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Zusammenfassung

Zytokine sind kleine Peptide, die der interzelluliren Kommunikation im Rahmen der
Immunabwehr dienen. Das Zytokin Interleukin-23 (IL-23) besteht aus den Untereinheiten p19 und
p40 und ist tiber die Aktivierung und Stabilisierung des pathologischen T-Helfer Subtypen 17
(TH17) mit zahlreichen Autoimmunerkrankungen assoziiert, darunter die Multiple Sklerose, die
Colitis Ulcerosa und die Psoriasis vulgaris. Der IL-23 Rezeptorkomplex, bestehend aus dem
Interleukin-23 Rezeptor (IL-23R) und dem Interleukin-12 Rezeptor 81 (IL-12RB1), aktiviert nach
IL-23-Bindung intrazellulare Signalwege, insbesondere den JAK/STAT-Weg. Dabei
phosphorylieren transaktivierte Janus-Kinasen (JAKS) intrazelluldre Tyrosinreste des IL-23R,
welche als Interaktionsstellen fiir signal transducer and activator of transcription (STAT)-Proteine
dienen. Aktivierte STATSs dimerisieren, translozieren in den Zellkern und induzieren dort die
Produktion IL-23-responsiver Proteine, darunter das suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3).
SOCS3 bindet den signaltransduzierenden IL-6 Rezeptor Glykoprotein 130 (gp130) und fungiert
so als STAT-suppressives feedback Molekiil. Auch IL-23 induziert einen SOCS3-Anstieg, jedoch
wurden weder eine SOCS3-Bindestelle, noch direkte STAT-suppressive Eigenschaften am IL-23R
beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden Fusionsproteine aus dem IL-23R und gp130
erstellt und dadurch ein funktionaler SOCS3-Schalter am IL-23R in stabil-transfizierten Ba/F3-
gpl30-Zellen etabliert. Auflerdem wurde gezeigt, dass die C-terminale Addition des rot-
fluoreszierenden Molekiils mCherry keinen Einfluss auf die IL-23-Wirkung hat und ein so live cell
imaging des Rezeptors ermoglicht. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Deletionsvariante des
humanen IL-23R ohne STAT3-Bindemotive wider Erwarten keine STAT3-unabhingige
Proliferation vermittelt. Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen dem human
calcium and integrin binding protein 2 (hCIB2) sowie dem IL-23R nachgewiesen und dariiber
hinaus die Interaktionsstelle ndher charakterisiert. Die vorliegende Arbeit gibt dadurch neue

Einblicke in die Funktionsweise IL-23R abhéngiger Signalwege.



Summary

Cytokines are small-sized peptides that serve the intercellular communication as part of immune
defense. Interleukin-23 (IL-23) consists of the subunits p19 and p40 and is due to its role in
activation and stabilization of the pathologic T helper cell type 17 (TH17) associated with
numerous autoimmune diseases, including Multiple sclerosis, Ulcerative colitis and Psoriasis
vulgaris. Upon IL-23 binding, the IL-23 receptor complex, consisting of the Interleukin-23 receptor
(IL-23R) and the Interleukin-12 receptor B 1 (IL-12RB1), activates intracellular signaling
pathways, notably the JAK/STAT pathway. Therefore transactivated Janus kinases (JAKSs)
phosphorylate intracellular tyrosine residues, that serve as docking site for signal transducer and
activator of transcription (STAT) proteins. Activated STATSs dimerize, translocate into the nucleus
and there induce production of IL-23 responsive proteins, including the suppressor of cytokine
signaling 3 (SOCS3). SOCS3, known to bind the signal transducing IL-6 receptor glykoprotein-
130 (gp130), acts as a STAT suppressive feedback molecule. IL-23 likewise induces a SOCS3
increase, however no SOCS3 binding site nor direct STAT suppressive properties of IL-23R has
been described. Within the present work, fusion proteins of the IL-23R and gp130 were constructed
and thereby a functional SOCS3 switch in stable transduced Ba/F3-gp130 cells established.
Furthermore it was shown, that a C-terminal addition of the red fluorescent molecule mCherry has
no influence on the IL.-23 effect, thereby enabling live cell imaging of the receptor. Furthermore it
was shown, that a deletion variant of the human IL-23R without STAT3 binding motifs does not
mediate STAT3 independent proliferation. Within the last part of this work the interaction of the
human calcium and integrin binding protein 2 (hCIB2) and the IL-23R was presented and further
characterized. Thereby the present work gives new insights into the functionality of IL-23

dependent signaling pathways.
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1 Einleitung

1.1 Zytokine als Grundlage interzellularer Kommunikation
In biochemischen Lehrbiichern wird der Begriff Zytokin wie folgt definiert: ,,[Zytokine] sind

regulatorisch wirkende, hormonéhnliche Signalstoffe, die von [...] Leukozyten, aber auch von
anderen Zellen gebildet werden, um die Aktivitdt des humoralen und zelluldren Immunsystems zu
steuern. [Zytokine] sind ausschlieBlich Peptide und wirken iiber spezifische Membranrezeptoren* (2).
Basierend auf struktureller Ahnlichkeit, gemeinsamen Korezeptoren und funktionellen Eigenschaften
werden Zytokine in Familien eingeteilt (3). Zytokine lassen sich grob in die Gruppen der Interleukine

(IL), Interferone (IFN), Wachstumsfaktoren (GF) und Chemokine einteilen (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Systematik der Zytokine

Substanzklasse Beispiele Biologische Funktionen
IL 1o, IL-18, ) Induktion von pro- und.
. antiinflammatorischen Proteinen,
Interleukin (IL) Tumornekrosefaktor o . . . .
Differenzierung und Proliferation von
(TNF-0), IL-6 himatogenen Vorlduferzellen
Induktion proapoptotischer Proteine nach
Virusbefall oder neoplastischer Entartung,
Interferon (IFN) IFN-o, IFN-8, IFN-y Induktion zellulidrer und humoraler
Abwehrmechanismen gegeniiber Viren
. CXC-Ligand-9, CXC- Chemotaxis im Rahmen der
Chemokin .
Ligand-10 Immunantwort
platelet-derived growth Induktion von Proliferation und
Wachstumsfaktor (GF) factor (PDGF) Differenzierung von Vorlduferzellen

Modifiziert nach-(3-5).

Wihrend Interleukine der Koordination inflammatorischer Prozesse, beispielsweise im Rahmen
bakterieller Infektionen, dienen, unterstiitzen Interferone den Schutz vor Viren und Tumoren (3).
Wachstumsfaktoren haben iiberwiegend mitogene Eigenschaften (4, 6). Chemokine hingegen sind in
der Lage, Leukozyten gezielt mithilfe von Konzentrationsgradienten in inflammatorische
Kompartimente zu rekrutieren (5). Diese Einteilung ist jedoch ambig, da Zytokine pleiotrop sind. Es
liegt nahe, dass eine fehlregulierte Zytokin-vermittelte Wirkung mit pathologischen Bedingungen

assoziiert ist, darunter Autoimmunerkrankungen und Neoplasien (7, 8).



Zytokine wirken primér para- und auto-, seltener auch endokrin (9). Das Zytokin bindet an die
zytokinbindende Doméne seines spezifischen Rezeptormolekiils und induziert eine Homo- oder
Heterodimerisation des Rezeptors mit etwaigen Korezeptoren; der Signaltransduktionskomplex
bildet sich (3, 10). Die intrazelluldre Signaltransduktion wird bei den Zytokinen vom Typ 1 und 2
durch die Transaktivierung Rezeptor-assoziierter Tyrosin-Kinasen, sogenannter Janus-Kinasen
(JAKS), initiiert (11). Im menschlichen Organismus sind bisher vier verschiedene JAKs, namentlich
JAK1, JAK2, JAK3 und Tyrosinkinase 2 (TYK2) bekannt (12). Diese konnen iiber die
Phosphorylierung von Tyrosinresten des Rezeptors Bindestellen fiir intrazelluldre Signalmolekiile,
insbesondere der Gruppe der signal transducer and activator of transcription (STAT), schaffen (12).
Nach aktuellem Stand sind sieben verschiedene STAT-Molekiile beschrieben, namentlich STAT1-4,
STATSa/b und STAT6 (13). Nach Rezepterbindung werden die STAT-Molekiile aktiviert, es kommt
zu einer Phospho(p)-STAT-Dimerisierung sowie konsekutiver Translokation in den Zellkern, wo
gezielt Gene herauf- oder herabreguliert werden (12—15). Neben dem JAK/STAT-Signalweg werden
nach Zytokinbindung weitere Signalkaskaden aktiviert (16—18). Wichtige Signalwege sind der
Mitogen-aktivierte Kinase (MEK)/ extracellular-signal regulated kinase (ERK)-Signalweg und der
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K)/AKT-Signalweg (16—18).



1.2 Die |IL-6-Familie

1.2.1 EinfUhrung in die IL-6-Familie

Das circa 22 Kilodalton (kDa) groe Zytokin Interleukin-6 (IL-6) reguliert neben Proliferation und
Differenzierung von Immunzellen ebenfalls die Produktion von pro- oder antiinflammatorischen
Substanzen seiner Zielzellen (19)(s. Tabelle 2). Auch auflerhalb des Immunsystems vermittelt IL-
6 physiologische Prozesse, wie beispielsweise die Aufrechterhaltung der Darmbarriere gegeniiber

pathologischen Erregern oder die Knochenhomodstase (20, 21).

Das 184-Aminosduren-groe, glykosylierte Peptid wurde 1986 erstmals von Hirano et al. als
human B-cell differentiation factor 2 (BSF-2) beschrieben (22). Das Peptid besteht aus vier langen
a-Helices (A, B, C, D), welche durch Schleifen linear verkniipft und in einer up-up-down-down-
Topologie angeordnet sind (23). IL-6 besitzt drei Bindestellen, wobei die erste Bindestelle fiir die
Bindung des a-Rezeptors IL-6R und die zweite sowie dritte Bindestelle fiir die Bindung des 8-
Rezeptors Glykoprotein-130 (gp130) verantwortlich ist (24-26). IL-6 fungiert als Namensgeber
der strukturhomologen IL-6-Zytokinfamilie, welche mit Ausnahme von IL-31 gp130 als B-
Rezeptor nutzt (1). Wesentliche funktionelle Aspekte der gp130 abhédngigen Zytokine sind der

Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Systematische Darstellung der gp130-Zytokinfamilie

Bezeichnung Ursprungszellen (Beispiele) | Zielzellen (Beispiele) Effekte (Beispiele)
Endothelzellen, Fibroblasten,
glatte Muskelzellen, Hepatozvten Beeinflussung von Knochen-,
g Z )
Keratinozyten, Chondrozyten, hii mft o Ogﬁsche Knorpel- und Fettstoffwechsel,
Interleukin (IL)-6 Osteoblasten, Gliazellen, Stamng len. div akute-Phase-Reaktion,
Antigenprisentierende Zellen Leukozytén ’ Leukozytenproliferation und —
(APCs), T-Zellen, differenzierung
Granulozyten, Mastzellen
Knochenumbau, Neurogenese,
Osteoklasten, .
. Schutz von Epithel- und
. Epithelzellen, .
Osteoblasten, Synoviozyten, Hepatozvien. Neurone Bindegewebszellen,

IL-11 Epithelzellen, Endothelzellen, P héri,ltato’ ene ’ Proliferation himatogener

Knochenmarkszellen N g Vorliduferzellen, akute-Phase-
Vorléduferzellen, .
Makrophagen Reaktion, Hemmung von
Makrophagen
T-Helferzelldifferenzierung:

IL-27 dendritische Zellen (DCs), T-Zellen, natiirliche Hemmung des T-Helfer

) Epithelzellen Killerzellen (NKCs) Subtypen 17 (TH) 17 und
Forderung des Subtypen TH1




Cilidrer neurotropher Osteoblasten, Osteozyten, Skelettmuskelzellen Knochenstoffwechsel,
Faktor (CNTF) Osteoklasten, Chondrozyten Glucosestoffwechsel
Hepatozyten Regulation von Apoptose,
Cardiotrophin-1 (CT-1) Kardiomyozyten Kardiomyozyten Schutz von Hepatozyten und

Neuronen

Cardiotrophin-ihnliches

embryonale Vorlduferzellen,

B-Zellen, Neurone,

Differenzierung von Neuronen,

Monozyten, T-Lymphozyten

Zytokin (CLC) Immunzellen der Lymphknoten Nierenzellen Proliferation B-Lymphozyten
Leukémie-inhibierender | Endothelzellen, Monozyten, Skelettmuskelzellen, Knochenstoffwechsel,
Faktor (LIF) T-Zellen Kardiomyozyten Neurogenese
He'patozyten, Hématopoese,
Epithelzellen, Knochenstoffwechsel
Oncostatin M (OSM) |APCs, Granulozyten, T-Zellen Endothelzellen, ’
Fettstoffwechsel,
Stromazellen, Leberregeneration
Fibroblasten &
. Hemmung der Bildung von pro-|
1L-35 Epithelzellen, Endothelzellen, NKCs und T-Zellen |und Forderung der Bildung von

antiinflammatorischer T-Zellen

Modifiziert nach (3, 27-29).

Die fiir die Signalinduktion der IL-6-dhnlichen Zytokine verantwortlichen Rezeptoren werden in

zwei Gruppen eingeteilt: zum einen in die Gruppe der nicht-signaltransduzierenden o-Rezeptoren

und zum anderen in die Gruppe der signaltransduzierenden B-Rezeptoren (30). Erstere Gruppe

umfasst den IL-6 Rezeptor (IL-6R), den IL-11R, den Cilidrer Neutrophischer Faktor Rezeptor

(CNTFR) und moglicherweise einen Cardiotrophin-1 Rezeptor (CT-1R). Letztere Gruppe umfasst

gp130, den Leukédmie inhibierender Faktor Rezeptor (LIFR), den Oncostatin M Rezeptor (OSMR),

WSX-1 und den IL-12RB2 (1). Wihrend die genannten o-Rezeptoren fiir die Affinitdt des

jeweiligen Zytokins verantwortlich sind, leiten die Rezeptoren der B-Klasse die intrazellulére

Signaltransduktion ein (1).



IL-6 CNTF CT-1
IL11 CLC LIF OSM IL-27 IL-35

LIFR
CNTFR
gp130
LIFR
OSMR
WSX-1

IL-12RR2 [ .

IL-6R/IL11-R

Abb. 1: Glykoprotein-130-abhéingige Rezeptorinteraktionen der IL-6-Familie. Modifiziert nach der
Ubersichtsarbeit von Rose-John aus dem Jahr 2018 (1). Die Rezeptorinteraktionen von IL-6 und -11 sind insofern
Sonderfille, alsdass IL-6 und IL-11 nach Bindung an den IL-6R bzw. den IL-11R, eine Homodimerisierung zweier
gpl130-Molekiile induzieren. Die iibrigen Mitglieder der IL-6-Zytokinfamilie hingegen wirken {iiber eine
Heterodimerisierung zweier unterschiedlicher Rezeptoren. Wihrend CLC und CNTF auf einen nicht-
signaltransduzierenden (0—) Rezeptor, den CNTFR angewiesen sind, wirken LIF und OSM ausschlieBlich auf zwei
signaltransduzierende (3-) Rezeptoren. CT-1 wirkt moglicherweise dhnlich wie CLC und CNTF unter Einbezug eines
nicht charakterisierten o-Rezeptors. Der 3-Rezeptorkomplex fiir CLC, CNTF, LIF, OSM und CT-1 besteht aus gp130
und dem LIFR. OSM bindet zudem an einen Komplex aus gp130 und dem OSMR. IL-27 und IL-35 sind heterodimere
Komplexe, die gleichsam der IL-6 wie der IL-12-Familie angehoren (s. Tabelle 2). IL-27 wirkt iiber einen
heterodimeren Komplex aus WSX-1 und gp130, wihrend IL-35 iiber einen Komplex aus dem IL-12R32 und gp130
wirkt. Dunkelgrau dargestellt sind Immunglobulin-dhnliche Doménen. Zytokinbindende Dominen sind schwarz
dargestellt, wobei die typischen Cystein-Motive und WSXWX-Motive nicht hervorgehoben wurden. Hellgrau
dargestellt sind Fibronektin-Typ-III-Doménen.

1.2.2 Signaltransduktion gp130 abhangiger Signalwege am
Beispiel des IL-6

IL-6 wirkt tiber drei unterschiedliche Signaltransduktionswege, welche als classic-, trans- und

cluster-Signalweg bekannt sind. Im classic-Signalweg bindet das Zytokin an den

membrangebundenen IL-6R und induziert iiber eine Tetra- oder Hexamerisierung mit zwei

ebenfalls membranstidndigen gp130-Molekiilen die intrazelluldre Signaltransduktion (31-35). Der

classic-Signalweg ist demnach zwingend auf die Expression von membrangebundenem IL-6R

angewiesen und folglich vor allem auf Hepatozyten, neutrophile Granulozyten, Monozyten,



Makrophagen sowie Lymphozyten beschrinkt (2). Der trans-Signalweg hingegen ist an nahezu
allen Zelltypen moglich (31, 36). Durch alternatives Spleilen oder die proteolytische Abspaltung
der extrazelluliren Rezeptordominen (ektodomain shedding) kommt es zur Entstehung und
Sekretion eines 10slichen (s)IL-6R‘s (37-39). Dieser entfaltet iiber die Bindung von IL-6 eine
agonistische Wirkung auf Zellen, die lediglich gp130 auf ihrer Oberfléche exprimieren (36). Beim
2017 erstmalig beschriebenen cluster-Signalweg induziert der Komplex aus IL-6 und
membrangebundenem IL-6R auf der Zelloberfliche von dendritischen Zellen (DCs) die
Aktivierung von gpl30-Molekiilen auf benachbarten T-Zellen und induziert dadurch die
Entwicklung von TH17-Zellen (40).

Eine gezielte Untersuchung des trans-Signalweges ermoglicht das Hyper-IL-6 (HIL-6): Dabei
wurde mittels Linkerpeptid ein Fusionsprotein aus IL-6 und dem sIL-6R hergestellt (41). HIL-6 ist
in der Lage, iiber den frans-Signalweg gezielt gp130-exprimierende Zellen zu stimulieren, ohne
dabei den classic-Signalweg zu aktivieren (41). AuBerdem ist dieser artifizielle Komplex
verglichen mit dem physiologischen Signaltransduktionskomplex bereits bei deutlich niedrigeren

Konzentrationen wirksam (41).

Nach classic-, trans- oder cluster-Aktivierung werden gpl30-assoziierte JAKs per
Transphosphorylierung aktiviert. Besonders wichtig fiir die IL-6-Wirkung ist JAK] und in
geringerem MaBle JAK2 und TYK2 (42, 43). Folgend wird tiber STAT3 und STATI eine
genregulatorische proinflammatorische Wirkung erzielt (44). Auch die tibrigen Mitglieder der IL-
6-Familie wirken primir iiber STATI und -3, wobei je nach Zytokin weitere STAT-Molekiile
rekrutiert werden konnen (45). Ebenfalls von Relevanz ist der MEK/ERK-Signalweg und der
PI3K/AKT-Signalweg (46, 47). Moglicherweise findet ebenfalls die Aktivierung des yes-
associated protein (YAP)/NOTCH-Signalweges statt (48).

1.2.3 Die molekulare Struktur des gp130

Als zentraler, signaltransduzierender Typ-1-Rezeptor der IL-6-Familie ist das 130-150 kDa grof3e
gpl30 bereits seit 1978 Ziel grundlagenwissenschaftlicher Forschung und seine enorme
Wichtigkeit fiir Embryonalentwicklung, Blutzellbildung, Organfunktion sowie das Immunsystem

wurde in zahlreichen murinen in vivo Studien belegt (49-53).

Der extrazelluldre Bereich von gp130 besteht aus 597 (human; murin 595) Aminoséduren, welche
6 Dominen bilden, die von membranfern bis membrannah mit D1 bis D6 bezeichnet werden (31,

54, 55). Die N-terminale Immunglobulin(Ig)-dhnliche Doméne D1 sowie die angrenzenden



Doménen D2 und D3 sind wichtig fiir die Bindung des jeweiligen Zytokin-Rezeptorkomplexes
(56). Die auf D2 und D3 befindlichen spezifischen Cysteinmotive und das ebenfalls dort anséssige
WSXWS (Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin)-Motiv sind charakteristisch fiir die cytokine-
binding homology region anderer Typ-1-Rezeptoren (53, 57). Die Funktion der an die 22-
Aminosduren-lange Transmembrandoméne angrenzenden extrazelluldren Fibronektin-Typ-III-
Domiinen 4-6 hingegen ist noch nicht abschlieBend geklért, sie scheinen jedoch iiber die rdumliche

Positionierung von gp130 fiir eine suffiziente Signaltransduktion notwendig zu sein (58).

Der intrazelluldre Abschnitt des gp130 umfasst 277 (human; murin 278) Aminoséduren (31, 55).
Membrannah vermitteln zwei konservierte Motive die Aktivitdt von JAKs: Das Prolin-reiche,
JAK1 bindende BOX1-Motiv (59-62) und das hydrophobe BOX2-Motiv (60). Dariiber hinaus
moduliert auch die Inter-BOX-Region die JAK1-Wirkung: Wihrend der Ersatz von Tryptophan
durch Alanin an der Stelle 666 des humanen Rezeptors zu einer deutlichen Verminderung der
JAK1-Bindung fiihrt, verhindert der Ersatz von Tryptophan durch Alanin an der Stelle 652 des
humanen gpl30 trotz erhaltener JAKI-Bindung die Signaltransduktion (61, 63). Zahlreiche
Tyrosinmolekiile des intrazelluldren Abschnitts dienen als Bindestelle fiir STAT-Molekiile. An den
Stellen 767, 814, 905 und 915 (human; murin 765, 812, 904, 914) des Rezeptors liegen YXXQ
(Tyrosin-X-X-Glutamin)-Motive, die fiir eine STAT3-Bindung verantwortlich sind (31, 55, 64).
Die Motive um die Aminosduren 905 und 915 (human; murin 904 und 914) sind ebenfalls fiir die
STATI1-Bindung verantwortlich und folgen einem weniger-variablen YXPQ (Tyrosin-X-Prolin-
Glutamin)-Motiv (31, 55, 65). Das Tyrosinmolekiil an der Stelle 759 (human, murin 757) hingegen
dient als Bindestelle fiir das Protein suppressor of cytokine signalling 3 (s. Abschnitt 1.3) und iiber
das Protein Src homology region 2 domain-containing phosphatase 2 (SHP2) der Aktivierung des
MEK/ERK-Signalweges (66, 67). Weiterhin ist mit dem Serinrest an der Stelle 782 des humanen
gp130 ein Schalter fiir eine MAPK-activated protein kinase 2 (MK2)- oder calmodulin-dependent
protein kinase type 2 (CaMK2) vermittelte Degradation des Rezeptors beschrieben (68—70).

Neben der membrangebundenen Form von gp130 existiert zudem eine 16sliche Form (sgp130),
welche am ehesten als natiirlicher Antagonist des IL-6-trans-Signalweges in vivo dient (71). Eine
rekombinante Form von sgp130-Dimeren (sgp130Fc) wird aktuell unter dem Namen Olamkicept
(Ferring GmbH, Kiel, BRD) in Phase 2 Studien als mogliches Therapeutikum chronisch-

entziindlicher Darmerkrankungen getestet (72).



1.3 SOCS3, ein Modulator gp130 abhangiger Signalwege

Um ein flexibles Gleichgewicht pro- und antientziindlicher Prozesse zu bewahren, unterliegt die
JAK/STAT-Signaltransduktion einer strikten Kontrolle {iiber verschiedenartige regulative
Molekiile. Prominent sind die Gruppen der phosphotyrosine phosphatases (PTPs) und die im
weiteren Verlauf diskutierte Gruppe der intrazelluldren suppressor of cytokine signaling (SOCS)
(73, 74). Die Familie der SOCS-Proteine umfasst acht Mitglieder, namentlich SOCS1-7 und
cytokine-induced STAT inhibitor (CIS) (75-80). Die Mitglieder der SOCS-Familie sind laut
diversen murinen knock out Studien von wesentlicher Bedeutung fiir Immunantwort, Wachstum

und prénatale Entwicklung (81-85).

Die SOCS-Familie folgt einem homologen Aufbau, bestehend aus einer Phosphotyrosin (pTyr)
bindenden zentralen Src-homology 2 (SH2)-Domine, einer C-terminalen, 40-Aminosiduren-
umfassenden SOCS-Box und einer N-terminalen, unstrukturierten Region (79, 86, 87). Spezifisch
fiir SOCS1 und SOCS3 ist auerdem eine zwischen N-Terminus und Zentrum liegende weitere
Region, die sogenannte kinase inhibitory region (KIR) (88, 89). Mit der PEST-Sequenz, die reich
an den Aminosiuren Prolin, Glutamin, Serin und Threonin ist, wurde auf der SH2-Domine von
SOCS3 ein Motiv beschrieben, das iiber die Induktion des proteasomalen Verdaus die Halbwertzeit

von SOCS3 auf circa 15 Stunden reduziert (86).

Physiologisch binden die Mitglieder der SOCS-Familie iiber die SH2-Domiine an Tyrosinreste von
Zytokinrezeptoren, JAKs oder STATs (73). Dabei wirken alle SOCS-Proteine in einem
Proteinkomplex aus Elongin B und C, Cullin-5 sowie dem really interesting new gene finger
protein 2 (RBX2), welche gemeinsam eine Ubiquitinierung und den proteasomalen Verdau der

Zielstruktur vermitteln (90).

Der Vertreter, welcher den gp130 abhéngigen pSTAT3-Signalweg moduliert, wird als SOCS3
bezeichnet. SOCS3 wird zytokinabhingig exprimiert und hemmt konsekutiv die pSTAT3-Aktivitét
(77, 91). Nach IL-6 abhéngiger Genexpression lagert sich SOCS3 mithilfe der SH2-Doméne an
das pTyr-Molekiil an der Stelle 759 des humanen, respektive 757 des murinen Rezeptors an (67,
92). Der Komplex aus SOCS-Box, Elongin B/C, RBX2 und Cullin-5 initiiert im Folgenden eine
Ubiquitinierung und den Verdau des phosphorylierten Zytokinrezeptors (90). SOCS3 ist dariiber
hinaus in der Lage, JAKSs direkt iiber eine zwolf-Aminosduren-lange KIR-Region zu inhibieren
(89). Dabei fungiert jene iiber die Bindung spezifischer GQM-Motive als sterischer Inhibitor des
katalytischen Zentrums von JAK1, JAK2 und TYK?2, nicht jedoch von JAK3 (93). Betrachtet man



die pSTAT3-Aktivitdt nach IL-6-Stimulation, so ist eine Herabregulation des pSTAT3-Signals
nach circa 60 Minuten um das zwei- bis vierfache als Folge des SOCS3 feedback sichtbar (91).

IL-6

MEK/ERK
PI3K

Inflammation

\ YA YA YA YA YA Y
A N N N N N W \

Abb. 2: Die IL-6-Signaltransduktion mit negativem Feedback durch SOCS3. Modifiziert nach Scheller ez al. 2014,
Carow et al. 2014 und White et al. 2013 (37, 94, 95). 1) IL-6-Bindung aktiviert JAKs, es kommt zur
Transphosphorylierung von Rezeptor und STAT-Molekiilen. 2) pSTATSs dimerisieren und bewirken genregulatorisch
einen 3) inflammatorischen Zellstatus. 4) Zu den gebildeten Proteinen zihlt auch SOCS3, welches iiber die SH2-
Domine an gpl130 bindet. Ein Proteinkomplex aus den Elonginen B und C, dem Cullin-5, Rbx-2 und der
Ubiquitinligase E2 lagert sich ebenfalls an. E2 nimmt voriibergehend Ubiquitinreste von der Ubiquitinligase E1 auf,
die 5) auf Zytokinrezeptoren und 6) pSTATS iibertragen werden. 7) Durch die KIR-Doméne und die SH2-Domine
hemmt SOCS3 JAKs zudem direkt. 8) Alternative Signalwege wie MEK/ERK und PI3K/AKT werden ebenfalls
aktiviert. Dunkelgrau dargestellt sind Immunglobulin-dhnliche Dominen. Zytokinbindende Dominen sind schwarz
dargestellt, wobei die typischen Cystein-Motive und WSXWX-Motive nicht hervorgehoben wurden. Hellgrau
dargestellt sind Fibronektin-Typ-III-Doménen. Die intrazelluldren Motive BOX1 und BOX2 sind als schwarze Linien
hervorgehoben.

Der Kern der SOCS3-Wirkung ist iiber eine partielle Inhibition von pSTAT1 sowie -3 eine
spezifische Verformung von gp130 abhingigen Signalwegen. Da SOCS3 verschiedene JAK- und
STAT-Molekiile mit unterschiedlicher Affinitdt hemmt, kommt es zu einem relativen shift der

JAK/STAT-Signatransduktionswege hin zu denjenigen, welche weniger stark von SOCS3 inhibiert



werden (96). So konnten in SOCS3-defizienten Makrophagen nach IL-6-Stimulation vermehrt
STATI1-vermittelte IFN-dhnliche und IL-10-dhnliche Effekte gezeigt werden (97, 98).

Das Fehlen der SOCS3-Wirkung fiihrt zu massiven Entziindungsreaktionen sowie zu Krebs (73,
99). Auch In T-Zellen hat SOCS3 teils antiinflammatorische Effekte. So korreliert die SOCS3-
Expression negativ mit der Bildung des proinflammatorischen T-Helfer Subtypen 17 (TH17) (100).
In Makrophagen hingegen scheint eine verminderte SOCS3-Wirkung mit einer Verschiebung der
IL-6-Wirkung von pro- hin zu antiinflammatorischen Effekten verbunden zu sein (97). Weiterhin
korreliert die SOCS3-Expression mit dem Ausmall von T-Helfer Subtyp 2 (TH2)-vermittelten
allergischen Reaktionen (101). SOCS3 scheint zudem die durch DCs bewirkte Induktion des
regulatorischen TH-Subtypen (Treg) zu hemmen (102, 103). AuBerdem scheint ein

Wirkungsverlust von SOCS3 die Produktion des antiinflammatorischen IL-10 zu induzieren (104).

Auch auBlerhalb des Immunsystems erfiillt SOCS3 wichtige physiologische Funktionen. So scheint
es beispielsweise einen positiven Effekt auf die korrekte plazentare Entwicklung wéhrend der
Schwangerschaft sowie negative Effekte auf die Axonreparatur nach Sehnervschiadigung und die
hypothalamische Leptinwirkung zu haben (84, 105, 106). Weiterhin ist SOCS3 wahrscheinlich in

die hepatozytire Insulin-vermittelte Signaltransduktion involviert (107).
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1.4 |L-23 als Mitglied der IL-12-Familie
1.4.1 EinfUhrung in die IL-12-Familie

1989/90 beschrieben zwei unterschiedliche Arbeitsgruppen die Entdeckung eines neuartigen, iiber

Disulfid-Briicken verbundenen, 70 kDa gro3en heterodimeren Zytokins (108, 109). Im Verlauf

etablierte sich die Bezeichnung IL-12, wihrend die beiden Untereinheiten seither aufgrund ihrer

jeweiligen Grofle von 35 kDa und 40 kDa als p35 respektive p40 bezeichnet wurden (110, 111).

Es konnten zahlreiche Effekte des IL-12 in adaptiver und angeborener Immunantwort

nachgewiesen werden, primir iiber die Induktion von IFN-y in natiirlichen Killerzellen (NKCs)

und dem TH1-Subtypen (112).

In den folgenden Jahren wurden mit IL-23, IL-27, IL-35 und IL-39 weitere dimere Zytokine

entdeckt und in die neugeschaffene Klasse der IL-12-Familie eingruppiert (111). Da die

Untereinheiten der IL-12-Familie iiber verschiedenartige dimere Komplexe wirken, entsteht ein

enormes Interaktions- und Regulationspotential innerhalb dieser Zytokinklasse (s. Tab.3) (111).

