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Zusammenfassung (deutsch)

Interferone sind Zytokine, die eine wichtige Rolle im Immunsystem einnehmen. Sie entfalten
immunmodulatorische, anti-proliferative sowie antiinfektiose Wirkungen im Organismus und
waren daher lange Zeit grofSer Hoffnungstrager fiir die Entwicklung zahlreicher Medikamente.
Aufgrund ihrer ambivalenten Wirkungen, vor allem im Bereich der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen und malignen Tumoren, sowie der haufig auftretenden, starken
Nebenwirkungen, wurden Interferone in vielen Fallen jedoch durch andere Therapeutika mit
gunstigeren Nebenwirkungsprofilen abgeldst. Das von der Arbeitsgruppe von Prof. Scheller (AG
Scheller) entwickelte System synthetischer Zytokinrezeptoren [1] bietet die Madglichkeit,
Rezeptoren durch den Einsatz synthetischer Liganden und extrazelluldrer nanobodies (VHH)
gezielt und somit hintergrundfrei zu aktivieren. In vorherigen Arbeiten wurde nachgewiesen,
dass das System der synthetischen Zytokinrezeptoren auf murine Typ | Interferonrezeptoren
(mIFNAR) angewandt werden kann [2]. Um dieses System auch flr die humanen Typ | und Typ
Il Interferone zu etablieren, wurden die intrazelluldren und transmembrandren Anteile der
Interferonrezeptoren (IFNR), sowie einige Aminosaduren des extrazelluldaren Rezeptoranteils mit
nanobodies (VHH) fusioniert. Diese bildeten den extrazelluldren Teil des Rezeptors und waren
gegen die synthetischen, fluoreszierenden Proteine green fluorescent protein (V) und mCherry
(Vc) gerichtet. Der humane Typ | Interferonrezeptor (hIFNAR) setzt sich aus zwei
Untereinheiten zusammen, die je mit Vs (hIFNAR1) und V¢ (hIFNAR2) fusioniert wurden. Der
humane Typ Il Interferonrezeptor (hIFNGR) besteht aus zwei verschiedenen Untereinheiten
hIFNGR1 und hIFNGR2, die sich zu einem Tetramer aus je zwei hIFNGR1 und hIFNGR2
zusammensetzen. Aufgrund der besonderen Rezeptorstruktur wurden fiir hIFNGR mehrere
Varianten aus Rezeptoruntereinheit und nanobody erstellt.

Nach Stimulation durch die natiirlichen Liganden werden intrazelluldr verschiedene Signalwege
aktiviert, wobei die JAK/STAT-Signalkaskade am charakteristischsten fur die Interferon-
Signaltransduktion ist. Daher wurde bei der Untersuchung der Signaltransduktion der
synthetischen Rezeptoren hierauf der Fokus gelegt. Die Stimulation von synthetischen hIFNAR-
exprimierenden Ba/F3-gp130 Zellen zeigte eine fir die Typ | Interferone charakteristische
Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade. Durch die Fusion einzelner Untereinheiten mit jeweils
anderen nanobodies erlaubte das System die Steuerung der Rezeptorassemblierung durch
Einsatz unterschiedlicher Ligandenkombinationen. So konnte nachgewiesen werden, dass die
Stimulation eines hIFNAR2-Homodimers zu einer STAT-Phosphorylierung fiihrte, wahrend ein
hIFNAR1-Homodimer nach Stimulation keine Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade zeigte.
AbschlieRend wurden zuvor in der AG Scheller erstellte Mutationsvarianten von synthetischen
mIFNA-Rezeptoren mit Mutationen von intrazellularen Tyrosinen beider
Rezeptoruntereinheiten hinsichtlich ihrer STAT-Aktivierung nach Stimulation von
Rezeptortragenden HEK293 Zellen untersucht. Die Ergebnisse bekraftigten die in der Literatur
beschriebene Relevanz der IFNAR2-Tyrosine Y335 und Y510 fir die STAT-Aktivierung.
Zusammenfassend ermoglicht die Etablierung der synthetischen Zytokinrezeptoren fiir die
Interferon-Signaltransduktion eine, hintergrundfreie und zielgerichtetere Aktivierung der
Signalkaskade, welche den Weg sowohl fiir weitere biochemische Forschung als auch fiir die
Entwicklung gezielterer, nebenwirkungsarmerer Therapien ebnet.



Zusammenfassung (englisch)

Interferons are cytokines that play an important role in the immune system. They exert
immunomodulatory, anti-proliferative and anti-infectious functions and have therefore long
been a great source of hope for the development of numerous drugs. Due to their ambivalent
effects, especially in regard of development of autoimmune diseases, procarcinogenic effects,
as well as the frequently occurring strong side effects when clinically administrated, interferons
have in many cases been replaced by other therapeutic agents with more favourable side effect
profiles. The synthetic cytokine receptor system developed by the team of Prof. Scheller (AG
Scheller) [1] enables background-free receptor activation through the use of synthetic ligands
and extracellular nanobodies (VHH). Previous work has demonstrated that the synthetic
cytokine receptor system can be applied to murine type | interferon receptors (mIFNAR) [2]. To
establish this system also for human type | and type Il interferons, the intracellular and
transmembrane domains of the interferon receptors (IFNR), as well as some amino acids of the
extracellular receptor domain were fused with nanobodies (VHH). These formed the
extracellular domain of the synthetic receptor and were directed against the synthetic
fluorescent proteins green fluorescent protein (Vg) and mCherry (Vc). Human type | IFNR
(hIFNAR) is composed of two subunits, hIFNAR1, which was fused to Vs and hIFNAR2, which
was fused to Vc. Human type Il IFNR (hIFNGR) is composed of two distinct subunits hIFNGR1
and hIFNGR2, which form a tetramer of two hIFNGR1 and two hIFNGR2, respectively. Due to
this particular receptor structure, several variants of receptor subunit and nanobody were
created for hIFNGR.

Upon stimulation by their natural ligands, various signaling pathways are activated
intracellularly, with the JAK/STAT signaling cascade being the most characteristic one for
interferon signal transduction. Therefore, the investigation of the singaling pathways of the
synthetic ligands focused on the JAK/STAT signaling cascade. Stimulation of Ba/F3-gp130 cells
expressing the synthetic hIFNAR led to characteristic activation of the JAK/STAT signaling
cascade. As every subunit was fused with different nanobodies, the use of various ligand
combinations allowed control of receptor assembly. Thus, stimulation of a hIFNAR2
homodimer was shown to activate STAT phosphorylation, whereas a stimulated hIFNAR1
homodimer showed no activation of the JAK/STAT signaling cascade. Eventually, mutational
variants of synthetic mIFNA-receptors with mutations of intracellular tyrosines of receptor
subunits previously generated in AG Scheller were examined with respect to their STAT
activation after stimulation of receptor-bearing HEK293 cells. The results confirmed the
relevance of mIFNAR2 tyrosines Y335 and Y510 for STAT activation as reported in the literature.
In conclusion, the establishment of synthetic cytokine receptors for interferon signal
transduction enables further background-free and more specific activation of the signal
transduction pathway, which clears the way for further biochemical research as well as for the
development of targeted immune-therapies with fewer side effects.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Interferonfamilie

Zytokine sind Proteine, die als Botenstoffe zur Zell-Zell-kKommunikation beitragen und das
Wachstum sowie die Funktion von Zellen regulieren kénnen. Durch Bindung an fir sie
spezifische Rezeptoren I6sen sie eine Signaltransduktion in der rezeptortragenden Zielzelle aus.
Dies resultiert in der Aktivierung verschiedener Gene, die zur klinischen Wirkung der Zytokine
beitragen. Zellen des Immunsystems, die in Kontakt mit einem Erreger gelangt sind,
sezernieren Zytokine, zu denen auch Interferone gehéren, mit dem Ziel, durch verschiedene
Signalwege die Etablierung einer systemischen Infektion zu vermeiden.

Interferone (IFNs) werden aufgrund ihrer Struktur den Zytokinen der Klasse Il zugeordnet [3].
Sie werden weiterhin in die Gruppen Interferon Typ |, Il und Ill unterteilt [4]. Typ | Interferone
wurden 1957 erstmals als antiviral wirkender Faktor beschrieben, der von einer zuvor mit
einem abgeschwachten Virus behandelten Zelle produziert wurde [5, 6]. Die antivirale
Eigenschaft, die als ,viral interference” bezeichnet wurde, war ausschlaggebend fir ihre
Namensgebung und ist eine gemeinsame Eigenschaft aller Interferone [4-6]. Eine fehlerhafte
oder ausbleibende Funktion von Typ | Interferonen fiihrt zu einem lebensbedrohlichen Verlauf
viraler Erkrankungen, wie sowohl Untersuchungen am Mausmodell als auch von mit SARS-Cov-
2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) infizierten Patienten mit angeborener
Interferon-Fehlfunktion zeigen [7, 8].

Zur Gruppe der Typ | Interferone gehoéren die beiden am besten untersuchten Vertreter IFNa
und IFNB, sowie IFNg, IFNk und IFNw [9]. Von IFNa existieren beim Menschen 13 Subtypen, von
allen anderen Untergruppen der Typ | Interferone existiert beim Menschen nur je eine Variante
[10, 11]. Die Vertreter der Typ | Interferone unterscheiden sich in der Synthese, die in
verschiedenen Geweben erfolgt, ihrer Wirkung sowie in der Bindungsaffinitdit an die
verschiedenen Untereinheiten ihres Rezeptors [3]. Obwohl alle Vertreter an die gleichen
Rezeptoren binden (vgl. 1.2), kdnnen sie je nach Variante und Gewebe, in dem die Reaktion
stattfindet, unterschiedliche biologische Effekte erzeugen [3, 11]. Wahrend IFNa vor allem fiir
die systemische antivirale Funktion der Interferone verantwortlich ist, werden IFNB
hauptsachlich antiproliferative und immunmodulatorische Wirkungen zugeschrieben [11].
Sowohl IFNa als auch IFNB konnen von fast allen kernhaltigen Koérperzellen gebildet werden
[4]. IFNk wird vor allem konstitutiv von Keratinozyten zur Abwehr viraler Infektionen von Haut
und weiblichen Geschlechtsorganen ausgeschiittet [3, 12]. IFNe wird ebenfalls vom Epithel der
Reproduktionsorgane sezerniert, wobei seine Sekretion durch Hormonausschiittung reguliert
wird [13]. Neben der Beteiligung an der antiviralen Immunantwort haben Typ | Interferone
ebenfalls bei der Immunabwehr nicht-viraler Infektionen sowie bei der korpereigenen
Erkennung von Tumoren eine zentrale Funktion [3].

Zur Gruppe der Typ Il Interferone zahlt lediglich ein Genprodukt, welches zuerst 1965 entdeckt
und spater als IFNy bezeichnet wurde [14, 15]. Wie auch die Typ | Interferone, libt IFNy mit
dem Ziel der Erregerbekdampfung Effekte sowohl auf die angeborene als auch auf die
erworbene Immunantwort aus [16, 17]. Seine Sekretion erfolgt hauptsachlich durch natural
killer- (NK-) und natural killer T-cells (NKT-Zellen) nach Aktivierung durch Zytokine oder durch
Stimulation entsprechender Rezeptoren [16, 17].
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Sowohl bei Typ | als auch bei Typ Il Interferonen wurden neben den physiologischen Effekten
Zusammenhdnge mit Autoimmunerkrankungen, wie systemischem Lupus erythematodes,
sowie eine ambivalente Rolle bei der Progression von Tumorgeschehen beschrieben [16].

Als Typ Ill Interferone werden IFNA1, IFNA2 und IFNA3 bezeichnet, deren Rezeptoren
hauptsachlich von Epithelzellen ausgebildet werden [3]. Da die Typ lll Interferone nicht
primarer Gegenstand dieser Dissertation sind, wird auf diese nicht naher eingegangen.

1.2 Die Interferonrezeptoren

Typ I IFN
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Abb. 1: Schematischer Aufbau der Interferonrezeptoren der Interferone Typ | bis Il und deren

Signaltransduktion (angelehnt an [4]).

