Zugabe von HIL-6 oder mHIL-23 zeigen alle
Zelllinien eine vergleichbar starke Proliferation, wobei die IL-23 abhdngige Proliferation
von Ba/F3-gp130/hIL-23R/hCIB2-GFP/hIL-12RB1 etwas schwécher ausfillt. Die
Ergebnisse zeigen, dass durch das Einbringen des Fusionsproteins CIB2-GFP in
Ba/F3-gp130 Zellen mit heterodimerem humanem bzw. murinem IL-23 Rezeptor keine
konstitutiv aktive IL-23 Signaltransduktion ausgelost wird und dass die regelrechte

zytokinabhdngige Proliferation nicht unterbunden wird.

AnschlieBend wurde das Proliferationsverhalten in Abhidngigkeit von steigenden
Zytokinkonzentrationen in den oben genannten Zelllinien untersucht (s. 2.3.6). Abb. 31 zeigt

das Ergebnis nach Stimulation mit steigenden Konzentrationen von HIL-6.
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=——miL-12RE1/MIL-23R : ‘hiL-12RB1/hiL-23R
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Abb. 31: CIB2-GFP fiihrt zu keiner Verinderung der HIL-6 abhiingigen Proliferation von Ba/F3-gp130
Zellen, mit humanen oder murinen IL-23 Rezeptoren

Ba/F3-gp130 Zelllinien wurden mit steigenden Konzentrationen (0 — 2000 ng/ml) HIL-6 kultiviert. Nach
Zugabe des Cell Titer Blue® Reagenzes erfolgte die Fluoreszenzmessung, die ein MaB fiir die Proliferation der
Zelllinie ist. Ein reprisentatives Ergebnis von n=3 ist abgebildet.

RFU: relative fluorescence unit

Im Proliferationsverhalten bei steigenden Konzentrationen von HIL-6 wurde kein
Unterschied nachgewiesen. Wie erwartet, zeigt sich eine Zunahme der Zellproliferation bei
steigenden Zytokinkonzentrationen. Dies ldsst vermuten, dass die IL-6 Signaltransduktion

durch das Fusionsprotein CIB2-GFP nicht beeinflusst wird.
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Derselbe Versuch wurde mit mHIL-23 durchgefiihrt. Abb. 32 zeigt das Ergebnis fiir Zellen

mit den humanen Rezeptoren.

==hL-12RE1MIL-23R =ir=hIL-23R/hCIB2-GFP/hiL-12R1
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Abb. 32: CIB2-GFP fiihrt zu einer Verinderung der IL-23 abhiingigen Proliferation von Ba/F3-gp130
Zellen mit humanem heterodimerem IL-23 Rezeptor

Ba/F3-gp130 Zelllinien wurden mit steigenden Konzentrationen (0 — 2000 ng/ml) mHIL-23 kultiviert. Nach
Zugabe des Cell Titer Blue® Reagenzes erfolgte die Fluoreszenzmessung, die ein MaB fiir die Proliferation der
Zelllinie ist. Ein reprisentatives Ergebnis von n=4 ist abgebildet.

RFU: relative fluorescence unit

Auf der y-Achse ist die Fluoreszenz in RFU angegeben und auf der x-Achse die steigenden
mHIL-23 Konzentrationen. Bei steigenden Konzentrationen von mHIL-23 ldsst sich der
bereits in Punkt 3.4 beschriebene Effekt beobachten; Zellen mit dem humanen IL-23
Rezeptor zeigen einen Abbruch der Proliferation unter hohen Konzentrationen von IL-23
(> 10 ng/ml). Durch zusdtzliche Expression von CIB2-GFP in Zellen mit humanen
Rezeptoren werden jedoch hohere IL-23 Konzentrationen bendtigt, um das Niveau der
Proliferation von Zellen ohne CIB2-GFP zu erreichen. Unter den gemessenen
Konzentrationen lasst sich kein Abbruch der Proliferation von

Ba/F3-gp130/hIL-23R/hCIB2-GFP/hIL-12Rp1 erkennen.
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In Abb. 33 ist das Ergebnis desselben Versuchs in Zellen mit murinen Rezeptoren
abgebildet.

==—miL-12RB1/mIL-23R == mIL-23RMCIB2-GFP/mIL-12Rp1
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Abb. 33: CIB2-GFP fiihrt zu einer Verinderung der IL-23 abhiingigen Proliferation von Ba/F3-gp130
Zellen mit murinem heterodimerem IL-23 Rezeptor

Ba/F3-gp130 Zelllinien wurden mit steigenden Konzentrationen (0 — 2000 ng/ml) mHIL-23 kultiviert. Nach
Zugabe des Cell Titer Blue® Reagenzes erfolgte die Fluoreszenzmessung, die ein MaB fiir die Proliferation der
Zelllinie ist. Ein reprisentatives Ergebnis von n=4 ist abgebildet.

RFU: relative fluorescence unit

Die Expression von CIB2-GFP in Zellen mit murinen Rezeptoren fithrt ebenfalls zu einer
Anderung der IL-23 abhiingigen Proliferation. In den Zellen, die CIB2-GFP exprimieren,
fallt eine zundchst reduzierte Proliferation auf, die sich unter den hdchsten gemessenen
Konzentrationen wieder angleicht. Fiir Zellen, die das Fusionsprotein nicht exprimieren,
liegt die EC50 bei 7,1 ng/ml, wohingegen sie mit 100,8 ng/ml bei Zellen, die zusitzlich
CIB2-GFP exprimieren, deutlich hoher liegt. Die EC50 wurde mithilfe des EC50calculator

von AAT Bioquest (www.aatbio.com) berechnet.
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3.9 Klonierung des Expressionsvektors p409-hIL-23R-mCherry zur Anwendung in
der Fluoreszenzmikroskopie

Zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Interaktion von CIB2 und dem IL-23R
wurden beide Proteine mit verschiedenen Fluoreszenzproteinen fusioniert. In
pcDNA3.1-hCIB2-GFP ist CIB2 bereits mit GFP fusioniert. Der IL-23R wurde mit dem rot
fluoreszierenden Protein mCherry verbunden. Abb. 34 zeigt schematisch den Ablauf der
Klonierung fiir den Expressionsvektor pCR-Script-mCherry-w/o-M. Das Methionin wurde
durch eine PCR entfernt.

A B
pCR-Script-mCherry-wio-M

PcDNA3.1-SP- Klon 1 Kion 2

Flag-mCherry AR K AR K
6177 bp

3000 bp
1500 bp
Hincll
PCR
. 500 b
Nofl  Notl pCR-Script P
m 2872 bp
linearisiert

mCherry-w/o-M

Ligation

Notl

pCR-Script-
mCherry-w/o-M

3573 bp

Nott
1353 bp

Abb. 34: Schematische Ubersicht zur Klonierung des Expressionsvektors pCR-Script-mCherry-w/o-M
A: Klonierungsschema

Als Ausgangsplasmid diente pcDNA3.1-SP-Flag-mCherry. Unter Verwendung der primer DF473 und DF468
wurde das fir mCherry kodierende DNA-Fragment amplifiziert und anschlieBend in den mit Hincll
linearisierten und dephosphorylierten Vektor pCR-Script ligiert.