Tabelle 3: Systematik der IL-12-Familie

Name o B- Ursprungszellen Zielzellen Effekte
— Untereinheit/Untereinheit (Beispiele) (Beispiele) (Beispiele)
Natiirliche | proinflammatorisch iiber
t M;l.l;r oghageln ’ t Killerzellen Induktion der TH1-
Interleukin-12 heutroptuie Lranwozyten, (NKCs), gesteuerten Interferon
p35 p40 Mikrogliazellen, .
(IL-12) .o T-Helfer (IFN)-y-Produktion,
dendritische Zellen (DCs), B- ..
Zellen Subtyp 1 Aktivierung von DCs und
(TH1) Makrophagen
THI{ZI&%:ZHCH’ proinflammatorisch iiber
Granuloz i ten Induktion der TH17-
IL-23 pl9 p40 DCs, Makrophagen yee, Entwicklung, Aktivierung
IMakrophagen, .
DCs von NKCs, Regulation der
Epithelzellen Antikorperproduktion
Ebstein-B Proinflammatorisch iiber
vir; fiqulduizz T-Zellen Induktion der TH1-Antwort,
IL-27 p28 s APCs, Epithelzellen ’ antiinflammatorisch iiber
protein 3 NKCs
(EBI3) Hemmung der TH17-
Antwort
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antiinflammatorisch iiber
Induktion der Treg-
Tregs, Monozyten, NKCs, Proliferation und —
Endothelzellen, Epithelzellen| T-Zellen Differenzierung sowie
Hemmung der Proliferation
inflammatorischer T-Zellen

IL-35 p35 EBI3

Pro- und
autoinflammatorische
I1L-39 P19 EBI3 B-Zellen unklar Wirkung, wahrscheinlich
vermittelt iiber B-Zellen und|

neutrophile Granulozyten

Modifiziert nach (3, 111, 113, 114).

Aufgrund des IL-6-dhnlichen Aufbaus aus vier, in einer up-up-down-down-Topologie
angeordneten Doménen, werden die Zytokinuntereinheiten p19, p28 und p35 der IL-12-Familie als
o-Untereinheiten bezeichnet, wihrend die aus drei B-Faltbléttern bestehenden B-Untereinheiten
p40 und Ebstein-Barr virus-induced protein 3 (EBI3) strukturhomolog zum sIL-6R aufgebaut sind
(111, 114). Daher wird die IL-6-Familie gemeinsam mit der IL-12-Familie zur IL-6/1L-12-Familie

zusammengefasst (115).

Wihrend p35 Bestandteil von IL-12 und IL-35 ist, ist das Vorkommen von p19 auf IL-23 sowie
IL-39 beschrinkt (s. Tabelle 3). Die Untereinheit p28 hingegen ist lediglich Bestandteil von IL-27
(s. Tabelle 3). Die B-Kette p40 ist sowohl Bestandteil von 1L-12 als auch von IL-23, wihrend EBI3
gemeinsamer Bestandteil von IL-27, IL-35 und IL-39 ist (s. Tabelle 3). Dariiber hinaus sind einige
Untereinheiten der IL-12-Zytokinfamilie in der Lage, funktionale Homodimere zu bilden oder als
Monomer Wirkung zu entfalten. Exemplarisch kann auf diese Weise p28 gp130 abhingige
Signalwege inhibieren, wihrend fiir p40-Dimere 1L-12- und IL-23-antagonistische, aber auch
weitere, beispielsweise immunmodullierende Effekte sowie chemotaktische Wirkungen auf

Makrophagen nachgewiesen werden konnten (116-120).

Als Rezeptoren der IL-12-Familie fungieren dimere Komplexe. IL-12 wirkt iiber den
Rezeptorkomplex aus IL-12RB1 und IL-12RB2 (121). Der IL-12RB1 bildet auBerdem zusammen
mit dem IL-23R den IL-23 Rezeptorkomplex (122). IL-27 wirkt iiber einen Rezeptorkomplex aus
WSX-1 und gpl130 und stellt so ein Bindeglied zwischen IL-6- und IL-12-Familie dar (123).
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Analog dazu wirkt IL-35 iiber einen Komplex aus gp130 und IL-12RB2, kann aber ebenfalls iiber
Homodimere der beiden genannten Rezeptoren wirken (124). IL-35 zeigt dariiber hinaus einen

weiteren funktionellen Rezeptorkomplex aus IL-12RB2 und WSX-1 (125).

Die IL-12-Familie nutzt ebenfalls den JAK/STAT-Weg. Wihrend STAT4 die hochste Wichtigkeit
der IL-12-vermittelten Signaltransduktion beigemessen wird, kommt es ebenfalls zur
Phosphorylierung von STATI, -3 und -5 (126-128). IL-23 bedient sich primidr STAT3,
wohingegen STAT4, -1 und -5 untergeordnete Rollen zufallen (114, 122). IL-27 hingegen nutzt
STAT1 sowie -3 und IL-35 soll iiber einen heterodimeren Komplex aus phosphoryliertem STAT1
und -4 wirken (124, 129).

1.4.2 Die Signaltransduktion des IL-23

Der heterodimere Zytokinkomplex aus dem glykosylierten p40 und dem nicht-glykosylierten p19
wird liber Disulfidbriicken stabilisiert und als IL-23 bezeichnet (130, 131). Die Bindung findet iiber
Cysteinmolekiile an der Stelle 54 des humanen p19 sowie an der Stelle 177 des humanen p40 statt
(132). Analog zum HIL-6 wurden von Oppmann ef al. im Jahre 2000 erstmals ein Hyper-(H)IL-23
synthetisiert (130). In diesem rekombinanten Hyper-Zytokin liegen p19 und p40 iiber einen Peptid-
Linker verbunden vor, was die Stabilitit des Zytokins deutlich erhoht (130).

Der IL-23R gehort zu der Klasse der Typ-1-Zytokinrezeptoren und hat eine Grofe von 71 kDa (53,
133). Er besteht aus einem 374 (human; murin 391) Aminosduren umfassenden extrazelluldren
Abschnitt, einer 21 Aminosduren umfassenden Transmembrandoméne sowie einer 252 (human;
murin 247) Aminosiduren umfassenden intrazelluliren Domine (122). Die extrazelluldren
Doménen werden in eine membrandistale Domidne vom Ig-dhnlichen Typ und zwei
membranproximale zytokinbindende Doménen unterteilt (122, 134). Zwischen zytokinbindenden
Doménen und der Membran liegt eine unstrukturierte stalk region, die die Bildung von konstitutiv-
aktiven IL-23R-Dimeren verhindert (135). An den intrazelluldren Teil des Rezeptors bindet die
Januskinase JAK2, welche nach Rezeptoraktivierung intrazelluldre Tyrosinreste phosphoryliert
(136). Die JAK2-Bindung des IL-23R ist insofern untypisch, als dass sie nicht iiber membrannahe
BOX1/2-Motive sondern iiber ein membranfernes Bindemotiv zwischen den Aminosiuren 455 und
479 vermittelt wird (136). Die beiden Tyrosinmolekiile an den Stellen 484 und 611 des humanen,
respektive 504 und 626 des murinen IL-23R liegen in einem klassischen STAT bindenden-Y XXQ-
Motiv vor und binden STAT3 (47). Am murinen IL-23R sind zudem ein atypisches Tyrosin-

haltiges pSTAT3-Bindemotiv an der Stelle 542 und ein tyrosinfreies Bindemotiv zwischen den
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Aminosduren 554 und 570 an der pSTAT3-Signaltransduktion beteiligt (47). Mit STATI, -4 und -
5 binden auflerdem weitere STAT-Molekiile an den IL-23R (122). Das membrannahe YEDI
(Tyrosin-Glutamat-Aspartat-Isoleucin)-Motiv an der Stelle 397 des humanen sowie 416 des
murinen IL-23R ermdglicht eine Aktivierung des MEK/ERK- sowie des PI3K/AKT-Signalweges,
wahrscheinlich indem es als Bindestelle fiir SHP2 dient (47, 122).

Der IL-12RB1 gehort ebenfalls zu der Klasse der Typ-1-Membranrezeptoren und hat eine Grofle
von 70,5 (human; murin 81) kDa (53, 137, 138). Er besteht aus einem 516 (human; murin 561)
Aminosduren  langen  extrazelluliren = Abschnitt, einer 30 Aminosduren langen
Transmembrandomine sowie einer 91 (human; murin 147) Aminosduren umfassenden
intrazelluldren Doméne (137, 138). Der glykosilierte extrazelluldre Abschnitt des IL-12RB1
umfasst drei membrannahe Fibronektin-Typ-lII-Doménen und zwei membranferne
zytokinbindende Rezeptordominen (122, 138). Der intrazelluldre Teil des IL-12RB1 verfiigt tiber
zwei membrannahe BOX-Motive (BOX1/2), wobei BOX1 essentiell fiir die Bindung von TYK?2
und die IL-23-Signaltransduktion ist (136). Dennoch verfiigt der humane IL-12RB1 iiber kein
intrazelluldres Tyrosinmolekiil, wihrend der murine Rezeptor iiber ein einziges Tyrosinmolekiil
jedoch ohne STAT bindende FEigenschaften an der Stelle 635 verfiigt (114, 137, 138). In
Abbildung 3 auf der folgenden Seite werden Aufbau und Funktion des IL-23-

Signaltransduktionskomplexes dargestellt.
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Abb. 3: Humaner IL-23 Signaltransduktionskomplex. Modifiziert nach Floss er al. 2020 und Pastor-Fernandez et
al. 2020 (114, 139). IL-23 setzt sich aus den Untereinheiten p40 und pl9 zusammen und bindet an den
Rezeptorkomplex aus IL-23R und IL-12RB1. An den intrazelluldren Teil des IL-23R lagert sich die Januskinase JAK2
an, wihrend TYK?2 an den IL-12RB1 bindet. Sieben Tyrosinreste sind am intrazelluldren Teil des IL-23R vorhanden,
jedoch keiner am IL-12RB1. Nach Zytokinbindung werden die Januskinasen aktiviert und phosphorylieren die Proteine
STATI, -3, -4 und -5, welche als Dimer in den Nukleus wandern. Dort regulieren sie IL-23 abhingige Proteine,
beispielsweise IL-17A, IL-17F aber auch SOCS3 und GM-CSF herauf. Ebenfalls aktiviert sind der MEK/ERK und
der PI3K/AKT-Weg. Weiterhin induziert IL-23 Metabolismus, Proliferation und Differenzierung IL-23R-
exprimierender Zellen. Dunkelgrau dargestellt sind Immunglobulin-dhnliche Doméinen. Zytokinbindende Doménen
sind schwarz dargestellt, wobei die typischen Cystein-Motive und WSXWX-Motive nicht hervorgehoben wurden.
Hellgrau dargestellt sind Fibronektin-Typ-III-Dominen. Die intrazelluliren Motive BOX1 und BOX2 sind als
schwarze Linien hervorgehoben.

1.4.3 Die Rolle von IL-23 in der T-Zell-Differenzierung

Die Familie der T-Lymphozyten setzt sich aus unterschiedlichen Zelltypen zusammen, die sowohl
pro- als auch antiinflammatorische Wirkungen entfalten. Man unterscheidet zwischen CD8*
zytotoxischen T-Zellen (CTLs), Tregs und CD4* TH-Zellen (140, 141). TH-Zellen wurden
funktionell aufgrund unterschiedlicher Zytokinexpressionsmuster 1986 erstmals in TH1- und TH2-
Zellen unterschieden (142). IFN-y sezernierende TH1-Zellen dienen der Abwehr infektioser
Erkrankungen durch intrazelluldrer Erreger, wie beispielsweise durch Mycobacterium
tuberculosis, wihrend IL-4-sezernierende TH2-Zellen die Immunglobulin-E (IgE)-gesteuerte

Abwehr von Parasiten fordern (143-145).
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Deutlich jiinger ist die Entdeckung des unabhéngigen Subtypen TH17, der sich durch die Sekretion
des proinflammatorischen Zytokins IL-17 auszeichnet (146). IL-17 umfasst eine Gruppe von sechs
strukturhomologen Proteinen (IL-17A-F) und besitzt starke proinflammatorische Effekte, wie die
Forderung der Granulopoese, die Induktion von Chemokinen des CXC-Typen sowie zahlreicher
weiterer proinflammatorischer Substanzen, darunter IL-6, IL-8, und Prostaglandin-E2 (147-150).
Neuer ist die Erkenntnis, dass TH17-Zellen tiber die Aktivierung von antikdrperproduzierenden B-
Zellen und die Bildung ektopen lymphatischen Gewebes weitere immunologische Funktionen
ausiiben (151, 152). Die physiologische Abwehrfunktion der TH17-Zellen konnte beispielsweise
in Modellen zur Infektion mit Mycoplasma pneumoniae und Candida albicans belegt werden (153,

154).

Die TH17-Polarisation wird initial durch einen interzelluldren Kontakt zwischen einer aktivierten
Antigen-présentierenden Zelle (APC) und einer TH-Vorlduferzelle induziert (155). Neben IL-6
sind IL-21, IL-18 und der transforming growth factor 3 (TGFRB) zentrale Signalmolekiile fiir die
weitere Polarisation des humanen TH17-Subtypen (156-158). Fiir die Aufrechterhaltung der
TH17-Zellen ist jedoch ein viertes Signalmolekiil von herausragender Bedeutung: IL-23 (159). Das
im Rahmen der TH17-Polarisation aktivierte pSTAT3 dient als Promotor fiir STAT3 abhéngige
DNA-Abschnitte, darunter die Gene des IL-17A, des IL-17F und des Retinoic acid related orphan
receptor y thymus (RORyt) (160). Gerade der Transkriptionsfaktor RORyt unterstiitzt die finale
TH17-Polarisation in besonderem Malle und kann als Schliisselmolekiil in der THI17-

Differenzierung betrachtet werden (160).

1.4.4 Die Pathophysiologie des IL-23

Ein groBer Teil der pathophysiologischen Bedeutungen des IL-23 ist durch seine Funktion im
Rahmen der Aufrechterhaltung des TH17-Subtypen erklidrbar. Eine TH17-Uberaktivitit ist mit
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose (MS) und der Schuppenflechte (Psoriasis

vulgaris) assoziiert (161, 162).

In einem Mausmodell der MS, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitits (EAE),
fihrte die Gabe von Antikorpern gegen IL-23pl9 zu einer Reduktion der IL-17-
Serumkonzentration sowie zu einer Senkung der Rezidivrate (163). Dabei scheint IL-23
mafgeblich fiir den pathologischen Charakter der TH17-Antwort ursdchlich zu sein: So verlieren

in vitro-polarisierte, IL-23-naive TH17-Zellen ihre pathologische Wirkung im EAE-Modell (161).
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Eine IL-23 abhingige Vermehrung des TH17-Zelltypen wurde ebenfalls in entziindlichen
Hautverdnderungen im Rahmen der Psoriasis vulgaris nachgewiesen (164). Im Rahmen
genomweiter Assoziationsstudien konnten mindestens zwei humane IL-23R-Haplotypen (L310P,
Q381R) mit protektiven Effekten gegeniiber der Psoriasis vulgaris nachgewiesen werden, wodurch

die Relevanz von IL-23 in der Pathogenese der Schuppenflechte unterstrichen wird (114, 165).

IL-23p197- Miuse entwickeln keine IL-10 Defizienz-induzierte entziindliche Darmerkrankung,
was als Hinweis fiir eine Relevanz der IL-23-Achse bei der Entwicklung chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen (CEDs) gilt (166). Unterstiitzt wird dies durch die Entdeckung von mindestens
vier humanen IL-23R-Haplotypen (R86Q, G149R, V362I, R381Q) mit mutmaBlich protektivem
Effekt gegeniiber CEDs (114, 167, 168).

IL-23p197- Miuse zeigen keine entziindlichen Gelenkverdnderungen im Kollagen-induzierten-
Arthritis-Modell, woraus eine Beteiligung von IL-23 an der Entwicklung der Rheumatoiden
Arthritis (RA) abgeleitet werden kann (169). Die humane 1L-23R-Variante R381Q geht mit einem
erhohten Risiko fiir die Entwicklung der RA einher und unterstiitzt diese These (168, 170).

Gemeinsam belegen diese Daten die Relevanz der IL-23-Achse fiir die Entwicklung der MS, der
Psoriasis vulgaris, CEDs und der RA. Es liegt nahe, dass IL-23 abhingige Signalwege potentielle

pharmakologische Ziele darstellen.

Mit Ustekinumab (Janssen Biotech Inc,, Horsham, USA) konnte ein anti-p40-Antikorper, der
sowohl den IL-12- als auch den IL-23-Signalweg hemmt, seine Wirksamkeit in mehreren Phase-
III-Studien belegen (171-173). Ustekinumab ist in der EU aktuell zur Behandlung mittelschwerer
bis schwerer Formen der Plaque-Psoriasis, der Psoriasis-Arthritis und mittelschwerer bis schwerer

Formen des Morbus Crohn sowie der Colitis ulcerosa zugelassen (s. European Medicines Agency).

Die anti-p19-Antikorper Guselkumab (Janssen Cilag International N.V, Beerse, Belgien),
Tildrakizumab (Almirall S.A, Barcelona, Spanien) und Risankizumab (Abbvie Deutschland GmbH
& Co. KG, Wiesbaden, BRD) konnten ihre Wirksamkeit ebenfalls in Phase-III-Studien belegen
(174-177). Aktuell besteht eine EU-Zulassung zur Behandlung von Patienten mit mittelschwerer

bis schwerer Plaque Psoriasis (s. European Medicines Agency).

Auch die intrazelluldre Signaltransduktion des IL-23-Signalweges stellt ein potentielles
pharmakologisches Ziel zur Therapie von Autoimmunerkrankungen dar. Der Tyrosinkinase-
Inhibitor Tofacitinib (Pfizer Inc., New York, USA) hemmt JAK1, JAK2 sowie JAK3 (178).

Tofacitinib ist nach Phase 3 Studien zur Therapie der RA und der Psoriasis-Arthritis sowie der
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Colitis ulcerosa zugelassen (179-181) (s. European Medicines Agency). Zahlreiche weitere
Substanzen, beispielsweise zur Therapie des systemischen Lupus erythematodes und der

atopischen Dermatitis befinden sich aktuell in klinischer Priifung oder werden bereits off label in

der Patientenversorgung eingesetzt (139).
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1.5 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss putativer intrazelluldrer Regulatorproteine auf die
IL-23-Signaltransduktion. Das Heterodimer 1L-23 besteht aus den Untereinheiten p19 und p40 und
bindet an einen heterodimeren Rezeptorkomplex aus IL-12RB1 und IL-23R (122, 130). Folgend
werden intrazellulidre Signalwege, insbesondere der JAK/STAT-Weg, aktiviert und es folgt eine
pSTAT3-vermittelte, genregulatorische Verdnderung der Zielzelle (114, 122). Ein wichtiges
pSTAT3-responsives Gen ist das Socs3, welches fiir das gleichnamige Protein kodiert (77, 91).
SOCS3 bewirkt iiber eine Ubiquitinierung den Abbau der JAKSs, Zytokinrezeptoren sowie pSTATS
und ist in der Lage, JAKs direkt zu inhibieren (67, 89, 90, 92). SOCS3 ist dadurch ein wichtiger
Regulator zahlreicher Signalwege, insbesondere des IL-6-Weges (93). Eine Bindestelle des SOCS3
am intrazelluldren Teil des IL-6 Rezeptors gp130 ist bekannt (67, 92). Durch Bindung an gp130
wird die pSTAT3-Aktivitdt circa 60 Minuten nach IL-6-Gabe stark reduziert (91). Ein solcher
Effekt ist nach der Aktivierung des IL-23 Rezeptorkomplexes trotz SOCS3-Expression nicht zu
beobachten (47). Es ergibt sich die folgende Frage:

Ist eine SOCS3-vermittelte pSTAT3-Suppression iiber ein SOCS3-Bindemotiv am IL-23R

moglich?

Im Rahmen seiner Dissertation am Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II der Heinrich-
Heine-Universitét Diisseldorf hat Franz Christian Horstmeier IL-23R-Fusionsproteine hergestellt,
die am intrazelluliren Teil des Rezeptors ein SOCS3-Bindemotiv aufweisen (bislang
unverdffentlicht). Eine IL-23 abhingige pSTAT3-Suppression konnte jedoch nicht nachgewiesen

werden.

Ziel dieses Projektes ist es, IL-23R-gpl130-Fusionsproteine zu erzeugen, um eine SOCS3-
vermittelte pSTAT3-Suppression zu erreichen. Dafiir werden Expressionsvektoren erzeugt, die fiir
IL-23R-gp130-Fusionsproteine kodieren. Anschlieend werden diese Rezeptorchimiren transient
in U4C und stabil in Ba/F3-gp130-Zellen transfiziert. Die erzeugten Zelllinien werden dann auf
Expression der Rezeptorchimiren, auf IL-23 abhingige Proliferation und Aktivierung des

JAK/STAT-Signalweges untersucht.

Des Weiteren soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob die Fusion des fluoreszierenden Proteins
mCherry an den intrazelluldren Teil des IL-23R Auswirkung auf dessen Signaltransduktion hat.

Hierfiir wird ein entsprechender Expressionsvektor von Franz Christian Horstmeier (bislang
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unverdffentlicht) iibernommen, Ba/F3-gp130-Zellen retroviral transduziert und diese hinsichtlich

der IL-23 abhingigen Proliferation sowie der Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges untersucht.
Wo bindet hCiB2 an den IL-23R?

Ein weiterer Teil der Arbeit befasst sich mit dem zytoplasmatischen Protein human calcium and
integrin binding protein 2 (hCIB2), welches mutmaB3lich mit dem IL-23R interagiert. Bisher konnte
die genaue Bindestelle des hCiB2 am IL-23R nicht genau definiert werden und die Auswirkungen
des Proteins auf den IL-23-Signalweg sind unklar. Im Folgenden soll die hCIB2-Bindestelle am
IL-23R nidher charakterisiert werden. Hierfiir wird ein Expressionsvektor fiir eine IL-23R-
Deletionsvariante erzeugt. Die Interaktion von hCIB2 und IL-23R beziehungsweise der IL-23R-
Deletionsvariante wird mittels Immunprizipitation von transient-transfizierten Zellen analysiert.
Zudem wird die Deletionsvariante funktionell in stabil-transfizierten Zellen untersucht. Auflerdem

werden verschiedene Zelllinien auf die Expression von hCIB2 mittels RT-PCR iiberpriift.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemische Agenzien und Lésungen

In der Tabelle 4 sind die Chemikalien und Losungen aufgefiihrt, welche im Rahmen der

vorliegenden Arbeit genutzt wurden.

Tabelle 4: Chemikalien und Lésungen

Chemikalie/L.osung Hersteller Eigenschaft
Acrylamidlosung 30 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Polvmeres Trennmaterial
(Rotiphorese®) Karlsruhe, BRD y
Agar AppliChem GmbH, Darmstadt, Polymeres Trennmaterial
BRD
Agarose Biozym Scientific, Oldendorf, BRD Polymeres Trennmaterial

Ammoniumperoxidisulfat
(APS)

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Polymerisationsinitiator

Bovines Serumalbumin (BSA)

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, BRD

Proteinstandard

Bovines Fotenserum (FBS)

Life Technologies, Darmstadt, BRD

Wachstumsfaktorhaltige Losung

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, BRD

Farbstoff

Calciumdichlorid (CaCl,)

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Transformationskatalysator

cOmplete™ EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, BRD

Protease-Inhibitor

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Dimethylsulfoxid (DMSO) BRD Gefrierschutzmittel
Dinatriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, BRD Pufferbestandteil
(Na;HPOy)
Essigsidure (CH;COOH) Merck KGaA, Darmstadt, BRD Pufferbestandteil

Ethylendiamintetraessigsiure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Komplexbildner und Pufferbestandteil

Karlsruhe, BRD

(EDTA) Steinheim, BRD
Ethanol (C:HsO) AppliChem GmbH, Darmstadt, Losungsmittel
BRD
Ethidiumbromidlésung Carl Roth GmbH & Co. KG, UV-sensitive, fluoreszierende, DNA-

Interkalanz
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Glucose Merck KGaA, Darmstadt, BRD Nihrstoff
Glycerin Carl RIZZISGrTf;I];&RgO- kG, Stabilisator, Kryoprotektor
Glycin Merck KGaA, Darmstadt, BRD Nihrstoff, Puffersubstanz
Hefeextrakt Merck KGaA, Darmstadt, BRD Nihrstoff
Isopropanol (C3HzO) AppliChem GBnEIgI Darmstadt, Losungsmittel
Kaliumacetat (CH3CO:K) Merck KGaA, Darmstadt, BRD Pufferbestandteil
Kaliumchlorid (KCl) VWR International LLC, Radnor, Pufferbestandteil

USA

p-Mercaptoethanol (C:HsOS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, BRD

Reduktionsmittel von Disulfidbriicken

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Pufferbestandteil, Enzymmodulator

Methanol (CH;O0H) Merck KGaA, Darmstadt, BRD Losungsmittel
Magermilchpulver blotting Carl Roth GmbH & Co. KG, .
erade Karlsruhe, BRD Proteinstandard
Natriumcarbonat (Na;CO3) Merck KGaA, Darmstadt, BRD Pufferbestandteil
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem GmbH, Darmstadt, Pufferbestandteil

BRD

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, BRD

Linearisierung von Proteinen

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Pufferbestandteil

Nonoxinol 40 (NP-40)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, BRD

Zellmembrandetergenz

Polybrene

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, BRD

Kationisches Polymer

Polyethylenglykol 4000

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

(PEG4000) Steinheim, BRD Hydrophiles Polymer
Thermo Fischer Scientific Inc.
™ s
ProLong™ Gold Waltham, USA Fotoprotektor
Schwefelsdure (H2SOy) AppliChem GmbH, Darmstadt, Pufferbestandteil

BRD

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, BRD

Polymerisationsinitiator

Tris-HCI

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Pufferbestandteil
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Triton™X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, BRD Zellmembrandetergenz

Bio-Rad Laboratories Inc., .
Trypan Blue Dye 0,4% Hercules, USA Proteinfarbstoff
Trypsin/EDTA (0,5/ 0,2%ig in Thermo Scientific, St.Leon-Rot, Protease
PBS) BRD
Trypton Merck KGaA, Darmstadt, BRD Néhrstoff
TurboFect™ Thermo Saeng]lz]c), St.Leon-Rot, Kationische Transfektionsagenz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Polysorbat 20 (Tween) Steinheim, BRD Membrandetergenz
Orange G Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, BRD DNA/RNA-Farbstoff

Aus Tabelle 5 geht die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Ndahrmedien hervor. Falls

kein Hersteller angegeben wurde, wurden die Substanzen selbststindig hergestellt.

Tabelle 5: Puffer und Nihrmedien

Puffer/Nihrmedium

Zusammensetzung Hersteller

DMEM (-/-) Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium, high Glucose (4,5
g/), with stable Glutamine

Life Technologies, Darmstadt und
s. Herstellerangaben PAA Laboratories GmbH, Colbe,
BRD

FACS-Puffer

1% BSA in sterilem PBS

Limmli-Puffer

0,0625 M Tris-HCI; pH 8.8;
10% Glycerol; 20% SDS; 5%
B-Mercaptoethanol;
Bromphenolblau

lysogeny broth (LB)-Medium

1% NaCl, 1% Trypton; 0,5%
Hefeextrakt, H,O AG Scheller

lysogeny broth (LB)- Platten

1% NaCl; 2% Agar; 1%
Trypton; 0,5% Hefeextrakt; AG Scheller
H,O

Loading-Dye Solution 6x

30% Glycerol, 50 mM EDTA, C
Orange G, pH 8 Thermo Scientific, St.Leon-Rot, BRD

phosphate buffered saline (PBS)

137 mM NaCl; pH 7.4; 8,1 mM
Na;HPOy; 1,5 mM KH;POy;
2,7 mM KCI; H,O
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50 mM Glucose; 25 mM Tris-

ml Essigséure; ad 100 ml H,O

S1-Puffer HCI; pH 8,0; 10 mM EDTA; Doreen Floss
1:1000 RNAse
0,2 mM NaOH; 1% SDS; ad
S2-Puffer 100 ml H,O Doreen Floss
S3-Puffer 60 ml 5 M Kaliumacetat; 11,5 Doreen Floss

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris-HCI; pH 8,25; 192
mM Glycin

SDS-Transferpuffer

2,5 mM Tris-HCI; pH 8,0; 19,2
mM Glycin; 0,01% SDS; 20%
Methanol

62,5 mM Tris; 2% SDS; 0,1%

stripping Puffer B-Mercaptoethanol
200 mM Tris pH 7,5; 5 M
TBS NaCl
TBS-T TBS; 0,5% Tween
TAE-Puffer 2 M Tris, 100 mM EDTA in

HzO, pH 8

Ergéinzend ist zu nennen, dass DMEM(-/-) nach Zugabe von 1% Penicillin/Streptomycin und 10%
FBS als DMEM(+/+) bezeichnet wird.

Folgende Antibiotika dienten der Selektion transfizierter Bakterien und eukaryotischer Zellen:

Tabelle 6: Antibiotika

Antibiotikum Konzentration Firma
I Carl Roth GmbH & Co. KG,
Ampicillin 100 pg/ml Karlsruhe, BRD
. PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Hygromycin B 1 mg/ml
BRD
K . 25 we/ml Carl Roth GmbH & Co. KG,
ahamycin He Karlsruhe, BRD

Penicillin + Streptomycin

10000 U Penicillin, 10 mg/ml

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm,

Streptomycin BRD
. PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Puromycin 1,5 pg/ml BRD
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2.1.2 DNA-Molekule

Plasmide sind ringformige DNA-Molekiile, die physiologisch in Bakterien und einzelligen
Eukaryoten vorkommen. Sie kodieren héufig fiir Proteine, die eine Antibiotikaresistenz vermitteln.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmide verwendet, um gezielt genetische Informationen auf
Bakterien oder Zellen zu iibertragen. Zur in silico Konstruktion neuer Vektoren wurde die Software
pDRAW32 (freeware, www.acaclone.com) verwendet. Eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit

verwendeten Plasmide ist der Tabelle 7 zu entnehmen:

Tabelle 7: Plasmide

Name Vektortyp Resistenz Herstellung
Stratagene, Agilent
pCR-Script Klonierungsvektor Ampicillin Technologies, La Jolla,
USA
eukaryotischer L Invitrogen, Carlsbad,
pcDNAS3.1 Expressionsvektor Ampicillin USA
pcDNA3.1_hCIB2- eukaryotischer Ampicillin Franz Christian
3xFLAG Expressionsvektor p Horstmeier
pcDNA3.1_hCIB2-GFP cukaryotischer Ampicillin Franz Christian
Expressionsvektor Horstmeier
EGFP N1 eukaryotischer Ampicillin, Kanamycin, Takara Bio USA Inc.,
P Expressionsvektor Neomycin Mountain View, USA
eukaryotischer R
p409 Expressionsvektor Ampicillin (182)
409-hIL-23R(E444K)- eukaryotischer R
P P31 0( ) Express}ilonsvektor Ampicillin Doreen Floss
eukaryotischer R
p409-mIL-23R . Ampicillin Doreen Floss
Expressionsvektor
eukaryotischer A
p409-mIL-23R-gp130 Expressionsvektor Ampicillin Doreen Floss
p409-hIL-23R(E444K)- eukaryotischer Ampicillin Franz Christian
P310-mCherry Expressionsvektor P Horstmeier
eukaryotischer T Franz Christian
p409-mIL-23R-mCherry Expressionsvektor Ampicillin Horstmeier
p409-mIL-23RA503 eukar}.fotlscher Ampicillin Doreen Floss
Expressionsvektor
p409-mlIL- eukaryotischer A
23RY416FY504FA541 Expressionsvektor Ampicillin Doreen Floss
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Retroviraler .
pPMOWS-puro Expressionsvektor Puromycin (183)
Retroviraler .
pMOWS-puro-GFP Expressionsvektor Puromycin Doreen Floss
pPMOWS-puro_hIL- . ..
23R(E444K)-P310- Retrqwraler Puromycin Franz Chr1§t1an
Expressionsvektor Horstmeier
mCherry
MOWS-hygro Retroviraler Hygromycin (184)
p ye Expressionsvektor ygromy

Oligonukleotide sind kurze, lineare Nukleinsédureketten. Sie dienten in dieser Arbeit hauptsidchlich
als Primer in der Polymerasekettenreaktion und stammten von Eurofins MWG Operon GmbH

(Ebersberg, BRD). Eine Ubersicht ist Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Oligonukleotide

Name Bezeichnung Sequenz 5°-3°

DF7 oligo dT (18mer) ITTTTTTTTTTTTTTITTITT

DF97 5' mGAPDH GAAGGGCTCATGACCACAGT

DF98 3' mGAPDH CATTGTCATACCAGGAAATGAGCT
DF155 hIL23R-Not rev CTGCGGCCGCCTTTTCCAAGAGTGAAATCC
DF210 cIL23R_delta RP GACTGCGGCCGCTACAACTGTAGTATTG
DF249 gp130-Not-R TCTGCGGCCGCCTGAGGCATGTAGCCG
DF323 23R-gp130-SOE-FP GATTGGGATATTTAATAAGCGAGACCTAATTA
DF479 hIL23R-SnaBI-FP GCCAAACATTAAGTACGTATTTCAAGTGAG
DF480 hIL23R-130-SOE-R CTCGCTTATTAAATATCCCAATCAAAGAAAGAATTG
DF481 hIL23R-130-SOE F2 CGTGGTACACAGTGGATATAAACCCCAAATTTC
DF482 hIL23R-130-SOE R2 TATATCCACTGTGTACCACGGTAGAATACTGGA
DF483 CIB2 fwd CTTCAATAAGAAGGACATCCTCAAGC
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DF484

CIB2 rev

GTCAGCAAAGCCCAGCTTG

Weiterhin fanden im Rahmen des PCR-Verfahrens Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP Mix) der

Firma Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland (Bonn, BRD) Verwendung.