Die Bindung der Typ | Interferone (IFN) an den Interferon a Rezeptor (IFNAR) 2 fihrt zur Rekrutierung von
IFNAR1. Uber Trans-Phosphorylierung werden die intrazelluliren Kinasen TYK2 und JAK1 aktiviert. Diese
phosphorylieren signal transducers and activators of transcription (STAT)1 und STAT2. Phosphoryliertes
STAT1 (pSTAT1) und pSTAT2 bilden mit interferon regulary factor (IRF) 9 den interferon stimulated gene factor
(ISGF)3 und dislozieren in den Zellkern. Dort agieren sie als Transkriptionsfaktor flir interferon stimulated
response elements (ISRE). Die Signaltransduktion der Typ Il Interferone verlauft nach dem gleichen Muster.
Neben der Formation des ISGF3 kénnen ebenfalls phosphorylierte STAT1-Homodimere gebildet werden, die
als Interferon y activated factor (GAF) Interferon y activated sites (GAS) im Zellkern aktivieren. Auch die
Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)/c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) Signalwege ist
nach Rezeptoraktivierung durch Typ | Interferone maoglich. Die Bindung von Typ Il Interferon an den Interferon
v Rezeptor (IFNGR) fiihrt zur Phosphorylierung der Kinasen JAK1 und JAK2. Diese phosphorylieren STAT1,
welches als Homodimer den GAF-Komplex bildet und im Zellkern GAS aktiviert. Auch der ISGF3 wird, wenn
auch schwach, durch die Bindung von Typ Il Interferonen an den IFNGR aktiviert. (zusammengefasst in [4])

Die drei Interferon-Typen unterscheiden sich sowohl in ihrer Expression als auch im
strukturellen Aufbau sowie in der durch sie initiierten Signaltransduktion. Alle Typ | Interferone
binden auto- und parakrin an den IFNa Rezeptor (IFNAR), der aus zwei Rezeptoruntereinheiten,
IFNAR1 und IFNAR2, besteht und auf beinahe allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird [3, 4,
18]. Seine Untereinheiten setzen sich aus einer extrazelluldren und einer intrazelluldren
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Domane zusammen, die Uber eine Transmembranhelix miteinander verbunden sind [11].
Nachdem ein Typ | Interferon mit hoher Affinitdt an die IFNAR2-Untereinheit gebunden hat,
wird die IFNAR1-Untereinheit rekrutiert, deren Bindungsaffinitat zu dem Liganden i.d.R.
niedriger ist [3]. Die Affinitdt der Bindung beider Untereinheiten ist abhangig vom Subtyp der
Typ | Interferone —im Gegensatz zu z.B. murinem IFNa, wurde bei murinem IFNB eine Bindung
mit hoher Affinitdt an die murine IFNAR1-Untereinheit (mIFNAR1) nachgewiesen und so
unabhangig von der mIFNAR2-Untereinheit eine Signaltransduktion ausgel6st [19, 20].
Humanes IFNk und € bindet hingegen mit einer insgesamt schwacheren Affinitat als IFNa an
die humane IFNAR2-Untereinheit (hIFNAR2) [3, 21]. Untersuchungen zur Bindungsaffinitat der
Typ | Interferone an ihren Rezeptor zeigen, dass unterschiedliche Bindungsaffinitaten in
verschiedenen biologischen Wirkungen resultieren [22, 23]. Die intrazelluldren Anteile des
Rezeptors sind konstitutiv mit den Januskinasen Tyrosinkinase 2 (TYK2) (IFNAR1) [24, 25] und
Januskinase 1 (JAK1) (IFNAR2) assoziiert [26, 27]. Durch Trans-Phosphorylierung werden die
jeweiligen Rezeptoruntereinheiten aktiviert und die signal transducers and activators of
transcription (STAT) 1 bzw. STAT2 phosphoryliert. STAT2 ist hierbei konstitutiv an die IFNAR2-
Untereinheit gebunden, wahrend STAT1 erst durch die Heterodimerisierung mit STAT2 an
IFNAR2 bindet [28-30]. Die phosphorylierten STAT-Proteine komplexieren mit dem interferon
regulatory factor (IRF)9 zum interferon stimulated gene factor 3 (ISGF3) [4]. ISGF3 transloziert
in den Zellkern, wo er als Transkriptionsfaktor zahlreicher interferon stimulated genes (ISGs)
fungiert [4]. Diese codieren unter anderem fiir antivirale Proteine oder Transkriptionsfaktoren
[17]. In Abwesenheit von STAT2 bzw. STAT1 kann die Signaltransduktion auch tber alternative
Signalkomplexe wie z.B. einen STAT1-STAT1-IRF1 bzw. STAT2-IRF9-Komplex stattfinden [31].
Neben der Aktivierung von STAT1 und STAT2 kénnen Typ | Interferone ebenfalls eine
Aktivierung von STAT3 Proteinen induzieren. Dies kann einerseits zur negativen Regulation von
STAT1-Aktivierung, aber auch zur Induktion von verschiedenen ISGs fiihren [3].

Der Rezeptor der Typ lll Interferone ist dem der Typ | Interferone strukturell ahnlich: Er besteht
ebenfalls aus zwei Untereinheiten, hier IFNA Rezeptor 1 (IFNLR1) und Interleukin 10 Rezeptor
2 (IL-10R2), wird jedoch hauptsachlich auf Epithelzellen sowie auf einigen Immunzellen, z.B.
neutrophilen Granulozyten, exprimiert (zusammengefasst in [4], [3]). Typ lll Interferone binden
mit hoher Affinitdt an den spezifischeren IFNLR1, woraufhin der weniger spezifische IL-10R2
zum Rezeptorkomplex rekrutiert wird. Letzterer dient ebenfalls als Untereinheit verschiedener
anderer Rezeptorkomplexe der IL-10 Familie [3]. Die Signaltransduktion der Typ lll Interferone
ist im Wesentlichen ahnlich zu der der Typ | Interferone [4]. Da die Typ lll Interferone nicht
primarer Gegenstand dieser Dissertation sind, werden diese hier nicht ndher erlautert.

Der IFNy Rezeptor (IFNGR), der Rezeptor der Typ Il Interferone, ist ein Tetramer und besteht
aus je zwei der Rezeptoruntereinheiten IFNGR1 und IFNGR2. [32]. Der IFNGR wird, mit
Ausnahme von Erythrozyten, auf nahezu allen Koérperzellen ausgebildet [16]. Hierbei werden
die Untereinheiten IFNGR1 konstitutiv exprimiert, wahrend die Expression der IFNGR2
Untereinheiten vom Differenzierungsgrad der jeweiligen Zellen abhangig ist [16]. Vermittelt
durch den als Homodimer vorliegenden Liganden IFNy assoziieren die Rezeptoruntereinheiten
[33]. Intrazelluldr ist der Rezeptor mit JAK1 und 2 assoziiert [17]. Bei Aktivierung des Rezeptors
durch den Liganden wird STAT1 nach Tyrosin-Phosphorylierung des intrazelluldaren
Rezeptoranteils durch die zuvor reziprok phosphorylierten Januskinasen aktiviert. Das
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phosphorylierte STAT1 (pSTAT1) I6st sich vom Rezeptor und formiert ein Homodimer, genannt
interferon y activated factor (GAF) [4]. Dieser transloziert in den Zellkern, bindet dort die
interferon y activated site (GAS) und aktiviert so ebenfalls ISGs, die fiir Chemokine und
Transkriptionsfaktoren wie IRFs codieren (zusammengefasst in [17]). Je nach Zelltyp, in dem
die Signalkaskade stattgefunden hat, werden verschiedene Zielgene aktiviert [16]. Einen
Uberblick tiber die verschiedenen Rezeptortypen und die intrazelluldre Signalkaskade bietet
Abb. 1.

1.3 Ausschittung der Interferone

Die Ausschiittung der Typ | Interferone erfolgt charakteristischerweise in zwei so genannten
Wellen [3]: Pathogene Erreger besitzen fiir bestimmte Erregergruppen charakteristische
molekulare Strukturen, so genannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs). Hierzu
gehoren z.B. Lipopolysaccharide (LPS), die ein Bestandteil der Oberfliche gramnegativer
Bakterien sind. Gelangen diese in Kontakt mit menschlichen Zellen, kbnnen sie von pathogen-
recognizing-receptors (PRRs), wie Toll-like-receptors (TLRs), oder anderen membranstandigen,
endosomalen oder zytosolischen Sensoren, wie retinoic acid-inducible gene | (RIG-I) oder
Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptoren, detektiert werden [17, 34, 35]. Hierdurch kann eine
Signalkaskade initiiert werden, die unter anderem in der Aktivierung von IRF3 und der
Ausschiittung von IFNB, der ersten Welle der Interferonfreisetzung, resultiert [3] (siehe Abb.

2).
Virus»ﬁ'
!
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von PAMPS ¢
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e
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Abb. 2: Beispielhafte Expression von Typ | Interferonen nach viraler Infektion der Wirtszelle.

Erkennen pathogen-recognizing-receptors (PRRs), wie Toll-like-receptors (TLRs) oder RIG-I-like Rezeptoren
(RLRs), die charakteristischen Merkmale einer viralen Infektion der Zelle, kommt es zur Aktivierung der
interferon regulatory factors (IRFs) 3 und 7. Gemeinsam mit nuclear factor (NF)-kB initiieren diese im Zellkern
die Expression von IFNP. Infolgedessen wird IFNB von der infizierten Zelle sezerniert und bindet an die Typ-I
IFN-Rezeptoren uninfizierter Zellen, um die IFN-Signalkaskade (siehe Abb. 1) auszulésen. Die Abbildung
wurde mit BioRender.com erzeugt. Modifiziert nach [3].

IFNB stimuliert die Transkription weiterer ISGs, unter anderem die von IRF7, dessen Aktivierung
zur Synthese und Freisetzung weiterer Subtypen der Typ | Interferone, der so genannten
zweiten Welle der Interferonausschiittung, fiihrt [3]. Die direkte Aktivierung von IRF5 und IRF7

4



Einleitung

sowie die Erkennung pathogener Muster durch dendritische Zellen kdnnen ebenfalls eine
Signalkaskade induzieren, die zur Transkription von Typ | Interferon-Genen fiihrt [36] [17, 37,
38]. Auch korpereigene, beschadigte Zellen kdnnen endogene Molekiile produzieren und
sezernieren, die als Liganden der PRRs fungieren und als so genannte damage associated
molecular patterns (DAMPs) ebenfalls eine Initiation der Signaltransduktion bewirken [39].
Infolgedessen entsteht eine sterile Entzlindung, welche wichtig fur die Zellreparatur ist, jedoch
auch mit der Entwicklung entziindlicher Erkrankungen, wie z.B. Autoimmunerkrankungen oder
auch Krebs, assoziiert wird (vgl. Punkt 1.4.4) [17, 39].

Die Produktion von IFNy wird nach Detektion von Zytokinen wie IL-12 und IL-18 oder nach
Stimulation von Antigenrezeptoren vor allem von Immunzellen, wie NK-Zellen, T-Zellen und
adaptiven Zellen, wie cluster of differenciation 4* (CD4*) oder CD8* T-Zellen produziert
(zusammengefasst in [40]). Hierbei konnen NK-Zellen sowohl (iber die die NK-Zellen
aktivierenden Rezeptoren als auch durch Zytokine zur IFNy-Sekretion stimuliert werden [16].
Die Zytokin-gesteuerte Stimulation wird z.B. durch IL-12 oder IL-18 ausgel6st, das von
Makrophagen in einem friihen Stadium der Infektion produziert wird [41, 42]. IL-12 bindet an
seinen Rezeptor auf NK-Zellen und aktiviert STAT4 und NF-kB, die die Synthese von IFNy
initiieren [16, 17].

1.4 Physiologische und pathophysiologische Wirkung der Interferone

Die nach Bindung der Interferone an ihren Rezeptor aktivierten ISGs erzeugen vielfaltige
Effekte. Diese lassen sich grob in antivirale, immunmodulatorische sowie anti-Tumor-
Aktivitaten einteilen und werden im weiteren Verlauf naher erlautert. Negative feedback-
Mechanismen sorgen fiir eine Auflosung des durch die IFNs ausgeldsten Zustandes. Schlagen
diese fehl, kann dies zur Entstehung von Pathologien, wie Autoimmunerkrankungen, so
genannten Interferonopathien, oder zur Progression von Tumorgeschehen beitragen.