B: Agarosegelelektrophorese der Restriktionsprodukte pCR-Script-mCherry-w/o-M
Nach Isolation der Plasmid-DNA mittels Midi-Praparation, wurde eine Restriktionsanalyse mit Notl
durchgefiihrt und mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Die erwarteten Fragmente sollten eine Grofie
von 687bp und 2886bp aufweisen. Als Kontrolle diente nicht geschnittene Plasmid-DNA.
AR: analytische Restriktionsspaltung, K: Kontrolle (ungeschnittenes Plasmid) bp: Basenpaare, Marker
(Express DNA Ladder 100-5000 bp, Thermo Scientific)

Zunichst wurde in einer PCR (s. 2.2.2) das DNA-Fragment, das fiir mCherry kodiert,

amplifiziert. Als femplate diente pcDNA3.1-SP-Flag-mCherry und es wurden die primer
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DF473 und DF468 verwendet. Das PCR-Produkt wurde phosphoryliert (s. 2.2.7) und nach
elektrophoretischer Trennung im Agarosegel mittels Gelextraktion (s. 2.2.4) isoliert.
AnschlieBend wurde es in den mit HincllI linearisierten Vektor pCR-Script ligiert (s. 2.2.9).
Das Ligationsprodukt pCR-Script-mCherry-w/o-M wurde in chemisch kompetente E.coli
XL-1 Blue Zellen transformiert (s. 2.2.1) und Bakterienklone unter Verwendung der primer
DF38 und DF39 in einer colony-PCR (s. 2.2.2) analysiert. Putativ positive Klone wurden fiir
eine Mini-Préparation (s. 2.2.10) verwendet und im Anschluss einer analytischen
Restriktionsspaltung mit Notl unterzogen. Proben, die in der Gelektrophorese (s. 2.2.3) nach
Restriktionsspaltung Signale bei 2886 bp und 687 bp zeigten, wurden fiir eine
Midi-Préaparation (s. 2.2.10) weiterverwendet. Die abschlieBende Restriktionsanalyse

erfolgte ebenfalls mit Notl (s. Abb. 34B).

Im nichsten Schritt (s. Abb. 35) wurde das DNA-Fragment, das fiir mCherry kodiert, aus
dem Plasmid pCR-Script-mCherry-w/o-M in den Vektor p409-hIL-23R integriert, sodass
das neue Plasmid p409-hIL-23R-mCherry fiir ein Fusionsprotein aus hIL-23R und mCherry
kodiert. Hierfiir wurde zunéchst das insert durch eine préaparative Restriktionsspaltung (s.
2.2.5) mit Notl aus pCR-Script-mCherry-w/o-M geschnitten. Das 687 bp gro3e Fragment
wurde mittels Gelextraktion isoliert. Der Vektor p409-hIL-23R-P310 wurde durch
Restriktionsspaltung mit Notl linearisiert, dephosphoryliert (s. 2.2.8) und mittels
Gelextraktion isoliert. Nach erfolgter Ligation und Transformation erfolgte zur Selektion
positiver Bakterienklone eine colony PCR. Positive Klone wurden fiir eine Midi-Priparation
verwendet und abschlieBend zur Kontrolle mit ECORV restriktionsanalysiert. Das Ergebnis

nach Gelektrophorese (s. 2.2.3) zeigt Abb. 35B.
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B p409-hIL-23R-mCherry
Kion 1 Klon 2
AR K AR K

pCR-Script-

p409-hiL-23R-P310
mCherry-w/o-M
3502 bp

9766 bp

NotT Nofl 3000 bp——f

o< 1353 bp < 3844 bp
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N
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p409-hIL-23R-P310
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mCherry
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EcoRV
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Abb. 35: Schematische Ubersicht zur Klonierung des Expressionsvektors p409-hIL-23R-mCherry
A: Klonierungsschema

In einer Restriktionsspaltung mit Notl wurde das fiir mCherry kodierende Fragment aus dem Plasmid
pCR-Script-mCherry-w/o-M geschnitten. Das Plasmid p409-hIL-23R-P310 wurde mit Notl linearisiert,
dephosphoryliert und diente als Vektor fiir die Ligation.

B:  Agarosegelelektrophorese  der  Midi-Priparation  Produkte  p409-hIL-23R-mCherry
Nach Isolation der Plasmid-DNA mittels Midi-Praparation, wurde eine Restriktionsanalyse mit EcoRV
durchgefiihrt und mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Die erwarteten Fragmente sollten eine Grofe
von 770bp, 2358 bp und 7324 bp aufweisen. Als Kontrolle diente nicht geschnittene Plasmid-DNA.
AR: analytische Restriktionsspaltung, K: Kontrolle (ungeschnittenes Plasmid), bp: Basenpaare, Marker
(Express DNA Ladder 100-5000 bp, Thermo Scientific)

Als Kontrolle (mit ,,K* markiert) wurde ungeschnittene Plasmid-DNA verwendet. Beide
Klone zeigen das erwartete Restriktionsmuster mit Signalen bei 631 bp (schwach), 2358 bp
und 7508 bp.
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3.10 hCIB2 beeinflusst den intrazelluliren Transport des hIL-23R

In transient transfizierten HeLa Zellen wurde die Interaktion von hCIB2 und hIL-23R unter
einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Methode ist unter Punkt 2.3.8 beschrieben.
Zellen, die nur mit p409-hIL-23R-mCherry transfiziert (s. 2.3.3) wurden, wurden mit Zellen
verglichen, die zusdtzlich mit pcDNA3.1-hCIB2-GFP transfiziert wurden. Durch
kontrollierte Farbung von o-Tubulin wurde das Zytoskelett dargestellt. Durch die
Fluoreszenzproteine GFP (griin) und mCherry (rot) konnten hCIB2-GFP und
hIL-23R-mCherry visualisiert werden.

Zunichst wurden die Signale fiir das Zytoskelett, GFP (hCIB2) und mCherry (hIL-23R)
einzeln aufgenommen und anschlieBend die Signale fiir GFP und mCherry iibereinander

gelegt (merge) (s. Abb. 36).

Hel.a Zellen Hela Zellen Hela Zellen
Ko-Transfektion Transfektion Transfektion
pA409-hiL-23R-mCherry p409-hiL-23R-mCherry peDNAJ 1-hCIB2-GFP

PCONA3.1-hCIBZ.GEP
hCIB2-GFP

hIL-23R-mCherry hIL-23R-mCherry hCIB2-GFP

a-Tubulin

a-Tubulin _ a-Tubulin

Abb. 36: Ko-Lokalisation des humanen IL-23 Rezeptors und CIB2 in transient transfizierten HeLa
Zellen

HelLa Zellen wurden mit p409-hIL-23R-mCherry und pcDNA3.1-hCIB2-GFP transient transfiziert und
wurden vier Tage nach der Transfektion analysiert. Der Nachweis des IL-23R erfolgte durch mCherry,
wohingegen hCIB2 mit GFP markiert war. Als Negativkontrolle wurden HeLa Zellen, die nur mit einem der
beiden Plasmide transfiziert wurden verwendet.