2.1.3 Bakterienstimme und Zelllinien

Fir die Vermehrung von Plasmiden wurde ein spezieller Stamm der gram-negativen

Bakterienspezies Escherichia coli genutzt. Dieser trigt die Bezeichnung XL1-blue und sein
Genotyp ist exakt beschrieben (endAl gyrA96 (nalR) thi-1 recAl relAl lac glnV44 F’[::Tnl0
proAB+ laclq¢(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)). Der Bakterienstamm wurde von Stratagene

(Agilent Technologies Inc., La Jolla, USA) hergestellt.

In Tabelle 9 werden die verwendeten Zelllinien aufgefiihrt, welche im Rahmen dieser Arbeit

verwendet wurden. Bezeichnungen, die auf einen Unterstrich folgen, verdeutlichen, dass die

jeweilige Zelllinie stabil mit dem jeweiligen Gen transfiziert wurde (Beispiel: ab_c_d bezeichnet,

dass die Zelllinie ,,ab‘ mit den Genen ,,c*“ und ,,d* transfiziert wurde).

Tabelle 9: Zelllinien

Name Zellart Herkunft Medium
adhdrente humane
AS49 (ACC 107) Adenokarzinomzelllinie (185) DMEM (+/+)
suspensible murine pri-B-
Zelllinie, die abhéngig Immunex Inc.(Seattle, DMEM (+/+) + 10 ng/ml
Ba/k3-gp130 (ACC 300) von IL-3 und HIL-6 USA) HIL-6
proliferiert
Ba/F3-gp130_hIL- DMEM (+/+) + 10ng/ml
12RB1 s. Ba/F3-gp130 (186) HIL-6
s.0., wichst desweiteren
Ba/F3-gp130_hIL- unter Stimulation durch (186) DMEM (+/+) + 10 ng/ml
12RB1_hIL-23R humanes und murines HIL-6
HIL-23
Ba/F3-gp130_mIL- ) DMEM (+/+) + 10 ng/ml
12RB1 s. Ba/F3-gp130 47 HIL-6
Ba/F3-gp130_mIL- s. Ba/F3-gp130 wichst DMEM (+/+) + 10 ng/ml
unter Stimulation durch 47)
12RB1_mlIL-23R . HIL-6
murines HIL-23




Ba/F3-gp130_mIL-
12RB1_mIL-23R-

s. Ba/F3-gp130

(187)

DMEM (+/+) + 10 ng/ml

1080 ACC 315)

JAKI1-Defizienz

egpl130_IZD HIL-6
Adhirente ovarielle
Epithelzellen des Leibniz-Institut, DMSZ
CHO-K1 (ACC 110) chinesischen Hamsters Braunschweig, BRD DMEM (+/+)
(Cricetulus griseus)
Fibroblastendhnliche
Zelllinie aus
COS-7 (ACC 60) Nierengewebe der (188) DMEM (+/+)
afrikanischen griinen
Meerkatze (Chlorocebus)
HEK293 (ACC 305) | Menschliche embryonale (189) DMEM (+/+)
Nierenzellen
Menschliche
HeLa (ACC 57) Zervixkarzinomzellen (190) DMEM (+/+)
) ' Semladhérent'e humane DKFZ, Ursula
Phoenix-Eco (basierend embryonale Nierenzellen . . .
. . Klingmiiller (Heidelberg, DMEM (+/+)
auf 293T ACC 635) mit retroviraler BRD) (183)
Verpackungsfunktion
. Adhéirente humane
U4C (basierend auf HT- | gy 0 4 omazellen mit (191) DMEM (+/+)

2.1.4 Bioaktive Peptide und Proteine
Die fiir die Zellkultur notwendigen Zytokine entstammen der AG Scheller. HIL-6 und HIL-23

wurden von stabil transfizierten CHO-K1-Zellen sezerniert, der konditionierte Zellkulturiiberstand

wurde entnommen. AnschlieBend wurde der proteinreiche Zellkulturiiberstand isoliert, die

Konzentration der Zytokine bestimmt und in einer Konzentration von 10 ng/ml verwendet.

Antikorper sind Proteine, die gezielt korperfremde Strukturen binden. In dieser Arbeit wurden sie

genutzt, um gezielt Strukturen zu detektieren. Die folgenden Antikdrper wurden im Rahmen dieser

Arbeit verwendet.

Tabelle 10: Verwendete Antikorper

oy e Konzentration ..
Antikorper Hersteller de—r Stammldsun Verdiinnung Verwendung
- BD Bioscience
APC-Streptavidin GmbH, Heidelberg, 0,2 mg/ml 1:100 Durchflusszytometrie
(554067) BRD
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o-FLAG-Affinitétsgel

Sigma-Aldrich

(ANTI-FLAG® M2- Chemie GmbH, k.A. 1:1000 Immunoprézipitation
Affinititsgel, A2220) Steinheim, BRD
o-humaner IL-23R R&D Systems Inc., )
biotinyliert (BAF 1400) Minneapolis, USA 0,2 mg/mL 1:1000 Western Blot
Kaninchen-o-humanes IBL International
CIS3/SOCS-3 IgG GmbH, Hamburg, k.A. 1:1000 Western Blot
(C005) BRD
. Sigma-Aldrich
Kanmc(g‘;‘i'g)l? LAG Chemie GmbH, 0,8 mg/ml 1:200 Western Blot
Steinheim, BRD
Kaninch h Santa Cruz
aninehen-o-hiumaner Biotechnology Inc., 0,2 mg/ml 1:40 Durchflusszytometrie
IL-12RB1
Dallas, USA
Kaninchen-o-Phospho- Cell Signaling
STAT3 Tyr 705 1gG Technology Co., k.A. 1:1000 Western Blot
(MAB 9145) Danvers, USA
Cell Signaling
Ma“S‘“'gg‘gr)” (MAB | rechnology Co., KA. 1:1000 Western Blot
Danvers, USA
Ratte-a-humaner IL- R&D Systems Inc., . .
23R biotinyliert Minneapolis, USA 0,2 mg/ml 1:40 Durchflusszytometrie
Ratte-o-muriner IL-
23R biotinyliert (MAB R&D Sy stems Inc., 0,2 mg/ml 1:20 Durchflusszytometrie
Minneapolis, USA
16861A)
. OriGene
Ra“e‘?‘s'l\T/I‘;‘égg;‘ AIB | chnologies Inc., | mg/ml 1:500 Konfokalmikroskopie
Rockville, USA
Ziege-d-muriner IL- R&D Systems Inc., )
23R biotinyliert Minneapolis, USA 0,2 mg/ml 1:1000 Western Blot
Ziege-o-Maus IgG Thermo Fischer
Peroxidase (POD)- Scientific Inc., 2 mg/ml 1:2000 Western Blot
gekoppelt Waltham, USA
7i Kaninch Thermo Fischer
I l‘z}g‘;g'D a“li“c eﬂ Scientific Inc., 0,4 mg/ml 1:2000 Western Blot
g ~gekoppe Waltham, USA
Ziege oi-muriner-IL-
12RB1 Phycoerythrin R&D Systems Inc., 50 ug/ml 1:10 Durchflusszytometrie

(PE)- konjugiert (FAB
1998)

Minneapolis, USA
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Ziege-ai-Ratte IgG .
Alexa Fluor 647 Dianova GmbH, 1,6 mg/ml 1:100 Durchflusszytometrie
.. Hamburg, BRD
konjugiert
Ziege-o-Ratte IgG Thermo Fischer
Alexa Fluor 633- Scientific Inc., 1 mg/ml 1:1000 Konfokalmikroskopie
konjugiert Waltham, USA
Streptavidin-HRP
(Meerrettichperoxidase- ﬁiﬁgg Y(I)T:ZYI{T’;CA k.A. 1:1000 Western Blot
gekoppelt) (890803) pOts,

In Tabelle 11 sind die rekombinanten Enzyme sowie spezifischen Puffer aufgelistet, welche im

Rahmen dieser Arbeit Verwendung fanden.

Tabelle 11: Verwendete Enzyme und Puffer

Funktion Name Hersteller
DNA-Ligase T4 DNA Ligase Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD
. T4 DNA Ligase S
DNA-Ligasepuffer Buffer (10x) Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD
DNA-POl)"m:srase . Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH,
und 5’-3’- Phusion®
Bonn, BRD
Exonuklease
DNA-POl)”m,erase Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH,
und 5’-3’- Pfu
Bonn, BRD
Exonuklease
DNA-Polymerase DreamTaq™ Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH,
Bonn, BRD
DNifg??_‘;?fase- Phusion® GC Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH,
Exonukleasepuffer buffer Bonn, BRD
DNA-Polymerase- Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH,
und 5¢-3¢- Pfu Buffer
Bonn, BRD
Exonukleasepuffer
DNA-POly‘m?rase- ™ Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH,
und 5¢-3¢- DreamTaq'" Puffer
Bonn, BRD
Exonukleasepuffer
Phosphatase FastAP™ Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD
Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland GmbH
™ ’ 5
Phosphatasepuffer FastAP™ Buffer Bonn, BRD
Polynukleotidkinase T4 PNK Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD
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R RevertAid™ M-
evel:se MulLV Reverse Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD
Transkriptase .
Transcriptase
Reverse RevertAid™ 5xRT
Transkriptase Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD
Puffer Buffer

Neben den aufgefiihrten Enzymen wurden au3erdem Restriktionsenzyme mit spezifischen Puffern
verwendet, welche von der Firma Thermo Scientific, Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, BRD)

stammten.

2.1.5 Sonstige Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 12 sind die verwendeten Verbrauchsgegenstinde aufgelistet.

Tabelle 12: Genutzte Verbrauchsgegenstinde

Material spezifische Angaben Hersteller
. e PEQLAB Biotechnologie GmbH, VWR
Einmal-Zihlkammer International LLC, Radnor, USA
Filter-Papier (Whatman®) VWR International LLC, Radnor, USA
Kryoréhrchen (CryoTubes™) 1,8 ml VWR International LLC, Radnor, USA
Nitril-Handschuhe (MICRO- N .. .
TOUCH®) GroBe L Ansell Ltd., Briissel, Belgien
PCR-GefiaBle und -Kappen 0,2 ml STARLAB International GmbH, Hamburg, BRD

10 pl, 20 ul, 200 pl, 500

Pipettenspitzen (TipOne®) STARLAB International GmbH, Hamburg, BRD

ul, 1000 pl
PVDF'Tra;‘I;(f)‘;;;;‘embm“e“ Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD
. oo ®
Reaktionsgefifie (CELLSTAR 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Solingen, BRD
Polypropylen Rohrchen)
ReaktionsgefiBe 1,5 ml Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
(Reagiergefifie)
Reaktionsgefifie (Safe-Lock) 0,5 ml; 2 ml Eppendorf AG, Hamburg, BRD
Zellkulturplatten (adhirent) 6-Well TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Zellkulturplatten (CytoOne®) 6-Well, 96-Well STARLAB International GmbH, Hamburg, BRD
Zellkulturschalen (adhirent) 60,1 cm? TPP AG, Trasadingen, Schweiz
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Zellkulturschalen
(CELLSTAR®)

58 cm? Greiner Bio-One GmbH, Solingen, BRD

2.1.6 Gerate

Aus Tabelle 13 gehen die verwendeten Gerite hervor.

Tabelle 13: Genutzte Geriite

Gerit

Hersteller

Agarosegelelektrophorese System (Mini-
Sub® Cell GT Horizontal Electrophoresis
System)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

AkKku-Pipettierhelfer (Pipetus®)

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG, Eberstadt, BRD

Analysewaage (110M-300C)

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Schweiz

Autoklav (Laboklav 25)

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schlof3, BRD

CO;-Inkubator (HERAcell® 150)

Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD

Durchflusszytometer (BD FACS Canto II)

BD Bioscience GmbH, Heidelberg, BRD

Fluoreszenzmikroskop (BZ-9000)

Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, BRD

Inkubationsschiittler (Multitron®)

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Konfokalmikroskop (LSM510-Meta confocal
microscope)

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, BRD

Kiihlschrank

Liebherr-Hausgerdte Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen, BRD

Kiihlzentrifugen (5417 R und 5810 R)

Eppendorf AG, Hamburg, BRD

Lichtmikroskop (KL 1500 LCD)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

Magnetriihrer (mit Heizfunktion)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, BRD

Messpipetten

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG, Eberstadt, BRD

Mikropipetten (Research®)

Eppendorf AG, Hamburg, BRD

Mikrowelle

Moulinex, Groupe SEB S.A., Ecully, Frankreich

Minizentrifuge

Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, BRD

Multimode-Platten-Reader (Infinite® 200
PRO plate reader)

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, BRD

pH-Meter

Sartorius Werkzeuge GmbH & Co. KG, Ratingen, BRD

Rollenmischer (Stuart® SRT9)

Cole-Parmer Litd., Staffordshire, UK
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Schiittelwasserbad (sw21)

JULABO GmbH, Seelbach, BRD

SDS Gelektrophorese System (Mini-
PROTEAN® Tetra Cell)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

SDS Western Blot Imager (ChemoCam
Imager)

Intas Science Imaging Istruments GmbH, Gottingen, BRD

SDS Western Blot Transfer System (7rans-
Blot® Turbo™)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Sicherheitswerkbank

Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD

Spannungsquelle (PowerPac™ Basic Power
Supply)

Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, USA

Spektrophotometer (NanoDrop® ND-1000)

Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA

Thermocycler (pegSTAR 2x)

VWR International LLC, Radnor, USA

Ultratiefkiihlschriinke (FORMA™)

Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD

UV-Tisch

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, BRD

UV-Transluminator (Gel iX Imager)

Intas Science Imaging Istruments GmbH, Gottingen, BRD

Vortex Schiittler

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, BRD

Wechselblock/ Heizblock (Thermomixer®
comfort)

Eppendorf AG, Hamburg, BRD

Zellziahler (TC10™ Automated Cell Counter)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Zentrifuge (5424)

Eppendorf AG, Hamburg, BRD
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2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Plasmide konnen mittels eines kurzen Hitzeschocks und hohen extrazelluliren Ca?*-
Konzentrationen in kompetente Bakterienzellen transferiert werden. Weil E. coli keine natiirliche
Transformationskompetenz aufweisen, wurden diese zunéchst in chemisch-kompetente XL1-blue
Zellen umgewandelt. Dafiir wurden 5 ml einer Ubernachtkultur in 500 ml LB-Medium unter 37 °C
bis zu einer spektrophotometrisch-bestimmten, optischen Dichte von 0,6 bei einer Wellenldnge von
600 nm (ODeoo) inkubiert. Folgend wurde die Kultur pelletiert (4 °C, 5000 rpm, 15 Minuten) und
das Zellpellet in 140 ml eiskalter CaCl>-Losung (50 mM) resuspendiert. Der Ansatz wurde fiir 20
Minuten auf Eis inkubiert und ein weiteres Mal pelletiert (4 °C, 5000 rpm, 15 Minuten).
AnschlieBend wurde das Zellpellet in 25 ml eiskalter CaCl-Losung mit 10 % Glycerin
resuspendiert und pelletiert (4 °C, 5000 rpm, 15 Minuten). Final wurde das Zellpellet in 2 ml
CaCly-Losung mit 10 % Glycerin resuspendiert, aliquotiert und in Fliissigstickstoff bei -80 °C

gelagert.

XL1-blue Zellen konnten anschlieend mittels Hitzeschock transformiert werden. Dafiir wurde pro
Ansatz ein Aliquot kompetenter Zellen mit DNA (1 pl Plasmid oder 10 pl Ligationsprodukt)
vermischt und 5 Minuten lang auf FEis inkubiert. Dann erfolgte die 1-miniitige
Hitzeschockbehandlung auf einem Heizblock bei 42 °C. AnschlieBend wurden die Ansitze
5 Minuten auf Eis inkubiert und danach mit 500 pl vorgewdrmtem LB-Medium fiir 60 Minuten bei
37 °C und kontinuierlichem Schiitteln inkubiert. Final wurde ein Teil der Bakterienldsung auf LB-

Platten mit einem spezifischen Selektionsantibiotikum iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 lIsolation von Plasmid-DNA

Um den Erfolg einer Transformation zu analysieren, wurde mithilfe der Miniprdparation Plasmid-
DNA isoliert. Dafiir wurden drei unterschiedliche Pufferlosungen verwendet, namentlich S1, S2
und S3 (s. Tabelle 5). S1 diente der Resuspension und dem Verdau von RNA, S2 der alkalischen
Lyse und S3 der Neutralisation des pH-Werts sowie der Denaturierung bakterieller Proteine und

chromosomaler DNA.

Zu Beginn wurde eine Bakterienkolonie mit einem Selektionsantibiotikum in 2 ml LB-Medium
aufgenommen und iiber Nacht inkubiert (37 °C, 140 rpm). Am nichsten Morgen wurden 1500 ul
des Ansatzes pelletiert (Raumtemperatur, 5000 rpm, 5 Minuten) und das Zellpellet in 100 pl

eiskalter S1-Losung resuspendiert. AnschlieBend wurden 200 pl S2 hinzugegeben und circa

34



5 Minuten inkubiert. Darauthin wurden 150 pl S3 hinzugegeben und der Ansatz 10 weitere
Minuten inkubiert. Folgend wurde der Ansatz bei 4 °C und 13000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert.
Um die DNA auszufillen wurde der Uberstand mit 900 pl reinem Ethanol versetzt und pelletiert
(4 °C, 13000 rpm, 10 Minuten). Die DNA wurde in 70%igem Ethanol gewaschen und anschlieend
an der Luft getrocknet. Das DNA-Pellet wurde abschlieend in 30 pl H>O resuspendiert.

Um ein Plasmid in groBen Mengen und mit hohem Reinheitsgrad zu isolieren, wurde eine
Midiprdparation durchgefiihrt. Eingesetzt wurde dabei das NucleoBond Xtra Midi/ Maxi-Kit der
Firma Machery-Nagel GmbH &Co.KG (Diiren, BRD).

Fiir die Midiprdparation wurde zunichst eine Bakterienkolonie in 100 ml LB-Medium inklusive
spezifischem Selektionsantibiotikum iiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde die Bakterienlosung bei 13000 rpm und 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert und
anschlieend nach Herstelleranweisung isoliert. Die isolierte Plasmid-DNA wurde final in 100 pl

destiliertem H>O gelost.

2.2.3 Agarosegelelektrophorese zur gro3enspezifischen Trennung
von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente hinsichtlich ihrer Groe zu untersuchen, wurde das Verfahren der

Agarosegelelektrophorese genutzt. Zugrunde liegt dabei das Prinzip, dass DNA-Fragmente

groBenabhingig mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch die gitterdhnliche Struktur eines

Agarosegels wandern und anschlieBend mittels der DNA-Interkalanz Ethidiumbromid visualisiert

werden koOnnen.

Vor Versuchsbeginn wurde ein Agarosegel gegossen. Dafiir wurden 1-2 % Agarose in TAE
aufgekocht, anschlieBend in einen passenden Gelstinder gegossen und sofort mit 0,001 %
Ethidiumbromid versetzt. Die DNA-Proben wurden mit Loading-Dye Solution 6x versetzt, in die
Taschen des Gels gegeben und bei einer konstanten Spannung von 100 V nach ihrer Grofe
voneinander getrennt. Nach Beendigung des Laufs wurde die DNA mithilfe eines UV-
Transluminators sichtbar gemacht und per Kamera dokumentiert. Als Grofenstandard dienten
normierte Marker der Firma Thermo Scientific, Fermentas GmbH (St.Leon-Roth, BRD), welche

ebenfalls auf das Gel aufgetragen wurden. Diese tragen folgende Bezeichnungen:

GeneRuler Express DNA ladder (100-5000 bp),
GeneRuler 1 kb DNA ladder (250-10000 bp) und
GeneRuler 50 bp DNA ladder (50-1000 bp).
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2.2.4 DNA-Reinigung nach Agarosegelelektrophorese

Zur Isolation von DNA-Fragmenten nach einer Agarosegelelektrophorese wurde der NucleoSpin
Extract 1I-Kit (Machery-Nagel GmbH&Co.KG, Diiren, BRD) verwendet. Gelelektrophorese-
produkte wurden dafiir unter UV-Durchleuchtung mithilfe eines Skalpells aus dem restlichen

Agarosegel geschnitten. Es folgte die Isolation nach Herstellerangaben und die Losung in

30 wl H0.

2.2.5 Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA an spezifischen palindromischen Basen-
sequenzen schneiden und dabei glatte, doppelstringige Enden (blunt ends) oder kohisive,
einzelstrangige Enden (sticky ends) hinterlassen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden analytische und

priparative Restriktionsspaltungen durchgefiihrt.

Folgender Versuchsansatz wurde fiir eine analytische Spaltung verwendet und fiir mindestens

2 Stunden bei 37 °C inkubiert:

0,5 pl Enzym (Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD)

2 wl spezfischer 10x Puffer (Thermo Scientific, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD)

2 ul Plasmid-DNA (bei Midiprdparation 1:10 verdiinnt)

ad 20 ul H>O.
AnschlieBend terminierte eine 20-miniitige Inkubation bei 65 °C die Restriktion. Nach Zugabe von
Loading-Dye Solution 6x wurde der Restriktionsansatz mittels Agarosegelelektrohorese

kontrolliert (s. Abschnitt 2.2.3).

Préparative Restriktionsspaltungen wurden nach gleichem Prinzip, jedoch mit 5-10 ug DNA und

unter einer 12-stiindigen Inkubation bei 37 °C durchgefiihrt.

2.2.6 Nukleinsaurequantifizierung

Mit dem NanoDrop® ND-1000 wurde die DNA-Konzentration einer untersuchten Probe
spektrophotometrisch bestimmt. Dabei wurde UV-Strahlung eines definierten Spektrums durch die
Probe gesandt und anschliefend gemessen. Da Nukleinsduren mittels aromatischer Ringe einen
Teil der Strahlung absorbieren, konnte unter Beriicksichtigung des Lambert-Beer’schen Gesetzes,
aus der Intensitit des UV-Strahls auf die vorliegende DNA-Konzentration riickgeschlossen
werden. Mithilfe des Verhiltnisses der UV-Absorption bei den Wellenldngen 280 nm

(Absorbtionsmaximum von Proteinen), 260 nm (Absorbtionsmaximum von Nukleinsduren) und
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230 nm (Absorbtionsmaximum von Kohlenhydraten) wurde die Reinheit der jeweiligen Probe

bestimmt.

2.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um einen definierten DNA-Abschnitt (template) in vitro zu amplifizieren, wurde die
Polymerasekettenreaktion verwendet (192). Neben dem femplate bestand der Versuchsaufbau aus
einer hitzestabilen DNA-Polymerase mit spezifischem Puffermedium, Desoxyukleosidtriphos-
phaten (ANTP’s) und zwei Primern. Letztere sind Olignukleotide, die sequenzspezifisch an das

template binden und als Start- und Ansatzpunkt fiir die DNA-Polymerase dienen.

Im Rahmen des Standard-PCR-Ansatzes wurden zwei unterschiedliche hitzestabile DNA-
Polymerasen verwendet, namentlich Phusion® und Pfu, wobei beide #hnlich effizient, erstere aber
etwas schneller arbeitete. Tabelle 14 verdeutlicht den Standard-PCR-Ansatz, der in dieser Arbeit

verwendet wurde.

Tabelle 14: Standard-PCR-Ansatz mittels Phusion® und Pfu Polymerase

Inhaltsstoff Konzentration

GC Buffer bei Phusion®; Pfu Buffer | 5 ul (Phusion® GC Buffer) oder 10

bei Pfu ul (Pfu Buffer) pro Ansatz
dNTP-Mix 250 uM
forward Primer 0,5 uM
reverse Primer 0,5 uM

P
Phusion® oder Pfu 1,25 U (Pfu) oder 2,5 U (Phusion®)

pro Ansatz
Plasmid-DNA 1 pg— 10 ng /Ansatz
H.O ad 50 pl

Zur Kontrolle transformierter Klone hinsichtlich der Expression eines spezifischen DNA-
Abschnitts wurde eine Sonderform des PCR-Verfahrens genutzt, die Colony-PCR. Dabei wurden
die Klone markiert, mithilfe einer Pipettenspitze angepickt und in ein PCR-Gefdf3 mit 20 ul H>O
gegeben. Die Spitze wurde dem Klon entsprechend gekennzeichnet und in einem mit LB-Medium
gefiillten Reaktionsgefil bei 4 °C aufbewahrt, um im Falle eines positiven Ergebnisses der

Erstellung einer Ubernachtkultur zu dienen. Das PCR-Gef# wurde initial fiir 10 Minuten bei 95 °C
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inkubiert, um die Bakterien abzut6ten. Anschlieend wurden dem PCR-Ansatz weitere Substanzen

(s. Tabelle 15) hinzugegeben.

Tabelle 15: Colony-PCR-Ansatz mittels Dream Taq Polymerase

Inhaltsstoff Konzentration
DreamTaq™ Puffer 10x 5 ul /Ansatz
dNTP-Mix 250 uM
forward Primer 0,5 uM
reverse Primer 0,5 uM
DreamTaq™ 0,2 U/Ansatz
MgCl, 2,5 mM
H>O ad 50 pl

Alle PCR-Verfahren fanden mithilfe eines Thermocyclers in 30 bis 40 temperaturabhingigen
Zyklen statt. Tabelle 16 zeigt die schematischen Abldufe des PCR-Verfahrens der Standard- sowie
der Colony-PCR. AbschlieBend wurde zwecks Erfolgskontrolle stets eine Agarosegelelektro-

phorese durchgefiihrt (s. Abschnitt 2.2.3).

Tabelle 16: Ablauf der PCR mittels DreamTaq ™, Pfu und Phusion®

Pha.ls'e 0: Phase 1: Phase 2: Phase 3: Ph?lse 4:
LB Denaturierun, Annealin Elongation [l
Denaturierung g g g Elongation
Initiale Spaltung | Spaltung von Komplementére VSrriaIrli%rfnllinci:rfr Finale
Gewiinschter von DNA- DNA- Bindung von pring Verldngerung der
N .. . . Primer durch .
Prozess Doppelstriangen | Doppelstrdngen | Primern an die Polvmerase zu synthetisierten
in Einzelstrdnge | in Einzelstringe | Einzelstringe Y . Stringe
Tochterstringen
95 °C (Pfuund | 95 °C (Pfu- und
DreamTaq ™) DreamTaq™) o o o
Temperatur oder 98 °C oder 98 °C 55-60°C 72 °C 72 °C
(Phusion®) (Phusion®)
4 Minuten 15 Sekunden 30 Sekunden 45 Sekunden 5 Minuten (Pfu-
(Phusion®) oder | (Phusion®) oder | (Phusion®) oder | (Phusion®) oder und
Dauer 5 Minuten (Pfu 1 Minute (Pfu 1 Minute (Pfu- | 2 Minuten (Pfu- | DreamTaq™)
und und und und oder 10 Minuten
DreamTaq ™) DreamTaq™) DreamTaq ™) DreamTaq™) (Phusion®)
Wiederholungen 1 30-40 30-40 30-40 1
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Um gezielt den endstédndigen Teil einer Rezeptor-cDNA zu entfernen, wurde das Verfahren der
Deletions-PCR genutzt. Dabei wurden die Primer so gewdhlt, dass der zu entfernende
Rezeptoranteil von dem Primer-Paar nicht umgeben wurde. Aufbau und Ablauf entsprachen den

in den Tabellen 14 und 16 angegebenen Schemata.

Firr die Herstellung von Fusions-cDNA wurde das Verfahren der SOE-PCR (splicing by
overlapping extension-PCR) verwendet. Das Verfahren bestand aus zwei nacheinander
ablaufenden PCR-Schritten. Im ersten Schritt wurden in jeweils zwei getrennten Ansitzen die
cDNA-Abschnitte amplifiziert, die spéter fusioniert werden sollten. Dabei wurde pro Ansatz ein
duBerer und ein innerer Primer genutzt. Innere Primer lagen an der gewiinschten spiteren
Fusionsstelle und waren komplementér zueinander strukturiert, duflere Primer lagen an den duf3eren
Enden der gewiinschten Fusions-cDNA. Auf den ersten PCR-Schritt folgte eine
Agarosegelelektrophorese (s. Abschnitt 2.2.3) mitsamt Gelextraktion (s. Abschnitt 2.2.4). Im
zweiten Schritt wurden dann die beiden gereinigten PCR-Produkte des ersten Schrittes in ungefihr
gleichen Mengen in einen gemeinsamen Fusions-PCR-Ansatz iiberfiihrt, wobei lediglich die
duBeren Primer verwendet wurden. Eine schematische Darstellung der SOE-PCR ist der
Abbildung 6 (s. Abschnitt 3.1.2) zu entnehmen. Die PCR-Ansitze und Programme beider Schritte
waren analog zum Standard-PCR-Verfahren (s. Tabellen 14 und 16).

Das RT-PCR-Verfahren diente im Rahmen dieser Arbeit der gezielten Detektion von
ausgewdhlten Transkripten aus eukaryotischem mRNA-Isolat. Dafiir wurde zunichst mRNA-Isolat
mithilfe des NucleoSpin RNA II-Kits (Machery-Nagel GmbH&Co.KG, Diiren, BRD) nach
Herstellerangaben isoliert. AnschlieBend wurde die instabile mRNA in stabile cDNA
umgeschrieben. Dafiir wurde ein gegen den Poly-A-Schwanz der mRNA gerichteter oligo-dT-
Primer und eine RNA abhiéngige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) genutzt. Der initiale

Ansatz sah wie folgt aus:

2 ug RNA
1 ul oligo-dT-Primer
ad 13 ul HO

Nach 5-miniitiger Inkubation bei 70 °C und anschlieender Lagerung auf Eis wurden dem Ansatz

folgende Agenzien beigemischt:

1 wl RevertAid™ M- MuLV Reverse Transcriptase
4 ul RevertAid™ 5xRT Buffer
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2 Wl dNTP-Mix

Es erfolgte eine einstiindige Inkubation bei 37 °C zur cDNA-Synthese. AnschlieBend wurde die
Reverse Transkriptase bei 72 °C fiir 10 Minuten inaktiviert. Im Anschluss folgte das eigentliche
PCR-Verfahren (s. Tabellen 14 und 16), in dem 1 pl cDNA als femplate diente.