1.4.1  Antiviral

Die durch ISGs exprimierten antiviralen Proteine setzen an verschiedenen Stadien des viralen
Vermehrungszyklus an und verhindern so beispielsweise die virale Transkription oder den
Eintritt des Virus in die Wirtszelle [43, 44]. Wahrend einige antiviralen Proteine ein sehr breites
Wirkspektrum haben, sind andere nur gegen wenige Erreger wirksam [45]. Viperin (virus
inhibitory protein, endoplasmatic reticulum associated, interferon inducible) wird nach
Aktivierung sowohl der Typ | als auch der Typ lll IFN-Signalkaskade exprimiert [46-48]. Neben
vielfaltigen weiteren Funktionen inhibiert es sowohl die Replikation einiger Flaviviren (z.B.
Hepatitis-C-Virus (HCV)) als auch die Freisetzung von behiillten Viren (z.B. Influenza A Virus)
aus der Wirtszelle [49, 50]. Weitere antiviral wirksame Proteine sind beispielsweise Myxovirus
resistance protein 1 und 2 (Mx1 und 2), Cholesterol-25-hydroxylase (CH25H), IFN-inducible
transmembrane (IFITM) Proteine, tripartite motif (TRIM) Proteine, oder Tetherin, deren
Wirkweise im Detail im Review von Schneider et al. ausgefiihrt ist [44]
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1.4.2  Immunmodulatorisch

Die Ausschiittung der Typ | Interferone fiihrt, neben der Expression von direkt antiviral
wirkenden Proteinen, zu weiteren immunmodulatorischen Effekten, die der Abwehr viraler
Infektionen dienen. Ein Beispiel hierfiir ist die Expression von Proteinen wie z.B. PRRs zur
sensitiveren Detektion von pathogenen molekularen Mustern und IRFs zur Modulation der
weiteren IFN-Ausschiittung, die ebenfalls von ISGs codiert werden [44]. Diese Proteine liegen
zum Teil bereits vor der IFN-Stimulation in geringen Mengen in der Zelle vor, ihre
Genexpression wird durch die IFN-Ausschittung zuséatzlich gesteigert [44].

Typ | Interferone tragen neben der angeborenen auRerdem zur erworbenen Immunitat bei.
Das T-Zell priming wird beispielsweise sowohl direkt, durch verschiedene STAT-
Effektorproteine der Interferon-Signalkaskade, als auch indirekt, durch Stimulation und
Expressionsinduktion von Co-stimulatorischen Molekiilen oder major histocompatibility
complexes | und Il (MHCI-/11), von Interferonen beeinflusst [3]. Zudem resultiert die Induktion
von Chemokin- und Zytokinbildung dendritischer Zellen und die somit gesteigerte
Antigenprésentation in einer hdheren Uberlebens- und Proliferationsrate der T-Zellen [3]. Des
Weiteren nehmen die Typ | Interferone Einfluss auf den Klassenwechsel der Immunglobulin
(Ig)-Molekiile durch gesteigerte Expression B-Zell-stimulierender Zytokine und proliferations-
induzierender Liganden von dendritischen Zellen [3].

Das Typ Il Interferon Ubt ebenfalls eine immunmodulatorische Wirkung sowohl auf die
angeborene als auch auf die erworbene Immunitat aus. IFNy als wichtiger Aktivator von
Makrophagen steigert die Synthese proinflammatorischer Zytokine, die Antigen-Prasentation
und Phagozytose, sowie die Zytotoxizitat gegeniiber Bakterien und Tumoren [51]. Durch die
Aktivierung der Makrophagen kommt es auRerdem zu einer Sekretion von Interleukin-12 (IL-
12), wodurch erneut IFNy ausgeschiittet wird (vgl. Punkt 1.3) und ein positiver Feedback-
Mechanismus  entsteht. Dessen Resultat ist eine spezifische extrazelluldre
Zytokinzusammensetzung, welche zu einer lokal gesteigerten Immunantwort von T-Helfer-
Zellen flhrt [16]. In antigenprasentierenden Zellen wird durch IFNy ebenfalls die Expression
von MHC-I und Il sowie die der transporters associated with antigen processing (TAP) 1 und 2
erhoht und so die Effizienz der Antigenprasentation gesteigert [16, 52]. AbschlieSend spielt
IFNy ebenfalls eine wichtige Rolle beim Klassenwechsel der Ig-Molekiile, der Proliferation von
B-Zellen sowie der Entstehung von CD4* T-Helferzellen und fiihrt zu einer erhdhten
zytotoxischen Wirksamkeit und Proliferationsregulation von CD8* T-Zellen (zusammengefasst
in [16])

1.4.3  Anti- und prokanzerogene Effekte

Typ | Interferone unterbrechen den Zellzyklus von Tumoren und sorgen fiir die Einleitung einer
Apoptose. So wurde beispielsweise bei Zervixkarzinomen ein Interferon-induzierter
Proliferationsstopp der Karzinomzellen und bei Mammakarzinom- sowie Melanomzellen eine
Interferon-induzierte Apoptose beobachtet [53-55]. Durch Stimulation von Immunzellen (iben
Typ | Interferone sowohl durch eine Immunantwort gegen Tumor-assoziierte Antigene als auch
durch Verhinderung von Metastasenbildung eine antiproliferative Wirkung aus
(zusammengefasst in [3]).
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Typ Il Interferone nehmen im Rahmen der Tumorbekampfung eine ambivalente Rolle ein, da
sie sowohl zytotoxische Aktivitdt auf Tumorzellen ausiiben als auch prokanzerogene Effekte
fordern konnen [56]. MaRgeblich ist dies durch Dauer und Intensitat der IFNy-Signalgebung
bedingt [56]. Zunichst steigert die IFNy antikanzerogene Effekte durch verstarkte
Antigenprasentation durch MHC | und 1l Molekiile sowie T-Zell priming-Aktivierung und
Tumorzelltoxizitdt durch FAS und FAS-Liganden [56]. Bei verlangerter Stimulation von Zellen
durch IFNy zeigt sich jedoch eine prokanzerogene Wirkung, die beispielsweise in
Immunsuppression, Angiogenese und Tumorzellproliferation resultieren kann [57].

1.4.4  Autoimmunerkrankungen und Interferonopathien

Wenngleich die genaue Regulation einer basalen IFN-Aktivitdit noch nicht vollstandig
verstanden ist, scheint diese sowohl bei Typ | als auch bei Typ Il Interferonen fiir die
physiologischen Kdérperfunktionen unerlasslich zu sein [17]. Kommt es jedoch beispielsweise
durch Genmutationen zu einer verstarkten oder lberschiellenden Aktivitat von Typ | IFN,
kénnen  Autoimmunerkrankungen und  klinische = Manifestationen  sogenannter
Interferonopathien, wie chronic atypical neutrophilic dermatosis with lipodystrophy and
elevated temperatures (CANDLE), stimulator of interferon genes (STING)-associated
vasculopathy with onset in infancy (SAVI) oder das Aicardi-Goutiéres-Syndrom (AGS), entstehen
[58, 59]. Der erste potentielle Zusammenhang von Autoimmunerkrankungen und Typ |
Interferonen wurde 1969 im Zusammenhang mit dem systemischen Lupus erythematodes
(SLE) beschrieben [60]. Weitere Studien zeigten, dass vermutlich durch IFNa induzierte Gene
besonders bei Patienten mit schwerem Erkrankungsverlauf deutlich starker exprimiert wurden
[61, 62]. Erhohte Level von Typ | Interferonen wurden durch weitere Arbeitsgruppen ebenfalls
bei Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoider Arthritis oder dem
Sjogren-Syndrom, nachgewiesen [17, 34]. Eine Dysregulation von Typ |l Interferonen wurde
auch bei Autoimmunerkrankungen gefunden. So zeigen beispielsweise an systemisch juveniler
ideopathischer Arthritis (SJIA) erkrankte Patienten, die ein Makrophagenaktivierungssyndrom
(MAS) ausbilden, eine erhohte IFNy-Aktivitat [42, 58, 63].

1.5 Klinischer Einsatz von Interferonen

Typ | Interferone fanden lange Zeit Anwendung in der Behandlung einer Vielzahl von
Krankheiten, wurden aber in einigen Fallen aufgrund starker Nebenwirkungen, die haufig zum
Therapieabbruch flihrten, bzw. zugunsten besserer Behandlungsalternativen abgel6st. In der
Krebstherapie fiihrten Behandlungen mit IFNa z.B. bei Brustkrebs, Nierenzellkarzinomen und
besonders bei Melanomen zu einer verlingerten Uberlebensrate [3, 64]. Da jedoch haufig
Nebenwirkungen auftraten, eine systemische Gabe von Typ | Interferonen oftmals nicht gut
toleriert wurde und die Gabe nicht bei allen untersuchten Krebsarten einen positiven Effekt
zeigte, wird diese Therapieform nur noch selten eingesetzt [3]. Bei der Behandlung viraler
Erkrankungen, wie SARS-CoV-2-Infektionen [65, 66] , Hepatitis B, C oder Hepatitis D, findet IFNa
ebenfalls Anwendung [67]. Aufgrund starker Nebenwirkungen und besseren vorliegenden
Behandlungsalternativen, z.B. durch direct antiviral agents (DAA) im Falle der Hepatitis C, sind
sie inzwischen zur Behandlung von Letzteren nicht immer das Mittel der ersten Wahl [3, 67,

68]. IFNB wird bei an Multipler Sklerose (MS) erkrankten Patienten bei schubweisem Verlauf
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der Erkrankung als Medikament mit dem Ziel eingesetzt, die Haufigkeit der Schiibe zu
reduzieren und das Fortschreiten der Erkrankung zu verzégern [69].

1.6 Die synthetischen Zytokinrezeptoren (SyCyRs)

Zur hintergrundfreien Analyse der Signaltransduktion von Interferonrezeptoren wurden in
dieser Arbeit synthetische Interferonrezeptoren verwendet. Extrazellular gelegene, gegen
green fluorescent Protein (GFP) und monomeric Cherry (mCherry) gerichtete nanobodies 70,
71] wurden mit der Transmembran- und intrazellularen Domane eines Wildtyprezeptors sowie
einem aus 15 Aminosduren bestehenden Fragment der extrazelluliren Rezeptordomaine
fusioniert [1, 72, 73]. Die Struktur der in dieser Arbeit verwendeten synthetic cytokine receptors
(SyCyRs) wurde 2018 in der Arbeitsgruppe von Prof. Scheller in Disseldorf entwickelt und
bereits auf IL-6, IL-23, TNFa, IL-22 und Fas angewandt [1, 72, 73]. Auch bei murinen Typ | IFNs
wurden die SyCyRs bereits eingesetzt, wonach deren Signaltransduktion in vitro und
biologische Aktivitat in vivo eine hohe Homologie mit denen des mit IFNa4 stimulierten
Wildtyprezeptors zeigten [2]

GFP und mCherry sind fluoreszierende Proteine. GFP wurde erstmals 1962 aus der Qualle
Aequorea victoria gewonnen [74]. Um seine Eigenschaften zu modifizieren, beispielsweise die
Fluroeszenz zu erhéhen (enhanced GFP, EGFP), oder eine Bildung von Dimeren und Oligomeren
zu verhindern (A206K GFP), wurde das griin fluoreszierende, synthetische Protein in
verschiedenen Arbeiten nachtraglich verandert [75, 76]. Das rot fluoreszierende mCherry
wurde 2004 als eine Modifikation des aus Scheibenanemonen (Discosoma sp.) gewonnenen
DsRed entwickelt und gehort zur Gruppe monomeric red fluorescent proteins (mRFP) [1, 77].

Nanobodies sind die variable, antigenbindende Domane (variable heavy chain domain, VHH)
von heavy-chain-only-Antikérper (HcAbs), welche 1993 in Kameliden entdeckt wurden [78]. Sie
bestehen, anders als humane Antikorper (AK), nur aus schweren Ketten und der variablen,
antigenbindende Domane VHH, auch nanobody genannt, welche auch in isolierter Form
weiterhin Antigene detektieren kann (siehe Abb. 3) [78]. Nanobodies kommen auRer in
Kameliden (VHH) ebenfalls in Knorpelfischen (varbiable new anatigen receptor (VNAR)) vor und
konnen gegen zahlreiche targets, wie Bakterien oder Zytokine, sowie gegen fluoreszierende
Proteine, wie GFP und mCherry, gerichtet generiert werden [70, 79]. Aullerdem zeigen sie eine
geringe Molekilmasse, welche ihnen eine hohe Gewebspenetration ermdglicht sowie eine
hohe Stabilitat und Affinitat (zusammengefasst in [80]).
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Abb. 3: Aufbau eines humanen Immunglobulin (Ig)G-Antikérpers (A), eines cameliden heavy-chain-only-
Antikorpers (B) und eines synthetischen Zytokinrezeptors (SyCyR) (C).