Dadurch gelingt eine Darstellung der Verteilung des hIL-23R und hCIB2 in der Zelle. Die
Ergebnisse zeigen, dass Zellen, die nur mit der cDNA fiir den hIL-23R transfiziert wurden,
diesen entlang der Zelloberfliche exprimieren (Abb. 36, rechte Seite). Wird zusitzlich
hCIB2-GFP in die Zellen eingebracht, lisst sich dieses im Inneren der Zelle finden. Der
hIL-23R findet sich in diesen Zellen zusammen mit hCIB2 im Zellinneren und nicht verteilt

an der Zelloberfliche. Dies zeigt, dass hCIB2-GFP die Oberflichenexpression des
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hIL-23-mCherry Rezeptors in HeLa Zellen vermindert. Die Ursache dafiir kann in diesen

Versuchen nicht dargestellt werden.
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4 Diskussion

4.1 SOCS3 inhibiert nicht die IL-23 abhiingige STAT3 Phosphorylierung

Klasse I/I1 Zytokine nutzen den JAK/STAT Signalweg in ihrer Signaltransduktion (103).
Proteine der SOCS Familie werden iiber diesen Signalweg induziert und wurden als
wichtiger Inhibitor der JAK/STAT Signalkaskade identifiziert (72). Innerheralb dieser
Proteinfamilie wurde SOCS3 als starker Inhibitor der IL-6 Signaltransduktion identifiziert
(78). Die IL-23 Signaltransduktion lauft mageblich iiber den JAK/STAT Signalweg, der zu
einer Phosphoylierung von STAT3, STATI1, STAT4 und STATS fiihrt, wobei STAT3 der
Hauptsignalgeber ist (6, 12, 23, 104). Eine Inhibition der IL-23 abhingigen STAT3
Phosphorylierung lief sich in zwei unabhdngigen Studien nicht nachweisen, wihrend sie
durch Chen et al. beschrieben wurde (26, 29, 96). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Wirkung von SOCS3 auf die IL-23 abhingige STAT3 Phosphorylierung erneut untersucht.
IL-23 induziert die Expression von SOCS3, jedoch fiihrt dies nicht zu einer Inhibition der
IL-23 abhingigen STAT3 Phosphorylierung (s. Abb. 14). Der Inhibitionsmechanismus von
SOCS3 beruht unter anderem auf einem spezifischen Bindemotiv im Rezeptor, das im
IL-23R bisher nicht beschrieben ist (32). In dieser Arbeit wurde das SOCS3 Bindemotiv aus
gp130 erfolgreich um das Tyrosin 476 (Y476) im humanen IL-23R kloniert. Das Bindemotiv
»VE(pY)STVVH* aus gp130 wurde hierfiir gewéhlt, da hier eine besonders starke Affinitat
zu SOCS3 nachgewiesen wurde (28, 79). Unter Verwendung der erzeugten Rezeptorvariante
wurde ebenfalls keine Inhbition der IL-23 abhéngigen STAT3 Phosphorylierung beobachtet
(s. Abb. 15). Somit ist das Einfiigen des SOCS3 Bindemotivs an beschriebener Stelle im
IL-23R fiir eine SOCS3 vermittelte Inhibition der JAK/STAT Signalkaskade nach

Stimulation mit 1L.-23 nicht ausreichend.

Die IL-23 abhingige STAT3 Phosphorylierung verlduft kanonisch {iber Phosphotyrosine der
intrazelluldren Rezeptordomine im IL-23R (26). Zusitzlich wurden im IL-23R Sequenzen
identifiziert, die eine nicht kanonische STAT3 Phosphorylierung, die nicht abhingig von
Phosphotyrosinen ist, ermoglichen (26). Hier wurde bereits von Floss et al. die Frage
aufgeworfen, ob diese nicht kanonische STAT3 Aktivierung dazu beitrdgt, dass die IL-23
Signaltransduktion keinem negativen feedback durch SOCS3 unterliegt (26).

Der Inhibitionsmechanismus von SOCS3 basiert auf der Formierung eines terndren

Komplexes aus Rezeptor, SOCS3 und JAK?2 (32). SOCS3 bindet dabei gleichzeitig an den
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Rezeptor und JAK2 (105). Die Bindung an den Rezeptor erfolgt iiber die SH2-Domine an
die spezifische Bindesequenz (32). Diese liegt im murinen gp130 um das phosphorylierte
Tyrosin 757 (human pY759) (32). Die Bindung an JAK?2 verlduft anhand einer angrenzenden
Oberfliche an das GQM Motif (Gly1071, GIn1072 and Met1073) von JAK2 (32, 105). JAK2
bindet {iber seine FERM und SH2-Domiine das Box 1 (I®'WPNVPDP human) und Box 2
(V®'SVVEIEANDKKP) Motiv von gp130, wobei das Box 2 Motiv fiir die Bindung nicht
notwendig ist (s. Abb. 37) (106—108).

JAKZ

SOCS3 +—— 30CS3 Bindemotiv

Abb. 37: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen JAK2, Zytokinrezeptor und SOCS3
JAK?2 besteht aus vier Doménen (105, 108). Die Rezeptorassoziation erfolgt durch Interaktion zwischen der
FERM Domine und dem Box 1 Motiv sowie einer Interaktion zwischen SH2-Doméne und Box 2 Motiv (108).
Die Pseudokinasedomine (psKD) spielt eine Rolle in der Regulation der Kinasedomine (KD) (109). Uber die
Kinasedomine interagiert JAK2 mit SOCS3 (105).

SH2: SH2-Domine, psKD: Pseudokinasedoméne, KD: Kinasedoméne

Abbildung modifiziert nach Kershaw ez al. 2013 und Ferrao et al. 2018 (105, 110)

Box 1 und Box 2 Motive wurden im IL-23R bisher nicht identifiziert (24). JAK2 interagiert
mit dem IL-23R iiber E455 bis E479 mit dem murinen IL-23R (24). Allerdings ist eine
alleinige Bindung an den Rezeptor nicht ausreichend fiir eine Aktivierung von JAK2 (24).
Hier ergibt sich die Frage, welche Auswirkung eine Bindung von JAK2, die nicht iiber die

Box Motive verlauft, auf die Konformation von JAK2 hat und ob JAK2 den IL-23R ebenfalls
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tiber die FERM und SH2-Domine bindet. Eine Rezeptorassoziation iiber eine andere
Domine von JAK?2 oder eine andere Konformitét nach Rezeptorassoziation kdnnte erkliren,
warum die IL-23 vermittelte STAT3 Phosphorylierung keinem negativen feedback durch
SOCS3 unterliegt. Im Gegensatz zum IL-23R finden sich Box 1 und Box 2 Motive im
IL-12RB1 (24). Die Versuche sollten nach Einbringen des SOCS3 Bindemotivs in den
IL-12RB1 wiederholt werden. Moglicherweise ist eine SOCS3 Bindestelle in beiden
Rezeptoruntereinheiten notwendig. Die negative Riickkopplung durch SOCS3 scheint der
primdre Inhibitionsmechanismus von IL-6 zu sein, dessen Signaltransduktion durch
dimerisierte gp130 Molekiile vermittelt wird (28, 111). Dementsprechend konnte die
Bindesequenz wie erwihnt in den IL-12RB1 eingebracht werden oder ein Homodimer aus

IL-23R mit eingebrachtem SOCS3 Bindemotiv verwendet werden.