2.2.8 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten
Um ein insert fiir die Ligation (Verkniipfung) mit einem Vektor vorzubereiten, wurde dieses am

5‘-Ende mithilfe der 74 PNK (s. Tab. 11) nach Herstellerangaben phosphoryliert.

2.2.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um in einem linearisierten Vektor mit blunt- oder iiberlappenden sticky ends eine Religation zu
vermeiden, wurde dieser zundchst mithilfe einer Phosphatase dephosphoryliert. Dies war
notwendig, um anschliefend eine Ligation mit einem anderen cDNA-Molekiil zu gewéhrleisten
(s. Abschnitt 2.2.10). Folgende Losungen wurden dafiir hinzugegeben und anschlieBend fiir 2
Stunden bei 37 °C inkubiert:

3 ul Fast-AP™
2 ul FastAP™ Buffer
ad 60 pl H,O

Anschliefend wurde eine Gelelektrophorese (s. Abschnitt 2.2.3) und -extraktion (s. Abschnitt
2.2.4) durchgefiihrt.

2.2.10  Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verkniipfung des 3'-OH-Endes eines DNA-Stranges mit dem 5'-Phosphatende eines anderen
DNA-Stranges wird als Ligation bezeichnet. Dabei wird ein phosphoryliertes insert und ein
linearisierter, dephosphorylierter Vektor miteinander mithilfe einer DNA-Ligase unter ATP-

Spaltung verkniipft.

Der folgende Ligationsansatz wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und iiber Nacht bei 4 °C

inkubiert:

1 ul Vektor

insert (s. Formel)

2 ul PEG4000 (bei blunt ends)

2 ul T4 DNA Ligase Buffer (10x)
2 ul T4 DNA Ligase
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ad 20 pl H>O
Das deutlich kleinere insert wurde, verglichen mit dem Vektor, in einem 3- bis 5-fachen
Uberschuss zugegeben. Folgende Formel fand dabei Verwendung:

__5xMasse des Vektors(ng)x Lange des inserts (bp)
Masse des Inserts (ng) = Linge des Vektors (bp)

Zusitzlich wurde ein Kontrollansatz ohne insert hergestellt. Sowohl Ligationsprodukt als auch
Kontrolle wurden am néchsten Tag in Bakterien transformiert (s. Abschnitt 2.2.1) und mittels

Colony-PCR analysiert.

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Um den Erfolg einer Plasmid-Klonierung zu kontrollieren, wurden die neuen Plasmide mittels
Sanger-Methode sequenziert (193). Dies erfolgte durch Microsynth Seqlab (Géttingen, BRD). Die
anschlieBende Auswertung iiber ein multiples Sequenzalignment fand mithilfe des Programms

ClustalW?2 des European Bioinformatics Institute (Cambridge, UK) statt.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden die adhédrenten Zelllinien CHO-K1, Phoenix-Eco und U4C sowie die
Suspensionszelllinie Ba/F3-gp130 kultiviert (s. Tabelle 9). Alle Zelllinien wurden in 10 ml DMEM
(+/+) auf 58 cm? Zellkulturschalen bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Ba/F3-gp130-Zellen wurden
auBerdem unter Zugabe von 10 ng/ml HIL-6 inkubiert.

Die verwendeten Zelllinien wurden ein- (Phoenix-Eco, U4C, Ba/F3-gp130) oder zweimal (CHO-
K1) pro Woche passagiert. CHO-K1- und U4C-Zellen wurden dafiir mit sterilem PBS gewaschen,
trypsiniert und in einem Verhéltnis von 1:20 (Cho-K1) oder 1:12,5 (U4C) auf eine neue
Zellkulturschale {iiberfiihrt. Phoenix-Eco-Zellen wurden lediglich in sterilem PBS von der
Zellkulturschale gelost und in einem Verhitnis von 1:20 passagiert. Ba/F3-gp130-Zellen hingegen

wurden in einem Verhéltnis von 1:10000 auf eine neue Zellkulturschale iiberfiihrt.

2.3.2 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

Der voriibergehende Transfer von DNA auf eukaryotische Zellen wird als transiente Transfektion
bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden U4C, CHO-K1- und Phoenix-Eco-Zellen mit den
Vektoren p409 und pcDNA3.1 transient transfiziert. Von zentraler Bedeutung war dabei der DNA-

ZTM

stabilisierende, kationische Komplexbildner TurboFect'", welcher die Aufnahme in die Zielzelle

ermoglichte.

Die Zelllinien wurden zunichst bis zu einer Konfluenz von 60-70 % kultiviert. Folgend wurden
5 pg DNA mit 10 pl TurboFect in 1 ml DMEM (-/-) fiir 20 Minuten inkubiert (37 °C, 5 % COx).
Anschliefend wurde die DNA-haltige Mischung tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Der
Ansatz wurde fiir 6 weitere Stunden inkubiert (37 °C, 5 % CO;). AnschlieBend erfolgte ein
Mediumswechsel mit DMEM (+/+). Lediglich bei der Transfektion von Phoenix-Eco-Zellen
wurden beim Mediumwechsel 30 % statt 10 % FBS zugegeben. Nach 48 Stunden Inkubation
(37 °C, 5 % CO2) wurden die Zellen zwecks Protein-Nachweis lysiert (s. Abschnitt 2.4.2).

2.3.3 Stabile retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen

Zwecks stabiler Transduktion von Ba/F3-gp130-Zelllinien wurde das Verfahren der retroviralen
Transduktion genutzt. Das zugrundeliegende Prinzip ist, dass mit einem Retrovirus befallene
Phoenix-Eco-Zellen als Verpackungszelllinie dienen. Nach der Transfektion von Phoenix-Eco-
Zellen werden die iibertragenen DNA-Abschnitte in mRNA umgeschrieben und in anschliefend
sezernierte Retroviren eingebaut. Im Folgenden konnen die Retroviren genutzt werden, um Ba/F3-
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gp130-Zellen stabil zu transduzieren. Dabei wird die mRNA mithilfe der reversen Transkriptase in
DNA umgeschrieben und in das Genom der Ba/F3-gp130-Zelle integriert. Die stabile Transduktion
ermoglicht so eine dauerhafte genetische Integration der transfizierten DNA und ihre Weitergabe

an Tochter- und Enkelzellen.

Vor der Transduktion wurden 8x10° Phoenix-Eco-Zellen auf 6-Well-Platten in 4 ml DMEM (+/+)
transient transfiziert (s. Abschnitt 2.3.2). Die Zellzdhlung erfolgte dabei nach Herstellerangaben
mittels Trypan Blue Dye 0,4 % und dem TC10™ Automated Cell Counter. Am folgenden Tag
wurde der Ansatz zentrifugiert (Raumtemperatur, 2000 rpm, 10 Minuten) und der Uberstand
entnommen. Gleichzeitig wurden Ba/F3-gp130-Zellen zentrifugiert (Raumtemperatur, 1500 rpm,
5 Minuten), gewaschen (PBS) und auf eine Konzentration von 2x10° Zellen/ ml DMEM (+/+)
verdiinnt. Fiinfzig pl (10°) Ba/F3-gp130-Zellen wurden gemeinsam mit 250 pl des Phoenix-Eco-
Uberstandes und 3 ul Polybrene in ein ReaktionsgefiB iiberfiihrt und zentrifugiert
(Raumtemperatur, 1800 rpm, 2 Stunden). Folgend wurden das Medium entfernt und die Zellen in
5 ml DMEM (+/+) plus 10 ng/ml HIL-6 iiberfiihrt. Nach zweitigiger Inkubation (37 °C, 5 % CO»)

wurden spezifische Selektionsantibiotika zugegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurden die retroviralen Vektoren pMOWS-puro und pMOWS-hygro
als Transduktionsvektoren verwendet. Zwecks Selektion wurden folglich Puromycin (1,5 pg/ml)

oder Hygromycin (20 pg/ml) eingesetzt.

2.3.4 Durchflusszytometrie

Um die Rezeptoroberflichenexpression stabil-transfizierter Ba/F3-gp130-Zellen nachzuweisen,
wurde das Verfahren der Durchflusszytometrie genutzt. Das zugrundeliegende Prinzip ist dabei,
dass Oberfldachenrezeptoren mit fluoreszierenden Antikorpern markiert und folgend die nach

Laserbehandlung emittierten, optischen Signale detektiert werden.

Die untersuchten Zellen wurden zunéchst in ein 15 ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und pelletiert
(Raumtemperatur, 1800 rpm, 5 Minuten). Die Zellpellets wurden anschliefend in sterilem PBS
gewaschen und in DMEM (+/+) bei einer Konzentration von 500000 Zellen pro ml resuspendiert.
Fiinfhunderttausend Zellen wurden pro Ansatz in einem 1,5 ml Reaktionsgefi3 pelletiert (4 °C,
1800 rpm, 5 Minuten) und in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden ein weiteres Mal
pelletiert (4 °C, 1800 rpm, 5 Minuten) und in 100 pl FACS-Antikorper (Verdiinnung 1:10 bis 1:20
in FACS-Puffer) resuspendiert. Es folgte ein zweistiindiger Inkubationsschritt bei 4 °C. Dann
wurden die Zellen in 1 ml FACS-Puffer gewaschen (5 Minuten, 1800 rpm, 4 °C). Fiir den
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Nachweis des IL-12RB1 erfolgte die Resuspension des Zellpellets in 0,5 ml FACS-Puffer und die
sofortige durchflusszytometrische Analyse mittels BD FACSCanto II. Im Falle des IL-23R wurden
100 pl eines sekunddren, fluoreszierenden Antikorpers (nach Herstellerangaben in FACS-Puffer
verdiinnt) zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen in 1 ml FACS-
Puffer gewaschen (4 °C, 1800 rpm), in 0,5 ml FACS-Puffer resuspendiert und durchfluss-
zytometrisch untersucht. Die Ergebnisse wurden mittels FCS Express Software (De Novo Software

Inc., Los Angeles, USA) analysiert.

2.3.5 Zellviabilitatsmessung mithilfe des Proliferationsassays

Um die Zytokinresponsivitit von Ba/F3-gp130-Zellen zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit Zellviabilititsassays (CellTiter-Blue Cell Viability Assay’s, Promega Corp., Fitchburg,
USA) genutzt. Zugrunde liegt dabei, dass der Redoxfarbstoff Resaruzin von metabolisch aktiven
Zellen zu der fluoreszierenden Substanz Resorufin umgesetzt wird. Mithilfe eines
Spektrophotometers kann auf die Resorufin-Konzentration (Wellenldngen: 560 nm Extinktion,

590 nm Emission) und damit die Zellviabilitit riickgeschlossen werden.

Die untersuchten Zellen wurden zundchst in einem 15-ml-Reaktionsgefil pelletiert
(Raumtemperatur, 1500 rpm, 5 Minuten) und dreimal in sterilem PBS gewaschen. Dann wurden
die Zellen in DMEM (+/+) resuspendiert und auf eine Konzentration von 50000 Zellen pro ml
verdiinnt. Fiinftausend Zellen pro Well wurden abhingig vom Versuchsaufbau mit oder ohne
Zytokin in Dreifachansatz auf eine 96-Well-Platte gegeben. In der vorliegenden Arbeit wurden
0,2 % HIL-6 oder HIL-23 (10 ng/ml) verwendet. AuBerdem wurden konzentrationsabhéngige
Proliferationsassays durchgefiihrt, die zunehmende HIL-23-Konzentrationen enthielten und in
einem Vierfachansatz stattfanden. Nach Zugabe des Zytokins erfolgten eine 72-stiindige
Inkubation (37 °C, 5 % CO2) und anschlieBend die spektrophotometrische Viabilitdtsbestimmung
mittels infinite M200 PRO. Die Messung wurde nach 0, 20, 40, 60, 90 und 120 Minuten
durchgefiihrt, wobei der Zeitpunkt O als Referenzwert diente. Die Auswertung erfolgte mittels
Microsoft Excel (Microsoft Corporation Inc., Redmond, USA).
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Stimulationsassay zwecks Nachweis der Signaltransduktion
nach Zytokinstimulation

Um die intrazelluldre Signaltransduktion von Ba/F3-gp130-Zellen nach Zytokinstimulation zu

untersuchen, wurden Stimulationsassays durchgefiihrt. Dabei handelt es sich vereinfacht um

Zeitreihen, die mithilfe von Western Blots analysiert werden.

Ba/F3-gp130-Zellen wurden dreimal in sterilem PBS gewaschen (Raumtemperatur, 1800 rpm, 5
Minuten). Dann erfolgte eine Resuspension in DMEM (-/-). Es folgte die Verteilung auf eine 6-
well-Platte (2 ml pro well) und die Inkubation fiir 4-6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,.

Nun erfolgte je nach Protokoll die Stimulation der Zellen mithilfe der gewihlten Zytokine, welche
in einer Konzentration von 10 ng/ml zugegeben wurden. Die Ansidtze wurden anschlieBend zu
normierten Zeitpunkten entnommen, in ein 2 ml-Reaktionsgefidl iiberfiihrt und geerntet
(Raumtemperatur, 1800 rpm, 5 Minuten). Der Uberstand wurde entnommen, das Reaktionsgefal
fiir circa 1 Minute in fliissigen Stickstoff getaucht und anschlieBend bei -20 °C gelagert. Die Proben
wurden am nichsten Tag mittels pSTAT3-Lysepuffer lysiert, der Proteingehalt bestimmt, die
Losungen in Ldmmli-Puffer gekocht und das Western Blot-Verfahren mit spezifischen Antikorpern

(anti-pSTAT3, -STAT3 und -SOCS3) durchgefiihrt.

2.4.2 Herstellung von Zelllysaten

Um definierte Proteine einer gewihlten Zelllinie zu untersuchen, wurden diese zunéchst lysiert.

Verschiedene Lysepuffer wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

Der pSTAT3-Lysepuffer diente der Herstellung von Zelllysaten, die mittels Westernblot-Analyse

untersucht wurden. Die Zusammensetzung ist Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17: Zusammensetzung des pSTAT3-Lysepuffers

Inhaltsstoff Konzentration
Tris-HCI 50 mM
KaCl 150 mM
EDTA 2 mM
NP-40 1 %
Triton X-100 1%
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cOmplete™ EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail

1 Tablette/ 50 ml

NaF 1 mM
Na3vO4 1 mM
pH ad 1,5

Der IP-Lysepuffer diente der Herstellung von Zelllysaten, die mittels Immunprizipitation

analysiert wurden. Die Zusammensetzung des IP-Lysepuffers ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Zusammensetzung des IP-Lysepuffers

Inhaltsstoff Konzentration
Tris-HCl 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 1%

cOmplete™ EDTA-free Protease

Inhibitor Cocktail 1 Tablette/ 20 mi

pH ad 7,4

Zur Lyse von Ba/F3-gp130-Zellen fiir den nachfolgenden Western Blot wurden die Zellen zunéchst
in ein Reaktionsgefal} iiberfiihrt und pelletiert (4 °C, 1800 rpm, 5 Minuten). AnschlieBend wurden
die Zellen in 200 pl Lysepuffer resuspendiert und fiir 2 Stunden bei 4 °C inkubiert. Final wurden
die lysierten Zellreste abzentrifugiert (4 °C, 13000 rpm, 20 Minuten). Der proteinreiche Uberstand

wurde isoliert und weiterverwendet.

Zur Lyse adhirenter U4C-Zellen zwecks Western Blot wurden die Zellen zunidchst gewaschen
(PBS), anschlieBend mit einem Zellschaber von der Zellplatte gelost und in ein Reaktionsgefil3
iberfiihrt. Es erfolgte eine 5-miniitige Zentrifugation und anschlieBend eine zweistiindige Lyse in
200 pl Lysepuffer bei 4 °C. Der proteinreiche Uberstand wurde isoliert (s.0.) und zwecks

Proteinnachweifl weiterverwendet.

Bei der Lyse transient-transfizierter CHO-K1-Zellen (s. Abschnitt 2.3.2) im Rahmen der
Immunkoprézipitation wurden diese nach zweitdgiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO: in ein

Reaktionsgefal} tiberfiihrt und auf Eis zweimal mit sterilem PBS gewaschen. AnschlieBend folgte
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die Lyse mithilfe von 300 upl IP-Lysepuffer fiir 30 Minuten bei 4 °C in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal3. Folgend wurden die Losungen abzentrifugiert (4 °C, 14000 rpm, 15 Minuten) und
die proteinreichen Uberstinde zwecks Immunprizipitation in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefi

iiberfiihrt.

2.4.3 Proteinquantifizierung

Um den Proteingehalt in einem Zelllysat zu bestimmen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Bicinchoninsiure (BCA)-Assay vorgenommen. Zugrunde liegt dabei der Umstand, dass Cu?* durch
die negative Ladung von Proteinketten zu Cu* reagiert. Cu* wiederum ist in der Lage, einen
Farbumschlag von BCA zu induzieren, welcher spektrophotometrisch bestimmt werden kann
(Absorption bei 562 nm). Dadurch kann letztlich auf die Proteinkonzentration riickgeschlossen

werden.

Es wurde der BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Perbio Science GmbH, Bonn,
BRD) verwendet. Protokollgetreu wurden Proben mit definierten BSA-Konzentrationen hergestellt
und zwecks Eichgrade mittels infinite M200 PRO analysiert. AnschlieBend wurde die Absorbtion
des Zelllysats (1:20 in H2Opp) bestimmt und mit der Eichgrade verglichen. Die Untersuchungen

fanden dabei in Zweifachansitzen auf einer 96-Well-Platte statt.
2.4.4 Western Blot

Das Western Blot-Verfahren diente der grofenspezifischen Trennung von Proteinen und dem
anschlieBenden Nachweis spezifischer Proteinbanden mithilfe von spezifischen Antikorpern. Das

Verfahren erfolgte in drei Schritten.

Im ersten Schritt wurden die Proteinlysate (s. Abschnitt 2.4.2) in Ldmmli-Puffer aufgekocht (95 °C,
10 Minuten) und anschlieBend die Proteine der Groe nach voneinander getrennt. Durch das im
Ldmmli-Puffer enthaltene 3-Mercaptoethanol wurden Proteindisulfidbriicken gelost, wihrend das
ebenfalls enthaltene SDS eine negative Ladung der Proteine verursachte. Anschliefend wurden die
verschiedenen Proteine unter Anlage von 90 V Spannung mithilfe des Power Pac 300 in einem
SDS-Polyacrylamid-Gel voneinander getrennt. Die Trennung fand in SDS-Laufpuffer statt. Die
Geschwindigkeit, mit der die unterschiedlichen Proteine durch das Gel zur Anode wanderten,

korrelierte mit der entsprechenden Grof3e.
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Die verwendeten Gele setzten sich aus einem in Laufrichtung proximalen 10%igen Sammelgel
sowie einem distalen Trenngel zusammen und wurden am Vortag in umgekehrter Reihenfolge

gegossen. Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel ist in Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 19: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel

Inhaltsstoff Sammelgel Trenngel
H»0 2,28 ml 4 ml
Acrylamidlosung 30 % 0,67 ml 3,3ml
Puffer 1 ml Sammelgelpuffer (500 mM 2,6 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris-
Tris-HCI; pH 6,8; 0,4 % SDS) HCI; pH 8,8; 0,4 % SDS)
TEMED 0,004 ml 0,004 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 0,04 ml 0,1 ml

Im zweiten Schritt des Western Blot-Verfahrens wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-
Transfermembran transferiert. Dabei wurde das sogenannte semi-dry Verfahren genutzt. Dies
geschah ebenfalls mithilfe einer Spannungsquelle (Trans-Blot® Turbo™), die Laufrichtung war
jedoch orthogonal zu der Laufrichtung des ersten Schrittes. Zunichst wurden zehn Whatman®-
Filterpapiere zurechtgeschnitten und in Transferpuffer eingeweicht. Fiinf Whatman®-Filterpapiere
wurden gestapelt in die Transferkassette gelegt. Die PVDF-Membran wurde 2 Minuten in
Methanol aktiviert und auf die Whatman®-Filterpapiere gelegt. Das SDS-Gel wurde anschlieBend

auf der Membran platziert und mit den fiinf weiteren Whatman®-Filterpapieren bedeckt. Der

Transfervorgang erfolgte fiir eine Stunde bei 20 V.

AnschlieBend folgte die dritte Phase des Western Blot-Verfahrens. Dabei wurde die mit Proteinen
beladene Membran zunichst fiir zwei Stunden in 10 ml Magermilchlosung (5 % in TBST)
inkubiert, wodurch unspezifische Antikorperbindestellen blockiert wurden. Es folgten drei
Waschschritte mit TBST und die Zugabe eines entsprechenden primédren Antikorpers zur
Inkubation bei 4 °C iiber Nacht. Am néchsten Morgen erfolgten erneut drei Waschschritte mit
TBS-T und die Zugabe des sekundiren Antikorpers, welcher gegen den primédren Antikrper
gerichtet und mit einer Peroxidase gekoppelt war. Nach zwei Stunden Inkubationszeit erfolgten

drei finale Waschschritte, zweimal mit TBS-T und einmal mit TBS.

Die Auswertung erfolgte mithilfe des ECL Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare,
Chalfont, St. Giles, UK) nach Angaben des Herstellers. Der zugrundeliegende Mechanismus der
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Detektion ist, dass eine Antikorper-gekoppelte Peroxidase das in der Reaktionsagenz enthaltene
Luminol umsetzt. Dabei wird Licht emittiert, welches mittels des ChemoCam Imagers und der
ChemoStar Professional Software detektiert und per Foto festgehalten wird. Die Fotos wurden in
dieser Arbeit mittels der Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, USA)

dokumentiert und bearbeitet.

Im Anschluss konnten die Antikorper von der Membran entfernt (,,strippen®) und die Membran
zur Detektion weiterer Proteine verwendet werden. Dafiir wurde die Membran zunéchst fiir
30 Minuten bei 65 °C in stripping Puffer und anschlieBend fiir 2 Stunden erneut in 5%iger
Magermilchlosung (TBST) inkubiert. Die Membran konnte nun mit weiteren Antikdrpern beprobt

werden.

Die Antikorper wurden entweder in 5%iger Magermilchlosung (TBST) oder in 5%iger FBS-
Losung (TBST) genutzt. Biotinylierte Antikdrper wurden lichtgeschiitzt gelagert und verwendet,

wobei statt eines sekundédren Antikorpers Streptavidin-HRP genutzt wurde.

2.4.5 Immunokoprazipitationsassays

In der vorliegenden Arbeit wurden Immunokoprizipitationsassays genutzt, um die Bildung von
Proteinkomplexen nachzuweisen. Zugrundeliegend war dabei die Prizipitation gewéhlter FLAG-
markierter Proteine aus Proteinlysat mithilfe eines FLAG-Antikorper-gekoppelten Affinititsgels
(ANTI-FLAG® M2-Affinititsgel). AnschlieBend konnte mithilfe weiterer Antikorper ein Nachweis
der Proteine erfolgen, welche aufgrund ihrer Bindung an das FLAG-markierte Protein ebenfalls
prézipitiert worden waren. FLAG bezeichnet dabei das Aminosduremotiv Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-

Asp-Asp-Lys und diente als biologisch-funktionsfreie Zielstruktur des Antikorpers (194).

Zunichst wurden CHO-K1-Zellen transient transfiziert (s. Abschnitt 2.3.2) und mithilfe von IP-
Lysepuffer lysiert (s. Abschnitt 2.4.2). AnschlieBend wurden 40 pl a-FLAG-Affinititsgel durch
vier- bis fiinfmaliges Waschen mit 1 ml Lysepuffer (30 Sekunden, 5000g, 4 °C) dquibrilliert und
mit IP-Lysepuffer auf 40 ul aufgefiillt. Lysate und Affinititsgel wurden zusammengefiihrt und tiber
Nacht bei kontinuierlichem Invertieren und 4 °C inkubiert. Am néchsten Morgen folgte eine
Zentrifugation (4 °C, 5000g, 30 Sekunden), der Uberstand wurde entfernt und das Prizipitat
dreimal in Lysepuffer ohne Triton gewaschen. Final wurden 50 pl 2,5x Lammli Puffer zugegeben

und die Losung fiir 10 Minuten bei 95 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte mithilfe des Western
Blot-Verfahrens (s. Abschnitt 2.4.4).
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2.4.6 Konfokalmikroskopie

Um Zellen hinsichtlich ihrer rdumlichen Struktur und der Lokalisation exprimierter,
fluoreszierender Proteine zu untersuchen, wurde das Verfahren der Konfokalmikroskopie
angewendet. Dabei wurden HeLa-Zellen mit fluoreszierenden Substanzen transfiziert. Aulerdem
wurden die Zellen mit einem Tubulin-Antikorper und fluoreszierenden sekundidren Antikorpern
gefédrbt, um das Zytoskelett sichtbar zu machen. Eine letzte angewendete Visualisierungsmethode
war die Farbung des Zellkerns mittels DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol 1:1000 in 1 % BSA
(PBS)).

Autoklavierte Deckplatten wurden zunédchst mittels Ethanol gewaschen und einzeln auf 6-Well-
Platten verteilt. Pro Well wurden 180000 HeLa-Zellen in 1-2 ml DMEM (+/+) suspendiert und fiir
6 Stunden inkubiert, um eine Anhaftung der Hela-Zellen an den Deckplatten zu erreichen. Es folgte

eine transiente Transfektion (s. Abschnitt 2.3.2), und eine Inkubation iiber 24 h (37 °C, 5 % CO»).

Anschliefend wurde das Medium entfernt und die Zellen mittels PBS vorsichtig gewaschen. Es
folgte eine 4-miniitige Inkubation in 4 % Formaldehyd (PBS) zwecks Fixierung der Zellen. Nach
einem weiteren Waschschritt mittels PBS folgte eine 10-miniitige Inkubation mittels 0,2 % Triton
X-100 (PBS) (Raumtemperatur, vollige Dunkelheit) um die Membrandurchléssigkeit zu erhohen.
Das Medium wurde entfernt und die Zellen fiir 30 Minuten in 1 % BSA (PBS) inkubiert
(Raumtemperatur, vollige Dunkelheit), um unspezifische Proteinbindestellen zu blockieren. Im
Anschluss wurde die Fliissigkeit entnommen und ein spezifischer primérer Antikorper zugegeben.

Es folgte die Inkubation iiber Nacht (4 °C, vollige Dunkelheit).

Am nichsten Tag wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit einem sekundiren
Antikorper sowie DAPI-Firbung fiir 1 Stunde inkubiert (Raumtemperatur, vollige Dunkelheit). Es
folgten zwei weitere Waschschritte (PBS) und die Deckplatten wurden mittels ProLong™ Gold
auf einem Objekttriager befestigt. Die mikroskopische Analyse erfolgte mittels des LSM510-Meta

confocal microscope und der Software ImageJ.
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3 Ergebnisse

3.1 IL-23R-gp130-Chimaren induzieren eine pSTATS3-
Suppression nach HIL-23-Stimulation

3.1.1 Hintergrund und Fragestellung

Die IL-23-Signaltransduktion basiert auf einem Rezeptorkomplex aus IL-12RB1 und IL-23R sowie

der konsekutiven Aktivierung des JAK/STAT3-Signalweges (122). Ein wichtiges STAT3-

responsives Protein ist SOCS3, welches im IL-6-Signalweg iiber die Bindung des Rezeptors gp130

eine pSTAT3-Suppression verursacht (77, 91). Im IL-23-Signalweg jedoch bleibt trotz Bildung
von SOCS3 eine pSTAT3-Suppression aus (47).

Die Kinetik der IL-23-Signaltransduktion im Hinblick auf die STAT3-Aktivierung wurde im
Rahmen dieser Arbeit dargestellt. Dabei wurden stabil transduzierte Ba/F3-gp130_hIL-
12RB1_hIL-23R- und Ba/F3-gp130_mlIL-12RB1_mlIL-23R-Zellen mit entsprechendem Zytokin
stimuliert (s. Abschnitt 2.4.1). AnschlieBend wurden zu definierten Zeitpunkten Zellen
entnommen, lysiert und eine Menge von 37,5 ug Protein pro Bande mittels Western Blot-Verfahren
analysiert (s. Abb. 4). Da beide Zelllinien gp130 exprimieren, wurden diese im Rahmen eines

Kontrollexperiments mittels HIL-6 trans-stimuliert (vgl. Abschnitt 1.2.2) (41).
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Abb. 4: Kinetik der STAT3-Aktivierung nach Stimulation mit HIL-6 und HIL-23. Ba/F3-gp130_hIL-12R61_hIL-
23R- und Ba/F3-gp130_mIL-12RB1_mIL-23R-Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, fiir 5 Stunden in FBS-
freiem Medium inkubiert und anschlielend fiir x Minuten mit 10 ng/ml HIL-6 oder HIL-23 stimuliert. Die Zellen
wurden pelletiert und lysiert. AnschlieBend wurden pro Bande 37,5 pg Proteinlysat auf ein SDS-Agarosegel
aufgetragen. Folgend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran tibertragen und pSTAT3, STAT3 und SOCS3
mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen. Abgebildet sind reprisentative Ergebnisse aus n=3 unabhingigen
Ergebnissen.

In Ba/F3-gp130-Zellen, die den murinen (m-) oder humanen (h-) IL-23 Rezeptorkomplex
exprimieren, fithrte die Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 zu einer STAT3-Aktivierung nach circa
30 Minuten, wihrend nahezu kein SOCS3 nachweisbar war. Nach circa 60 Minuten kam es zu
einer Reduktion von pSTAT?3, wihrend invers-korrelierend die Expression von SOCS3 anstieg.
Die Stimulation von beiden Zelllinien mit 10 ng/ml HIL-23 fiihrte ebenfalls zu einer Aktivierung
von STATS3, welche nach 60 Minuten ihr Maximum erreichte und iiber die folgenden 7 Stunden
konstant blieb. Nach circa 120 Minuten konnte die Expression von SOCS3 beobachtet werden;
eine inverse Korrelation zwischen SOCS3 und pSTATS3 bestand jedoch nicht. Als Ladekontrolle
diente inaktives STAT3, welches in beiden Zeitreihen in dhnlichem Ausmal} detektiert wurde (s.

Abb. 4).