(A) Humanes 1gG besteht aus zwei schweren Ketten (blau) sowie zwei leichten Ketten (griin). Die variablen
Doménen der schweren (variable heavy chain domain, VH) und die der leichten Ketten (variable light chain
domain, VL) bilden die Antigenbindungsstellen. Die variablen Domé&nen bilden mit je einer konstanten
Domane (constant light chain domain, CL und constant heavy chain domain 1, CH1) das Antigen-bindende
Fragment Fab (fragment for antigen binding). Je zwei konstante Doméanen der schweren Ketten (CH2 und
CH3) sind Uber Disulfidbriicken mit dem Fab-Fragment verbunden und bilden das Fc-Fragment (fragment
crystallizable), welches mit Effektorzellen bzw. Effektormolekiilen interagieren kann. (B) Camelide heavy-
chain-only-Antikorper bestehen aus zwei schweren Ketten (CH2, CH3), die mit je einer variablen,
antigenbindenden Doméane (VHH) verbunden sind. Diese variable Domane wird auch als nanobody
bezeichnet. (C) Der extrazellulare Anteil des SyCyRs wird hauptsachlich aus nanobodies gebildet, die gegen
die fluoreszierenden Proteine GFP (griin) und mCherry (rot) gerichtet sind, wahrend wenige Aminosauren der
extrazelluldren Domane, die vollstdndige Transmembrandomane und die intrazelluldre Rezeptordoméane
denen des jeweiligen Wildtyprezeptors entsprechen. Mit BioRender.com erstellt.

Aufgrund der zahlreichen Vorteile der nanobodies gegeniiber monoklonalen Antikérpern
werden vermehrt klinische Studien zu deren Anwendbarkeit in Diagnostik und Therapie
bestimmter Erkrankungen durchgefiihrt [81]. Ein Beispiel hierfiir sind Studien zu nanobodies,
die gegen den human epidermal growth factor receptor (HER2) gerichtet sind, um Brustkrebs
zu detektieren und zu therapieren [82, 83]. Fir die Therapie der thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura wurde der nanobody Caplacizumab 2018 durch die european
medicines agency (EMA) sowie 2019 durch die food and drug administration (FDA) zugelassen
[84].

Ziel der Arbeiten zu den SyCyRs war es, ein System von synthetischen Zytokinrezeptoren zu
schaffen, das einerseits hintergrundfrei aktivierbar ist, sowie andererseits auch eine Kontrolle
dariber bietet, ob sich die Rezeptoruntereinheiten als Homo- bzw. Heterodimere etc.
anordnen [1]. Die Ergebnisse von Engelowski et al. zeigten, dass die Signalkaskade der so
geschaffenen synthetischen Rezeptoren nach Stimulation mit synthetischen Liganden in vitro
und in vivo vergleichbar mit der Signalkaskade von Wildtyprezeptor und Wildtyp-Ligand war
[1]. Durch das System von synthetischen Zytokinrezeptoren mit den oben genannten
Eigenschaften konnen laut Engelowski et al. die biochemischen Eigenschaften verschiedener
Rezeptoren besser untersucht werden [1]. Aulerdem konnten die synthetischen
Zytokinrezeptoren einen Grundstein fir die Entwicklung zukinftiger, auf synthetischen
Liganden basierender, Therapien bilden [1]. Fir die synthetischen Interferonrezeptoren in
dieser Arbeit wurde das gleiche Konstruktionsprinzip verwendet. Die Transmembran- und
intrazellulare Domane sowie wenige Aminosaduren der Extrazellularen Domane der Rezeptoren
entsprechen dem jeweiligen untersuchten Wildtyprezeptor. Extrazellulér dienen nanobodies

als Detektoren fiir die synthetischen Liganden [1].



Einleitung

1.7 Ziele der Arbeit

Das System der synthetischen Zytokinrezeptoren erlaubt eine hintergrundfreie Analyse der
intrazelluldren Signaltransduktion von Zytokinen und ermoglicht auRerdem eine individuell
steuerbare Zusammensetzung der Rezeptoruntereinheiten. Das Ziel dieser Arbeit bestand
darin, die Anwendbarkeit des fiir IL-23 bereits erprobten Konzeptes der synthetischen
Zytokinrezeptoren auf die Rezeptoren der Typ | und Typ |l Interferone zu Uberpriifen. Hierzu
wurden synthetische Typ | und Typ Il Interferonrezeptoren entwickelt, deren extrazellulare
Domaéne nahezu vollstdndig durch nanobodies, die gegen GFP und mCherry gerichtet sind,
ersetzt wurde. Es ist bekannt, dass die Modifikation extrazellularer Gegebenheiten, wie z.B.
Mutationen des Liganden, zu einer Abweichung der intrazelluldren Signalkaskade von der des
Wildtyps fiihren kann [85]. Daher wurden zunachst die fiir die Signalkaskade charakteristischen
STAT-Proteine, nach Stimulation von Wildtyp- und synthetischen Interferonrezeptoren durch
ihren jeweiligen Liganden, im Western Blot analysiert und verglichen. Als Zellmodelle zur
Untersuchung der Expression und Signaltransduktion der synthetischen Rezeptoren wurden
Ba/F3-gp130, HEK293 und HEK293T Zellen verwendet. Weitere Fragestellungen befassten sich
mit der Bedeutung der einzelnen Rezeptoruntereinheiten fir die Signaltransduktion und mit
der Funktionsfahigkeit von Rezeptor-Homodimeren, die durch Stimulation mit entsprechenden
synthetischen Liganden untersucht werden konnten. AbschlieBend wurde die
Signaltransduktion verschiedener Mutationsvarianten des synthetischen mIFNAR untersucht,
um die Bedeutung der intrazellularen Tyrosine fiir die Signaltransduktion ndaher zu beleuchten,
da diese in der Literatur bisher noch nicht vollstandig geklart ist [86-92].

Mit der Etablierung der SyCyRs fiir die Interferon-Signaltransduktion soll eine Grundlage fiir ein
besseres Verstdandnis der Details des komplexen Interfon-signaling geschaffen werden, damit
hierdurch der Weg fiir die Entwicklung von gezielteren, nebenwirkungsarmeren Interferon-
basierten Therapien viraler oder onkologischer Erkrankungen geebnet werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Antibiotika

Die im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 1 gelistet.

Tabelle 1: Antibiotika

Antibiotikum Stammbkonzentration Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in H204q 100 pg/ml

Kanamycin 50 mg/mlin H2O4q 50 pg/ml

Penicillin G 10000 U/ml 100 U/ml
Streptomycin 10 mg/ml 100 pg/ml

Puromycin (puro) 1 mg/ml 1,5 pg/ml

2.1.2  Antikorper

Alle im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Antikérper

Antikoérper Ursprung Stamm- . Verdiinnungen Hersteller Bestell-
konzentration nummer
Primarantikorper
Cell
o-HA (C29F4)  Kaninchen  k.A 1:1000 Signaling #3724
Technology
Cell
o-myc (71D10) Kaninchen  k.A. 1:1000 Signaling #2278
Technology
Cell
o-STAT1 Kaninchen  k.A. 1:1000 Signaling #9172
Technology
Cell
?;;’SK(?SDG) Kaninchen  k.A. 1:1000 Signaling #9167
Technology
Cell
a-STAT2 Kaninchen k.A. 1:1000 Signaling #72604
(D9J7L)
Technology
o-pSTAT2 Cell
(Tyr690) Kaninchen  k.A. 1:1000 Signaling #88410
(D3P2P) Technology
Cell
a-STAT3 Maus KA. 1:1000 Signaling #9139
(124He6)
Technology
o-pSTAT3 Cell
(Tyr705) Kaninchen  k.A. 1:2000 Signaling #9145
(D3A7) XP Technology
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- B Il
Antikérper Ursprung Stamm . Verdiinnungen Hersteller este
konzentration nummer
Cell
a-STATS Kaninchen  k.A. 1:1000 Signaling #94205
(D206Y)
Technology
a-pSTATS Cell
(Tyr694) Kaninchen  k.A. 1:1000 Signaling #9359
(C11C5) Technology
Sekundarantikorper
a-mouse IgG . ) Thermo Scientific,
HRP konjugiert Ziege 0,4 mg/ml 1:2000 Waltham, USA
a-rabbit I1gG  _. Thermo Scientific
z 1:2 ’
HRP konjugiert 'eee 0,4 mg/ml| 000 Waltham USA
2.1.3  Chemikalien

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Substanz

Acrylamid-Mix 30% (Rotiphorese-
Gel A)

Standard-Agarose

Albumin Fraktion V
Ammoniumperoxisulfat (APS)
Pierce™ BCA™ Reagent A
Pierce™ BCA™ Reagent B
B-Mercaptoethanol

BSA

Bromphenolblau

Essigsaure

Ethanol

GeneRuler Express DNA Ladder
GeneRuler™ DNA-Ladder

HDGreen Plus

Isopropanol

Magermilchpulver Blotting Grade
Methanol

Natriumhydroxid

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tris
TurboFect Transfektionsreagenz
Tween-20

Hersteller
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Go6ttingen,
Deutschland

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
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Substanz

PageRuler™ Prestained Protein

Ladder

2.1.4  Enzyme

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Alle in dieser Arbeit fir molekularbiologische Methoden verwendeten Enzyme stammten von
der Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.

2.1.5 Gerate

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 4 gelistet.

Tabelle 4: Verwendete Gerdite

Gerat
Centrifuge 5424
CO,-Inkubator C 170

BD FACSCanto™ |l
Analyzer

Cell

ECL Chemo Cam Imager

Warmebad Aqualine AL 25

TC 20™ Automated Cell
Counter

Thermomixer compact
Primovert Mikroskop
Laborfuge 400R Function Line

Platten-Reader Infinite® M200
PRO

Geldokumentationssystem

Inkubator

Inkubator 1000 & Titramax
1000

Inkubator Midi

Inkubator BD 400
Kihlzentrifuge 5810 R

Kihlzentrifuge Heraeus Fresco
17

Minizentrifuge
NanoDrop 2000c

PCR Thermozykler peqStar
Power Pac Basic

Hersteller
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Binder, Tuttlingen, Deutschland

BD Biosciences, California, USA

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen,
Deutschland

LAUDA-Brinkmann, New-Jersey, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Intas Science
Deutschland

Binder

Imaging Instruments GmBH, Goéttingen,

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

GFL  (Gesellschaft
Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

fir  Labortechnik), Burgwedel,

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

neolab, Berlin, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland
Peqlab, Erlangen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland
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Gerat

Power Pac HC
Prazisionswaage D6010
Pumpe fir die Sterilbank
Prazisionswaage EMB 2000.2
Rollenmischer Intell-Mixer
Rollenmischer RM5 30V

Spannungsquelle Power Pac™
Basic

Sterilbank ScanlLaf Mars Safety
Class 2

Thermomixer Comfort
Thermomixer Compact
Thermomixer C
Trans-Blot Turbo™
Transfersystem
UV-Tisch

Waage D6010

Waage EMB 2000-2

Hersteller

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland
neolab, Berlin, Deutschland

HCL Biotech, Gottingen, Deutschland

Kern, Balingen-Frommern, Deutschland

neolab, Berlin, Deutschland

Cat, Ballrechten-Dottingen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland

LaboGene, Allergd, Danemark

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, Deutschland
neolab, Berlin, Deutschland
Kern, Balingen-Frommern, Deutschland

2.16 Kits

Die fiur die Durchfiihrung der Doktorarbeit bendétigten Kits sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Kits

Kits

NucleoSpin Gel & PCR Clean-up
Genejet Miniprep Plasmid Scientific Kit

ECL Western Blotting Detection Kit
NucleoBond Xtra Midi kit for transfection-grade

plasmid DNA

2.1.7 Medien

Hersteller

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Alle in der Arbeit verwendeten Medien sind in Tabelle 6 gelistet.