Die postulierte JAK2 Bindesequenz im humanen IL-23R liegt zwischen 1384 bis E398 (102).
Zwischen der postulierten Bindesequenz fiir JAK2 (1384 — E398) und dem im Rahmen dieser
Arbeit eingebrachten SOCS3 Bindemotiv (V474 — H481) liegen 76 Aminosduren. Im
humanen gp130 liegen zwischen dem fiir die Bindung von JAK?2 essentiellem Box 1 Motiv
(I651 — P658) und dem SOCS3 Bindemotiv (V757 - H764) 99 Aminoséduren (32). Abb. 38
zeigt das alignment der Transmembrandoméne und der intrazelluldren Doméine von gp130

und dem in dieser Arbeit generierten hIL-23R mit dem SOCS3 Bindemotiv aus gp130.

hIL-23R-VQu4sSTVVH DIPNMENSNVVEMLOEN 415

gpi30 TAQWSPHTPPRHNEFNSK 680
RIL-23R-VQu5STVVH SELMNNNSSEQVLYVDPMITEIKEIFIPEHKPTDYKKENTGPLETRDYPQNSLFDNTTEﬁ 475
gpl30 DOMYSDGNFTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFEKEKINTEGHSSGIGGSSCMSSSRP 740

hIL-23R-VQu4sSTVVH T GYRPQISNFLPEGSHLSNNNETITSLTLEKPPVDSLDSGNNPRLOKHPNFAFSVS 535

Gpi30 SGYRHQVPSVOVESRSESTGPLLDSEERPEDLQLY 800
RIL-23R-VQu5STVVH SVNSLSNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEEFV 585
gpl30 DHVDGGPGILPROQYFKQNCSQHESSPDISHFERSKQVSSVNEEDEVRLKDQISDHISQS 860
hIL-23R-VQu4sSTVVH SCLGIVNEELPSINTYFPQNILESHENRISLLEK 629
gpi30 CGSGOMKMEFQEVSAADAFGPGTEGOVERFETVGMEAATDEGMPKSY LPQTVRQGGYMPQ 918

Abb. 38: Alignment des hIL-23R mit SOCS3 Bindemotiv und gpl130
gelbe Markierung: Transmembrandoméne, griine Markierung: postulierte JAK2 Bindesequenz, blaue
Markierung: Box 1 Motiv, rote Markierung: SOCS3 Bindemotiv, Zahlen am rechten Bildrand geben die
Anzahl/Position der Aminosduren an (32, 102)

Das alignment wurde mit Clustal Omega erstellt.

Der Abstand der SOCS3 Bindesequenz und dem Box 1 wvariiert in anderen
Zytokinrezeptoren, die am stdrksten durch SOCS3 inhibiert werden, ebenfalls (32). In Abb.
39 sind die Intrazellulirdominen dieser Rezeptoren mit den jeweiligen Box 1 Motiven und

SOCS3 Bindestellen dargestellt. Zum Vergleich ist die generierte Rezeptorvariante
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hIL-23R-VQY476STVVH ebenfalls abgebildet. Um die Abstinde zwischen den jeweiligen
Dominen zu visualiseren, wurde fiir jede Aminosdure zwischen den Motiven eine konstante

Léngeneinheit verwendet.

Gp130 (human} [0 I V0¥ 32,5 TVH | J
LepR (murin) m:E oWV PRE Dy sy §

EpoR (murin) m:E Lo PGB IREFE L ; | FEY . TILDE | b IKY = LYLVY
G-CSFR (human) w:; LegsRESYED PR s I [ urvsvnont [T vivs oo | |

VY 4 STYVE | ]

hL-23R-VOY 7 STVWH  QBI | 1::KRRILLLIPKRIYE s, |

Abb. 39: Schematische Darstellung der Box 1 Motive und SOCS3 Bindestellen in den Zytokinrezeptoren,
die am stirksten durch SOCS3 inhibiert werden

Zur Visualisierung der Abstiande zwischen dem Box 1 Motiv und den jeweiligen SOCS3 Bindestellen wurde
eine konstante Langeneinheit pro Aminosdure verwendet. Die im Rahmen dieser Arbeit generierte Variante
des hIL-23R wurde vergleichend gegeniibergestellt. Anstelle eines Box 1 Motivs wurde im hIL-23R die
postulierte JAK2 Bindestelle hervorgehoben.

TMD: Transmembrandoméne, Blau: Box 1 Motiv, rot: SOCS3 Bindestelle, griin: postulierte JAK2 Bindestelle

Es finden sich im murinen Leptin Rezeptor (LepR) zwei Bindesequenzen fiir SOCS3, die
106 bzw. 198 Aminosduren vom Box 1 Motiv entfernt liegen (32). Im murinen Erythropoetin
Rezeptor (EpoR) gibt es ebenfalls zwei SOCS3 Bindesequenzen, die 134 bzw. 162
Aminosduren vom Box 1 Motiv entfernt liegen (32). Im humanen granulocyte-colony
stimulating factor Rezeptor (G-CSFR) liegen 36 bzw. 61 Aminosduren zwischen dem Box 1
Motiv und den beiden SOCS3 Bindemotiven (32). Somit ist der Abstand zwischen der
postulierten JAK2 Bindestelle im humanen IL-23R und der SOCS3 Bindeseugenz im
erschaffenen Rezeptor hIL-23R-VQY476STVVH in einem Bereich, der eine gleichzeitige
Bindung von SOCS3 an JAK2 und den Rezeptor nicht verhindern sollte. Hierbei ist
anzumerken, dass die JAK2 Bindestelle im humanen IL-23R bisher nicht bestétitgt wurde
und moglicherweise ndher oder weiter entfernt vom eingebrachten SOCS3 Bindemotiv liegt,
sodass die Formierung des terndren Komplexes ggf. aus diesem Grund nicht moglich ist (24,

102).

4.2 Hohe IL-23 Konzentrationen inhibieren die Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen
mit humanem IL-23 Rezeptor

Nach erfolgreicher retroviraler Transduktion (s. 2.3.4) von Ba/F3-gp130 Zellen mit dem
humanen oder murinen, heterodimeren IL-23 Rezeptor, fiel in konzentrationsabhéingigen
Proliferationsassays unter Verwendung von mHIL-23 auf, dass das Niveau der Proliferation
von Ba/F3-gp130 Zellen, die die humanen Rezeptoren exprimieren, ab einer

Zytokinkonzentration von 10 ng/ml unter das Ausgangsniveau fillt (s. Abb. 17). Dieser
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Effekt lieB sich in den Zellen mit murinen Rezeptoren nicht beobachten (s. Abb. 32). Durch
Einfiigen der SOCS3 Bindesequenz um Y476 des humanen IL-23R kam es
liberraschenderweise unter den gemessenen Konzentrationen zu keinem Abfall des
Proliferationsniveaus (s. Abb. 17). Anhand von Mutationsvarianten des hIL-23R konnte
gezeigt werden, dass eine Mutation um Y397 ebenfalls zu einer Verdnderung der IL-23
abhingigen Proliferation fiihrt (s. Abb. 19). Interessanterweise kam es in Ba/F3-gp130
Zellen, die zusitzlich zu den humanen IL-23 Rezeptoren ein hCIB2-GFP-Fusionsprotein
exprimieren, nicht zu einem Abfall der Proliferation, wéahrend die Expression von
hCIB2-GFP in Zellen mit den murinen Rezeptoren die Proliferation bei niedrigen
Zytokinkonzentrationen verringert (Erhohung der EC50) (s. Abb. 33). Auf die Interaktion
zwischen hCIB2-GFP und dem IL-23R wird spéter genauer eingegangen.