In seiner Dissertation hat Franz Christian Horstmeier in der AG Scheller dargestellt, dass die
Insertion des postulierten SOCS3-Bindemotivs aus gp130 in den hIL-23R zu keiner inversen
Korrelation zwischen = STAT3-Aktivierung und SOCS3-Expression fithrte  (bislang
unverdffentlicht). In einem ersten Schritt dieses Teilprojekts sollte eine Chimére, bestehend aus
dem hIL-23R und gp130 hergestellt werden. AnschlieBend sollte diese Chimére hinsichtlich der

Aktivierung von STAT3 und Expression von SOCS3 untersucht werden.
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3.1.2 Klonierung der Rezeptorchimare hlL-23R-gp130

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein chimirer Rezeptor, bestehend aus der extrazelluldren
Domine sowie dem Transmembranabschnitt des hIL-23R (Aminosduren 1-376) und dem
intrazelluldren Teil von gpl30 erzeugt. Die zugehorigen Aminosdurensequenzen und eine
schematische Ubersicht der Rezeptorchimire im Vergleich mit dem Wildtyp gehen aus
Abbildung 5 hervor. Die Aminosduresequenzen entstammen den Arbeiten von Hibi ez al. 1990 und

Parham et al. 2002 (31, 122).

hIL-23R-Wildtyp
LLLGMIVFAVMLSILSLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVKMLQENSELMNNNSSEQVLYVDPM
ITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLFDNTTVVYIPDLNTGHREBE I SNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKP
PVDSLDSGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTL
LPDEFVSCLGIVNEELPSINTBBBNILESHFNRISLLEK

hIL-23R-gp130

LLLGMIVFAVMLSILSLIGIF IWPNVPDP A
NDKK| VQYSTVVH
YFKQ

YLPQ YMPQ

> Extrazellulare Domaéne

j— Transmembrandoméne

> |ntrazelluldare Doméne

hIL-23R  hIL-23R-gp130

Abb. 5: Schematische Ubersicht und Aminosiuresequenz der Chimére hIL-23R-gp130 im Vergleich mit dem
Wildtyp IL-23R. Oben: Aminosiuresequenzen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden nur
Transmembrandoménen und intrazelluldre Dominen dargestellt. Schwarz dargestellt sind die Transmembrandoméine
sowie die intrazelluldre Doméne des hIL-23R. Grau dargestellt ist die intrazellulire Domine von gp130 mit Ausnahme
des SOCS3-Bindemotivs, das rot dargestellt ist. Rot hervorgehoben sind die pSTAT3 bindenden YXXQ-Motive. Blau
hervorgehoben sind die Motive BOX1 (membrannah) und BOX2 (membranfern). Weitere Informationen und die
zugehorigen Quellen sind 1.2.3 und 1.4.2 zu entnehmen. Unten: Strukturelle Ubersicht. Dunkelgrau dargestellt sind
Immunglobulin-dhnliche Dominen. Zytokinbindende Dominen sind schwarz dargestellt, wobei die typischen
Cystein-Motive und WSXWS-Motive nicht hervorgehoben wurden. Die intrazelluliren Motive BOX1 und BOX2 sind
als schwarze Linien hervorgehoben. Die intrazelluldren Doménen sind weil (hIL-23R) und hellgrau (gp130)
dargestellt.

In einem ersten Klonierungsschritt wurde mittels SOE-PCR ein Teil der gewiinschten hIL-23R-
gpl130-cDNA hergestellt, die fiir die gesamte intrazellulire Doméne von gpl130 sowie die

Transmembrandoméne, die stalk region und einige Aminosiuren der Doméne D3 des humanen IL-
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23R kodierte. Die synthetisierte cDNA enthielt zwecks weiterer Klonierung die Schnittstellen der
Restriktionsenzyme SnaBI und Notl. Aus dem template p409-hIL-23R(E444K)-P310 (s.
Tabelle 7) wurde zunichst ein 283 bp umfassendes Zwischenprodukt synthetisiert. Parallel wurde
in einem zweiten Ansatz mittels PCR aus dem template p409-mIL-23R-gp130 (s. Tabelle 7) ein
854 bp groBes, zweites Zwischenprodukt erstellt. Beide Zwischenprodukte wurden mittels
Gelelektrophorese kontrolliert, isoliert und anschlieBend in einem gemeinsamen PCR-Ansatz
fusioniert. Das Endprodukt wurde ebenfalls gelektrophoretisch kontrolliert, isoliert, phosphoryliert
und in den Hincll-geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pCR-Script (s. Tabelle 7) ligiert. In
Abbildung 6 ist das erlduterte Vorgehen graphisch dargestellt.
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Abb. 6: Erster Schritt zur Herstellung der IL-23R-gp130-cDNA und Ligation in den Klonierungsvektor pCR-
Script. Mittels SOE-PCR wurde aus dem Vektoren p409-hIL-23R(E444K)-P310 mithilfe der Oligonukleotide DF479
und -480 ein 283 bp grofies erstes Zwischenprodukt synthetisiert. Aus dem Vektor p409-mIL-23R-gp130 wurde mittels
der Primer DF323 und -249 ein zweites, 854 bp grofles Zwischenprodukt synthetisiert. Beide Zwischenprodukte
wurden mittels Gelektrophorese kontrolliert, isoliert und anschlieend in &quimolaren Mengen in einem gemeinsamen
PCR-Ansatz mithilfe der Primer DF479 und-249 zu einem 1116 bp grolen Endprodukt fusioniert und amplifiziert.
Dieses wurde nach gelektrophoretischer Kontrolle, Isolation und Phosphorylierung mittels Ligation in den Hincll-
geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pCR-Script (2872 bp) eingebracht, sodass das 3988 bp grofie Plasmid pCR-
Script-hIL-23R-gp130 partial entstand.
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Nach der Sequenzierung des Inserts im Plasmid pCR-Script-hIL-23R-gp130 (s. 2.2.11) wurde im
nidchsten Klonierungsschritt die erstellte ¢cDNA aus dem Vektor isoliert und so auf den
Expressionsvektor p409-hIL-23R(E444K)-P310 iibertragen, dass die Fusions-cDNA um den
verbliebenen extrazelluldren Abschnitt des hIL-23R komplettiert wurde. Dabei wurde zunéchst das
Plasmid pCR-Script-hIL-23R-gp130 mithilfe der Restriktionsenzyme SnaBI und Notl geschnitten.
Aus dem Vektor p409-hIL-23R(E444K)-P310 wurde mittels SnaBI und Notl der zu ersetzende,
1019 bp grofe extrazelluldre Abschnitt der hIL-23R-Wildtyp-cDNA entfernt. AnschlieBend wurde
in den verbliebenen, 8747 bp groflen Teil des Plasmids p409-hIL-23R(E444K)-P310 das insert (s.

oben) ligiert. Dieser Klonierungsschritt ist Abbildung 7 zu entnehmen.

Das Expressionsplasmid p409-hIL-23R(E444K)-P310-gp130 enthielt nun die vollstindige cDNA
der Rezeptorchimére hIL-23R-gp130, umgeben von zwei Pmel-Schnittstellen. AnschlieBend

erfolgte eine Kontrollrestriktion mittels EcoRI, welche die erwarteten Ergebnisse validierte (s.

Abb. 8).

SnaBl

677 bp
SnaBl

\N -
hiL-23R-gp130

pCR-Script-hlL-23R-

gp130 partial partial (1091 bp)
(3988 bp) — =
Ligation
SnaBI SnaBI
2825bp Pmer 2825bp
Pmel Notr 1937bp Nott
1937b

P 3844bp 3916bp

\\ Pmel \\ Pmel

3992b
i p409-hIL-23R(E444K)- || 4064 bP

P310-gp130 (9838 bp)

p409-hIL-23R(E444K)-

P310 (9766 bp) SnaBI, Notl

e
Dephosphorylierung

Abb. 7: Klonierung des eukaryotischen Expressionsvektors p409-hIL-23R-gp130. Mittels SnaBI- und Notl-
Restriktion wurde das 1091 bp groBie insert aus dem Vektor pCR-Script-hIL-23R-gp130 partial isoliert und in den
ebenfalls mittels SnaBI und Notl-geschnittenen Vektor p409-hIL23R(E444K)-P310 tiberfiihrt.
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Abb. 8: EcoRI-Spaltung des Expressionsplasmids p409-hIL-23R(E444K)-P310-gp130. Dargestellt sind zwei,
identisch hergestellte Klone des erstellten Plasmids (3, 4). Erwartete Groe der Fragmente: 5150 bp, 2436 bp, 1089
bp, 1008 bp, 155 bp. Die rechtsliegenden Kontrollen (,,K*) enthielten das jeweilige ungeschnittene Plasmid. Aufgrund
geringer Groflenunterschiede imponieren die Banden bei 1089 bp und 1008 bp hier in einer gemeinsamen Bande. Eine
zusitzliche Bande auf Hohe der Kontrolle stellt ungeschnittene Plasmide dar. Zwecks Groflenbestimmung wurde der
DNA-Marker GeneRuler Express DNA Ladder verwendet.

Im néchsten Schritt wurden U4C-Zellen mit 5 pg des Plasmids p409-hIL-23R(E444K)-P310-
gp130, des Plasmids p409-hIL-23R(E444K)-P310 (Positivkontrolle) und des Plasmids pEGFP N1
(Negativkontrolle) transfiziert. Nach zweitdgiger Inkubation wurden die Zellen geerntet, lysiert
und gleiche Proteinmengen auf ein SDS-Agarosegel aufgetragen. Nach dem anschlieBenden
Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte die Detektion mittels eines hIL-23R-Antikorpers.
Dabei lagen die Banden des hIL-23R-Wildtypen und der Variante hIL-23R-gp130 wie erwartet bei
68 respektive 71,5 kDa (s. Abb. 9). Es wurden allenfalls leichte Unterschiede hinsichtlich der
Expressionsmengen beobachtet, wihrend das Vorhandensein mehrerer Banden sowohl in der
Positivkontrolle, als auch in der konstruierten Chiméire auf das Vorhandensein unterschiedlicher,

post-translationaler Modifikationen zuriickzufiihren war.
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hIL-23R

Abb. 9: Expressionsanalyse der Chimére hIL-23R-gp130 in U4C-Zellen. U4C-Zellen wurden mit der
Positivkontrolle p409-hIL-23R(E444K)-P310 (K), mit dem erstellten Plasmid p409-hIL-23R(E444K)-P310-gp130 (3,
4) und der Negativkontrolle pPEGFP N1 (0) transient transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion erfolgte die Lyse mittels
pSTAT3-Lysepuffer und eine Proteinquantifizierung mittels BCA-Assay. Die Proben wurden in Ldmmli-Puffer
versetzt, 10 Minuten bei 95 °C aufgekocht und 50 pg Lysat pro Bande auf ein SDS-Agarosegel aufgetragen. Nach
Transfer auf eine PVDF-Membran wurden die Banden mittels eines spezifischen hIL-23R-Antikorpers gefirbt. Zur
GroBenbestimmung diente der Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder.

Im letzten Schritt wurde die Rezeptor-kodierende cDNA von dem Expressionsvektor p409 in den
retroviralen Vektor pMOWS-puro-GFP (s. Tabelle 7) subkloniert. Dabei wurde zunéchst das 2127
bp groBe insert mithilfe des Restriktionsenzyms Pmel aus dem Plasmid p409-hIL-23R(E444K)-
P310-gp130 isoliert. Das im Vorfeld durch Dr. Doreen Floss hergestellte backbone aus pMOWS-
puro-GFP wurde mittels EcoNI und BamHI isoliert, die iiberhingenden Enden mittels Klenow-
Fragment aufgefiillt und im Rahmen dieser Arbeit mit dem insert verkniipft (s. Abb. 10).

SnaBI
Pmel 2825bp

1937bp = ‘\ Notr
—\ 3916 bp

p409-hIL-23R(E444K)-
P310-gp130 (9838 bp)

NotI
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3472bp
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3573 bp
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(7849 bp)

oMOWS-puro- 2298bp  EcoNI, BamH|
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Abb. 10: Transfer der hIL-23R-gp130-cDNA von p409 auf den retroviralen Vektor pMOWS-puro-GFP.

Das insert (2127 bp) wurde durch Pmel-Verdau aus dem Vektor p409-hIL23R-gp130 isoliert. Das Plasmid pMOW S-
puro-GFP wurde mittels EcoNI und BamHI geschnitten, mit der Klenow-Reaktion behandelt und dephosphoryliert.
Es folgte die Isolation des Vektorfragments (5721 bp). AnschlieBend wurde das Vektorfragment mit dem insert ligiert

und das entstehende Plasmid mittels Restriktionsanalyse kontrolliert.
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3.1.3 Die Chiméare hlL-23R-gp130 wird aktiv in Ba/F3-gp130-Zellen
exprimiert

Um die Signaltransduktion der Rezeptorvariante hIL-23R-gp130 zu analysieren, wurde die

synthetisierte Rezeptorvariante stabil in Ba/F3-gp130-Zellen eingebracht. Ba/F3-Zellen sind

murine lymphoblastische Vorlduferzellen, die sich in der Erforschung von Zytokinsignalwegen

bewihrt haben (195). Die in dieser Arbeit verwendete Tochterzelllinie entstammt der AG Scheller

und exprimiert zusétzlich gp130 (47). Sie konnten also HIL-6 abhiingig kultiviert werden.

Die stabile Expression wurde mithilfe einer retroviralen Transduktion erreicht (s. Abschnitt 2.3.3).
Dabei wurden zunidchst Phoenix-Eco-Zellen mit dem Plasmid pMOWS-puro-hIL-23R-gp130
transfiziert. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurde der Uberstand
entnommen und mit Ba/F3-gp130-Zellen sowie Polybrene inkubiert. Neben naiven Ba/F3-gp130-
Zellen wurden ebenfalls Tochterzellen transfiziert, die bereits den hIL-12R61 exprimierten und aus
vorherigen Arbeiten der AG Scheller stammten. Die so erstellten Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-
23R-gp130 und Ba/F3-gp130_hIL12RB1_hIL-23R-gp130 wurden im Folgenden mittels

Puromycin, letztere zusitzlich mittels Hygromycin B selektiert.

Im néchsten Schritt wurde mittels Durchflusszytometrie und hIL-23R- sowie hIL-12RB1-
Antikorpern die Oberflachenexpression der eingebrachten Rezeptoren iiberpriift (s. Abb. 11).
Dabei konnte je nach Zelllinie eine verstirkte Fluoreszenzintensitit der erzeugten Zelllinien im
Vergleich zu untransfizierten Ba/F3-gp130-Zellen nach Firbung mittels hIL-12RB31- und/oder hIL-
23R-Antikorpern beobachtet werden, was die erfolgreiche Oberfldchenexpression der Rezeptoren

belegte.
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Abb. 11: Analyse der stabilen Oberflichenexpression der Chimire hIL-23R-gp130 in Ba/F3-gp130-Zellen
mittels Durchflusszytometrie. Pro Ansatz wurden 500000 Zellen mittels fluoreszierender Antikorper gegen den hIL-
23R und den hIL-12RB1 gefirbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die X-Achse bildet die Intensitdt des
Fluoreszenzsignals ab, welche mit der Expressionsmenge des jeweiligen Rezeptors korreliert. Die Y-Achse ist ein Maf
fiir die Zellzahl. Die grau-hinterlegte Kurve stellt gefarbte Ba/F3-gp130-Zellen, welche als Negativkontrolle dienen,
dar. Die schwarze Kurve bildet das gemessene Signal der untersuchten Zelllinie ab. Liegt die schwarze Kurve rechts
der Negatvkontrolle, weist das auf eine Bindung des verwendeten Antikorpers (s.0.) an die Zelloberfldche und damit
auf eine verstirkte Rezeptor-Oberflichenexpression hin. Die Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-12RB31_hIL-23R diente als
Positivkontrolle.

3.1.4 hlL-23R-gp130 und mlL-23R-gp130 induzieren eine IL-23
abhangige Zellproliferation mit pSTAT3-Suppression

Um nachzuweisen, dass die Rezeptorchimére hIL-23R-gp130 nach HIL-23-Stimulation @hnlich

wie der IL-23R-Wildtyp zu einer Erhohung der Zellviabilitit fiihrt, wurden Zellviabilititsassays

durchgefiihrt (s. Abb. 12).

Neben den in dieser Arbeit erstellten Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-23R-gp130 und Ba/F3-
gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-gp130 wurde eine weitere Ba/F3-gp130-Zelllinie, die das murine
Aquivalent letzterer Zelllinie darstellte, verwendet (Ba/F3-gp130_mIL-12RB31_mIL-23R-gp130)
(187). Als Kontrollen dienten verschiedene Ba/F3-gp130-Zelllinien, die entsprechende humane IL-

23 Rezeptoren einzeln exprimierten und aus der AG Scheller stammten (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Analyse der HIL-23 abhiingigen Viabilitiit in den Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL12R631_hIL-23R-gp130
und Ba/F3-gp130_mlIL-12R81_mIL-23R-gp130. Die Zellen wurden dreimal mit sterilem PBS gewaschen und fiir
72 Stunden mit 10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 oder ohne Zytokin inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit CellTiter-
Blue Cell Viability Assay’s. Als Negativkontrollen dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen. Potentielle Effekte
aufgrund von Homodimerbildung wurden durch Zellinien untersucht, die lediglich einen Bestandteil des Wildtyp- oder
chimidren IL-23 Rezeptorkomplexes bildeten. Als Positivkontrolle dienten Ba/F3-gp130-Zelllinien, die beide
Bestandteile des IL-23 Rezeptorkomplexes exprimieren. Die gemessenen Zellviabilititen sind relativ zu dem
gemessenen Wachstum unter HIL-6-Zugabe aufgetragen, die Fehlerbalken geben die jeweiligen
Standardabweichungen an. Abgebildet ist ein reprisentatives Ergebnis aus n=2 (rechts) bzw. n=3 (links) unabhingigen
Ergebnissen.

Alle untersuchten Zelllinien zeigten die fiir Ba/F3-gp130-Zellen typische Erhthung der
Zellviabilitdt nach Gabe von 10 ng/ml HIL-6. Die Zytokin-unabhingige Viabilitit (background)
war bei allen Zelllinien niedrig, wobei die Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-gp130 mit
circa 40 % der HIL-6-vermittelten Zellviabilitit ein leicht erhohtes background-Signal aufwies.
Ba/F3-gp130-Zellen, die lediglich den IL-23R oder den IL-23R-gp130, aber keinen IL-12R81
exprimierten, zeigten nach HIL-23-Gabe eine erhohte Aktivitit bei circa 40 % der HIL-6-
vermittelten Zellviabilitidt. Sowohl die in dieser Arbeit hergestellte Zellinie Ba/F3-gp130_hIL-
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12RB1_hIL-23R-gp130 als auch das murine Pendant zeigten nach HIL-23-Stimulation eine
Zellviabilitdatserhohung zwischen 70 und 100 % der HIL-6-Induzierten Viabilitit was mit dem

Verhalten des Wildtyp Rezeptorkomplexes vergleichbar war.

Im Folgenden wurden die Linien Ba/F3-gp130_hIL-12RA31_hIL-23R-gp130 und Ba/F3_mlL-
12RB1_mlIL-23R-gp130 mittels Stimulationsassays hinsichtlich ihrer HIL-23 abhéngigen STAT3-
Aktivierung mit dem jeweiligen Rezeptor-Wildtyp verglichen. Dafiir wurden die Zellen stimuliert
und nach definierten Zeitpunkten (0, 30, 60, 120, 180, 240, 360, 480 Minuten) Zellen entnommen,
lysiert und eine Menge von 37,5 ug Gesamtprotein pro Variante mittels Western Blot-Verfahren

analysiert (s. Abb. 13).

Die Stimulation humaner und muriner IL-12RB1/IL-23R-gp130-exprimierender Ba/F3-gp130-
Zellen mit 10 ng/ml HIL-23 (s. Abb. 13 D, H) zeigte eine deutliche Verdnderung der pSTAT3-
Kinetik verglichen mit dem Wildtyp Rezeptorkomplex (s. Abb. 13 B, F). Wihrend im Wildtyp
Rezeptor die HIL-23-Stimulation zu einem andauernden pSTAT3- und SOCS3-Signal ohne
inverse Korrelation fiihrte, zeigten IL-23R-gpl130-exprimierende Zellen eine Reduktion der
STAT3-Aktivierung nach Expression von SOCS3. Dieser Effekt setzte in der humanen Variante
circa 1 Stunde und in der murinen Variante circa 3 Stunden nach HIL-23-Stimulation ein. Die
Lagekontrolle (STAT3) war bei allen Varianten mit gleicher Intensitit nachweisbar.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die HIL-23-Stimulation der IL-23R-gp130-Chiméiren
vermehrt die typische pSTAT3-Charakteristik der HIL-6-Stimulation (Positivkontrollen, Abb. 13
A, C, E, G) aufwies und folglich der bekannte, negative feedback loop vom IL-6- auf den IL-23-
Signalweg iibertragen wurde (196).
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Abb. 13: Kinetik der STAT3-Aktivierung nach HIL-6- und HIL-23-Stimulation der Zelllinien Ba/F3-
gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-gp130 und Ba/F3-gp130_mIL-12RB81_mIL-23R-gp130. Die Zellen wurden dreimal
mit PBS gewaschen, fiir 5 Stunden in FBS-freiem Medium inkubiert und anschlieBend fiir x Minuten mit 10 ng/ml
HIL-6 oder HIL-23 stimuliert. Die Zellen wurden pelletiert und lysiert. AnschlieBend wurden pro Bande 37,5 pg
Proteinlysat auf ein SDS-Agarosegel aufgetragen. Folgend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran iibertragen
und pSTATS3, STAT3 und SOCS3 mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen. Als Kontrollen dienten Zellen, die
den jeweiligen Wildtyp Rezeptorkomplex exprimieren. Abgebildet sind repriasentative Ergebnisse aus n=2 (humane
Rezeptorvarianten) bzw n=3 (murine Rezeptorvarianten) unabhéngigen Ergebnissen.

3.1.5 Klonierung der Rezeptorvariante hlL-23R-gp130_N642-
S765

Im néchsten Schritt wurde das chimére Protein hIL-23R-gp130_N642-S765 hergestellt. Jenes

entsprach dem hIL-23R-Wildtyp, in dem lediglich die membrannahen intrazelluliren 106
Aminosduren des hIL-23R durch die 123 Aminosiduren 642-765 des humanen gpl30 ersetzt
wurden. Dadurch wurden neben dem SOCS3-Bindemotiv ebenfalls die membrannahen Motive
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BOX1 und BOX2 iibertragen (vgl. 1.2.3). Mithilfe dieser Rezeptorvariante sollte gezeigt werden,
dass der Transfer der membrannahen 123 Aminosduren von gp130 in den hIL-23R ausreicht, um
eine negative Riickkopplung auf das STAT3-Signal zu induzieren. Die zugehorigen
Aminosdurensequenzen der transmembrandren und intrazelluldren Doménen sind in Abbildung 14
dargestellt, wihrend aus Abbildung 15 eine schematische Ubersicht der Rezeptorchimire
hervorgeht. Die Aminoséduresequenzen entstammen den Arbeiten von Murakami ez al. 1991, Hibi
et al. 1990 und Parham et al. 2002 (31, 60, 122).

hiL-23R-Wildtyp
LLLGMIVFAVMLSILSLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVKMLQENSELMNNNSSEQVLYVDPM
ITEIKEIF IPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPQONSLEDNTTVVY IPDLNTGEREBE I SNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKP
PVDSLDSGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTL
LPDEFVSCLGIVNEELPSINTHEB@NILESHFNRISLLEK

hIL-23R-gp130_N642-S765

LLLGMIVFAVMLSILSLIGIF IWPNVPDP A
INDKK| VQYSTVVHS ISNFLP

EGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDSGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEET
TMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFVSCLGIVNEELPS INTEEBBNILESHFNRISLLEK

Abb. 14: Aminosiuresequenz des hIL-23R-Wildtypen und der Chimére hIL-23R-gp130_N642-S765. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden nur Transmembrandominen und intrazellulire Dominen dargestellt. Schwarz
dargestellt sind die Transmembrandoméine sowie die intrazellulire Domine des hIL-23R. Grau dargestellt ist die
intrazelluldare Doméne von gp130 mit Ausnahme des SOCS3-Bindemotivs, das rot dargestellt ist. Rot hervorgehoben
sind die pSTAT3 bindenden YXXQ-Motive. Blau hervorgehoben sind die Motive BOX1 (membrannah) und BOX2
(membranfern). Weitere Informationen und die zugehorigen Quellen sind 1.2.3 und 1.4.2 zu entnehmen.

> Extrazellulare Doméne

}— Transmembrandoméne

> |ntrazellulare Doméne

hiL-23R  hIL-23R-gp130_N642-
S765

Abb. 15: Schematische Ubersicht der Variante hIL-23R-gp130_N642-S765 im Vergleich zum hIL-23R.
Dunkelgrau dargestellt sind Immunglobulin-dhnliche Doménen. Zytokinbindende Doménen sind schwarz dargestellt,
wobei die typischen Cystein-Motive und WSXWS-Motive nicht hervorgehoben wurden. Die intrazelluldren Motive
BOX1 und BOX2 sind als schwarze Linien hervorgehoben. Die intrazelluldren Dominen sind weil3 (hIL-23R) und
hellgrau (gp130) dargestellt.
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Analog zur Klonierung der Variante hIL-23R-gp130 wurde nun in einem ersten Klonierungsschritt
mittels SOE-PCR, ein Teil der gewiinschten hIL-23R-gp130_N642-S765-cDNA isoliert. Dafiir
wurde mittels der Primer DF479 und -482 (s.Tabelle 8) ein 652 bp groles cDNA-Molekiil aus dem
Plasmid pCR-Script_hIL-23R-gp130 isoliert, das fiir die membrannahen extrazelluldren
Aminosduren und die Aminosduren der Transmembrandomidne des hIL-23R sowie den
gewiinschten intrazelluldren Teil von gp130 kodierte. Mit Hilfe der Primer DF481 und -155 (s.
Tabelle 8) wurde aus dem Plasmid p409_hIL-23R(E444K)-P310 (s. Tabelle 7) ein 463 bp grolies
cDNA-Fragment isoliert, das fiir die membranfernen intrazelluliren Aminoséduren des hIL-23R
kodierte. Beide Abschnitte wurden in einem gemeinsamen PCR-Schritt mittels der Primer DF479
und -155 zu einem 1096 groBen cDNA-Fragment fusioniert, gelelektrophoretisch kontrolliert,
phosphoryliert und in den dephosphorylierten, mit Hincll geschnittenen Vektor pCR-Script
eingebracht (vgl. Abb. 7). Das Klonierungsschema inklusive der folgenden Schritte ist Abbildung

16 zu entnehmen.
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pCR-Script_hIL-23R-gp130 p409_hIL-23R(E444K)-P310

PCRA l PCRB
hIL-23R-gp130 (652 bp) hIL-23R (463 bp)
SOE-PCR SOE-PCR
Hinell hIL-23R-gp130_N642-S765
eénfb partial (1096 bp SnaBl
P Phosphorylierung 677 pp
Li Notl
igation 1750 bp
Hincll .
. pCR-Script-hlL-23R-
Dephosphorylierung gp1 30—?369‘:329'?);?5 parisl
SnaBl,
‘y
SnaBI
SnaBl hIL-23R-gp130_N642-S765
2825b i Pmel  2825bp
Pmel p partial (1073 bp) 1937b Notl
1937bp = osl 3898 bp
3844 bp Ligation

\\ Pmel
p409-hiL- 3992bp SnaBl, Notl
23R(E444K)-P310

p409-hlL-
23R(E444K)-P310-
ap130_N642-5765
(9820 bp)

4046 bp

v

Dephosphorylierung

hIL-23R-gp130_N642-S765

EcoNI (2109 bp)
1492 bp
BamHI Ligation
2103bp
EcoNI, BamHI

, MOWS- -hiL-

pMOWS-puro- BamHI —> 23R-gp1 3%ur|3642-
GFP 2298 bp Dephosphorylierung, S765(7831 bp)

Klenow-Reaktion

Abb. 16: Klonierungsschema der Rezeptorchimiire hIL-23R-gp130_N642-S765. Aus dem Vektor pCR-Script-
hIL-23R-gp130 wurde in einem PCR-Verfahren mittels der Primer DF479 und -482 ein 652 bp grofles
Zwischenprodukt synthetisiert. Parallel wurde aus dem Vektor p409-hIL-23R(E444K)-P310 mittels der Primer DF481
und -155 ein zweites, 463 bp groles Zwischenprodukt synthetisiert. Beide Zwischenprodukte wurden
gelelektrophoretisch kontrolliert, isoliert und in dquimolaren Mengen mittels SOE-PCR zu einer 1096 bp groflen
Fusions-cDNA verkniipft. Nach gelelektrophoretischer Kontrolle, Isolation und Phosphorylierung wurde diese mit
dem HinclI-geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pCR-Script ligiert. Im nichsten Klonierungsschritt wurde die
cDNA mittels SnaBI- und NotI-Restriktion isoliert und in den ebenfalls mittels SnaBI und Notl-geschnittenen Vektor
p409-hIL23R(E444K)-P310 tiberfiithrt. Nach erfolgreicher Testtransfektion wurde die Rezeptor-cDNA im dritten
Klonierungsschritt durch Pmel-Restriktion aus dem Vektor p409-hIL23R-gp130_N642-S765 (9820 bp) isoliert und
mit dem durch Dr. Doreen Floss im Vorfeld mittels EcoNI- sowie BamHI-geschnittenen, mit der Klenow-Reaktion
behandelten und dephosphorylierten Vektor pMOW S-puro-GFP ligiert. Der virale Expressionsvektor pMOW S-puro-
hIL-23R-gp130_N642-S765 wurde anschlieBend mittels Restriktionsanalyse kontrolliert.
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Nach einer Kontrollsequenzierung des synthetisierten Plasmids pCR-Script_hIL-23R-
gpl130_N642-S765 partial wurde im nédchsten Klonierungsschritt analog zur Klonierung der
Variante hIL-23R-gp130 die erstellte Fusions-cDNA aus dem Vektor pCR-Script-hIL-23R-
gp130_N642-S765 partial isoliert und in den Expressionsvektor p409-hlL-23R(E444K)-P310
tibertragen, so dass das cDNA-Fragment um den verbliebenen extrazelluldren Abschnitt des hIL-
23R komplettiert wurde. Dabei wurde ebenfalls mittels SnaB1 und Notl ein 1073 bp grof3es insert
isoliert und in das 8747 bp groBe, dephosphorylierte backbone des SnaBI- und Notl-geschnittenen
Vektors p409-hIL-23R(E444K)-P310 ligiert. Das Expressionsplasmid p409-hIL-23R(E444K)-
P310-gp130_N642-S765 enthielt nun die komplette gewiinschte cDNA, umgeben von zwei Pmel-
Schnittstellen (s. Abb. 16). AnschlieBend erfolgte eine Restriktionskontrolle mittels EcoRI, die die

erwarteten Ergebnisse validierte (s. Abb. 17).

Bb 1 K 2 K
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Abb. 17: EcoR1-Restriktionsanalyse des Expressionsplasmids p409_hIL-23R(E444K)-P310-gp130_N642-S765.
Dargestellt sind zwei Klone des erstellten Plasmids (1, 2). Erwartete Gro3e der Fragmente: 5150 bp, 2436 bp, 1008 bp,
669 bp, 402 bp, 155 bp. Die rechtsliegenden Kontrollen (,,K*) enthielten das jeweilige unverdaute Plasmid mit 9820 bp
Linge. Als GroBenstandard diente der GeneRuler Express DNA Ladder.
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Im néchsten Schritt wurden U4C-Zellen mit 5 pug des Plasmids p409-hIL-23R(E444K)-P310-
gp130_N642-S765 transient transfiziert. AnschlieBend wurde in einem Western Blot-Verfahren
die Expression der hIL-23 Rezeptorchimire nachgewiesen, wobei mittels p409-hIL-23R(E444K)-
P310 transfizierte U4C-Zellen als Positiv- und pEGFP Nl-transfizierte U4C-Zellen als
Negativkontrolle dienten (s. Abb. 18). Die Banden des hIL-23R-Wildtypen und der Variante hIL-
23R-gp130_N642-S765 lagen dabei wie erwartet bei 68 respektive 70,3 kDa, wihrend die
Expressionsmengen vergleichbar waren.

kDa 0 K 1 2
100—
70—
556 —

hIL-23R

40 —

Abb. 18: Expressionsanalyse der Chimire hIL-23R-gp130_N642-S765 in U4C-Zellen. U4C-Zellen wurden mit
der Positivkontrolle p409-hIL-23R(E444K)-P310 (K) und dem erstellten Plasmid p409-hIL-23R(E444K)-P310-
gp130_N642-5765 (1, 2) transient transfiziert. Die Zahl 0 kenzeichnet das Lysat pEGFP-transfizierter U4C-Zellen
(Negativkontrolle). Zwei Tage nach Transfektion erfolgte die Lyse mittels pSTAT3-Lysepuffer und eine
Proteinquantifizierung mittels BCA-Assay. Die Proben wurden mit Ldmmli-Puffer versetzt, 10 Minuten bei 95 °C
aufgekocht und anschlieend wurden 50 pg Lysat pro Bande auf ein SDS-Agarosegel aufgetragen. Nach Transfer auf
eine PVDF-Membran wurden die Banden mittels eines spezifischen hIL-23R-Antikorpers gefirbt. Als Grofienstandard
diente der Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder.