Tabelle 6: Medien

Medium

DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium)
-/-

DMEM (Dulbecco’s

Modified Eagle Medium)
+/+

Hersteller

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Zusammensetzung

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

DMEM
10% fetales Kalberserum
(FCS)
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Medium Hersteller Zusammensetzung
Jeweils 1% Penicillin und
Streptomycin

0,5% Hefeextrakt

1% NaCl

1% Trypton

100 pg/ml Ampicillin (Carl

Roth)
1,5% Agar-Agar
0,5% Hefeextrakt

LB-Medium  (Lysogeny-
Broth, Luria/Miller)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, 1% NaCl
LB-Agar
Karlsruhe, Deutschland 1% Trypton
200 pg/mL Ampicillin (Carl
Roth)
2.1.8 Oligonukleotide

Fiir die Sequenzierreaktionen und Amplifikationen der Desoxyribonukleinsdure (DNA) mittels

PCR wurden die in Tabelle 7 aufgefiihrten Oligonukleotide verwendet. Die Schmelztemperatur

(Tm) wurde von Eurofins Genomics angegeben.

Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide

Nr. Name

DF17 pcDNA3.1 rev
DF38  pCR-Script fwd1
DF39 pCR-Script revl
DF82  5'pcDNA3.1
DF85  5'pMOWS
DF86  3'pMOWS
DF403 SP_pF1

DF604 mIFNAR2-RP
DF605 mIFNAR2-FP
DF661 IFNAR2-Y510F-B
DF676
DF677
DF678
DF679
DF680
DF681
DF682
DF707
DF708

hIFNGR2-Xhol-FP
hIFNGR2-NotlI-RP
hIFNGR2-RP
hIFNGR1-FP
hIFNAR2-RP
IFNAR1-V459 A-A
IFNAR1-V459 A-B

hIFNGR1-EcoRI-FP
hIFNGR1-HindlIlI-RP

Sequenz (5'-3')

AGGCACAGTCGAGGCTG
TGCTGCAAGGCGATTAAG
ATGCTTCCGGCTCGTATG
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGC
AGCCCTTTGTACACCCTAAGC
AGCAATAGCATGATACAAAGG
ACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTA
CGATAGCGCTCTCGGACAGGC
CAGCCTGGCCAGGAGAGCG
GATGTGGGCGATGGCTTCATCATGAGAAAGCTTA
GACGAATTCAGCAAAGAAGTGTGCATCACCATC
GACAAGCTTGCTGAACTCTTTGCTGTCCTCG
GACCTCGAGAGCTGCTACGAGACAATGGC
GACGCGGCCGCTCACAGGGTCTGCAGCACGTC
GTTAGGGAAGGGCCAGGCCA
GAGCCCTGCTACAGTGCCTG
GTTAGGGAAGGGCCAGGCCA
GGGGAGGGAAACACGCGTGGCACAGGTAC
GTACCTGTGCCACGCGTGTTTCCCTCCCC

Tm

57,0°C
54,0°C
56,0°C
68,0°C
61,0°C
55,0°C
70,7°C
65,7°C
65,3°C
69,5°C
68,2°C
69,5°C
70,9°C

>75,0°C

63,1°C
63,5°C
63,5°C
73,7°C
73,7°C
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2.1.9 Plasmide

Flir den experimentellen Abschnitt der Arbeit wurden verschiedene Plasmide verwendet. Diese

sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Plasmide

Plasmid

pCR-Script
pEGFP
pcDNA3.1-Flag-HmIL-23

pBS (pBluescript)
pMOWS-puro-GFP

pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR1 Y455F

pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR1 Y518F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR1 Y529F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR1 Y455F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IEE-> AAA
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR2 Y510F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR2 Y335F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR1 Y518F Y529F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1-IFNAR2 Y335F Y510F
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1
pcDNA3.1-mCherry-VHH-mIFNAR2-2A-GFP-
VHH-mIFNAR1 Al6aa

Referenz

Thermo Fisher
Scientific (GeneART)

Clontech
Floss et al. (2013)

BioCat

Ketteler et al. 2010
Arbeitsgruppe von
Prof. Scheller

(AG Scheller)

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

AG Scheller

Bakterieller

Selektionsmarker

Ampicillin

Kanamycin
Ampicillin,
Neomycin
Ampicillin
Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin
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2.1.10 Puffer und Ldosungen

Fir die Arbeit wurden die in Tabelle 9 aufgefiihrten Puffer und Losungen verwendet.

Tabelle 9: Puffer und Lésungen

Losung/Puffer
10% APS

DNA-Ladepuffer (6x)

Laemmli-Puffer (5x)

LB-Agarplatten

JAK2-Lysispuffer

PBS (phosphate buffered saline)

10x running buffer fiir SDS-Page

S1-Puffer fiir DNA-Minipraparation

S2-Puffer fir DNA-Minipraparation

S3-Puffer fir DNA-Minipraparation

Sammelgelpuffer

Bestandteile
5 g APS auf 50 ml H,04q

30% Glycerin

50 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
0,25% Orange G

0,4 M Tris-HCI (pH 6,8)

40% Glycerin

8% SDS

65 mM B-Mercaptoethanol
0,02% Bromphenolblau
0,5% Hefeextrakt

1% NacCl

1% Trypton

1,5% Agar-Agar

200 pg/mL Ampicillin (Carl Roth)
10 mM Tris-HCI pH7,5

150 mM NaCl

0,5 mM EDTA

10 mM MgCl,

1 mM NaszVOq

0,5% NP-40

1 Tablette Proteaseinhibitoren pro 50 ml Puffer
1,5 mM KH2PO4

2,7 mM KCl

8,1 mM NazHPO,4

137 mM NaCl (pH 7,4)

0,4 M Tris-HCI (pH 8,25)

0,1 M Glycin

0,1% SDS

50 mM Glucose

25 mM Tris-HCI (pH 8,0)

10 mM EDTA (pH 8,0)
1:1000 RNase

0,2 M NaOH

1% SDS

3 M Kaliumacetat (C2HsKO3)
11,5% Essigsaure (C;H40,)
28,5 ml H,0

500 mM Tris

0,4% SDS

pH 6,8
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Losung/Puffer Bestandteile
25 mM Tris
SDS Puffer 0,1% SDS

192 mM Glycine

62,5 mM Tris-HCR (pH 6,8)
stripping buffer 2% SDS

0,1% B-Mecaptoethanol

0,4 M Tris-HCl (pH 8,8)
TAE (Tris-Acetat-EDTA) 0,01 M EDTA
0,2 M Essigsaure
150 mM NaCl
200 mM Tris-HCl (pH 7,5)
TBS-T (TBS mit Tween20) TBS-Puffer mit 0,05% Tween20

250 mM Tris-HCL (pH 7,5)
2 M Glycerin
0,01% SDS
5% Methanol
1,5 M Tris
Trenngelpuffer 0,4% SDS

pH 8,8

10x TBS (Tris-buffered-saline)

Transferpuffer

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wie Einwegpipettenspitzen, Reaktionsgefae etc. wurden von den
Firmen StarLab (Hamburg, Deutschland) und Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland) bezogen.

2.1.12 Zytokine und synthetische Liganden

Als Liganden fiir die in der Arbeit erstellten synthetischen Rezeptoren wurden die in Tabelle 10
genannten rekombinanten Proteine verwendet.

Tabelle 10: Rekombinante Proteine

Rekombinantes Protein Ursprung

Hyper Interleukin-6 (HIL-6) (0,2% Konditionierter  Zellkulturiiberstand  einer
entsprechen 10 ng/ml) stabilen CHO-K1 Zelllinie

Interferon a4 Bio-Techne, Minneapolis, USA

GFP-Fc (GG) [93]

mCherry-Fc (CC) [93]

GFP-mCherry-Fc (GCCG) [93]

GFP-mCherry rekombinant (GC) [93]

2x GFP-mCherry-Fc (GGCCGG) [93]

2.1.13 Zelllinien und Bakterienstamme

Fiir die Amplifikation der in dieser Arbeit untersuchten Plasmide wurden Escherichia coli (E.
coli)-Zellen vom Stamm XL1-blue von Stratagene (La Jolla, CA, USA) in LB-Medium verwendet.
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Die in der Arbeit fiir die Untersuchung der Rezeptorexpression und der Signaltransduktion

benutzten eukaryotischen Zelllinien sind in Tabelle 11 gelistet.

Tabelle 11: Zelllinien und Bakterienstimme

Zelllinie/
Bakterienstamm

HEK293 (ACC 305)

HEK 293-T (ACC 635)

Phoenix-Eco

Ursprung

Leibniz Institut
DMSZ-Deutsche
Sammlung von
Mikroorganismen
und Zellkulturen
GmbH

Leibniz Institut
DMSZ-Deutsche
Sammlung von
Mikroorganismen
und Zellkulturen
GmbH

DKFZ, Ursula
Klingmiller
(Heidelberg,
Deutschland)
(Ketteler et al.

Wachstumsbedingungen

DMEM+10% FCS+
Penicillin (60 mg/I)
Streptomycin

(100 mg/l)

DMEM+10% FCS+
Penicillin (60 mg/l)
Streptomycin (100mg/l)

DMEM + 10% FCS +
Penicillin (60 mg/l)
(Streptomycin (100 mg/1))

Zellart

Adhérente,
eukaryotische
Zellen, human

Adharente,
eukaryotische
Zellen, human

Adharente,
eukaryotische
Zellen, human

2002)

DMEM + 10% FCS und
10ng/ml HIL-6
(Puromycin 1,5 pug/ml)

Immunex.,Seattle,
USA

Suspensionszellen,

Ba/F3-gp130 urin

22 Molekularbiologische Methoden

2.2.1  Transformation von chemisch kompetenten E. coli

Bei einer Transformation wird Plasmid-DNA in kompetente E. coli Bakterien eingebracht. In
dieser Doktorarbeit wurde hierzu das Verfahren der heat shock Transformation angewandt.
Durch das heat shock Verfahren wird die Zellwand der Bakterien durch eine kurze Erhitzung auf
42°C fiir die hinzugegebene DNA durchldssig. Zunachst wurden hierfiir die als 30 ul Aliquots
vorliegenden, chemisch kompetenten E. coli XL-1 blue Zellen fiir 5-10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde die DNA, die in die Bakterien tberfihrt werden sollte, hinzugegeben (1-2
pl Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz). Anschliefend erfolgte eine weitere Inkubation fiir
5 Minuten auf Eis, gefolgt vom Hitzeschock bei 42°C fiir 1 Minute. Nach Abschluss des
Hitzeschocks folgten weitere 5 Minuten Inkubation auf Eis. AbschlieRend wurden 500 pl zuvor
erwarmtes LB-Medium zu jeder Probe gegeben und diese flir eine Stunde bei 37°C und 1200
Rotationen pro Minute (rpm) inkubiert. 100 pl bis 200 ul der Bakteriensuspension wurden
anschliefend auf einer LB-Agar-Platte mit jeweiligem Selektionsantibiotikum ausplattiert. Die
abschlieRende Inkubation erfolgte Giber Nacht bei 37°C.
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2.2.2  PCR (polymerase chain reaction/Polymerasekettenreaktion)

Zur Amplifikation bestimmter DNA-Sequenzen wurde eine PCR durchgefiihrt. Hierfiir wird ein
PCR-Ansatz, bestehend aus fiir die Sequenz spezifischen Oligonukleotiden (primer), freien
Desoxyribonukleotiden (dNTPs), Puffern, einer hitzestabile DNA-Polymerase und der das zu
amplifizierende Fragment erhaltenden DNA (template) benétigt. In einem mehrschrittigen
Prozess wird die template DNA denaturiert und die gewilinschte Sequenz nach dem annealing,
der Bindung der primer an die template DNA, durch Elongation mit Hilfe der DNA-Polymerase
in mehreren Zyklen amplifiziert. In dieser Arbeit wurden zwei Sonderformen der PCR, die
colony PCR und die site-directed-mutagenesis PCR (SDM-PCR), durchgefiihrt, die in den
folgenden Unterpunkten ndher erldutert sind.