Der genannte Effekt wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschrieben und im Rahmen
einer nachfolgenden Masterarbeit von Sofie Beier ndher untersucht. In ithren Versuchen
wurde eine Zusammenlagerung der Ba/F3-gp130 mit humanen Rezeptoren nach 12 h unter
Stimulation mit 1 pg/ml mHIL-23 beobachtet (112). Eine Zellproliferation war nicht mehr
nachweisbar, wohingegen die Zellen mit murinen IL-23 Rezeptoren einzeln vorlagen und
proliferierten (112). Mittels Microarray wurde die Genexpression nach Stimulation mit
verschiedenen Konzentrationen von mHIL-23 untersucht. Hierbei kam es zu einer deutlich
gesteigerten Genexpression bei 1 pg/ml mHIL-23, wobei insbesondere Gene des
JAK/STAT Signalwegs vermehrt exprimiert wurden (112). Erwartungsgemall kam es auch
zu einer vermehrten Expression von SOCS3 und Genen, die mit der Signalkaskade einiger
Krankheitsbilder assoziiert sind, in denen IL-23 als proinflammatorisches Zytokin eine Rolle
spielt (112). Interessanterweise wurden auch Gene, die mit der Apoptose assoziiert sind,
unter hohen mHIL-23 Konzentrationen vermehrt exprimiert (112). Nach weiterer
Untersuchung des Zelltods von Ba/F3-gp130 Zellen mit IL-23 Rezeptoren, konnte S. Beier
zeigen, dass nach 12 h unter Stimulation mit 1 pg/ml mHIL-23 die Hélfte der gemessenen
Zellen abgestorben waren (112). Hierbei ergab sich die Vermutung, dass IL-23 keinen
schnellen Zelltod auslost, sondern eher eine Seneszenz und keine Apoptose bewirkt, da nur

die Hélfte der Zellen starb (112),.

Weiterhin bleibt ungeklart, wieso das beschrieben Phanomen nur in Ba/F3-gp130 Zellen
auftritt, die die humanen Rezeptoren exprimieren und nicht in Zellen mit dem murinen
Rezeptor. Durch Mutationen im humanen IL-23R lésst sich der Abbruch der Proliferation

vermeiden. Hier wire interessant, ob Ba/F3 Zellen, die den hIL-23R mit dem eingebrachten
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SOCS3 oder anderen Mutationen exprimieren, ebenfalls verklumpen oder ob eine Mutation
der intrazelluliren Domine diese Zelladhdsion verhindert. Da die Proliferation bei
gleichzeitiger Expression des Fusionsproteins hCIB2-GFP nicht abbricht, wére auch hier
interessant, ob es zu einer Zusammenlagerung der Zellen kommt, insbesondere da CIB2 ein
mogliches Bindeglied zwischen Integrinen und dem Rezeptor darstellt, worauf im weiteren

Verlauf der Diskussion noch eingegangen wird.

Fluoreszenzmikroskopisch scheint CIB2 die Oberflichenexpression des IL-23R zu
vermindern, was den Bedarf fiir eine hohere Konzentration an IL-23 fiir eine dem Wildtyp
entsprechende Proliferation erkldren konnte. Die Proliferationsassays mit IL-23R Varianten,
in denen Aminosdurereste um Y397, das zur Zellproliferation notwendig scheint, zeigen
einen dhnlichen Effekt (26). Scheinbar fiihrt die starke IL-23 Signaltransduktion, wie von
S. Beier gezeigt, zur vermehrten Expression von Genen, die zur Apoptose oder Seneszenz
fiihren. Durch hemmende Einfliisse auf die 1L-23 Signaltransduktion, wie Mutationen um
Y397 und die Expression von CIB2, werden diese Gene vermutlich auch geringer exprimiert
und so ein Abbruch der Proliferation verhindert bzw. in den Bereich hdherer

Zytokinkonzentrationen verschoben.

Ein dhnliches Phdnomen wurde in einem in vitro Modell fiir Lungenkrebs in A549 Zellen
beschrieben (113). Geringe IL-23 Konzentrationen fiihren zu einer gesteigerten Proliferation
von A549 Zellen, die IL-23 Rezeptoren exprimieren, indem IL-23 an den IL-23R bindet.
Hohe Konzentrationen von IL-23 inhibieren die Proliferation durch gleichzeitige Bindung

an den IL-23R und IL-12RB1 (113).

Zhu et al. haben die IL-23 Konzentration im Serum von padiatrischen Patienten mit Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn mit der Serumkonzentration einer nicht betroffenen
Kontrollgruppe verglichen (53). Hierbei lag die gemessene Serumkonzentration der
Kontrollgruppe bei etwa 2 pg/ml, wihrend die Konzentration der erkrankten Gruppen
zwischen 5 und 8 pg/ml lag (53). Diese Werte liegen deutlich unter dem Wert, der in dieser
Arbeit zu einem Abbruch der Prolifeation von Ba/F3-gp130 Zellen mit humanem IL-23
Rezeptor fiihrt (>10 ng/ml). Eine vermehrte Expression von /L-23 kann in der Darmmukosa
von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und in Hautldsionen von
Psoriasispatienten nachgewiesen werden (53, 55). In einem in vitro Zellmodell des
menschlichen Darms im gesunden bzw. entziindeten Zustand, wurden nach Simulation einer
Entziindung, durch Stimulation mit LPS (Lipopolysaccharide) und IFN-y
(Interferon-gamma), eine IL-8 Konzentration von 10 ng/ml gemessen (114). Unstimuliert
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lag die IL-8 Konzentration etwas iiber 0,5 ng/ml (114). Im Serum einer Kontrollgruppe in
einer Studie zu Asthma, wurde im Mittel eine IL-8 Konzentration von 10,9 pg/ml gemessen.
(115). Ist die gemessene IL-8 Konzentration im in vitro Modell reprisentativ fiir
Entziindungsreaktionen in vivo, lisst sich vermuten, dass es lokalisiert auch zu einem
deratigen Anstieg der IL-23 Konzentration kommen kann. Ist dies der Fall, liee sich der
Abbruch der Zellproliferation beispielsweise als SchutzmaBnahme gegen eine

iiberschieBende Immunantwort interpretieren.

4.3 CIB2-GFP bindet an den humanen und murinen IL-23R und verindert die
intrazelluliire Verteilung von hIL-23R-mCherry

Nachdem wir in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig (Kiel, Deutschland)
das Protein CIB2 mittels Massenspektrometrie als moglichen Interaktionspartner des
murinen und humanen IL-23R identifiziert haben, konnte die Bindung von CIB2 an den
humanen und murinen IL-23R im Rahmen dieser Arbeit mittels Ko-Immunprézipitation (s.
2.4.4) bestdtigt werden (s. Abb. 22 und Abb. 25). Die Verwendung von Deletionsvarianten
des mIL-23R ldsst darauf schlieBen, dass die zur Bindung notwendige Sequenz im
proximalen Teil der intrazelluliren Doméne des mlIL-23R liegt (s. Abb. 26). In den
dargestellten Aufnahmen der Western Blots fehlt in den input Kontrollen nach
Ko-Transfektion mit hCIB2-GFP und der jeweiligen Deletionsvariante des mIL-23R das
erwartete Signal fiir GFP. Wurden die Proben aus denselben Zellen mit den Sepharose beads
versehen, lie} sich zumindest ein schwaches Signal fiir GFP detektieren. Ursdchlich konnte

eine geringe Expression hCIB2-GFP-Fusionsproteins im Rahmen der Ko-Transfektion sein.