Im letzten Schritt wurde die Rezeptor-kodierende cDNA von dem Expressionsvektor p409 in den
retroviralen Vektor pMOWS-puro-GFP subkloniert. Dabei wurde das 2109 bp grof3e insert mithilfe
einer Pmel-Restriktion sowie einer anschlieBenden Isolation aus dem Plasmid p409-hIL-
23R(E444K)-P310-gp130_N642-S765 erzeugt. Das Plasmid pMOWS-puro-GFP wurde mittels
EcoNI und BamHI geschnitten. Das dadurch entstandene 5722 bp grof3e, mittels Klenow-Reaktion
behandelte backbone wurde folgend mit der insert cDNA ligiert (s. Abb.16).

3.1.6 Die Chimére hIL-23R-gp130_N642-S765 wird stabil in
Ba/F3-gp130-Zellen exprimiert

Auch das im Rahmen dieser Arbeit erstellte Plasmid pMOWS-puro-hIL-23R-gp130_N642-S765

wurde genutzt, um stabil transfizierte Ba/F3-gp130-Zellen herzustellen. Das Vorgehen entsprach

dabei exakt dem in 3.1.3 geschilderten Ablauf.

Im niéchsten Schritt wurde ebenfalls mittels Durchflusszytometrie und fluoreszenzmarkierten hiL-
23R- sowie hIL-12RB1-Antikérpern die Oberflichenexpression der eingebrachten Rezeptoren
iberpriift (s. Abb. 19). Wie erwartet konnte in den erstellten Zelllinien ein verstirktes

Fluoreszenzsignal verglichen mit untransfizierten Ba/F3-gp130-Zellen nach hIL-12RB1- und/oder
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hIL-23R-Antikorpergabe beobachtet und so die erfolgreiche Oberfldchenexpression dargestellt

werden.

1200 hIL-12RR1_hIL23R 120 hIL-12RB1_hIL23R

s 40" 10 10 10 10 40" 100 100 10" 10°
N
ﬁ hIL-12RR1_hIL-23R- 120 hIL-23R-gp130_ - hIL-12RR1_hIL-23R-
gp130_642-S765 N642-S765 gp130_N642-S765
90
60
30
0 0 0
410°10°10° 10° 10'  10° 410°10°10° 100 10" 10 40 100 100 10' 10
hIL-23R - hIL-12RR1

Abb. 19: Analyse der stabilen Oberfléichenexpression der Chimére hIL-23R-gp130_N642-S765 in Ba/F3-gp130-
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Pro Ansatz wurden 500000 Zellen mittels fluoreszierender Antikorper gegen
den hIL-23R und den hIL-12RB1 geférbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die X-Achse bildet die Intensitét des
Fluoreszenzsignals ab, welche mit der Expressionsmenge des jeweiligen Rezeptors korreliert. Die Y-Achse ist ein
MaS8 fiir die Zellzahl. Die grau-hinterlegte Kurve stellt gefirbte Ba/F3-gp130-Zellen, welche als Negativkontrolle
dienen, dar. Die schwarze Kurve bildet das gemessene Signal der untersuchten Zelllinie ab. Liegt die schwarze Kurve
rechts der Negativkontrolle, weist das auf eine Bindung des jeweiligen Antikorpers (s.0.) an die Zelloberfliache und
damit auf eine verstirkte Rezeptor-Oberflichenexpression hin. Die Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R
diente als Positivkontrolle.

3.1.7 hIL-23R-gp130_N642-S765 induziert eine IL-23 abhangige
Zellproliferation mit partieller pSTAT3-Suppression
Die erstellten Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-23R-gp130_N642-S765 und Ba/F3-gp130_hIL-
12RB1_hIL-23R-gp130_N642-S765 wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer HIL-6- und HIL-23-
induzierten Zellviabilitdt untersucht (s. Abb. 20). Alle untersuchten Zelllinien zeigten dabei eine
Erhohung der Zellviabilitdt nach Gabe von 10 ng/ml HIL-6, was den grundsétzlich-proliferativen
Status belegte. Die Zytokin-unabhingige Zellproliferation (background) war bei allen Zelllinien
niedrig. Die HIL-23-induzierte Proliferation war in Zellen, die lediglich den hIL-23R-
gp130_N642-S765 exprimierten leicht und in Zellen, die zusitzlich den hIL-12R81 exprimierten

deutlich erhoht, was ebenfalls den Erwartungen entsprach.
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Abb. 20: Analyse der HIL-23 abhéingigen Viabilitiit in den Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-23R-gp130_N642-S765
und Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-gp130_N642-S765. Die Zellen wurden dreimal mittels sterilem PBS
gewaschen und fiir 72 Stunden mit 10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 oder ohne Zytokin inkubiert. Die Auswertung
erfolgte mit CellTiter-Blue Cell Viability Assays. Als Negativkontrollen dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen.
Potentielle Effekte aufgrund von Homodimerbildung wurden durch Zellinien untersucht, die lediglich einen
Bestandteil des Wildtyp- oder chimiren IL-23 Rezeptorkomplexes bildeten. Als Positivkontrolle dienten Ba/F3-gp130-
Zelllinien, die beide Bestandteile des IL-23 Rezeptorkomplexes exprimieren. Die gemessenen Zellviabilititen sind
relativ zu dem gemessenen Wachstum unter HIL-6-Zugabe aufgetragen, die Fehlerbalken geben die jeweiligen
Standardabweichungen an. Abgebildet ist ein reprisentatives Ergebnis aus n=3 unabhingigen Ergebnissen.

Im Folgenden wurde die Linie Ba/F3-gp130_hIL-12R81_hIL-23R-gp130_N642-S765 mittels
Stimulationsassay hinsichtlich ihrer HIL-23 abhingigen STAT3-Aktivierung analysiert. Dafiir
wurden die Zellen stimuliert und zu definierten Zeitpunkten (0, 30, 60, 120, 180, 240, 360,
480 Minuten) Proben entnommen, lysiert und anschlieBend 37,5 pg Gesamtprotein pro Bande
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt. Nach dem Transfer auf eine PVDF-
Membran erfolgte die Detektion von pSTAT3, STAT3 und SOCS3 mittels spezifischer,
fluoreszenzmarkierter Antikorper (s. Abb. 21).
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A hIL-12RB1_hIL-23R 10 ng/ml HIL-6 B hIL-12RR1_hIL-23R 10 ng/ml HIL-23
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Abb. 21: Aktivierung von STAT3 nach HIL-6- und HIL-23-Stimulation in der Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-
12RB1_hIL-23R-gp130_N642-S765. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, fiir 5 Stunden in FBS-freiem
Medium inkubiert und anschlieBend fiir x Minuten mit 10 ng/ml HIL-6 oder HIL-23 stimuliert. Die Zellen wurden
pelletiert und lysiert. AnschlieBend wurden pro Bande 37,5 pug Proteinlysat auf ein SDS-Agarosegel aufgetragen.
Folgend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran iibertragen und pSTAT3, STAT3 und SOCS3 mittels
spezifischer Antikorper nachgewiesen. Die dargestellte Stimulation Wildtyp Rezeptorkomplex exprimierender Zellen
(A, B) diente als Kontrolle und zeigt dieselbe Versuchsreihe wie Abbildung 13. Als Grofenstandard diente der
Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder. Abgebildet sind représentative Ergebnisse aus n=2
unabhingigen Ergebnissen.

Auch der Rezeptorkomplex aus hIL-12RB1 und hIL-23R-gp130_N642-S765 zeigte eine HIL-23-
induzierte, HIL-6-dhnliche STAT3-Aktivierung, die im Zeitverlauf abnahm (s. Abb 21, C-D). Die
beobachtete Reduktion der STAT3-Aktivierung, zeitgleich mit der Expression von SOCS3 nach 1-
2 Stunden, war dabei vergleichbar mit den in Abbildung 13 aufgefiihrten Ergebnissen, wenn auch
schwicher ausgepridgt. Das Signal der Ladekontrolle (STAT3) war auch innerhalb dieses
Versuchsaufbaus vergleichbar, was die Validitit der erhobenen Ergebnisse unterstreicht.
Zusammengefasst konnte die 1L-23-induzierte STAT3-Aktivierung durch die Erzeugung von IL-
23R-gp130-Chimédren gehemmt werden. Ein negativer feedback Mechanismus vergleichbar zurr

IL-6-Signaltransduktion konnte somit erzeugt werden.
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3.2 Visualisierung des IL-23R mittels mCherry

3.2.1 Verhalt sich die Variante IL-23R-mCherry wie der
Rezeptorwildtyp?

Ziel des zweiten Teilprojekts war es, die intrazelluldre IL-23R-Expression und -Verortung bei

intakter IL-23-Signaltransduktion zu ermdglichen. Im Rahmen dessen wurde eine

Rezeptorvariante analysiert, die aus dem IL-23R und einem C-terminal addierten mCherry-

Molekiil bestand (s. Abb. 22). mCherry ist ein 236-Aminosduren-groes Fluoreszenzprotein, das

Licht mit einem optischen Maximum bei 587 nm Wellenldnge emittiert (197).

IL-23R-mCherry

Abb. 22: Schematische Ubersicht des Fusionsproteins IL-23R-mCherry. Grau dargestellt ist die Inmunglobulin-
dhnliche Doméne. Zytokinbindende Doménen sind schwarz dargestellt, wobei die typischen Cystein-Motive und
WSXWS-Motive nicht hervorgehoben wurden. Weill dargestellt ist die intrazellulire Domine. Rot hervorgehoben ist
das addierte, C-terminale mCherry.

3.2.2 hIL-23R-mCherry  wird stabil in Ba/F3-gp130-Zellen
exprimiert
Die Plasmide p409_hIL-23R(E444K)-P310-mCherry, p409_mIL-23R-mCherry und pMOWS-
puro_hIL-23R(E444K)-P310-mCherry konnten von Franz Christian Horstmeier iibernommen
werden. Zwecks stabiler Expression wurden, wie in den Abschnitten 3.1.3 und 3.1.6 dargelegt,
ebenfalls Ba/F3-gp130- und Ba/F3-gp130_hIL-12RB1-Zellen retroviral transduziert, zwei Wochen
mittels Puromycin/Hygromycin selektiert und anschlieBend mittels fluoreszenzmarkierter
Antikorper sowie Durchflusszytometrie auf eine stabile Oberflichenexpression des IL-23R-

mCherry Proteins hin iiberpriift (s. Abb. 23).
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Wie erwartet konnte in den erstellten Zelllinien ein verstéirktes Fluoreszenzsignal verglichen mit
Ba/F3-gp130-Zellen nach hIL-12RB1- und/oder hIL-23R-Antikorpergabe beobachtet und so die
erfolgreiche Oberflichenexpression des Fusionsproteins dargestellt werden. Eine Interferenz des
fluoreszierenden Signals von mCherry mit dem emittierten Signal der genutzten Antikorper lag

dabei nicht vor.
A

hIL-12RRB1_hIL23R 120, hIL-12RB1_hIL23R

120

90 90
60 60
— | 2 30
-§l 0 o
3 40" 100 100 10 10’ 400 100 100 10t 10’
A _— hIL23R-mCherry - hIL-12RR1_hIL23R- 2 hIL-12RR1_hIL23R-
mCherry mCherry
90 90 90
60 60 60
30 ‘ : i 30 30
0 0
40100 100 10" 10°  a0’10’10° 100 10' 10’ R P R
hIL-23R hlL-12RR1

Abb. 23: Analyse der stabilen Oberflichenexpression des Fusionsproteins hIL-23R-mCherry in Ba/F3-gp130-
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Pro Ansatz wurden 500000 Zellen mittels fluoreszierender Antikorper gegen
den hIL-23R und den hIL-12RB1 gefirbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die X-Achse bildet die Intensitit des
Fluoreszenzsignals ab, welche mit der Expressionsmenge des jeweiligen Rezeptors korreliert. Die Y-Achse ist ein Maf}
fiir die Zellzahl. Die grau-hinterlegte Kurve stellt gefiarbte Ba/F3-gp130-Zellen, welche als Negativkontrolle dienen,
dar. Die schwarze Kurve bildet das gemessene Signal der untersuchten Zelllinie ab. Liegt die schwarze Kurve rechts
der Negativkontrolle, weist das auf eine Bindung des Antikorpers (s.0.) an die Zelloberfliche und damit auf eine
verstirkte Rezeptor-Oberflichenexpression hin. Die Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R diente als
Positivkontrolle.

3.2.3 Die Rezeptorvariante hIL-283R-mCherry ist funktionell mit
dem Wildtyp Rezeptor vergleichbar
Die erstellten Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-23R-mCherry und Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-

mCherry wurden hinsichtlich ithrer HIL-6- und HIL-23-induzierten Zellproliferation untersucht (s.
Abb. 24).
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Abb. 24: Analyse der HIL-23 abhéngigen Viabilitit in den Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-23R-mCherry und
Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-mCherry. Die Zellen wurden dreimal mittels sterilem PBS gewaschen und fiir
72 Stunden mit 10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 oder ohne Zytokin inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit CellTiter-
Blue Cell Viability Assays. Als Negativkontrollen dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen. Potentielle Effekte
aufgrund von Homodimerbildung wurden durch Zellinien untersucht, die lediglich einen Bestandteil des Wildtyp- oder
chimidren IL-23 Rezeptorkomplexes bildeten. Als Positivkontrolle dienten Ba/F3-gp130-Zelllinien, die beide
Bestandteile des IL-23 Rezeptorkomplex exprimieren. Die gemessenen Zellviabilititen sind relativ zu dem
gemessenen Wachstum unter HIL-6-Zugabe aufgetragen, die Fehlerbalken geben die jeweiligen
Standardabweichungen an. Abgebildet ist ein repréasentatives Ergebnis aus n=2 unabhéngigen Ergebnissen.

Alle untersuchten Zelllinien zeigten eine Erhohung der Zellproliferation nach Gabe von 10 ng/ml
HIL-6, was den proliferativen Zellstatus belegte. Die Zytokin-unabhingige Viabilitit (background)
war bei allen Zelllinien niedrig. Die HIL-23-induzierte Proliferation war in hIL-23R-mCherry-
exprimierenden Zellen leicht und in hIL-23R-mCherry-hIL-12R6B1-koexprimierenden Zellen
deutlich erhoht. Zusammengefasst lidsst sich schlussfolgern, dass hIL-23R-mCherry-Homodimere

eine partielle und hIL-12RB1-hIL-23R-mCherry-Heterodimere eine starke HIL-23-induzierte
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Zellproliferation vermitteln. Folglich ist die Variante hIL-23R-mCherry hinsichtlich der
zytokinabhingigen Proliferation mit dem Wildtyprezeptorkomplex vergleichbar (47, 196).

Um zu untersuchen, ob das HIL-23-responsive Verhalten auch bei unterschiedlichen HIL-23-
Konzentrationen vergleichbar zum Wildtyp ist, wurde im Folgenden ein konzentrationsabhéngiger

Proliferationsassay durchgefiihrt (s. Abb. 25).
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== hlL-12RB1_hIL-23R hIL-12RB1 hIL-23R-mCherry

Abb. 25: Analyse der konzentrationsabhingigen, HIL-23-vermittelten Proliferation der Zelllinie Ba/F3-
gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-mCherry. Die Zellen wurden dreimal mittels sterilem PBS gewaschen und fiir 72
Stunden mit 10 ng/ml HIL-6, unterschiedlichen Konzentrationen HIL-23 oder ohne Zytokin inkubiert. Die Auswertung
erfolgte mittels des CellTiter-Blue Cell Viability Assays. Als Positivkontrolle diente eine Zelllinie, die den Wildtyp-
hIL-23 Rezeptorkomplex exprimierte. Die gemessenen Zellviabilititen sind relativ zu dem gemessenen Wachstum
unter HIL-6-Zugabe aufgetragen, die Fehlerbalken geben die jeweiligen Standardabweichungen an. Abgebildet ist ein
reprasentatives Ergebnis aus n=2 unabhéngigen Ergebnissen.

Aus Abbildung 25 geht hervor, dass hIL-12RB31/hIL-23R —exprimierende Ba/F3-gp130 Zellen eine
vergleichbare Zellproliferation wie hIL-12RB1/hIL-23R-mCherry-exprimierende Ba/F3-gp130
Zellen nach Zugabe unterschiedlicher HIL-23-Konzentrationen aufweisen, da beide Kurven einen
dhnlichen Verlauf nehmen. Bei sehr niedrigen HIL-23-Konzentrationen bestand lediglich eine
geringe Zellproliferation zwischen 20 % (hIL-12RB1/hIL-23R) und 40 % (hIL-12RA1/hIL-23R-
mCherry) der Zellproliferation nach Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6. Ab einer Konzentration von
circa 0,5 ng/ml kam es jedoch zu einem rapiden Anstieg der gemessenen Zellproliferation mit
einem Maximum von iiber 80 % der HIL-6-vermittelten Zellproliferation zwischen 2 ng/ml HIL-
23 (hIL-12RB1/hIL-23R) und 8 ng/ml HIL-23 (hIL-12RB1/hIL-23R-mCherry). Das Maximum der
HIL-23-induzierten Zellproliferation war in hIL-12RB1/hIL-23R-mCherry-exprimierenden Zellen
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in Richtung hoherer HIL-23-Konzentrationen verschoben, was auf eine leichte Minderung der
HIL-23-Responsivitit hinweisen konnte. Unter hoheren Zytokinkonzentrationen kam es in beiden
Zelllinien zu einem Absinken der gemessenen Zellproliferation, mit einem Minimum von unter
20 % bei HIL-23-Konzentrationen von 500 ng/ml aufwirts. Diese beobachteten toxischen Effekte
hoher HIL-23-Konzentrationen auf hIL-12RB1/hIL-23R-exprimierende Ba/F3-gp130 Zellen sind
aus der Doktorarbeit von Franz Christian Horstmeier (bislang unveroffentlicht) und der
Masterarbeit von Sofie Beier bekannt (198). Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass die
intrazelluldre Addition von mCherry einen geringen Einfluss auf konzentrationsabhéngige Effekte

der IL-23-Signaltransduktion hat.

Um die physiologische, HIL-23-responsive Aktivitit der Variante hIL-23R-mCherry vollstindig
zu etablieren, wurde zuletzt getestet, ob eine HIL-23-Stimulation ebenfalls zur STAT3-
Aktivierung fiihrte. Dafiir wurden Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-mCherry-Zellen nach
Stimulation mit 10 ng/ml HIL-23 und HIL-6 lysiert und mittels Western Blot untersucht. Aus
Abbildung 26 geht hervor, dass in der Variante hIL-23R-mCherry vergleichbar mit dem Rezeptor-
Wildtyp eine STAT3-Aktivierung erfolgte.

hIL-12RR1_hIL-23R  hIL-12RRB1_hIL-23R-mCherry

kDa 0 HIL-6 HIL-23 0 HIL-6  HIL-23

| pSTAT3

100 - anes GEDO STAT3

Abb. 26: Das Rezeptorfusionsprotein hIL-23R-mCherry aktiviert STAT3 vergleichbar mit dem Wildtyp
Rezeptor. Stabil-transfizierte Ba/F3-gp130-Zellen wurden fiinfmal mittels sterilem PBS gewaschen, fiir 3 Stunden in
FBS-freiem Medium inkubiert und anschliefend mit 10 ng/ml HIL-6, HIL-23 oder ohne Zytokin fiir 30 Minuten
inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert und lysiert. AnschlieBend wurden 50 pg Proteinlysat pro Variante auf ein SDS-
Agarosegel aufgetragen. Folgend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran iibertragen und pSTAT3 sowie
STATS3 mittels spezifischer Antikérper nachgewiesen. Als Kontrollen dienten Ba/F3-gp130 Zellen, die den Wildtyp
Rezeptorkomplex exprimieren. Als Groenstandard diente der Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder.

3.2.4 mIL-23R-mCherry  kann  mittels  Konfokalmikroskopie
visualisiert werden

In seiner Dissertation konnte Franz Christian Horstmeier die Interaktion von hCIB2 und dem hIL-

23R demonstrieren (bislang unverdffentlicht). hCIB2 ist ein Ca?*- und Integrin bindendes Protein,

dass in intrazelluldre Signalwege und das trafficking membrangebundener Molekiile involviert ist

(199-201). Im Rahmen seiner bisher unveroffentlichten Dissertation konnte Franz Christian
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Horstmeier die Hypothese aufstellen, dass hCIB2 als negativer Regulator der intrazellulidren

Transportvorgidnge des hIL-23R wirkt.

Im letzten Abschnitt dieses Teilprojektes wurde ein Fusionsprotein aus dem mIL-23R und mCherry
(mIL-23R-mCherry) und ein Fusionsprotein aus hCIB2 und dem green fluorescent protein (hCIB2-
GFP) dafiir verwendet, die Interaktion zwischen dem mIL-23R und hCIB2 konfokalmikroskopisch
zu untersuchen (202). So sollten Franz Christian Horstmeiers Erkentnisse vertieft und auf den
murinen IL-23R ausgeweitet werden. Im Rahmen dessen wurden HeLa-Zellen zuniéchst transient
mit den Vektoren p409_mIL-23R-mCherry und pcDNA3.1_hCIB2-GFP transfiziert. Die Zellen
wurden folgend mittels DAPI-Kernfirbung und einem spezifischen Tubulin-Antikérper zwecks

Visualisierung des Zytoskletts behandelt (s. Abschnitt 2.4.6).

Aus Abbildung 27 ist ersichtlich, dass mIL-23R-mCherry sich im Bereich des Zellkerns sowie in
geringerem Ausmalf} an die Zellmembran anlagerte (C). Auch das Protein hCIB2-GFP befand sich
tiberwiegend im Bereich des Zellkerns (B). Der mittels DAPI angeféarbte Zellkern imponiert
blau (A), wihrend die Fiarbung des Zytoskletts mittels des o-Tubulin-Antikorpers hellbraun
imponiert (D). Wihrend die gemeinsame Visualisierung beider fluoreszierender Proteine moglich
war (E), konnten jedoch keine Riickschliisse auf eine Verinderung der Lokalisation des mIL-23R

durch hCIB2 gezogen werden.
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Abb. 27: Konfokalmikroskopische Darstellung von mIL-23R-mCherry in HeLa-Zellen. Die Zellen wurden
zunéchst mit den Vektoren p409_mIL-23R-mCherry (C) sowie pcDNA3.1_hCIB2-GFP (B) transfiziert. Es folgte eine
dreitdgige Inkubation mit zwischenzeitlichem Mediumswechsel. Nach Fixierung der Zellen mittels Formaldehyd
wurde durch Triton-Gabe die Zellpermeabilitit erhoht und mittels der Gabe eines spezifischen Tubulin-Antikdrpers
(D) das Zytosklett angefiarbt. Am nidchsten Tag folgte die Kernfarbung mittels DAPI (A). Die Auswertung erfolgte
mittels des LSM510-Meta confocal microscope.
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3.3 Analyse der Deletionsvariante hlL-23RA476

3.3.1 Wie wirkt sich die Deletion 476-629 auf die Aktivitat des hlL-
23R aus?

Floss et al. zeigten 2013, dass eine murin-humane IL-23 Rezeptorchimire, bei der die Aminoséduren

476 bis 629 deletiert worden waren, eine HIL-23-induzierte, pSTAT3-unabhingige

Zellproliferation aufwies (47). Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde in dieser Arbeit die humane

Deletionsvariante hIL-23RA476, welche das nicht-chimire, humane Pendant darstellt, synthetisiert

und funktionell in Ba/F3-gp130-Zellen charakterisiert.

3.3.2 Klonierung der Deletionsvariante hIL-23RA476

Das Alignment des hIL-23R sowie der synthetisierten Deletionsvariante hIL-23RA476 ist
Abbildung 28 zu entnehmen. Dabei ist zu beachten, dass die konstruierte Variante keine pSTAT3
bindenden YXXQ-Motive (484, 611) und lediglich das membrannahe, SHP2 bindende YEDI-
Motiv an der Stelle 397 enthielt (47). Die Aminosiuresequenz entstammt der Arbeit von Parham

et al. 2002 (122).

hIL-23R NRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVKMLQEN
hIL-23RA476 NRSFRTGIKRRILLLTIPKWLYEDIPNMKNSNVVKMLQEN

hIL-23R SELMNNNSSEQVLYVDPMITEIKEIFIPEHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLEDNTTVV
hIL-23RA476 SELMNNNSSEQVLYVDPMITEIKEIFIPEHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLEDNTTVV
hIL-23R YIPDLNTG-I SNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDSGNNPRLOKHPNEFAFSVS

hIL-23RA476 oo

hIL-23R SVNSLSNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQONSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFV
hIL-23RALT6 oo

hIL-23R SCLGIVNEELPSINTHBENI LESHFNRISLLEK
hIL-23RA476 ———— e

Abb. 28: Alignment des hIL-23R und der Deletionsvariante hIL-23RA476. Die Abbildung zeigt die
Aminoséduresequenzen der Transmembrandoménen (blau hervorgehoben) und der intrazelluldren Abschnitte des hIL-
23R sowie der Deletionsvariante hIL-23RA476. Der extrazellulire Abschnitt des hIL-23R ist aus Ubersichtsgriinden
nicht aufgefiihrt. Gelb hervorgehoben ist das membrannahe YEDI-Motiv. Rot hervorgehoben sind pSTAT3 bindende
YXXQ-Motive. Weitere Informationen und die zugehorigen Quellen sind den Abschnitten 1.2.3 und 1.4.2 zu
entnehmen.

Zur Synthese des 582 bp groflen, extrazelluldren und transmembrandren Teils der hIL-23RA476-
cDNA wurde das Verfahren der Deletions-PCR eingesetzt. Als template diente im ersten Schritt
das Plasmid p409_hIL-23R(E444K)-P310 (s. Tabelle 7), wobei die genutzten Primer DF479 und -

210 (s. Tabelle 8) lediglich den gewiinschten Rezeptorteil begrenzten und eine SnaBI- sowie Notl-
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Restriktionsschnittstelle enthielten. Als Klonierungsvektor fungierte das Hincll-verdaute Plasmid
pCR-Script (s. Tabelle 7). Nach einer Phosphorylierung des generierten inserts folgte die Ligation
in das dephosphorylierte Vektor backbone mit anschlieBender Kontrollsequenzierung. Im nichsten
Klonierungsschritt  erfolgte die  Subklonierung des inserts mittels SnaBI-/Notl-
Restriktionsspaltung des erstellten Plasmids pCR-Script-hIL-23RA476 in den ebenfalls mittels
Notl-/SnaBI-geschnittenen Vektor p409-hIL-23R(E444K)-P310. Diese sowie die im Verlauf

folgenden Klonierungsschritte sind Abbildung 29 zu entnehmen.
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p409-hIL-23R(E444K)-P310

l PCR

hIL-23RA476 partial

Hincll (582 bp) SnaBl
661 bp Phosphorylierung 77 pp
L Notl
Ligation 1234 bp
Hincll .
. pCR-Script-
Dephosphorylierung hIL-2;3:3§é:7pr§>amal
SnaBl,
Notl
SnaBI
SnaBl hIL-23RA476 partial 2825b
Pmel 2825bp (557 bp) el <
Notl 1937 bp Notr

1937b
X 3844 bp Ligation 3%620p
N\~ Pmel )\ 353%ebp
p409-hIL- 3992bp  SnaBl, Notl p409-hIL-23R(E444K)-

23R(E444K)-P310 P310A476
(9304 bp)

Dephosphorylierung
Pmel

hIL-23RA476

SnaBI
(1593 bp)
2381b
y NotI
WA 2938 bp
N\ BamHI
EcoNI, BamHI 3039bp

pPMOWS-puro-hiL-
23RA476
(7315bp)

Dephosphorylierung,
Klenow-Reaktion

Abb. 29: Klonierungsschema der Rezeptorvariante hIL-23RA476. Aus dem Plasmid p409-hIL-23R(E444K)-P310
wurde mittels der Primer DF479 und -210 in einer Deletions-PCR ein 582 bp gro3er cDNA-Abschnitt hergestellt (hIL-
23RA476 partial). Nach gelektrophoretischer Kontrolle, Isolation und Phosphorylierung wurde dieser mit dem Hincll-
geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pCR-Script ligiert. Im néchsten Klonierungsschritt wurde die cDNA mittels
SnaBI- und Notl-Restriktion isoliert und mit dem ebenfalls mittels SnaBI und Notl-geschnittenen Vektor p409-
hIL23R(E444K)-P310 ligiert. Nach erfolgreicher Testtransfektion wurde die Rezeptor-cDNA im dritten
Klonierungsschritt durch Pmel-Restriktion aus dem Vektor p409-hIL23RA476 (9304 bp) isoliert und mit dem im
Vorfeld durch Dr. Doreen Floss mittels EcoNI- sowie BamHI-geschnittenen, mit der Klenow-Reaktion behandelten,
dephosphorylierten Vektor pMOWS-puro-GFP ligiert. Der virale Expressionsvektor pMOWS-puro-hIL-23RA476
(7315 bp) wurde abschlieBend mittels Restriktionsanalyse kontrolliert.
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Zur Kontrolle des erstellten Plasmids p409_hIL-23R(E444K)-P310A476 wurde eine analytische
EcoRI-Restriktionsspaltung mit anschlieBender Agarosegelektrophorese durchgefiihrt (s. Abb. 30
A). AnschlieBend erfolgte die transiente Transfektion von U4C-Zellen, welche die Expression der

erzeugten Rezeptorvariante belegte (s. Abb. 30 B).

A B

hIL-23R

Abb. 30: EcoR1-Restriktionsspaltung und Testtransfektion des Expressionsplasmids p409_hIL-23R(E444K)-
P310A476. (A) EcoR1-Restriktion des erstellten Plasmids (*). Erwartete Gro3e der Fragmente: 5150 bp, 2436 bp,
1008 bp, 555 bp, 155 bp. Die Kontrolle (,,K*“) enthielt das unbehandelte Plasmid mit 9304 bp Linge. Als
GroBenstandard diente der GeneRuler Express DNA Ladder. (B) Expressionsanalyse der Deletionsvariante hIL-
23RA476 in U4C-Zellen. U4C-Zellen wurden mit der Positivkontrolle p409-hIL-23R(E444K)-P310 (K) und dem
erstellten Plasmid p409-hIL-23R(E444K)-P310A476 (5, 6) transient transfiziert. Die Zahl 0 kenzeichnet das Lysat
pEGFP-transfizierter U4C-Zellen (Negativkontrolle). Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen mittels
pSTAT3-Lysepuffer lysiert und eine Proteinquantifizierung mittels BCA-Assay durchgefiihrt. Die Proben wurden mit
Lammli-Puffer versetzt, 10 Minuten bei 95 °C aufgekocht und es wurden 50 pg Lysat pro Bande auf ein SDS-
Agarosegel aufgetragen. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran wurden die Banden mittels eines spezifischen hIL-
23R-Antikorpers gefirbt. Als GroBenstandard diente der Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder.

Abschlielend wurde mithilfe einer Pmel-Restriktion die 1593 bp groBe hIL-23RA476-cDNA
isoliert und in den mittels EcoNI-/BamHI-Restriktion, Klenow-Fragment und Dephosphorylierung

behandelten retroviralen Vektor pMOWS-puro-GFP subkloniert (s. Abb. 29).
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3.3.3 hlL-23RA476 wird stabil in Ba/F3-gp130-Zellen exprimiert

Das im Rahmen dieses Projekts erstellte Plasmid pMOWS-puro-hIL-23RA476 wurde genutzt, um

stabil transfizierte Ba/F3-gp130-Zellen herzustellen. Das Vorgehen entsprach dabei exakt dem in
den Kapiteln 3.1.3, 3.1.6 und 3.2.2 geschilderten Ablauf.