Colony PCR

Die Analyse von E. coli XL-1 blue Zellen nach Transformation wurde mittels colony PCR
durchgefiihrt. Hierflir wurde zunachst 20 pl H,044 mit je einer Bakterienkolonie beimpft. Als
Kontrollen dienten eine Kolonie einer Kontrollplatte und H,044. Die Bakterien wurden bei 95°C
fiir 5 Minuten aufgeschlossen und anschlieend mit dem in Tabelle 12 aufgefiihrten PCR-Ansatz
vermengt. Die bei der PCR durchlaufenen Reaktionsschritte sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.
AbschlieRend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.4)
analysiert. Die zur Isolation der Bakterien verwendeten Pipettierspitzen wurden in je 2 ml
flissigem LB-Medium abgeworfen und bei 37°C und 1400 rpm Uber Nacht inkubiert, um die
putativ korrekt transformierten Bakterien zu identifizieren und deren Plasmid-DNA bei Bedarf
isolieren zu kdnnen (siehe Punkt 2.2.3).

Tabelle 12: PCR-Ansatz zur Durchfiihrung einer colony PCR

5x Dream Taq Puffer 5 ul
MgCl; (25 mM) 4 ul
forward primer (100 pmol/ul) 0,25 pl
reverse primer (100 pmol/ul) 0,25 ul
dNTPs (10 mM) 1
Dream Taq Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
H2044d ad 30 ul

Tabelle 13: Reaktionsschritte der colony PCR

Reaktionsschritt Dauer (min) Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 5 min 95°C

Denaturierung 1 min 95°C

annealing 1 m!n 60°C 25— 30 Zyklen
Elongation min 72°C

pro Kilobase (kB)
Finale Elongation 5 min 72°C
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Site directed mutagenensis PCR

Die site directed mutagenesis PCR wurde angewandt, um gezielte Anderungen in der
codierenden DNA hervorzurufen. Hierzu wurden sense- und antisense-Primer erstellt, die die
gewliinschte Mutation spezifischer Basenpaare enthielten, und diese in je einen PCR-
Reaktionsansatz gegeben (siehe Tabelle 14). Dies sorgte bei der Amplifikation der DNA durch
PCR dafiir, dass in auf Basis des Primers synthetisierter DNA die gewiinschte Mutation
vorhanden war. Das zugehorige PCR-Programm ist in Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Reaktionsansatz der SDM-PCR

Reaktionsansatz A Reaktionsansatz B
template DNA (1:100) 1l 1ul
5x HF-Puffer 10 ul 10 ul
sense Primer 0,4 pl /
antisense Primer / 0,4 ul
dNTPs 1l 1l
Phusion Polymerase 1l 1l
H2044 ad 50 pul ad 50 ul

Tabelle 15: Reaktionsschritte der SDM-PCR

Reaktionsschritt Dauer (min) Temperatur Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 4 min 98°C

Denaturierung 1 min 98°C

annealing 1 min 55°C 15 Zyklen
Elongation 15-30 s/kB 72°C

Finale Elongation 12 min 72°C

Nach Abschluss der PCR wurden beide Reaktionsansatze gemischt und die PCR nach Zugabe
von Phusion Polymerase erneut gestartet. Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte gemafld dem
Protokoll des Nucleo-Spin Gel and PCR Clean-up-Kits von Macherey-Nagel (Diren,
Deutschland). Die Eluation der DNA erfolgte mit 30 pl H,Oq44. AbschlieRend erfolgte die Dpnl
Spaltung fiir 2 h bei 37°C, wordurch die methylierte Wildtyp-DNA aus der Suspension entfernt
wurde und somit nur die veranderten PCR-Produkte zurlickblieben. Das Enzym wurde fir 20
Minuten bei 80°C inaktiviert und der Ansatz auf Eis inkubiert. Abschliefend wurden chemisch
kompetente E. coli XL-1 blue Zellen mit dem neu synthetisierten Plasmid transformiert (siehe
Punkt 2.2.1) und putative Klone nach Praparation der DNA (siehe Punkt 2.2.3) von einem
externen Labor sequenziert (siehe Punkt 2.2.11). Das Prinzip der site directed mutagenesis PCR
ist in Abb. 4 dargestellt.
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Ausgangsplasmid (ohne Mutation)

Vervielféltigung des . .
Ausgangsplasmids | Reaktion A —nur Forward Primer ™=—"_ Reaktion B - nur Reverse Primer

mit | Mutation

! Lot :
mutationstragenden : /v\ : : :
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i P !
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N 1

2.

Denaturierung
bei 98 °C

3. 4.

OQOOC0O= OO0

Religation der Plasmide bei 55°C

Abb. 4: Site directed mutagenesis PCR (Angelehnt an [94])

In schwarz ist das nicht-mutierte Ausgangsplasmid, in hell- bzw. dunkelblau sind die Punktmutation-
tragenden Plasmide dargestellt. Das Dreieck kennzeichnet die Punktmutation, die Liicke im farbigen Plasmid
einen Einzelstrangbruch. Zunachst wurde eine PCR mit zwei verschiedenen Ansatzen, die je einen forward-
und einen reverse-primer enthielten, durchgefiihrt. Diese trugen beide die gleiche Punktmutation. Es
entstand ein doppelstrangiges Plasmid mit je einem mutationstragenden- und einem Wildtyp-Strang. Nach
Vereinigung beider PCR Ansdtze fand eine erneute Amplifikation der Plasmide durch PCR statt. Die
Anordnung der Plasmide bei Religation erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Um die mutationstragenden
Plasmide zu isolieren, wurde eine enzymatische Restriktion mit Dpnl durchgefiihrt. Das Enzym schneidet
ausschliefllich die methylierten Wildtyp-DNA-Strange. Die verbliebenen Plasmide wurden in chemisch
kompetente E. coli XL-1 blue Zellen transformiert.

2.2.3  Praparation von Plasmid-DNA
Plasmid-DNA-Mini-Praparation

Um den Erfolg der Transformation chemisch kompetenter E. coli XL-1 blue Zellen Gberprifen
zu kdénnen, wurde deren Plasmid-DNA mittels Mini-Praparation isoliert. Hierflir wurden 2 ml LB
Medium mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum mit je einer Bakterienkolonie
beimpft und iber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (1100 rpm) inkubiert. 500 ul der Losung
wurden bei 13000 rpm und Raumtemperatur (RT) fir 3-5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Die Bakterien-Pellets wurden in 100 pl 4°C kaltem S1-Puffer, der zuvor
mit RNase versetzt wurde, resuspendiert, um vorhandene Ribonukleinsdure (RNA) zu
eliminieren. AnschlieBend erfolgte die Lyse der Bakterien durch Zugabe von 200 pl alkalischem
S2-Puffer und Invertieren. Nach 4-5 Minuten wurde die Lyse der Bakterien durch Zugabe von
150 ul des neutralisierenden 4°C kalten S3-Puffers gestoppt und die Losung fiir 10 Minuten auf
Eis inkubiert. Bei erneuter Zentrifugation (13000 rpm, 10 Minuten, 4°C) wurden die
denaturierten Proteine von der im Uberstand enthaltenen DNA getrennt. Diese wurde in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefald transferiert. Zur Fallung der Plasmid-DNA wurden 900 ul
96%iger Ethanol hinzugegeben und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Durch erneutes
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Zentrifugieren bei 13000 rpm fiir 10-15 Minuten bei Raumtemperatur konnte anschliefend der
Uberstand entfernt und die DNA-Pellets isoliert werden. Die Pellets wurden mit 500 pl
70%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert (13000 rpm, 5 Minuten bei Raumtemperatur) und
getrocknet. AbschlieBend wurden sie in 30 pl H;O4q gelost und nach Restriktion mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert (siehe Punkt 2.2.4 und 2.2.8).

Midi-Praparation

Die Midi-Praparation wurde durchgefiihrt, wenn groBere Mengen Plasmid-DNA bendtigt
wurden. Hierflir wurden zunachst 100 ml fliissiges LB-Medium mit dem fiir den Versuch notigen
Selektionsantibiotikum (in diesem Fall Ampicillin bzw. Kanamycin) versetzt und in einen 1 Liter
Erlenmeyerkolben gegeben. Jeder Kolben wurde mit einer Bakterienkolonie beimpft. Diese
stammten bei einer Retransformation direkt von einer LB-Agar-Platte und wurden mit der
Pipettenspitze in den Kolben Ubertragen. Bei zuvor durchgefiihrter Plasmid-DNA-Mini-
Praparation stammten die Bakterien von je einer Bakterienkolonie, die in einem Eppendorf-
ReaktionsgefalR mit 1,5 ml LB-Medium vor der Plasmid-DNA-Mini-Praparation durch Warme
und Schiitteln vermehrt wurde (2.2.3). Die Bakterien wurden tber Nacht bei 37°C und 140 rpm
inkubiert und anschlieBend bei einer 15 bis 20-min(tigen Zentrifugation bei 4000 rpm und 4°C
geerntet. Die Isolation der Plasmid-DNA aus den Bakterien erfolgte mit Hilfe des Kits
NucleoBond® Xtra plasmid purification der Firma Macherey-Nagel (Diren, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers. Das nach der Reinigung und Trocknung erhaltene DNA-Pellet wurde
in 100 pl H,04q4 gelbst. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde anschlieend mit dem Gerat
NanoDrop 2000c (Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, Deutschland) Gberprift. AnschlieRend
erfolgte eine weitere Kontrolle der Plasmid-DNA mittels analytischer Restriktion (siehe Punkt
2.2.8) und einer Analyse per Agarose-Gelelektrophorese (siehe Punkt 2.2.4).

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente zu analysieren, wurden diese in ein Agarosegel Uberfiihrt und durch
elektrische Spannung ihrer GrofRe nach voneinander getrennt. Die Konzentration der hier
verwendeten Agarosegele variierte je nach GroRe der darzustellenden Fragmente von 1% bis
2% Agarose. Die Anfarbung der DNA-Fragmente im Agarosegel erfolgte mit Hilfe des DNA-
Farbstoffes HDGreen Plus der Firma Intas Science Imaging Instruments GmbH, der vor der
Erkaltung der Agaroselosung hinzugefiigt wurde. Vor Beladen der Proben in das Agarosegel
wurden diese mit OrangeG-Ladepuffer (6x) versetzt und auch DNA-Marker (GeneRuler™ und
GeneRuler Express, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) wurde geladen. AnschlieRend erfolgte
die GroRentrennung der Fragmente bei konstant 120 V. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur
Auswertung das Geldokumentationssystem der Firma Intas Science Imaging Instruments GmbH
verwendet.

2.2.5 Gelextraktion — Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel

Zur Isolation eines gewlinschten DNA-Fragmentes aus dem Agarosegel wurden zunachst die
Fragmente unter ultraviolettem (UV-) Licht (365 nm) sichtbar gemacht. AnschlieBend wurde
das gewilinschte Fragment mit einem sauberen Skalpell exzidiert und in ein 2 ml-
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Reaktionsgefal Uberfiihrt. Die Gelextraktion erfolgte mit Hilfe des Nucleo-Spin Gel and PCR
Clean-up-Kits von Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die
Elution der DNA erfolgte mit H.Oq44. AbschlieBend wurde die DNA-Konzentration mittels
NanoDrop (siehe Punkt 2.2.7) bestimmt.

2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation wurde ein DNA-Fragment (insert) mit einem Plasmid (Vektor) verkniipft. Nach
enzymatischer Restriktion des inserts und des Vektors durch das gleiche Enzym (siehe Punkt
2.2.8) erfolgte die Ligation der Fragmente. Hierzu wurde der in Tabelle 16 dargestellte
Ligationsansatz verwendet.