Die Interaktion zwischen dem Fusionsprotein hCIB2-GFP und dem hIL-23R wurde mittels
Fluoreszenmikroskopie ndher untersucht. Hierzu wurde das rot fluoreszierende Protein
mCherry an den C-Terminus des hIL-23R fusioniert. Nach Transfektion adhirenter Zellen
mit den entsprechenden Expressionsplasmiden konnte die intrazelluldre Verteilung von
hCIB2-GFP und hIL-23R-mCherry analysiert werden. Eine Féirbung des Zytoskeletts
ermoglicht hierbei eine Aussage zur Lokalisation beider Proteine. IL-23R ist ein
Typ I-Transmembranprotein, sodass der N-Terminus auflerhalb der Zelle liegt (12). CIB2 ist
ein zytosolisches Protein, sodass das Fusionsprotein hCIB2-GFP ubiquitdr in der Zelle
verteilt liegt, insbesondere aber im Zentrum der Zelle (uniprot O75838). In Neuronen von
Ratten konnte eine Ko-Lokalisation mit dem Golgi-Apparat nachgewiesen werden (116).

Zellen, die mit beiden Plasmiden transfiziert wurden, zeigen Unterschiede zu den Zellen, die
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nur mit einer cDNA transfiziert wurden. Beide Proteine befinden sich nun im Zentrum der
Zelle und hIL-23R-mCherry ldsst sich nicht mehr am Rande der Zelle detektieren.
Moglicherweise interagiert CIB2 mit dem IL-23R  wéhrend posttranslationaler
Modifikationen im Golgi-Apparat (51). Aus diesen Ergebnissen lésst sich die Vermutung
duBern, dass hCIB2 einen Einfluss auf den intrazelluldren Transport des IL-23R hat. Eine
Funktion auf den Transport von Proteinen ist bereits fiir das Enzym Sphingosinkinase 1
(SPK1) beschrieben (95). Die onkogene Signaltransduktion iiber dieses Enzym, im Rahmen
der Entstehung eines Ovarialkarzinoms, basiert auf einer Translokation des Enzyms an die
Zellmembran, die durch CIB1 vermittelt wird (95). Fir CIB2 hingegen wurde der
gegenteilige Effekt beschrieben (95). CIB2 bindet das Enzym an der gleichen Stelle wie
CIBI1, fiihrt jedoch zu einer Blockierung der Translokation an die Zellmembran und inhibiert
somit die onkogene Signaltransduktion (95). CIB1 fungiert in der Interaktion mit SPK1 als
Calcium-Myristoyl swifch und ermdglicht so die Translokation, widhrend CIB2 diese
Funktion fehlt (95, 117). CIB2 erscheint somit als potentieller Tumorsuppressor (95). Als
Bindestelle wurde die Calmodulin (CaM) Bindestelle von SPK1 identifiziert (117). Im
humanen Enzym liegt die CaM Bindestelle zwischen den Aminosdurerestem 196 — 206,
wobei F'°7 und L'*® eine kritische Rolle zukommen und Mutationen an dieser Stelle keine
Bindung von CaM, CIB1 oder CIB2 zulassen (95, 117, 118). Bisher ist keine Interaktion
zwischen Calmodulin und dem IL-23R beschrieben oder eine entsprechende Bindestelle
bekannt, aus der Interaktion zwischen CIB2 und SPK1 ist eine CaM Bindestelle im IL-23R
jedoch anzunehmen. Durch die Immunprizipitationsversuche mit CIB2 und den
Deletionsvarianten des mIL-23R wurde die Bindestelle bereits grob eingegrenzt und scheint
im Bereich von Aminosdurerest 415 - 503 zu liegen. Da keine Bindung von CIB2 an den
mlIL-23R  nach Deletion der Intrazellulirdomdne ab Aminosdure 446 in der
Immunpréizipitation nachweisbar ist, scheint CIB2 nicht unmittelbar hinter der
Transmembrandoméne an den Rezeptor zu binden. Mit dem Calmodulation database and
Meta-analysis predictor (https://cam.umassmed.edu/) lassen sich kanonische CaM
Bindemotive in Aminosduresequenzen finden (119). Die Genauigkeit ist hierbei am Besten
bei Sequenzen mit einer Linge bis 100 Aminosduren (119, 120). Abb. 40 zeigt die
Sequenzen mit kanonischen Bindemotiven im entsprechenden Bereich des mIL-23R nach

Verwendung des Calmodulation database and Meta-analysis predictor.

81



Diskussion

Aminosaure (aus miL-23R) Sequenz

436-447 VEENDNASEQAL
436-449 VEENDNASEQALYV
437-452 FENDNASEQALYVDPV
447-462 LYVDPVLTEISEISPL
447-456 LYVDPVLTEI
449-462 VDPVLTEISEISPL
449-462 VDPVLTEISEISPL
449-462 VDPVLTEISEISPL
453-462 LTEISEISPL
459-474 ISPLEHKPTDYKEERL
462-477 LEHKPTDYKEERLTGL
474-485 LTGLLETRDCPL
477-488 LLETRDCPLGML
485-500 LGMLSTSSSVVYIPDL
485-494 LGMLSTSSSV
488-497 LSTSSSVVYI

Abb. 40: Kanonische Calmodulin Bindemotive im mIL-23R im Bereich der Aminosiuren 436-500
Die kanonischen CaM Bindemotive in der Aminosduresequenz des mIL-23R wurden mithilfe des
Calmodulation database and Meta-analysis predictor (https://cam.umassmed.edu/) gesucht. Entsprechend der
Eingrenzung der CIB2 Bindestelle an den mIL-23R im Rahmen dieser Arbeit wurde nur der entsprechende
Bereich der Interazellulirdomine untersucht.

Die verschiedenen Bindemotive bestehen aus hydrophoben Resten, die durch
unterschiedlich viele Aminosduren voneinander getrennt sind (119). Es wurde gezeigt, dass
CaM héufig an Stellen bindet, die viele kanonische Bindemotive aufweisen (119). Bei den
aufgezeigten Bindemotiven handelt es sich um calciumabhingige CaM Bindemotive (119).
Im gesamten Rezeptor ldsst sich kein calciumunabhidngiges Bindemotiv finden (119).
Untersucht man die gesamte Sequenz des mIL-23R mit dem Calmodulation database and
Meta-analysis predictor, werden zwei Sequenzen zwischen den Amniosduren 396-426 als
wahrscheinlichste Bindestellen fiir Calmodulin identifiziert. Dies deckt sich jedoch nicht mit
den Immunprézipitationsversuchen aus dieser Arbeit. Fiir weitere Arbeiten bietet sich an,
hydrophobe Reste am Beginn der dargestellten Sequenzen analog zu Sutherland et al. zu

Alanin zu mutieren und die Immunprézipitation mit CIB2-GFP zu wiederholen (118).