Mittels Durchflusszytometrie und fluoreszenzmarkierten hIL-23R- sowie hIL-12RB1-Antikorpern
wurde die Oberflichenexpression der eingebrachten Rezeptoren iiberpriift (s. Abb. 31). Wie
erwartet wurde in den erstellten Zelllinien ein verstdrktes Fluoreszenzsignal verglichen mit
untransfizierten Ba/F3-gp130-Zellen nach hIL-12RB1- und/oder hIL-23R-Antikorpereinsatz

beobachtet und so die erfolgreiche Oberfldchenexpression dargestellt.

hIL-12RR1_hIL23R hIL-12RRB1_hIL23R

A 120 120
90 90
60 60
30 30
0 0 1
— 40" 10° 100 10'  10° 40 100 100 10' 10
kS
E hIL23R A476 hIL-12RR1_hIL23R hIL-12RR1_hIL23R
120 120 A476 120 A4T6
90 90 90
60 60 60
30 30 30
0 - 0
40 100 100 10' 10° 40°10°10° 10" 10 10° 40" 10° 100 10' 10
hIL-23R hIL-12RR1

Abb. 31: Analyse der stabilen Oberflichenexpression der Deletionsvariante hIL-23RA476 in Ba/F3-gp130-
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Pro Ansatz wurden 500000 Zellen mittels fluoreszierender Antikorper gegen
den hIL-23R und den hIL-12RB1 geférbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die X-Achse bildet die Intensitét des
Fluoreszenzsignals ab, welche mit der Expressionsmenge des jeweiligen Rezeptors korreliert. Die Y-Achse ist ein
MaB fiir die Zellzahl. Die grau-hinterlegte Kurve stellt gefirbte Ba/F3_gp130-Zellen, welche als Negativkontrolle
dienen, dar. Die schwarze Kurve bildet das gemessene Signal der untersuchten Zelllinie ab. Liegt die schwarze Kurve
rechts der Negativkontrolle, weist das auf eine Bindung des Antikorpers (s.0.) an die Zelloberfliche und damit auf
eine verstirkte Rezeptor-Oberfléchenexpression hin. Die Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-12R31_hIL-23R diente als
Positivkontrolle.

3.3.4 Die Deletion der intrazellularen Aminosauren 476-629 des IL-
23R resultiert in einer inaktiven Rezeptorvariante

Die HIL-6 und HIL-23 abhiéngige Zellproliferation der generierten Ba/F3-gp130-Zellen wurde

mittels Proliferationsassay untersucht (s. Abb. 32).
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Abb. 32: Analyse der HIL-23 abhiéngigen Viabilitit in den Zelllinien Ba/F3-gp130_hIL-23RA476 und Ba/F3-
gp130_hIL-12RB1_hIL-23RA476. Die Zellen wurden dreimal mittels sterilem PBS gewaschen und fiir 72 Stunden
mit 10 ng/ml HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 oder ohne Zytokin inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit CellTiter-Blue Cell
Viability Assays. Als Negativkontrollen dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen. Potentielle Effekte aufgrund von
Homodimerbildung wurden durch Zellinien untersucht, die lediglich einen Bestandteil des Wildtyp- oder hIL-
23RA476- Rezeptorkomplexes bildeten. Als Positivkontrolle dienten Ba/F3-gp130-Zelllinien, die beide Bestandteile
des IL-23 Rezeptorkomplexes exprimieren. Die gemessenen Zellviabilititen sind relativ zu dem gemessenen
Wachstum unter HIL-6-Zugabe aufgetragen, die Fehlerbalken geben die jeweiligen Standardabweichungen an.
Abgebildet ist ein repriasentatives Ergebnis aus n=2 unabhingigen Ergebnissen.

Alle untersuchten Zelllinien zeigten eine Erhchung der Zellviabilitit nach Gabe von 10 ng/ml HIL-
6, was den proliferativen Status der Zellen belegte (s. Abb. 32). Das Zytokin-unabhéngige
background-Signal war bei allen Zelllinien niedrig. Die HIL-23-induzierte Viabilitit war sowohl
in hIL-23RA476- als auch in hIL-12RB1-koexprimierenden Zellen nicht erhoht. Entgegen den
Erwartungen zeigte die erstellte Deletionsvariante kein HIL-23-responsives Verhalten.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die humane Deletionsvariante hIL-23RA476 im
Gegensatz zur chimiren Deletionsvariante aus der Arbeit von Floss et. al. 2013 keine IL-23-

induzierte Proliferation aufweist.
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3.4 hCIB2 spielt eine Rolle im IL-23-Signalweg
3.4.1 Wo bindet hCIB2 an den IL-23R?

Bisher unverodffentlichte Arbeiten der AG Scheller wiesen eine mogliche Interaktion des
weitestgehend unerforschten Proteins hCIB2 mit dem IL-23R nach. Aus diesem Grund wurde die

Rolle von hCIB2 im IL-23-Signalweg néher untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Interaktion von hCIB2 mit dem hIL-23R
mittels Immunokoprézipitation nachgewiesen. Anschlieend folgte die Analyse der im Rahmen
dieser Arbeit erstellten Deletionsvariante hIL-23RA476. In einem letzten Schritt wurde mittels RT-
PCR-Verfahren gezielt versucht, die Expression von hCIB2 in unterschiedlichen Zelllinien

nachzuweisen.

3.4.2 hCIB2 interagiert mit dem hlL-23R
Im Folgenden wurde die Interaktion zwischen dem Protein hCIB2 und dem hIL-23R Wildtyp sowie

der Deletionsvariante hIL-23RA476 mittels Immunokoprézipitation untersucht. Im ersten Schritt
wurden dafiir CHO-K1-Zellen mit einem dreifach-FLAG-markierten hCIB2-Molekiil (hCIB2-
3xFLAG) sowie einem putativen Bindungspartner kotransfiziert und 48 Stunden spiter lysiert. Im
nidchsten Schritt wurde mittels eines FLAG-Antikorper-gekoppelten Affinititsgels hCIB2
inklusive aller Interaktionspartner aus dem Lysat prézipitiert. Aus dem Prizipitat wurde dann
mittels eines hIL-23R-Antikorpers auf die Interaktion zwischen hCIB2 und dem hIL-23R/hIL-
23RA476 geschlossen. Eine schematische Ubersicht der Immunokoprizipitation sowie die

Ergebnisse der Versuchsreihe sind der folgenden Abbildung 33 zu entnehmen.
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Abb. 33: Immunokoprizipitation von hCIB2-3xFlag sowie den putativen Interaktionspartnern hIL-23R und
hIL-23RA476 in transient-transfizierten CHO-K1-Zellen. (A) Prinzip der der FLAG-Immunokoprizipitation.
Zellen, die mittels FLAG-markierter Proteine transfiziert wurden, wurden lysiert. Das Lysat (L) wurde mit einem
FLAG-Antikorper-gebundenen Affinitédtsgel versetzt und fiir 24 Stunden inkubiert. Der gemeinsame Ansatz wurde
anschlieBend mehrmals mittels sterilem PBS gewaschen und herunterzentrifugiert. Die leichte Phase (nonbound, NB)
wurde von der schweren Phase (Prizipitat, IP) getrennt und beide wurden mit Lammli-Puffer versetzt. Das Prizipitat
konnte nun in einem Western-Blot-Verfahren mittels spezifischer Antikorper hinsichtlich einer Koprizipitation von
moglichen Interaktionspartnern untersucht werden. Untersucht wurden CHO-K1-Zellen die mittels pcDNA_hCIB2-
3xFLAG und p409_ hIL-23R(E444K)-p310A476 (C) sowie mittels pcDNA_hCIB2-3xFLAG und p409_hIL-
23R(E444K)-p310 (B) kotransfiziert wurden. Die Ergebnisse der Immunprizipitation wurden mittels spezifischem
FLAG- sowie hIL-23R-Antikorper visualisiert. Als Negativkontrollen dienten CHO-K1-Zellen, die lediglich den
jeweiligen Rezeptor exprimierten. Abgebildet sind repréisentative Ergebnisse aus n=2 unabhingigen Ergebnissen. Als
GroBenstandard diente der Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder.
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Aus Abbildung 33 geht hervor, dass alle Transfektionen erfolgreich waren, da in den Lysaten die
jeweiligen erwarteten Proteine (hCIB2-3xFlag bei 21 kDa, hIL-23R bei 68 kDa, hIL.-23RA476 bei
50,2 kDa) visualisiert wurden. Die nonbound Ansitze der hCIB2-3xFLAG-transfizierten Zelllinien
wiesen im Gegensatz zu den Prizipitaten kein hCIB2-3xFLAG auf, was auf den Erfolg der
Prizipitation hinwies. Wichtig ist, dass im Prézipitat hIL-23R-hCIB2-3xFLAG-kotransfizierter
Zellen, nicht jedoch im Prizipitat hIL-23RA476-hCIB2-3xFLAG-kontransfizierter Zellen ein hIL-
23R-Signal detektierbar war. Folglich fand eine Interaktion zwischen hCIB2-3xFLAG und dem
Rezeptor-Wildtyp, nicht jedoch der Deletionsvariante statt. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass

die voraussichtliche Bindestelle auf dem deletierten Abschnitt des hIL-23R liegt.

3.4.3 Die Transkriptanalyse von hCIB2 in verschiedenen Zelllinien
ist nicht moglich

Abschlieend wurde mithilfe eines RT-PCR-Verfahren versucht, die Expression von hCIB2 in den
humanen Zelllinien A549, U4C, HelLa, HEK293, in der von Hamstern stammenden Zelllinie CHO-
K1 und in der von Affen stammenden Zelllinie COS7 nachzuweisen. Dafiir wurden die Zellen
zundchst mittels NucleoSpin RNA II-Kits lysiert. AnschlieBend wurde die mRNA extrahiert und
mithilfe eines Oligo-dT-Primers in cDNA umgeschrieben. Ein PCR-Verfahren mit spezifischen
hCIB2-Primern (DF483 und —484) folgte. Als Kontrolle wurde eine Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH)-PCR mittels der Primer DF97 und -98 (s. Tabelle 8) mit der
synthetisierten c¢DNA durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente eine H>O-Probe, als
Positivkontrolle die Plasmid-DNA p409_hCIB2-3xFLAG.

bp 1 2 3 4 5 6 P N 1 2 3 4 5 6 N

500
300
100 [

Abb. 34: Analyse der Expression von hCIB2 mittels RT-PCR in verschiedenen Zelllinien. RNA wurde mittels
des NucleoSpin RNA I1-Kits isoliert und mithilfe eines Oligo-dT-Primers in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde
mit spezifischen Primern hinsichtlich der Expression von hCIB2 untersucht. Als Positivkontrolle wurde eine GAPDH-
PCR durchgefiihrt. Zellinien: 1=A549, 2=U4C, 3=HeLa, 4=CHO-K1, 5=HEK?293, 6=COS7. ,,P*“ bezeichnet das
Plasmid p409_hCIB2-3xFLAG, welches als Positivkontrolle diente. Als Negativkontrolle (N) diente Wasser.
Abgebildet sind reprisentative Ergebnisse aus n=2 unabhingigen Ergebnissen. Die Ergebnisse sind auflerdem
konsistent mit der nicht abgebildeten Analyse weiterer Zelllinien.
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Wie aus Abbildung 34 ersichtlich, konnte kein Nachweis von hCIB2 in vitro mittels RT-PCR
erzielt werden. Die positiven Ergebnisse der GAPDH-PCR zeigen, dass die verwendete cDNA
intakt war. Der Nachweis von hCIB2 aus dem Plasmid p409_hCIB2-3xFlag zeigt auch, dass das
Primer-Paar grundsitzlich in der Lage war, ein entsprechendes Transkript des hCIB2-Gens zu

detektieren.
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4 Diskussion

4.1 In IL-23R-gp130-Chiméaren erfolgt eine Suppression der
STAT3-Aktivierung

IL-6 iibernimmt im Korper zahlreiche pro-, aber auch antiinflammatorische Funktionen
(s. Tabelle 2). Mithilfe des alpha-Rezeptors IL-6R und des B-Rezeptors gp130 bildet es tetramere
oder hexamere Komplexe aus (33, 34). AnschlieBend kommt es zur Transphosphorylierung von
JAK1, JAK2 sowie TYK2 und konsekutiv zur Aktivierung von STAT3 und in geringerem Ausmaf
STAT]I (42). Infolge dessen werden STAT3-responsive Gene exprimiert, darunter Socs3 (1). Das
Protein SOCS3 bildet mit JAK2 und gp130 einen trimeren Komplex, der zur Ubiquitinierung von
JAK?2 und gp130 fiihrt (92, 95). SOCS3 ist iiber eine Kinase-inhibierende Region weiterhin in der
Lage, Glycin-Glutamin-Methionin (GQM)-Motive von JAK2 zu binden und konsekutiv direkt
inhibitorisch zu wirken (89). SOCS3 ist mutmallich iiber dhnliche Mechanismen in der Lage,
weitere JAKs (JAKI1, TYK2) zu inhibieren (95). Die spezifische SOCS3-Bindestelle am
intrazelluldren Abschnitt von murinem gpl30 liegt in einem Valin-Glutamat-Tyrosin-Serin-
Threonin-Valin-Valin-Histidin (VEYSTVVH)-Motiv um das Tyrosinmolekiil an der Stelle 757
(67). In humanem gp130 liegt das Bindemotiv um das Tyrosinmolekiil an der Stelle 759 und enthélt
die Aminosidure Glutamin statt Glutamat (VQYSTVVH) (31, 67).

Das p19/p40-heterodimere Zytokin IL-23 ist im Korper an zahlreichen proinflammatorischen
Prozessen beteiligt und insbesondere aufgrund seiner zentralen Rolle in der TH17-Bildung in den
wissenschaftlichen Fokus geriickt (114). IL-23 bindet an einen Rezeptorkomplex aus IL-12RB1
und IL-23R, worauthin iiber eine JAK2- und TYK2-Transphosphorylierung STAT1/4/5 und vor
allem STAT3 aktiviert werden (114, 122). Konsekutiv werden STAT3-responsive Gene
exprimiert, darunter Socs3 (47). Bislang wurde kein SOCS3-Bindemotiv am IL-23R beschrieben.

Ziel dieser Arbeit war es, eine SOCS3-Supprimierbarkeit im IL-23-Signalweg iiber die Insertion
des SOCS3-Bindemotivs zu induzieren. Franz Christian Horstmeier konnte im Rahmen seiner
bislang unveroffentlichten Dissertation am Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II der
Heinrich-Heine-Universitit durch alleinige Insertion des VQYSTVVH-Motivs in den hIL-23R
keine SOCS3-Suppression erreichen. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei humane
Fusionsproteine aus dem hL-23R und gp130 hergestellt, um eine SOCS3-Supprimierbarkeit des

IL-23-Signalweges zu induzieren.
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Die pSTAT3-Assays aus Abbildung 4 belegen, dass nach HIL-23-Stimulation von hIL-23R-
Komplex-exprimierenden Ba/F3-gp130-Zellen, im Gegensatz zur Stimulation mit HIL-6, keine
inverse Korrelation zwischen pSTAT3- und SOCS3-Signal zu beobachten ist. Diese Beobachtung
deckt sich mit vorhergehenden Arbeiten in der AG Scheller (47, 196). Nach HIL-23-Simulation
resultiert eine starke, langandauernde STAT3-Aktivierung, welche die proinflammatorischen
Funktionen von IL-23 erkldren konnte (47, 196). Ein regulativer Einfluss von SOCS3 im HIL-23-

Signalweg in vitro erscheint auf Grundlage dieser Ergebnisse eher unwahrscheinlich.

Hingegen wurde 2006 in murinen CD4* T-Zellen demonstriert, dass ein Socs3-knock-out zu einer
deutlichen Verstiarkung der STAT3-Aktivierung nach IL-23-Stimulation fiihrt (163). Aulerdem
konnte in in vitro polarisierten TH17-Zellen nach HIL-23-Stimulation mittels Chromatin-
Immunokoprizipitation eine verstirkte Bindung von pSTAT3 an die IL-17A- und die IL-7F-
Promoterregion demonstriert werden, woraus auf einen regulativen Einfluss von SOCS3 auf den
IL-23-Signalweg im Rahmen der TH17-Polarisierung geschlossen werden kann (163). 2018
konnten Chen et al. weiterhin in einem murinen IL-23 abhingigen Modell der ankylosierenden
Spondyloarthritis Hinweise auf eine mogliche, protektive Rolle von SOCS3 in murinen IL-23
abhingigen Krankheiten beobachten. Mittels mini circle DNA wurde IL-23 in SOCS3-knock-down-
und Wildtyp-Miusen iiberexprimiert. Western-Blot-Analysen zeigten anschliefend eine erhohte
STAT3-vermittelte Aktivierung von sma mothers against decapentaplegic 1/5/9 (SMAD 1/5/9) in
Osteoblasten der knock-down-Miduse, die mit einem schwereren Krankheitsverlauf korrelierte
(203). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Rolle von SOCS3 in der IL-23-vermittelten

Signaltransduktion in vivo.

Verschiedenartige, konzentrationsabhingige Mechanismen der SOCS3-vermittelten pSTAT3-
Suppression konnten diesen scheinbaren Widerspruch erklidren. 2014 haben Kershaw et al.
postuliert, dass bei niedrigen SOCS3-Konzentrationen ein tertidrer SOCS3-JAK-gp130-Komplex
pSTAT3-suppressiv wirkt, wihrend bei hoheren SOCS3-Konzentrationen ein dimerer SOCS3-
JAK-Komplex fiir eine pSTAT3-Suppression ausreichen konnte (92). Eine Hypothese wire, dass
die pSTAT3-suppressiven Effekte in den Arbeiten von Chen et al. auf hohe SOCS3-
Konzentrationen und einen dimeren SOCS3-JAK-Komplex zuriickzufiithren waren, wéhrend in
Ba/F3-gp130-Zellen nicht ausreichend SOCS3 exprimiert wurde, so dass dort lediglich der trimere
SOCS3-JAK-gp130-Komplex nach HIL-6-Stimulation pSTAT3-suppressiv wirkte.

Eine methodologische Erkldrung fiir die Diskrepanz der SOCS3-vermittelten pSTAT3-

Suppression im 1L-23-Signalweg wire, dass die in den Arbeiten von Chen et al. verwendeten
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primédren Zellen durch genetisches imprinting tiber andere intrazelluldre Signalwege verfiigen, als
die in dieser Arbeit verwendeten Ba/F3-gpl130-Zellen. So konnte bereits der Einfluss von
genetischem imprinting auf den JAK-STAT3-Signalweg am Einfluss der DNA-Methytransferase 1
(DMT1) auf die STAT3-Aktivierung in vivo demonstriert werden (204). Weiterhin sollte erwihnt
werden, dass in dieser und den vorhergehenden Arbeiten der AG Scheller IL-23R-
Uberexpressionsmodelle verwendet wurden, weswegen die gesammelten Erkenntnisse nur bedingt

auf in vivo Modelle iibertragen werden konnen (47).

Ein letzter erwdhnenswerter Aspekt ist, dass im IL-23-Signalweg grundsitzlich ein anderer,
langsamerer, SOCS3 abhingiger feedback-Mechanismus vorliegen konnte. So konnte Sofie Beier
2017 in Ihrer Masterarbeit zeigen, dass die pSTAT3-Aktivitit 12-24 Stunden nach HIL-23-
Stimulation absinkt (198). Dies kdnnte an einem spéteren, negativen feedback loop liegen, der in
dieser Arbeit nicht ndher untersucht wurde, aber beispielsweise mit einer verspiteten, KIR-

dominierten JAK-Inhibition ohne Rezeptorbindung vereinbar wére (s. oben).

Zwei hIL-23R-gp130 Rezeptorchiméren wurden in dieser Arbeit hergestellt, namentlich hIL-23R-
gp130 und hIL-23R-gp130_N642-S765 (s. Abschnitt 3.1.2 und 3.1.5). Erstere Rezeptorchimére
besteht aus dem extrazelluldren und transmembranidren Abschnitt des hIL-23R sowie der
intrazelluldren Doméne von humanem gp130. In letzterer Rezeptorvariante wurden lediglich die
membrannahen, intrazellularen 106 Aminosduren des hIL-23R durch die Aminosduren 642-765
des humanen gpl130 ersetzt. Ba/F3-gp130-Zellen wurden stabil mit beiden Rezeptorchimiren
transduziert und mittels Durchflusszytometrie wurde nachgewiesen, dass beide Rezeptorchimiren
an der Zelloberfliche exprimiert und nicht in intrazelluliren Kompartimenten retiniert werden (s.

Abb. 11 und 19).

Der Rezeptorkomplex aus hIL-23R-gp130 und hIL-12RB1 zeigte in Zellviabilititsassays eine HIL-
23 abhingige Zellviabilitdtserhohung dhnlich dem Wildtyp Rezeptorkomplex (s. Abb. 12). Das
background Signal zeigte sich in Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-gp130 jedoch leicht erhoht,
was auf einen Zytokin-unabhiingigen, proliferativen Status hinweist. Dies konnte darin begriindet
sein, dass die Zelllinie zu dicht kultiviert wurde oder dass nach der retroviralen Transduktion eine
voriibergehend erhohte Teilungsbereitschaft bestand. Auch eine partielle konstitutive Aktivitit
tiber heterodimere Rezeptorkomplexe wire als Erkldrung nicht ausgeschlossen (205).
Nichtsdestotrotz erzielte der Komplex aus den intrazelluldren Doménen des hIL-12R81 und gp130
nach HIL-23-Stimulation eindeutig einen proliferativen Reiz auf Ba/F3-gpl130-Zellen. Dies

bestétigt vorangegangene Untersuchung des murinen Rezeptorpendants von Floss ef al. aus dem
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Jahr 2017, die mit derselben murinen Zelllinie auch im Rahmen dieser Arbeit bestitigt werden

konnten (s. Abb. 12) (187).

Der Komplex aus IL-12RB1 und gp130 gilt als moglicher Signaltransduktor fiir das postulierte
Heterodimer p28/p40, welches auch als IL-Y bezeichnet wird (187). IL-Y ist von
wissenschaftlichem Interesse, als dass ihm antiinflammatorische Effekte im experimental-
autoimmune-uveitis-Modell und eine antidiabetogene Wirkung im murinen Préddiabetes-Modell
nachgewiesen wurden (206, 207). Eine schematische Darstellung der Signaltransduktion von IL-

Y verglichen mit der Rezeptorvariante IL-23R-gp130 ist der Abbildung 35 zu entnehmen.

IL-Y IL-23

p40

IL-12RR1

IL-23R-gp130

Abb. 35: Vergleich des postulierten IL-Y Rezeptorkomplexes mit dem Komplex aus IL12R61 und IL-23R-
gp130. Nach Floss et al. 2017 (187). Dunkelgrau dargestellt sind Immunglobulin-dhnliche Dominen. Zytokinbindende
Domainen sind schwarz dargestellt, wobei die typischen Cystein-Motive und WSXWX-Motive nicht hervorgehoben
wurden. Hellgrau dargestellt sind Fibronektin-Typ-III-Doménen. Die intrazelluldren Motive BOX1 und BOX2 sind als
schwarze Linien hervorgehoben. Intrazelluldre Dominen sind weil3 dargestellt.

Auch die HIL-23-Stimulation von Ba/F3-gp130_hIL12RB1_hIL-23R-gp130_N642-S765-Zellen
fiihrte zu einem Viabilititsanstieg, vergleichbar mit dem Wildtyp Rezeptorkomplex (s. Abb. 20).
Die Rezeptorchimére hIL-23R-gp130_N642-S765 ist somit ebenfalls funktionell aktiv und bildet

einen unbeschriebenen Signaltransduktionskomplex mit dem hIL-12RB1 aus.

Ba/F3-gp130-Zellen, die den hIL-23R-gp130 oder den hIL-23R-gp130_N642-S765, nicht jedoch
den hIL-12RB1 exprimieren, zeigten eine, mit hIL-23R-monotransfizierten Zellen vergleichbare,

partielle HIL-23-Responsivitit (s. Abb. 12 und 20). Diese Ergebnisse sind kongruent zu vorherigen
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Arbeiten der AG Scheller und suggerieren, dass HIL-23 in der Lage ist, hIL-23R- aber auch hIL-
23R-gp130- und hIL-23R-gp130_N642-S765-Homodimere zu rekrutieren (196).

Ba/F3-gp130_hIL-12RB1_hIL-23R-gp130-Zellen zeigten nach HIL-23-Stimulation ein pSTAT3-
Signal, das nach 60 Minuten invers korrelierend mit dem SOCS3-Signal abfiel (s. Abb. 13). Die
pSTAT3-Kinetik dhnelte dabei der HIL-6-Stimulation, wenn der pSTAT3-Abfall auch etwas
schwicher und verzogert imponierte. Auch die Ba/F3-gp130-Zelllinie, welche den murinen
Rezeptorkomplex exprimierte, zeigte dhnliche Effekte (s. Abb. 13) Dabei trat die inverse
Korrelation zwischen pSTAT3- und SOCS3-Signal nach circa 180 Minuten, also deutlich spiter
auf. Die HIL-23-Stimulation der Zelllinie Ba/F3-gp130_hIL-12R31_hIL-23R-gp130_N642-S765
fiihrte ebenfalls zu einer pSTAT3 abhéngigen Signaltransduktion mit einem Abfall des pSTAT3-
Signals nach 120-180 Minuten (s. Abb. 21).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Varianten hIL-23R-gp130, mIL-23R-gp130 und hIL-23R-
gpl30_N642-S765 nach HIL-23-Stimulation eine SOCS3-vermittelte pSTAT3-Suppression
aufweisen. Die beobachteten Effekte unterscheiden sich untereinander und auch von der HIL-6-
vermittelten pSTAT3-Suppression quantitativ sowie zeitlich. Stark und frith ausgeprégt ist die
pSTAT3-Suppression nach HIL-6-Stimulation. Etwas schwicher ausgeprigt ist sie nach HIL-23-
Stimulation der Variante hIL-23R-gp130, zusitzlich deutlich verzogert bei der Variante mIL-23R-
gpl30. Bei der Variante hIL-23R-gp130_N642-S765 ist die HIL-23-induzierte pSTAT3-

Suppression sowohl schwach ausgeprigt, als auch zeitlich verzogert.

Die beobachteten Unterschiede des pSTAT3-Abfalls nach HIL-23-Stimulation verglichen mit dem
pSTAT3-Abfall nach HIL-6-Stimulation, konnen durch verschiedene Hypothesen erklirt werden.
Ein Ansatz wire, dass im HIL-23/IL-12RB1/IL-23R-gp130-Komplex im Gegensatz zum HIL-
6/gp130/gp130-Komplex nur ein und nicht zwei Rezeptoren von SOCS3 supprimiert werden, da
keine Interaktion zwischen SOCS3 und dem IL-12RB1 bekannt ist. Dies wiirde eine schwéchere
SOCS3-Responsivitit des ersteren Komplexes erkldren. Weiterhin konnte auch die extrazellulére
Konfiguration der Rezeptorchimiren dafiir verantwortlich sein, dass die beobachtete pSTAT3-
Suppression schwicher ausfillt als beim gp130-Wildtyp. So wurde der Einfluss der extrazelluldren
Domiine auf intrazelluldre Signalwege bereits an anderen Zytokinrezeptoren beobachtet. 2017
haben Floss et al. am Beispiel der IL-39-Signaltransduktion demonstriert, dass chimére
Rezeptorkomplexe in ihrer intrazelluldren Signaltransduktion von dem Aufbau der extrazellulidren
Domine abhidngen. So zeigte sich der IL-23-induzierte IL-39-Signalweg mit gleicher STAT3-, aber
unterschiedlicher STATI1-Aktivierung, verglichen mit dem IL-12-induzierten IL-39-
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Signalweg(187). Auch am Erythropoetin Rezeptor konnte der Einfluss der extrazelluldren Doméne
auf den JAK/STAT-Signalweg gezeigt werden (208). Eine mogliche Begriindung fiir die Relevanz
der extrazelluliren Domine fiir die intrazelluldre Signaltransduktion ist ihr Einfluss auf die
Stabilitdt des Signaltransduktionskomplexes (209). Die veridnderte Transmembrandoméne konnte
ebenfalls fiir die beobachteten Unterschiede der pSTAT3-Kinetik von gp130 und der Chiméren IL-
23R-gp130 sowie hIL-23R-gp130_N642-S765 verantwortlich sein. So konnte beispielsweise am
Thrombopetin Rezeptor die Relevanz der Transmembrandomine fiir die rdumliche Orientierung

und damit die Aktivierbarkeit des Rezeptors demonstriert werden (210).

Dass die HIL-23-vermittelte pSTAT3-Suppression der Rezeptorvariante hlIL-23R-gp130_N642-
S765 schwicher und langsamer ausféllt als bei der Variante hIL-23R-gp130, konnte darauf
hinweisen, dass AusmalBl und Geschwindigkeit der pSTAT3-Suppression von der Groe des
eingesetzten gpl30-Abschnitts abhéngen. Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte sein, dass
zusitzliche Aminosiduremotive des gpl130 die Funktion von SOCS3 modulieren. Vergleichbare
Entdeckungen wurden beispielsweise hinsichtlich der Interaktion von JAK1 mit gp130 gemacht.
So ist mit dem Tryptophanmolekiil an der Stelle 652 ein Motiv bekannt, dass fiir die JAKI-
Aktivierung grundlegend ist, ohne dabei die Bindung zu beeinflussen (61). Dennoch miissen
graduelle Unterschiede hinsichtlich einer pSTAT3-Suppression kritisch vor dem Hintergrund
betrachtet werden, dass verschiedenste Faktoren, darunter Alter und die aktuelle Zellzyklusphase
untersuchter Zelllinien, Einfluss auf intrazelluldre Signalwege nehmen konnten. Folglich kénnten

die beobachteten, kleineren Unterschiede inzidentell bedingt sein.

Die SOCS3-Bindestelle an gp130 dient ebenfalls als Bindestelle fiir SHP2 (64, 211). SHP2 wirkt
tiber eine Aktivierung des MEK/ERK sowie des PI3K/AKT-Signalweges mitogen (211, 212).
Durch diesen Mechanismus kann SOCS3 moglicherweise ebenfalls als kompetitiver Inhibitor des
MEK/ERK1/2- sowie des PI3K/AKT-Signalweges wirken (94, 211). Daher erscheint die Analyse
dieser Signalwege mithilfe der Rezeptorvarianten hIL-23R-gp130 und hIL-23R-gp130_N642-
S765 sinnvoll.

In Zukunft wire die Nutzung der Chimire IL-23R-gp130 in murinen Modellen zwecks Evaluation
der Wirkung von IL-Y, aber auch der SOCS3-Supprimierbarkeit im IL-23-Signalweg, moglich.
Erschwert wiirde dies allerdings dadurch, dass die Zytokine der IL-6/12-Familie iiber ein hohes
Interaktionspotential verfiigen (s. Abschnitt 1.2.1 und 1.4.1), wodurch spezifische Analysen in vivo
deutlich erschwert werden. Synthetische Zytokinrezeptoren, die auf artifizielle, korperfremde

Liganden reagieren, konnten eine spezifischere Moglichkeit in der Erforschung eines moglichen
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IL-12RB1/gp130 Rezeptorkomplexes darstellen und diese Schwachstelle von Rezeptorchimiren in
vivo umgehen (196).