Tabelle 16: Ligationsansatz

Vektor DNA ca. 100 ng

insert DNA Rechnerisch ermittelte Menge
10x T4-Ligase-Puffer 2 ul

PEG4000 (nur bei blunt-end) 2 ul

T4 DNA-Ligase 2 ul

H2044d ad 20 ul

Die Menge des benotigten inserts wurde mit folgender Formel berechnet:
5 % Lange insert (bp)
Lange Vektor (bp)
AbschlieRend erfolgte eine Inkubation Gber Nacht bei 4°C (blunt end) bzw. bei Raumtemperatur
fiir 2 h (sticky end) und eine Transformation in chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen
(siehe Punkt 2.2.1)

= Masse insert (ng)

2.2.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Analyse der DNA-Konzentration wurde in dieser Doktorarbeit das Spektralphotometer
»Nanodrop 2000c“ (Thermo Fisher Scientific,c Darmstadt, Deutschland) mit der hierzu
passenden Software verwendet. Als Kalibrierung wurden zunachst 1 pl H,Oq4q aufgetragen.
AnschlieBend wurde 1 pl der DNA-haltigen Losung aufgebracht und sowohl deren
Konzentration als auch deren Reinheitsgrad analysiert. Die Konzentration wurde durch
Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt, da diese je nach DNA-Konzentration
unterschiedlich stark ist. Die Bestimmung des Reinheitsgrades erfolgte einerseits durch
Betrachtung des Quotienten der Extinktion bei 260 nm und bei 280 nm, der eine eventuelle
Verunreinigung mit Proteinen detektiert. Andererseits konnten durch Auswertung des
Quotienten der Extinktion bei 260 nm und 230 nm Verunreinigungen durch Salze, organische
Losungsmittel oder Polysaccharide angezeigt werden.
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2.2.8 Restriktion der DNA

Bei der Restriktion wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe von verschiedenen Restriktionsenzymen
gespalten. Hierbei entstehen, je nach verwendetem Enzym, blunt ends oder sticky ends. Die
verwendeten Enzyme stammten von der Firma Thermo Fisher Scientiefic (Darmstadt,
Deutschland) und wurden nach Angaben des Herstellers verwendet. 1 pg Plasmid- DNA wurden
mit 1 U des gewlinschten Enzyms und dem hierfiir benétigten Puffer in 20 ul Gesamtvolumen
fir 1,5 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese
analysiert (siehe Punkt 2.2.5). Bei einer groReren Menge von 10 pg Plasmid-DNA erfolgte die
Inkubation bei einem Gesamtvolumen von 40 pl Gber Nacht bei 37°C. Die enzymatische
Restriktion wurde durch Hitze-Inaktivierung des Restriktionsenzyms bei 60°C oder 80°C fiir 20
Minuten oder durch die Zugabe von DNA-Ladepuffer gestoppt.

2.2.9 Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung verhinderte im Rahmen von Klonierungen die Religation eines Vektors
nach enzymatischer Spaltung vor Ligation mit dem insert. Nach Restriktion und Hitze-
Inaktivierung des Enzyms (siehe Punkt 2.2.8) wurden dem gespaltenen Vektor 2 ul alkaline
phosphatase (AP) (FastAP™, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) sowie die
gleiche Menge zugehoriger Puffer hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir 2 Stunden bei 37°C
inkubiert, im Agarosegel voneinander getrennt und das gewiinschte Fragment zur Ligation
exzidiert (siehe Punkt 2.2.5).

2.2.10 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Phosphorylierung der 5 Enden eines DNA-Fragmentes durch Polynukleotidkinasen (PNK-
Behandlung) erméglicht die Ligation mit verschiedenen Vektoren. Fir die PNK-Behandlung
wurden die in Tabelle 17 aufgefiihrten Komponenten benétigt:

Tabelle 17: Ansatz fiir die PNK-Behandlung

PCR-Produkt 132 ul
PNK (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) @ 3 ul
T4 Ligase Puffer 15 ul

AnschlieRend erfolgte eine Inkubation bei 37°C fiir 30 Minuten gefolgt von 5 min bei 75°C.
AbschlieBend wurden die DNA-Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese voneinander
getrennt, vom Gel extrahiert und weitere Klonierungsschritte durchgefiihrt (Siehe Punkt 2.2.5).

2.2.11 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma Microsynth Seglab, Goéttingen, Deutschland.
Hierflr wurden spezifische primer verwendet, die in Tabelle 7 aufgefiihrt sind. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm Clustal Omega (https://ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

25



Material und Methoden

2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Passagieren von Zellen

Damit die Zellen ihre Wachstumsfahigkeit beibehielten, wurden diese alle 3-4 Tage passagiert.
Zuvor wurden alle Zelllinien unter dem Mikroskop kontrolliert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C
und 5% CO,. Alle Zelllinien wurden in 10-cm-Zellkulturschalen in 10 ml DMEM (+/+) kultiviert.
Schwach adhérente Zelllinien (z.B. Phoenix-Eco oder HEK293T) wurden mit 2 ml sterilem PBS,
Stark adhédrente Zellen (z.B. CHO-K1 oder HEK293) mit 2 ml Trypsin/EDTA enzymatisch von der
Zellkulturschale abgeldst und im Verhaltnis 1:1000 auf eine neue 10-cm-Zellkulturschale mit
DMEM*) Giberfiihrt.

Ba/F3-gp130 Zellen sind IL-3 abhangig proliferierende, murine pro-B-Zellen [95, 96]. Zum Erhalt
der Proliferationsfahigkeit wurden die Ba/F3-gp130 Zellen wochentlich passagiert. Hierzu
wurden die Ba/F3-gp130 Zellen im Verhéltnis von 1:40000 in DMEM®* verdiinnt. Zur
Proliferation der Zellen wurden 20 pl HIL-6 und zur Selektion von allen transduzierten Zellen 15
pl Puromycin hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C bei 5% CO..

2.3.2 Transfektion von HEK-293T und HEK-293 Zelllinien

Die Zellen wurden von der Zellkulturschale abgeldst und in DMEM®*) iberfiihrt. Sie wurden
mit Trypanblau angefarbt und durch den TC 20TM Automated Cell Counter (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland) gezahlt. Pro 10 cm Zellkulturschale wurden 2 x
10 Zellen ausgesat und iber Nacht bei 37°C und 5% CO;inkubiert. Fir die Transfektion wurden
1 ml DMEM®?) und je 5 pg der jeweiligen Plasmid-DNA mit je 10 ul TurboFect™-Zell-
Transfektionsreagenz von Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, Deutschland) in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall vermengt.

AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fiir 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur.

Nach der Inkubation wurde die Losung tropfchenweise auf die Zellkulturschalen mit den
jeweiligen Zellen gegeben. Die Schalen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Bei HEK293 Zellen erfolgte nach Ablauf von ca. 4-6 h ein Mediumswechsel.

2.3.3 Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen

Fur die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen wurde zunichst die
Verpackungszelllinie Phoenix-Eco mit der Plasmid-DNA transfiziert. Hierfir wurden am Tag
zuvor 600000 Zellen pro Vertiefung einer 6-well-Platte in 2 ml DMEM™* ausgesat. Phoenix-
Zellen wurden analog zu Punkt 2.3.2 transfiziert (nach Angaben des Herstellers erfolgten einige
Anderungen). Ba/F3-gp130 Zellen wurden bei 1000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert und auf
eine Zellzahl von 2x108 Zellen/ml in DMEM +/+ verdiinnt. 50 pl dieser Suspension (1x 10° Zellen)
wurden mit 250 ul des Uberstandes der Phoenix-Zellen und 3 pl Prolybrene (Sigma Aldrich, 800
pug/ml) vermischt. Die finale Polybrenkonzentration entsprach 8 pg/ml. Nach 2 Stunden
Zentrifugieren bei Raumtemperatur und 1800 rpm wurde das entstandene Zellpellet in 5 ml
DMEM®*) mit 10% FCS und 10 ng/ml HIL-6 resuspendiert. Die Zellen wurden auf einer 6-well-
Platte fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach 48 Stunden wurde zur Selektion der
transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen Puromycin (1,5 pug/ml) hinzugefigt.

26



Material und Methoden

2.3.4  Stimulationsassay

Zur Analyse der intrazelluldren Signaltransduktion nach Stimulation mit verschiedenen
Zytokinen bzw. Proteinen wurden Stimulationsassays mit Ba/F3-gp130 sowie HEK293 Zellen
durchgefihrt. Ba/F3-gp130 Zellen wurden hierzu drei Mal mit sterilem PBS gewaschen (1500
rpm, 5 min, Raumtemperatur (RT)), anschlieRend in je 1 ml DMEM®) auf einer 12-well-Platte
resuspendiert und flir 4 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die Stimulation erfolgte mit
den entsprechenden Zytokinen, bzw. Proteinen fiir 30 Minuten. Als Positivkontrolle wurde 10
ng/ml HIL-6 verwendet. Im Anschluss an die Stimulation wurden die Zellen mittels
Zentrifugation geerntet (1500 rpm, 5 min, RT). Die Ba/F3-gp130 Zellen wurden in flissigem N>
schockgefroren und bis zur Lyse (siehe 2.4.1) bei -80°C gelagert. HEK293 Zellen wurden ca. 48
Stunden nach Transfektion (siehe Punkt 2.3.2) fir 30 Minuten mit den entsprechenden
Zytokinen, bzw. Proteinen stimuliert anschlieRend direkt lysiert.

2.3.5 Proliferationsassay von Ba/F3-gp130 Zellen

Zur Analyse der Proliferation nach Stimulation wurde ein Proliferationsassay, auch
Zellviabilitatsassay, durchgefiihrt. Hierfir werden Zellen mit dem Farbstoff Resazurin,
enthalten im CellTiter-Blue® (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland), versetzt, der von
diesen zu Resofurin umgewandelt wird. Letzteres hat fluoreszierende Eigenschaften und kann
durch die Messung der Fluoreszenz detektiert werden. Zur Proliferationsanalyse wurden
Ba/F3-gp130 Zellen drei Mal in PBS gewaschen (1500 rpm, 5 min bei Raumtemperatur). Mit
einer Konzentration von 5 x 10* Zellen pro ml wurden die Zellen in DMEM®/* resuspendiert
und eine entsprechende Menge Zytokin hinzugegeben. 100 pul der Suspension wurden auf je
drei wells einer 96-well-Platte aufgetragen und diese bei 37°C und 5% CO; fiir 48 Stunden
inkubiert. 20 ul CellTiter Blue wurden fiir zur Initiation der Reaktion in jedes well gegeben. Die
Messung der Fluoreszenz erfolgte durch das Fluorometer Infinite® M200 PRO (Tecan,
Mannedorf, Schweiz) (Referenzwellenlange 560 nm Wellenldange (Exzitation), 590 nm
Wellenldnge (Emission)) zum Zeitpunkt O und alle weiteren 20 Minuten bis maximal 120
Minuten.

2.3.6  Analyse der Expression von Rezeptoren an der Zelloberflache von Ba/F3-gp130
Zellen

Fur die Analyse der Expression von Rezeptoren auf der Zelloberfliche wurden 5x10° Ba/F3-
gp130 Zellen in sterilem PBS gewaschen und zunachst fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur und
2000 rpm zentrifugiert und anschlieffend in 1 ml FACS Puffer resuspendiert. Nach weiteren 5
Minuten Zentrifugation bei Raumtemperatur und 2000 rpm wurden die Zellen in 50 pl FACS
Puffer, der mit dem primaren Antikérper versetzt war, resuspendiert und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde erneut 1 ml FACS Puffer hinzugegeben, ein
weiteres Mal zentrifugiert und die Zellen in 50 pl FACS Puffer, der mit dem sekundaren
Antikorper versetzt war, gelost. Nach einer weiteren Stunde Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Zellen erneut mit FACS Puffer gewaschen, zentrifugiert und in
500 ul FACS-Puffer resuspendiert. AbschlieRend erfolgte eine Analyse der Zellen mittels
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Durchflusszytometrie unter Verwendung des FACSCanto™ Il Cell Analyzer (BD Biosciences,
California, USA). Zur Auswertung der Daten wurde die Software FCS Express verwendet.

2.4 Proteinbiolchemische Methoden
2.4.1  Herstellung von Zelllysaten

Die transfizierten Zellen wurden mit PBS (schwach adhéarente Zellen) bzw. einem Zellschaber
(stark adharente Zellen) von den Zellkulturplatten gelost, in ein ReaktionsgefaR tberfihrt und
mit PBS gewaschen (14000 rpm, 4°C, 3 min). Das Zellpellet wurde anschlieBend in 200 pl des
hierfir vorgesehenen Lysepuffers bei 4°C unter leichter Rotation fiir 1-2 Stunden lysiert. Nach
der Lyse wurde der Uberstand isoliert (14000 rpm, 4°C, 20 min). Die Konzentration an
Gesamtprotein wurde mittels BCA-Assay bestimmt (siehe 2.4.2). Die Zellepellets der Ba/F3-
gp130 Zelllinie wurden mit 100 bis 200 pl Lysepuffer lysiert. Die weiteren Schritte entsprachen
denen der oben beschriebenen Herstellung von Zelllysaten nach Hinzufligen des Lysepuffers.