Zur genauen Detektion der Bindestelle von CIB2 am IL-23R miissen weitere
Deletionsvarianten des Rezeptors kloniert werden und anschlieBend erneute
Ko-Immunprézipitationen durchgefiihrt werden. Hierbei konnte versucht werden, iiber
hohere Plasmidmengen in der Transfektion (s.2.3.3) eine stirkere Expression von

hCIB2-GFP zu bewirken. Zusétzlich konnten die Zellen vor der Lyse (s. 2.4.1) unter dem
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Fluoreszenzmikroskop analysiert werden, um eine ausreichende Expression von GFP
sicherzustellen. Alternativ lieBe sich ein anderes System verwenden. CIB2 konnte mit Flag
versehen werden und fiir die Ko-Immunprazipitation anti-Flag Sepharose beads verwendet
werden. Die Verwendung anderer adhirenter Zellen, die eine effizientere Transfektion

ermoglichen, wire ein weiterer Losungsansatz.

4.4 Mogliche Bedeutung der Interaktion zwischen CIB2 und IL-23R

Uber die physiologischen Funktionen von CIB2 ist wenig bekannt. Eine dieser Funktionen
ist die Interaktion mit Integrinen (86). Integrine sind Transmembranrezeptoren fiir die
Zelladhision an die Extrazelluldrmatrix und fiir Zell-Zell-Adhésionen (121). Dartiberhinaus
sind sie mit dem Zytoskelett verbunden und beeinflussen diverse Signalkaskaden (121).
Unter anderem sind sie in der Signaltransduktion {iber Zytokinrezeptoren beteiligt, liber die
zu Grunde liegenden Mechanismen ist allerdings bisher wenig bekannt (122).
Beispielsweise steht die IL-3 Signaltransduktion in engem Zusammenhang mit Integrin 1
(123). Das Integrin bindet an den Zytokinrezeptor und durch Adhésion von Fibronectin wird
JAK2 an den Komplex aus Integrin und IL-3R rekrutiert, wodurch eine Assoziation von
STATSA ermoglicht wird (123). Dies geschieht unabhingig von IL-3, jedoch kommt es
durch IL-3 zu einer verstarkten JAK2 Aktivierung sowie STATSA Phosphorylierung (123).
Aktivierung dieses Signalwegs iiber das Integrin alleine ist fiir die Zellproliferation nicht
ausreichend, sondern erst nach zusdtzlicher Stimulation mit IL-3 (123). Interessanterweise
kann IL-3 JAK2 und STATSA nur in adhdrenten Zellen und nicht in Suspensionszellen
aktivieren (123).

Durch die Interaktion mit Zytokinrezeptoren, konnen Integrine die Antwort der Zelle auf
Zytokinstimulation, entsprechend der Einbindung in verschieden Zellverbande und Anhand
der Extrazelluldrmatrix, modulieren (122). CIB2 konnte in diesem Zusammenhang eine
Rolle spielen. Bisher wurde nachgewiesen, dass CIB2 mit Integrin o731 und allb interagiert
(86). Eine weitere Funktion ist die Bindung von Mg" und Ca?" (86). In Abwesenheit dieser
Katione nimmt CIB2 eine molten globule Proteinstruktur ohne Tertidrstruktur ein (124).
Durch Bindung eines dieser Kationen kommt es zur Konformationsinderung mit
Ausbildung einer Tertifirstruktur (124). Diese ist nach Bindung von Mg" und Ca®" sehr
dhnlich, wobei CIB2 eine deutlich hohere Affinitdt zu Mg" auffweist (124). Eine Rolle als
Calciumsensor ist aufgrund der niedrigen Affinitit zu Ca®" unter physiologischen
Bedingungen unwahrscheinlich (124). Dennoch ldsst sich vermuten, dass tiber CIB2 eine
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Verdnderung der Kationenkonzentration im Zytosol, insbesondere der Konzentration von
Mg", ein Effekt auf den IL-23R ausgeiibt wird und damit auf die IL-23 Signaltransduktion.
Interessanterweise bindet CIB2, im Gegensatz zu CIBI1, viele Proteine unabhingig von
Ca?" (95). Im Fall der SPK1 scheint Ca?" die Bindung sogar zu schwéchen (95). Daraus ldsst
sich die Hypothese ableiten, dass SPK1 bei geringen Calciumkonzentrationen eher eine
Bindung mit CIB2 eingeht und nach Stimulation der Zelle mit Erhdhung der zytosolischen
Calciumkonzentration eine Bindung mit CIB1 favorisiert, wodurch eine Translokation an
die Zellmembran mit folgender Signaltransduktion erméglicht wird (95). Ein entsprechender

Regulationsmechanismus fiir andere Proteine ist vorstellbar.

In der Retina von knockout Mdusen, die kein CIB2 exprimieren, konnte CIB2 als Suppressor
von mechanistic target of rapamycin complex I (mTORCI1) identifiziert werden (125).
mTORCI1 wirkt einen hemmenden Effekt auf die Autophagozytose aus, sodass bei Ausfall
von CIB2 die Autophagozytose eingeschriinkt wird, aufgrund einer Uberaktivitit von
mTORCI1 (125). Zusdtzlich wurden in Méusen ohne CIB2 Ablagerungen im retinalen
Pigmentepithel (RPE) gefunden, die denen von Patienten mit altersbedingter
Makuladegeneration (AMD) entsprechen (125). In Gewebeproben von Patienten mit AMD
konnte im RPE eine verminderte CIB2 Expression, eine aberrante Autophagozytose sowie
eine Uberaktivitit von mTORC1 nachgewiesen werden (125). Eine eingeschriinkte
Autophagozytose und eine Uberaktivitit von mTORC1 spielen eine Rolle im
Alterungsprozess und vielen Erkrankungen wie Alzheimer, Krebs, Herzerkrankungen und

Adipositas (125, 126).

Die IL-23 vermittelte Expression proninflammatorischer Zytokine lauft in Tu17-Zellen, die
an der Entstehung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen mafgeblich beteiligt sind,
tiber mTORCI1 (47, 48). Hier ist ebenfalls eine verminderte Hemmung von mTORCI1 durch
eine Minderexpression oder Fehlfunktion von CIB2 denkbar, was zu einer libermdfigen

Produktion proinflammatorischer Zytokine beitragen konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CIB2 direkt mit dem IL-23R interagiert und
scheinbar die Verteilung des Rezeptors in der Zelle beeinflusst. Es ldsst sich vermuten, dass
CIB2 zu einer verminderten Translokation des Rezeptors an die Zellmembran fiihrt, dhnlich
wie bei der SPK1, wodurch die IL-23 Signaltransduktion eingeschrinkt wiirde (95). Als
Mechanismus einer indirekten Interaktion kommt der hemmende Einfluss auf mTORCI in
Frage, wodurch CIB2 in einigen Zellen Effektorproteine der IL-23 Signalkaskade regulieren
konnte.
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4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bestdtigt, dass die IL-23 Signaltransduktion keiner
Inhibition durch SOCS3 unterliegt. Bisher stehen Antikorper gegen p40 und pl9 zur
Verfligung, um Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen oder Psoriasis zu
behandeln. Weitere Arbeiten sind notig, um weitere Details iiber die intrazelluldre
Signaltransduktion und -inhibition von IL-23 zu erlangen. Von besonderem Interesse sind
Veridnderungen im Rezeptor, der Signaltransduktion oder der IL-23 Produktion, die
moglicherweise zu einer Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion flihren. Durch
besseres Verstidndnis lieBen sich gegebenenfalls neue Ansitze flir gerichtete Therapien
identifizieren, die deutlich weniger Nebenwirkungen aufweisen, als die systemische

Blockade der IL-23 Signaltransduktion durch Antikorper.