Zusammengefasst ergénzt die funktionelle Aktivitit von IL-23R-gp130 Rezeptorchimiren den seit
tiber 20 Jahren bestehenden Ansatz, Zytokinsysteme mittels Rezeptorchimiren zu untersuchen.
Bereits 1997 haben Zou et al. anhand von chiméren Proteinen bestehend aus der extrazellulidren
Domine des EGFR und der Transmembrandoméine sowie intrazelluliren Doméne des IL-12R31-
Komplexes gezeigt, dass Stimulation mit EGFR eine typische IL-12-Signalkaskade auslost (213).
Wie oben dargestellt haben Floss et al. 2017 die Funktionstihigkeit multipler Rezeptorchiméren
der IL-6/12-Familie untersucht und dabei bestitigt, dass IL-6/12 Rezeptoren aus einzelnen
funktionellen Modulen bestehen, die untereinander kombiniert werden konnen (187). Die in dieser
Arbeit erhobenen Daten unterstiitzen die Erkentnisse tiber den modularen Charakter der IL-6R-IL-
12R-Familie, in der keine Konformationsinderung, sondern die rdumliche Positionierung und

spezifische Aminosduremotive die Signaltransduktion vermitteln.

Mit dem Ziel, einen moglichst effektiven SOCS3-Schalter an den IL-23R zu konstruieren, sollten
in Zukunft neuartige Fusionsproteine aus dem hIL-23R und kleineren Anteilen von gp130
hergestellt werden. Bei der Konstruktion einer SOCS3-responsiven hlL-23R-Variante sollte ein
Fokus auf die Orientierung der intrazelluliren Domine gelegt werden: So konnte an gp130 bereits
gezeigt werden, dass die juxtramembrandse Addition von Alaninmolekiilen iiber eine Rotation von
circa 110° pro Alaninmolekiil die pSTAT3-Aktivitdt modulieren kann (214). Die Rotation des
Rezeptors konnte folglich fiir die SOCS3-Wirkung von Relevanz sein und erkldren, weshalb die
alleinige Insertion eines SOCS3-Bindemotivs bis jetzt nicht erfolgreich zu einer SOCS3-
Supprimierbarkeit im hIL-23R gefiihrt hat. Ein weiterer relevanter Aspekt der Konstruktion einer
SOCS3-responsiven hIL-23R-Variante sollte sein, dass die exakte rdumliche Beziehung von
gp130, JAKs und SOCS3 von groBer Relevanz fiir die SOCS3-Wirkung sein konnte (92, 95).
Wihrend gp130 mit dem BOX1-Motiv iiber eine definierte, membrannahe Bindestelle fiir JAK1
verfiigt, ist die JAK2-Bindung wahrscheinlich iiber ein SH2-Adaptermolekiil vermittelt (59, 60,
215). Am IL-23R hingegen existiert ein membranfernes und atypisches JAK2-Bindemotiv (136).
Folglich ist denkbar, dass die unterschiedlichen rdumlichen Positionen verschiedener JAKs

Einfluss auf die SOCS3-Wirkung haben.

Letztlich konnten in vivo Untersuchungen einer Wildtyp-dhnlichen IL-23R-Version mit SOCS3-
Schalter in Zukunft zahlreiche neue Erkenntnisse bieten. Einem Modell der TH17-Differenzierung

zufolge induziert IL-6 gemeinsam mit TGFB in TH-Vorlduferzellen IL-21, welches sich selbst in
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einem autokrinen /oop, aber auch die IL-23R-Expression induziert (216, 217). IL-23 stabilisiert
anschlieBend einen  speziellen, pathologischen = THI17-Zelltypen, der statt dem
antiinflammatorischen IL-10 das proinflammatorische IFN-y produziert (159). Es ergibt sich die
Frage, weswegen IL-6, IL-23 und IL-10 trotz gemeinsamer Nutzung von pSTAT3 abhingigen
Signalwegen in vivo so unterschiedliche Funktionen erfiillen. Unterschiede hinsichtlich einer
SOCS3-Suppression wiren ein moglicher Erkldarungsansatz und konnten mittels einer SOCS3-
supprimierbaren IL-23R-Variante ndher untersucht werden. Eine Arbeitshypothese konnte zum
Beispiel sein, dass die tiberwiegend pathologischen Effekte von IL-23 auf die fehlende, schnelle,
SOCS3-vermittelte pSTAT3-Suppression zuriickzufiihren ist.
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4.2 hIL-23R-mCherry ist funktionell aktiv

mCherry ist ein rot-fluoreszierendes (587 nm Exzitation, 610 nm Emission), monomeres Protein,
das 2004 erstmals von Shaner et al. hergestellt wurde und von einem Protein der Pilzanemone
(Discosoma sp.) abgeleitet ist (197). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht, ob die
Addition von mCherry an den intrazelluldren C-Terminus des hIL-23R einen Einfluss auf die IL-

23-Signaltransduktion hat.

In Zellviabilititsassays zeigte der Komplex aus hIL-23R-mCherry und hIL-12RB1 eine mit dem
Wildtyp Rezeptorkomplex vergleichbare HIL-23-induzierte Proliferation (s. Abb. 24). Auch hIL-
23R-mCherry-monotransfizierte Zellen zeigten eine vergleichbare HIL-23-Responsivitit wie hIL-
23R-monotransfizierte  Zellen. Die  HIL-23-Stimulation = hIL-12RB31/hIL-23R-mCherry-
exprimierender Ba/F3-gp130-Zellen fiihrte dariiber hinaus in #dhnlichem Ausmal} wie die
Stimulation Wildtyp Rezeptorkomplex-exprimierender Ba/F3-gp130-Zellen zu einer pSTAT3-
Signaltransduktion (Abb. 26).

Es ist ersichtlich, dass die intrazellulire Addition von mCherry weder die iiber hIL-23R/hIL-
12RB1-Heterodimere, noch die tiber hIL-23R-Homodimere vermittelte Signaltransduktion negativ
beeinflusst. Toxische Effekte, die bei fluoreszierenden Proteinen aufgrund der Licht-induzierten

Bildung von freien Radikalen auftreten konnen, wurden nicht beobachtet (218).

In konzentrationsabhéngigen Proliferationsassays wurde der Einfluss unterschiedlicher HIL-23-
Konzentrationen auf die Zellviabilitit hIL-12RB31/hIL-23R-mCherry-exprimierender Ba/F3-
gp130-Zellen mit der Wildtyp Rezeptorkomplex-vermittelten Zellviabilitit verglichen (s. Abb. 25).
Dabei wurde nach Aktivierung beider Rezeptorkomplexe mit unphysiologisch hohen HIL-23-
Konzentrationen ein vergleichbarer Riickgang der Zellviabilitit gemessen. Die intrazellulédre
Addition von mCherry hatte folglich keine Auswirkungen auf die beobachtete

konzentrationsabhéngige Toxizitédt des humanen IL-23-Signalweges.

Das toxische Verhalten hoher HIL-23-Konzentrationen ist bereits aus vorangegangenen Arbeiten
der AG Scheller bekannt: Sofie Beier konnte in ihrer Masterarbeit zeigen, dass ab einer
Konzentration von circa 10 ng/ml HIL-23 die Viabilitit von Ba/F3-gp130_hIL-12R31_hIL-23R-
Zellen massiv sank (198). Mittels live cell imaging konnte sie zudem nachweisen, dass die toxische
Wirkung mit der Ausbildung von kugeldhnlichen, zelluldren Verbiinden einhergeht und resistent
gegeniiber dem Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh war, was fiir einen Caspase-unhabhingigen

zytotoxischen Mechanismus spricht.
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4.3 Die Deletionsvariante hlL-23RA476 ist funktionell inaktiv

Der Rezeptorkomplex aus dem mIL-12RB1 und der Rezeptorchimidre mIL-23R-hIL-23RA476,
bestehend aus dem extrazellulidren Teil des murinen IL-23R und dem transmembranéren sowie an
der Aminosiure 476 deletierten intrazelluldren Teil des humanen IL-23R, vermittelt nach HIL-23-
Stimulation eine Zellviabilitidtserhohung (47). Diese Rezeptorchimire verfiigt iiber keine pSTAT3-
Bindemotive, dafiir jedoch iiber ein SHP2 bindendes YEDI-Motiv an der Stelle 397, weswegen
2013 von Floss et al. auf ein pSTAT3-unabhéngiges, MEK/ERK1/2 und PI3K/AKT-vermitteltes
Wachstum geschlossen wurde (47). Diese Hypothese wird weiterhin dadurch verstirkt, dass die
Mutation des YEDI-Motivs zu einem Abbruch der HIL-23-induzierten Viabilitdtserhohung fiihrt
und dhnliche Beobachtungen in einem rein murinen Rezeptorkomplex bestétigt wurden (47). Im
Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde der nicht chimédre Rezeptorkomplex aus hIL-
23RA476 und hIL-12RB1 hergestellt und auf seine HIL-23 abhiingige Proliferation untersucht, mit

dem Ziel, eine HIL-23-induzierte Viabilititserhohung zu demonstrieren.

Die HIL-23-Stimulation hIL-23RA476-exprimierender Ba/F3-gp130-Zellen fiihrte zu keiner
Zellviabilitatserhohung (s. Abb. 32). Dies deutet darauthin, dass das von Floss er al. 2013
beobachtete pSTAT3-unabhingige Wachstum lediglich in einem chiméren, nicht jedoch in einem

humanen IL-23RA476-Rezeptorkomplex auftritt (47).

Eine mogliche Erkldarung konnte in einem grundsitzlich unterschiedlichen Verhalten chimirer
Rezeptorkomplexe verglichen mit nicht-chiméren Rezeptorkomplexen liegen. So zeigten human-
murine Rezeptorkomplexe generell eine abgeschwichte HIL-23-induzierte Viabilitéit verglichen
mit dem murinen Wildtyp Rezeptorkomplex (47). Weiterhin wurde der Einfluss der extrazelluldren
Dominen auf die Stabilitit des Signaltransduktionskomplexes und damit die intrazellulédre
Signaltransduktion bereits in Abschnitt 4.1 thematisiert und konnte auch hier als mogliche
Erkldrung dienen (10). Eine alternative Erkldrung konnte sein, dass die Deletion der intrazellulidren
Doméne den hIL-23R sensitiver fiir die in Franz Christian Horstmeiers Dissertation (bislang
unverdffentlicht) sowie in Sofie Beier Masterarbeit diskutierte toxische Wirkung hoher HIL-23-
Konzentrationen macht, sodass moglicherweise bei geringerer HIL-23-Konzentration eine

Proliferation stattfinden konnte (198).
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Abb. 36: Vergleich zwischen dem chimiren Rezeptorkomplex und dem hIL-12RB81/hIL-23RA476-Komplex.
Nach Floss et al. 2013 (47). Der Rezeptorkomplex aus mIL-12RB1 und der chiméren Deletionsvariante mIL-23R-hIL-
23RA476 fiihrt wahrscheinlich iiber MEK/ERK und PI3K/AKT zur Proliferation von Ba/F3_gp130-Zellen. Der in
dieser Arbeit hergestellte Komplex aus hIL-12R1 und hIL-23RA476 hingegen zeigt kein proliveratives Verhalten
nach HIL-23-Stimulation. Dunkelgrau dargestellt sind Immunglobulin-dhnliche Doménen. Zytokinbindende Doménen
sind schwarz dargestellt, wobei die typischen Cystein-Motive und WSXWX-Motive nicht hervorgehoben wurden.
Hellgrau dargestellt sind Fibronektin-Typ-III-Doménen. Die intrazelluliren Motive BOX1 und BOX2 sind als
schwarze Linien hervorgehoben. Intrazellulire Dominen sind weif3 dargestellt. Murine Rezeptorbestandteile sind
schraffiert dargestellt.

Aus Abbildung 36 ist eine strukturelle Ubersicht des chimiren Rezeptorkomplexes und dem

Rezeptorkomplex aus dieser Doktorarbeit mitsamt des beobachteten Unterschieds ersichtlich.

Aus den vorliegenden Ergebnissen und der Arbeit von Floss et al. aus dem Jahr 2013 kann
hypothetisch geschlossen werden, dass zwei verschiedene Faktoren fiir die damals beobachtete
HIL-23-induzierte Zellviabilitidtserhohung verantwortlich sind. Ein wichtiger Faktor scheint
eindeutig das YEDI-Motiv ab der Aminosédure 397 (human, murin 416) des IL-23R zu sein. Der
zweite Faktor scheint der murine, nicht jedoch humane IL-12RB1 zu sein. Gemeinsam scheinen
diese Faktoren fiir eine Zellviabilitidtserhohung verantwortlich zu sein, wobei moglicherweise

MEK/ERK1/2-, PI3K/AKT- oder andere Signalwege eine Rolle spielen (47, 139). Eine Erklidrung
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dafiir, dass mutmaBlich der murine, nicht jedoch der humane IL-12R81 eine pSTAT3-unabhiéngige
Proliferation von IL-23RA476-Varianten vermittelt, konnte in dem Umstand liegen, dass der
murine IL-12RB1 im Gegensatz zu seinem humanen Pendant iiber ein einzelnes Tyrosin-Motiv
ohne STAT?3 bindende Eigenschaften an der Stelle 635 verfiigt (114, 137, 138). Jenes Motiv konnte
fiir die Aktivierung von MEK/ERK1/2 und PI3K/AKT notwendig sein. Zur Vervollstandigung des
Verstindnisses der Deletionsvariante hIL-23RA476 sollte zukiinftig in jedem Falle die Aktivierung

dieser Signalwege, beispielsweise mittels Western Blot iiberpriift werden.
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4.4 hCIB2 interagiert mit dem IL-23R

hCIB2 ist ein 21 kDa groBes, Ca**- und Mg>* bindendes Protein, das aus 4 EF-Domiinen besteht
(199, 219). In seiner bislang unverdffentlichten Dissertation konnte Franz Christian Horstmeier
zeigen, dass hCIB2 an den hIL-23R bindet. Aulerdem konnte er in HIL-23-Stimulationsassays
darstellen, dass die hCIB2-Koexpression in IL-23 Rezeptorkomplex-exprimierenden Zellen zu
einem verminderten pSTAT3-Signal fiihrt. Beide Ergebnisse deuten einen Einfluss von hCIB2 auf

den IL-23-Signalweg an.

Zahlreiche Signalwege werden durch hCIB2 moduliert. So ist bekannt, dass hCIB2 die Integrin-
Untereinheiten o73 sowie 023 bindet und dadurch den Integrin-Signalweg moduliert (199). hCIB2
ist auBerdem tiiber eine Interaktion mit Ankyrin und den transmembrane channel like proteins 1/2
(TMC1/2) essentiell fiir die Mechanotransduktion des Innenohrs (220-222). In
Ovarialkarzinomzellen wurde zudem beschrieben, dass hCIB2 den Transport der Sphingosin-
Kinase 1 (SK1) zur Zellmembran hemmt und so regulativen Einfluss auf zahlreiche onkogene
Signalkaskaden, darunter wahrscheinlich den TNF-o-Signalweg, nimmt (200, 201). Uber die
Funktion von hCIB2 in Signalwegen der IL-6/IL-12-GroBfamilie ist bis heute keine umfassende
Arbeit veroffentlicht worden, sodass die Relevanz und Funktion von hCIB2 im IL-23-Signalweg

unklar bleiben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindung zwischen dem hIL-23R und hCIB2 mithilfe von
Immunokoprizipitationsanalysen nédher untersucht. Dabei wurde neben dem hIL-23R-Wildtyp die
bereits oben beschrieben humane Deletionsvariante hIL.-23RA476 verwendet. Die in Abbildung 33
dargestellte Koimmunoprizipitation von hCIB2 und dem hIL-23R zeigt, dass eine sterische
Interaktion zwischen dem hIL-23R und hCIB2 besteht. Im Gegensatz dazu wurde keine Interaktion
von hCIB2 und hIL-23RA476 nachgewiesen. Daraufthin kann angenommen werden, dass fiir die
Interaktion mit hCIB2 der intrazelluldre Abschnitt zwischen den Aminosduren 477 und 629 des

hIL-23R grundlegend ist.

Wenn auch bis heute kein konserviertes hCIB2-Bindemotiv charakterisiert wurde, ist die
Interaktion von hCIB2 mit der Kinase SK1 niher beschrieben worden (201). So konnte gezeigt
werden, dass das Motiv um die Aminosiduren Phenylalanin und Leucin an den Stellen 198 und 199
von SK1 fiir die hCIB2-Bindung essentiell ist (201). Der intrazelluldre Abschnitt des hIL-23R

hingegen enthélt zwei Phenylalanin-Leucin-Motive an den Stellen 541 und 595. Bei der Bewertung
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der vorliegenden Daten kann die Hypothese in Betracht gezogen werden, dass eines oder beide

Phenylalanin-Leucin-Motive des hIL-23R an der hCIB2-Interaktion beteiligt sein konnten.

Methodologisch sollte beriicksichtigt werden, dass die FLAG-Markierung einen Einfluss auf die
Interaktion zwischen zwei Bindungspartnern haben konnte. Um dies auszuschlieBen, konnten
weitere Koimmunoprézipitationen unter Nutzung anderer Markierungspeptide durchgefiihrt
werden. Auch verschiedenartige Systeme konnten genutzt werden, beispielsweise das Forster-
Resonanzenergietransfer-System (FRET) (223). Mittels Gluthation-S-Transferase pull-down
Assay konnte dariiber hinaus gepriift werden, ob eine direkte oder indirekte Interaktion vorliegt

(224).

Franz Christian Horstmeier konnte im Rahmen seiner bislang unveroffentlichten Dissertation den
mlIL-23R und verschiedene Deletionsvarianten mittels eines GFP-Antikorper-gekoppelten
Affinititsgels und eines GFP-markierten hCIB2-Molekiils koprézipitieren. Da die Addition von
GFP jedoch moglicherweise eine unphysiologische Di- oder Oligomerisierung von hCIB2-

induziert, bietet das in dieser Arbeit etablierte System einen alternativen Ansatz (219).

In Zukunft konnte bei exakter Charakterisierung eines hCIB2-Bindemotivs am mlIL-23R eine
Rezeptorvariante konstruiert werden, die kein hCIB2 bindet, sich aber sonst nicht vom Wildtyp
unterscheidet. Die Funktion einer solchen Rezeptorvariante kénnte dann in vivo genutzt werden,

um die Relevanz von hCIB2 in IL-23 abhingigen Krankheitsbildern zu untersuchen.

Wie bereits geschildert, ist hCIB2 iiber seinen negativen Einfluss auf den Membrantransport der
Kinase SK1 in der Lage, intrazellulidre Signalwege zu beeinflussen (201). Es liegt nahe, dass die
von Franz Christian Horstmeier beobachtete und in dieser Arbeit bestitigte Interaktion von hCIB2
mit dem IL-23R ebenfalls einen Einfluss auf den sekretorischen Weg des IL.-23R hat. Um dieser
Hypothese nachzugehen, wurde das rot-fluoreszierende Fusionsprotein mIL-23R-mCherry und das
griin-fluoreszierende Fusionsprotein hCIB2-GFP in HelLa-Zellen konfokalmikroskopisch
dargestellt. Dadurch sollte untersucht werden, ob hCIB2 den Transport des mIL-23R an die

Zellmembran hemmit.

Aus Abbildung 27 ist ersichtlich, dass mlIL-23R-mCherry und hCIB2-GFP wie erwartet
Fluoreszensignale emittieren. mIL-23R-mCherry liegt hauptsédchlich im zentralen Bereich um den
Zellkern lokalisiert vor und scheint sowohl gruppiert, als auch in Teilen homogen verteilt zu sein.
hCIB2-GFP liegt primér im Bereich des Zellkerns vor. Durch hCIB2-GFP-induzierte Unterschiede
hinsichtlich der mIL-23R-mCherry-Lokalisation konnten nicht dargestellt werden.
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Die vorliegenden Daten belegen, dass sowohl das addierte mCherry-Molekiil als auch das GFP-
Molekiil adidquat gefaltet wurden. Neben dem Zellkern konnten jedoch keine mIL-23R-mCherry-
haltigen, intrazelluldren Kompartimente visualisiert werden. Das konnte auf eine zu geringe
Fluoreszenz oder die mangelnde Stabilitit des angehingten mCherry-Molekiils hinweisen (218).
Ursédchlich dafiir, dass keine funktionellen Effekte von hCIB2-GFP auf die Lokalisation des mIL-
23R beobachtet wurden, konnte die wahrgenommene, geringe Transfektionsrate sein,
beispielsweise aufgrund von deutlichen GroéBenunterschieden zwischen hCIB2-GFP und mlL-
23R-mCherry. Eine mogliche Losung fiir dieses Problem wire die Verwendung anderer
Transfektionsverfahren, beispielsweise durch die Nutzung von kationischen Mizellen (225). Auch
fototoxische Effekte der fluoreszierenden Substanzen konnten fiir den Mangel doppelt-
transfizierter Zellen ursdchlich sein (226). Ebenfalls verantwortlich dafiir, dass keine Effekte von
hCIB2-GFP auf die mIL-23R-mCherry-Lokalisation beobachtet wurden, konnte eine artifizielle,
GFP-induzierte Dimerbildung sein, die die physiologischen Funktionen von hCIB2 unterdriickt
(219).

Eine Optimierung der genutzten fluoreszierenden Proteine konnte in Zukunft die Visualisierung
des mIL-23R und von hCIB2 verbessern. Neben mCherry und GFP wurden zahlreiche weitere,
teils deutlich stirker-fluoreszierende, Proteine beschrieben (227). 2017 konnten Shen et al.
verschiedene mCherry-Derivate erzeugen, die bei geringer Zytotoxizitdt gleichzeitig tiber
verbesserte Exzitations-Emmissionsprofile verfiigen (228). Ein Fusionsprotein aus dem IL-23R
und diesen neuartigen mCherry-Derivaten konnte in Zukunft eine prézisere und stabilere

Lokalisation des IL-23R erlauben und dabei Hinweise auf intrazellulidre Transportprozesse geben.

Unabhéngig vom Transfektionserfolg kann mangels vorliegender Daten nicht ausgeschlossen
werden, dass die Addition von mCherry an den IL-23R und/oder von GFP an hCIB2 die Interaktion
beider Substrate behindert. Daher sollte zwecks Vervollstindigung der Versuchsreihe die
Interaktion zwischen mIL-23R-mCherry und hCIB2-3xFlag beispielsweise mittels

Immunokoprizipitation nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 2.4.5).

Die weitergehende Erforschung des Rezeptor trafficking erscheint vor dem Hintergrund sinnvoll,
dass Rezeptortransportvorginge wesentlich in intrazellulidre Signalwege involviert sind. So kénnen
Rezeptoren Clathrin abhéngig oder —unabhéngig von der Zellmembran in die sogenannten frithen
Endosomen gelangen (229-232). Dort werden Ubiquitin-markierte Rezeptoren dem endosomalen

Abbau in sogenannten multiple vesicular bodies (MVBs) zugefiihrt (231). Nicht-markierte
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Rezeptoren hingegen konnen in den frilhen Endosomen wahrscheinlich als intrazellulédre

Signalplattform dienen oder zuriick an die Membran transportiert werden (230).

Die Transportvorginge des hIL-23R wurden kiirzlich ndher untersucht. Dabei konnte gezeigt
werden, dass nach IL-23-Stimulation eine Clathrin abhingige Aufnahme des hIL-23R in die frithen
Endosomen stattfindet (233). Dort findet ein ras-related in brain 11 (RAB-11)-mediiertes
Rezeptorrecycling statt, das wahrscheinlich eine Verstirkung der hIL-23R-Signalkaskade zur
Folge hat (233). Der gegeniiber chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen protektive
Rezeptorhaplotyp R381Q scheint verglichen mit dem Hapolytpen R381 ein vermindertes
Rezeptorrecycling und eine verminderte Aktivierung hIL-23R abhéngiger Signalwege zur Folge
zu haben (233). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sowohl die Oberfldchenexpression als auch
das Ausmal} der Bindung signaltransduzierender Interaktionspartner (hIL-12R81, JAK2, TYK2,
STAT3) nach IL-23-Stimulation schwanken, mit Maxima nach 15 und 60 Minuten (233). Diese
Ergebnisse demonstrieren die Relevanz des IL-23R trafficking fiir den IL-23R-Signalweg und
unterstreichen den Nutzen einer zukiinftigen Konfokalmikroskopischen Analyse jener Prozesse

unter Einbezug einer moglichen hCIB2-Wirkung.
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4.5 Schlussfolgerungen

Zellen befinden sich in einem lebenslangen Gesprich. Statt Worten bedienen sie sich dabei
Zytokinen und anderen Botenstoffen. So wie grammatikalische Regeln, kultureller Konsens und
personliche Erfahrungen den Effekt eines Wortes bei seinem Empfénger bestimmen, entscheidet
der molekulare Kontext iiber die Wirkung eines Zytokins auf seine Zielzelle. Die vorliegende
Arbeit untersucht verschiedene kontextuelle Einfliisse auf den IL-23-Signalweg und trigt damit zu

einem tieferen Verstindnis und einer zukiinftigen, medizinischen Nutzbarkeit bei.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde demonstriert, dass der Einbau eines SOCS3-Schalters in den
IL-23R moglich ist. Dieser Schalter besitzt einen partiell-modularen Charakter und kann in Zukunft

zur Erforschung der SOCS3-, aber auch der IL-23-Wirkung in vivo genutzt werden.

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit eine fluoreszierende IL-23R-Variante gezeigt werden,
die tiber eine Wildtyp-dhnliche IL-23-Responsivitit verfiigt. Diese Rezeptorvariante ermoglicht in
Zukunft die Analyse von IL-23R-Transportvorgingen zwischen intrazelluliren Kompartimenten

und der Zellmembran.

Ebenfalls demonstriert werden konnte, dass der Rezeptorkomplex aus humanem IL-12R81 und der
Deletionsvariante hIL-23RA476 trotz SHP2-Bindestelle keine IL-23-induzierte Viabilitits-
erhohung vermittelt. Dies zeigt, dass die in vorhergehenden Analysen des Komplexes aus murinem
IL-12RB1 und der chimédren Deletionsvariante mlL-23R-hIL-23RA476 sowie der murinen
Deletionsvariante mIL-23RA503 beobachtete, 1L-23-induzierte Viabilititserhohung durch
funktionelle Besonderheiten des murinen IL-12RB1 und/oder der extrazelluldiren Domine des

murinen IL-23R erklart werden kann.

Zuletzt konnte die Interaktion von hCIB2 mit dem IL-23R bestitigt und niher charakterisiert
werden. hCIB2 bindet den hIL-23R membranfern der Aminosiure 476, was der Aminosdure 496
des mIL-23R entspricht. In Zukunft kann auf diesen Ergebnissen und der in dieser Arbeit

etablierten Methodik aufbauend eine nidhere Charakterisierung des hCIB2-Bindemotivs

stattfinden (234).
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Anhang

EcoRl - 360 - G'AATT_C
Kpnl - 640 - G_GTAC'C
Hindlll - 642 - A'AGCT_T

Kpnl - 1522 - G_GTAC'C
EcoRV - 1552 - GAT'ATC
Afll - 1736 - C'TTAA_G
Pmel - 1937 - GTTT'AAAC
Aflll - 1941 - C'TTAA G
Hindlll - 1944 - AAGCT_T
EcoRV - 2322 - GAT'ATC
Sapl - 2455 - GCTCTTCn'nnn_
EcoRl - 2796 - G'AATT_C
SnaBl - 2825 - TAC'GTA
> DF479 - [2810-2839] - Tm=61,3°C
EcoRl - 2951 - G'AATT_C
< DF480 - [3058-3093] - Tm=60,7°C
> DF323 - [3071-3102] - Tm=59,7°C
Bghl - 3278 - A'GATC_T
< DF482 - [3430-3462] - Tm=62,6°C
Bghl - 3542 - AGATC_T
< DF249 - [3899-3925] - Tm=78,9°C
Notl - 3916 - GC'GGCC_GC
EcoRI - 5048 - G'AATT C EcoRl - 4040 - G'AATT_C

Kpnl - 5040 - G_GTAC'C Pmel - 4064 - GTTT'AAAC

- Nhel - 4677 - G'CTAG_C

EcoRV - 9032 - GAT'ATC

p409-hIL23R(E444K)-P310-gp130-ICD
9838 bp

EcoRl - 360 - G'AATT_C

Kpnl - 640 - G_GTAC'C

Hindlll - 642 - A'AGCT_T

Kpnl - 1522 - G_GTAC'C

EcoRV - 1552 - GAT'ATC

Aflll - 1736 - CTTAA_G
Pmel - 1937 - GTTT'AAAC
Afflll - 1941 - CTTAA_G
Hindlll - 1944 - AAGCT_T
EcoRV - 2322 - GAT'ATC
Sapl - 2455 - GCTCTTCn'nnn_
EcoRl - 2796 - G'AATT_C
SnaBl - 2825 - TAC'GTA
> DF479 - [2810-2839] - Tm=61,3°C
EcoRl - 2951 - G'AATT_C
< DF480 - [3058-3093] - Tm=60,7°C
> DF323 - [3071-3102] - Tm=59,7°C
Bgll - 3278 - AGATC_T

< DF482 - [3430-3462] - Tm=68°C
> DF481 - [3443-3475] - Tm=66°C
EcoRl - 3620 - G'AATT_C

< DF155 - [3877-3906] - Tm=71,6°C
Notl - 3898 - GC'GGCC_GC

EcoRI - 4022 - G'AATT_C

Pmel - 4046 - GTTT'AAAC

Nhel - 4659 - G'CTAG_C

EcoRV - 9014 - GAT'ATC

p409-hIL23R(E444K)-P310-gp1302a642-765
9820 bp

EcoRl - 5030 - G'AATT_C
Kpnl - 5022 - G_GTAC'C
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EcoRl - 360 - G'AATT_C
Kpnl - 640 - G_GTAC'C
Hindlll - 642 - A'AGCT_T

EcoRV - 8498 - GAT'ATC

Kpnl - 1522 - G_GTAC'C

EcoRV - 1552 - GAT'ATC

Aflll - 1736 - CTTAA G

Pmel - 1937 - GTTT'/AAAC

Afl - 1941 - C'TTAA G
Hindlll - 1944 - AAGCT_T
EcoRV - 2322 - GAT'ATC
Sapl - 2455 - GCTCTTCn'nnn_
EcoRl - 2796 - G'AATT_C
SnaBl - 2825 - TAC'GTA

> DF479 . [2810-2839] - Tm=61,3°C
EcoRl - 2951 - G'AATT_C

< DF480 - [3058-3093] - Tm=44,5°C

< DF210 - [3365-3392] - Tm=62,4°C

Noti - 3382 - GC'GGCC_GC

EcoRl - 3506 - G'AATT_C

Pmel - 3530 - GTTT'AAAC

Nhel - 4143 - G'CTAG_C

Kpnl - 4506 - G_GTAC'C

EcoRl - 4514 - G'AATT_C

p409-hIL23R(E444K)-P310-deltad76
9304 bp

EcoRl - 360 - G'AATT_C
Kpnl - 640 - G_GTAC'C
Hindlll - 642 - AAGCT_T

Kpnl - 1522 - G_GTAC'C

EcoRV - 1552 - GAT'ATC

Aflll - 1736 - CTTAA G

Pmel - 1937 - GTTT'AAAC
Afll - 1941 - C'TTAA_ G
Hindlll - 1944 - AAGCT_T
EcoRV - 2322 - GAT'ATC
Sapl - 2455 - GCTCTTCn'nnn_

EcoRl - 2796 - G'AATT_C
SnaBl - 2825 - TAC'GTA

> DF479 - [2810-2839] - Tm=61,3°C
EcoRl - 2951 - G'AATT_C
< DF480 - [3058-3093] - Tm=44,5°C
> DF481 - [3389-3421] - Tm=45,4°C
EcoRl - 3566 - G'AATT_C

< DF155 - [3823-3852] - Tm=65,8°C
Noti - 3844 - GC'GGCC_GC

Nofi - 4531 - GC'GGCC_GC

EcoRl - 4654 - G'AATT_C

Pmel - 4678 - GTTT'AAAC

EcoRV - 9646 - GAT'ATC

p409-hIL23R(E444K)-P310-mCherry
10452 bp

EcoRl - 5662 - G'AATT_C
Kpnl - 5654 - G_GTAC'C
Nhel - 5291 - G'CTAG_C
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