Der erstmals beobachtete Effekt des Abbruchs der Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen mit
humanem IL-23 Rezeptor wurde in anschlieBenden Arbeiten bereits weiter untersucht.
Warum dieser Effekt bei Ba/F3 Zellen mit murinen Rezeptoren nicht auftritt bleibt weiterhin
ungewiss. AuBlerdem ist nicht klar, ob es sich bei diesem Phidnomen um einen
physiologischen Effekt handelt, der auch in vivo auftritt. Optimal wére eine Untersuchug
von Zellen, die natiirlicherweise den IL-23R exprimieren. Ein in vitro Modell 14dsst anhand
der Steigerung der IL-8 Konzentration vermuten, dass es lokalisiert zu ausreichend hohen
Interleukinkonzentrationen kommen kann, um den beobachteten Effekt auszulésen. Um zu
kldren, ob es auch zu einer deartigen Steigerung der IL-23 Konzentration kommt, konnte das
in vitro Modell modifiziert werden. Wiirden Zellen verwendet die IL-23 produzieren, lie3e

sich aus dem Zellkulturiiberstand die I1L-23 Konzentration ermitteln.

Des Weiteren konnte CIB2 im Rahmen dieser Arbeit als Bindungspartner des IL-23R
bestdtigt werden. Da iiber die Funktionen von CIB2 bisher wenig bekannt ist, ldsst sich liber
die Auswirkung dieser Interaktion nur spekulieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eine
verminderte Oberflichenexpression des Rezeptors durch CIB2 nahe. Ein weiterer
Inhibitionsmechanismus von CIB2 iiber eine Hemmung von mTORCI ist ebenfalls denkbar.
In einem Modell mit CIB2 knockout Méusen, konnte ein Einfluss auf die Pathogenese von
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen untersucht werden. In Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen oder Psoriasis konnte nach Mutationen von CIB2 gesucht

werden, bzw. in Kollektiven aus anderen Arbeiten zu nicht syndromlaer Taubheit auf dem
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Boden von CIB2 Mutationen, konnte nach gehduftem Aufireten dieser Erkrankungen

gesucht werden.

Um einen unerwiinschten Einfluss auf die Interaktion von IL-23R und CIB2 durch die
Fusion mit GFP auszuschliefen, konnten die Versuche mit einem Fusionsprotein aus CIB2
und Flag-Tag wiederholt werden, da dieses Tag-Protein nur ein Molekulargewicht von
1012,97 Da hat. Uber die Qualitit der Bindung lisst sich mit den Experimenten aus dieser
Arbeit keine Aussage treffen. Die Bindestelle wurde eingegrenzt und soll in anschlieBenden
Arbeiten durch Verwendung weiterer Deletionsvarianten identifiziert werden. Zusétzlich
konnten in den kanonischen CaM Bindemotiven im eingegrenzten Bereich des Rezeptors
die wichtigen hydrophoben Aminoséduren zu hydrophilen Aminosduren mutiert werden und

die Immunprézipitationsversuche wiederholt werden.

Als wichtiger Faktor in verschiedenen Erkrankungen, ist CIB2 von groBem Interesse.
Zukiinftig soll mehr liber die Funktionen des Proteins in Erfahrung gebracht werden, sodass

die Auswirkung der Interaktion mit dem IL-23R verstdandlicher wird.
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Anhang

6 Anhang

6.1 Vektorkarten

Folgend sind die Vektorkarten, die fiir diese Arbeit verwendet wurden, abgebildet. Die
Karten wurden mittels pDRAW32 DNA analysis software (AcaClone software) erstellt.

Wichtige Restriktionsstellen sind eingezeichnet und farblich markiert.

EcoRI - 360 - G'AATT_C
Kpnl - 640 - G_GTAC'C
HindIlI - 642 - A'AGCT_T

EcoRYV - 8960 - GAT'ATC

Kpnl - 1522 - G_GTAC'C
EcoRV - 1552 - GAT'ATC
Al -1736 - C'TTAA_G
Pmel - 1937 - GTTT'AAAC
AfI- 1941 - C'TTAA_G
HindIll - 1944 - A'AGCT_T

EcoRV -2322 - GAT'ATC
Sapl - 2455 - GCTCTTCn'nnn_

p409-hIL-23R-VQY476STVVH
9766 bp

EcoRI - 2796 - G'AATT_C
SnaBI - 2825 - TAC'GTA
EcoRI - 2951 - G'AATT_C

EcoRI - 3566 - G'AATT_C
Nofl - 3844 - GC'GGCC_GC
EcoRI - 3968 - G'AATT C
Pmel - 3992 - GTTT'AAAC

EcoRI - 4976 - G'AATT_C Nhel - 4605 - G'CTAG_C

Kpnl - 4968 - G_GTAC'C

Erginzende Abb. 1: Vektorkarte von  p409-hIL-23R-VQY46STVVH  (s.3.1)
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EcoRI - 360 - G'AATT_C
Kpnl - 640 - G_GTAC'C
HindIIl - 642 - A'"AGCT_T

EcoRV -9646 - GAT'ATC
Kpnl-1522 - G_GTAC'C
EcoRV - 1552 - GAT'ATC
AfMI-1736 - C'TTAA_G

Pmel - 1937 - GTTT'AAAC

AflIL- 1941 - C'TTAA_G

HindIIl - 1944 - A'AGCT_T
EcoRV -2322 - GAT'ATC

Sapl - 2455 - GCTCTTCn'nnn_

p409-hIL-23R(E444K)-P310-mCherry

10452 bp EcoRI - 2796 - G'AATT_C

SnaBI - 2825 - TAC'GTA
EcoRI - 2951 - G'AATT_C

EcoRI - 3566 - G'AATT_C
Nofl - 3844 - GC'GGCC_GC

Nofl - 4531 - GC'GGCC_GC
EcoRI - 4654 - G'AATT C

EcoRI - 5662 - G'AATT_C
Pmel - 4678 - GTTT'AAAC

Kpnl - 5654 - G_GTAC'C
Nhel - 5291 - G'CTAG_C

Erginzende Abb. 2: Vektorkarte von p409-hIL-23R(E444K)-P310-mCherry (s. 0)

AMMI-42 - C'TTAA_G

Spel - 745 - A'CTAG_T

AfNI-1106 - C'TTAA_G

AfNI - 1497 - C'TTAA_G
HindIll - 1500 - A'AGCT_T

pMOWS-hygro-hCIB2-GFP
7416 bp

Nofl - 2074 - GC'GGCC_GC

AfNII - 5186 - C'TTAA_G

Sall - 4831 - G'TCGA_C
EcoRI - 2829 - G'AATT_C

FcoRT- 4048 - G AATT_C Nodl - 3433 - GC'GGCC_GC

HindIIl - 3799 - A'AGCT_T

Erginzende Abb. 3: Vektorkarte von pMOWS-hygro-hCIB2-GFP (s. 3.5)
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