2.4.2 BCA Assay

Fir die Erstellung des BCA-Assays wurde eine 1:20 Verdinnung aller Lysate und des bei
Erstellung der Lysate verwendeten Lysepuffers in H,Oq44 bendtigt. In die Vertiefungen einer 96-
well-Platte wurden jeweils 25 ul der jeweiligen Verdiinnung in Duplikaten aufgetragen. Es
wurde gegen bovines Serumalbumin standardisiert. AnschlieRend wurden 200 pl einer
Mischung von Pierce® BCA-Assay Reagent A (50-fach) und B (einfach) (Thermo Fischer
Scientific, Darmstadt, Deutschland) zum Start der Reaktion hinzugegeben. Die Proben wurden
mit einem lichtundurchlassigen Deckel abgedeckt und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration der Losungen erfolgte mit Hilfe des Fluorometer
Infinite® M200 PRO (Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei 562 nm Wellenlange. Anhand der
Extinktionswerte der BSA-Referenzwerte wurde eine Geradengleichung erstellt und die
Gesamtproteinkonzentration der Lysate errechnet. Fiir die Analyse per Western Blot wurden
die Lysate mit 5x Laemmli-Puffer auf eine Gesamtproteinkonzentration von 2,5 pg/ul verdinnt.
AnschlieRend wurden die Proben fiir 10 min bei 95°C inkubiert.

2.43 Western Blot
SDS PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Fiir die Durchfiihrung der SDS-PAGE wurden jeweils am Tag zuvor 10%- bzw. 15%-ige SDS-Gele
hergestellt, deren Zusammensetzung in Tabelle 18 ersichtlich ist.
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Tabelle 18: Zusammensetzung der SDS-Gele

Trenngel 10% Trenngel 15% Sammelgel
Acrylamid 30% 4 ml 6 ml 0,67 ml
Sammel-/Trenngelpuffer 2,6 ml 2,6 ml 1ml
H204d 3,3ml 1,3 ml 2,28 ml
TEMED 4 ul 4 ul 4 ul
APS, 10% 100 pl 100 pl 40 ul

Die Taschen der SDS-Gele wurden mit den jeweiligen Proben in entsprechender Menge
beladen. Als Marker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt, Deutschland) aufgetragen. Die Gelkammern wurden mit running buffer befillt und
die Analyse erfolgte bei einer Spannung von 95 V fiir 2 Stunden. Anschliefend erfolgte der
Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran.

Transfer der Proteine

Fiir den Proteintransfer wurden die SDS-Gele auf eine PVDF-Membran aufgebracht, die zuvor
fiir 2 Minuten in Methanol aktiviert und anschlieBend in Transferpuffer gewaschen wurde. Die
Schichtung der Komponenten erfolgte in der Kassette des Trans-Blot Turbo™ Transfersystems
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland) und wurde in folgender Reihenfolge,
von unten nach oben, durchgefiihrt: 3-4 Lagen in Transferpuffer getranktes whatman paper,
PVDF-Membran, SDS-Gel und weitere 3-4 Lagen in Transferpuffer getranktes whatman paper.
Der Transfer erfolgte bei 1 A und konstant 20 V fiir eine Stunde. Anschlieend wurden die freien
Bindestellen der Membranen fiir 2-3 Stunden mit 5% Milchpulver in TBS-T geblockt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Membranen drei Mal fir 5 bis 10 Minuten unter
Rotation bei Raumtemperatur in TBS-T gewaschen.

Immundetektion

Nach dem Waschen der Membranen wurden, je nach Antikérper, 5% Milchpulver oder 5% BSA
in TBS-T auf die Membran gegeben, mit dem jeweiligen Primarantikérper vermengt (1:1000)
und unter leichter Rotation bei 4°C tiber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Membranen
erneut drei Mal bei Raumtemperatur (RT) in TBS-T gewaschen und mit 5% Milchpulver in TBS-
T sowie dem Sekundarantikérper versehen. Dieser wurde, je nach zuvor verwendetem
Primarantikorper, Giber einen Zeitraum von 2 h bis zu einem Tag bei 4°C unter leichter Rotation
auf der Membran belassen. AbschlieBend wurde die Membran zwei Mal mit TBS-T und einmal
mit TBS gewaschen. Fiir die Auswertung wurde die Membran mit je 200 pl der beiden L6sungen
aus dem hierfiir vorgesehenen ECL Western Blotting Detection Kit (Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt, Deutschland) benetzt und im ECL Chemo Cam Imager (Intas Science Imaging
Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland) ausgewertet.

2.4.4  Stripping der Western Blot Membran

Ein an die Membran gebundener Priméarantikdrper kann wieder von dieser entfernt werden
(stripping). Die Membran wurde hierzu fiir 30 Minuten bei 60°C in einer Losung aus stripping
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buffer (siehe Tabelle 9) und B-Mercaptoethanol inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
dreimaliges Waschen der Membran fiir 5 bis 10 Minuten mit TBS-T. Nach dem Waschen wurde
die Membran mit 5% Milch in TBS-T fiir 1 bis 3 Stunden geblockt und weitere drei Mal mit TBS-

T gewaschen. Die Zugabe des primaren Antikorpers sowie die darauffolgenden Schritte
entsprechen der Beschreibung in Punkt 2.4.3.

30



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1  Synthetische humane IFNa-Rezeptoren werden durch synthetische Liganden
aktiviert

Um die Hypothese einer vergleichbaren Signaltransduktion von synthetischen- und
Wildtyprezeptoren bei Stimulation durch synthetische Liganden zu Uberprifen, wurden
zunachst die entsprechenden synthetischen Rezeptoren erzeugt. Hierflir wurde die
Konstruktionsstrategie der synthetischen Zytokinrezeptoren aus vorherigen Arbeiten der AG
Scheller fir die Typ | IFN-Rezeptoren adaptiert [1] (de Vos, Frederik, Dissertation, bisher nicht
veroffentlicht). Wahrend die intrazelluldren- und Transmembrandomanen des humanen IFNa-
Rezeptors unverandert blieben, wurde die extrazellulire Domane bis auf 15 Aminosduren
durch je einen nanobody ersetzt. Die nanobodies waren gegen je ein synthetisches,
fluoreszierendes Protein (GFP bzw. mCherry) gerichtet und wurden mit den verbliebenen
Anteilen des Wildtyprezeptors verbunden (siehe Abb. 5 A und B). Die fiir die synthetischen
hIFNa-Rezeptoren codierenden cDNAs wurden von BioCat (Heidelberg, Deutschland) als 2A-
Funktionskonstrukt synthetisiert und im Klonierungsvektor pBluescript (pBS) zur Verfligung
gestellt. Abb. 5 C gibt eine Ubersicht iiber den genauen Aufbau der Expressionskassette.

A @ B
GFPyyy | | mCherryy,,
hIFNARL hIFNAR2 (V) (Vo)
hIFNAR1 - . hIFNAR2
C D

Co-translationale Selbstspaltung von 2A

e T
t 4

FLAG/HA tag  Schnittstelle tag

¥ | |
| IFNAR2 || |sPill  PRRTAVAGH
?

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

t ) Prozessierung und Integration in die Plasmamembran
Ve 2A- Vg
Peptid IFNAR2 8 IFNARL

HA-V-IFNAR2 myc-Vg-IFNAR1

Abb. 5: Die Konstruktionsstrategie der SyCyRs wurde aus vorherigen Arbeiten auf die humanen IFNa-
Rezeptoren adaptiert.

Die extrazellulare Domane des endogenen Rezeptors (A) wurde fast vollstdndig durch gegen die
synthetischen fluoreszierende Proteine GFP und mCherry gerichtete nanobodies (Ve bzw. Vc) ersetzt (B). Der
gegen GFP gerichtete nanobody ist griin, der gegen mCherry gerichtete nanobody rot dargestellt. Die
Expressionskassette der synthetischen hIFNa-Rezeptoren (C) besteht aus zwei, durch das 2A-Peptid und die
Furin-Schnittstelle getrennten, Anteilen. Diese wiederum umfassen je ein Signalpeptid, die Sequenzen fir
intrazelluldre- und Transmembrandoméanen sowie 15 Aminosduren der extrazelluldren Doméane einer der
Rezeptoruntereinheiten hIFNAR1 und hIFNAR2, einen myc- bzw. HA-tag und je einen nanobody (Ve bzw. V¢).
(D) Das 2A-Peptid spaltet sich Enzym-unabhdngig cotranslational selbst in einen Rest aus 23 Aminosduren
(AS) und einen aus 1 AS. Bei der Prozessierung und Integration in die Plasmamembran werden die
Signalpeptide entfernt, sowie die Furin-Schnittstelle durch das Enzym Furin gespalten und somit auch die 2A-
Reste entfernt.
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Durch die 2A-Konstruktionsstrategie wurde die Translation beider Rezeptorkomplexe in einem
open reading frame ermoglicht, um Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen
Untereinheiten zu verringern [97-99]. Die Furin-Schnittstelle sorgte fiir die Eliminierung von
Aminosauren des 2A-Peptids durch das im trans golgi network lokalisierte Enzym Furin [98, 99]
(siehe Abb. 5d). Die jeweiligen Rezeptoruntereinheiten und die nanobodies wurden fiir den
Nachweis durch Western Blot mit je einem Protein tag versehen (HA bzw. myc).

In vorausgegangenen Forschungsarbeiten wurde nachgewiesen, dass die Signaltransduktion
der murinen IFNa-Rezeptoren mit denen der synthetischen murinen IFNo-Rezeptoren
vergleichbar ist [2]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der synthetische mIFNa-
Rezeptor als Kontrolle verwendet.

3.1.1  Synthetische hIFNa-Rezeptoren werden in eukaryotischen Zellen exprimiert

Um die Rezeptorproteine und deren Eigenschaften in verschiedenen Zellmodellen untersuchen
zu kdnnen, wurde die Expressionskassette zundchst in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA3.1 (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Darmstadt, Deutschland) kloniert. Der
Expressionsvektor pcDNA3.1-FLAG-HmIL23 lag in der AG Scheller vor und wurde mittels Pmel
gespalten und anschlieRend dephosphoryliert (siehe Punkt 2.2.9). Hierbei verhinderte die
Dephosphorylierung eine Religation des Vektors. Das insert wurde ebenfalls zundchst mit Pmel
gespalten. AnschlieBend wurden die gewiinschten Fragmente ligiert (siehe Abb. 6).

Pmel Pmel

pBS-

SyCyR- V. SyCyR-
hIFNAR2-2A- —_— VchIFNAR2-2A-
V;hIFNAR1 V;hIFNAR1
5344 bp 2392 bp brmel
Pmel Pmel pcDNA3.1-
SyCyR-
VchIFNAR2-2A-

Pmel Pmel VGhIFNARL

7718 bp

pcDNA3.1-
FLAG-HmIL-23
6966 bp

pcDNA3.1 Pmel

5326 bp

e

Pmel Pmel

Abb. 6: Klonierung des Expressionsvektors fiir die complementary DNA (cDNA) von VchIFNAR2-2A-
VGhIFNAR1.

Die Ausgangsplasmide pcDNA3.1-FLAG-HmIL-23 und pBS-VchIFNAR2-2A-VshIFNARL1 wurden mit Pmel
gespalten und die Fragmente pcDNA3.1 (Vektor) und VchIFNAR2-2A-VchIFNAR1 (insert) ligiert. Der isolierte
pcDNA3.1-Vektor wurde vor der Ligation dephosphoryliert. Das entstandene Plasmid wurde pcDNA3.1-
SyCyR-VchIFNAR2-2A-VshIFNAR1 genannt.

Zur Kontrolle des Ligationsproduktes wurden chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen
transformiert (siehe Punkt 2.2.1). Die Bakterienkolonien wurden mittels colony PCR (siehe
Punkt 2.2.2) analysiert (siehe Abb. 7 A) und die Plasmid-DNA der putativen Klone durch Mini-
Praparation (siehe Punkt 2.2.3) isoliert (siehe Abb. 7 B). Die isolierte Plasmid-DNA der putativen
Klone wurde anschlieBend mittels enzymatischer Restriktion (siehe Punkt 2.2.8) durch Nhel
analysiert. Von Klonen mit den erwarteten DNA-Fragmenten (1508 Basenpaare (bp) + 6210 bp)
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wurde anschlieBend die Plasmid-DNA mittels Plasmid-Midi-Praparation (siehe Punkt 2.2.3)
isoliert. Die Kontrolle erfolgte mittels Restriktionsspaltung durch drei verschiedene Enzyme,
Nhel, EcoRV und Spel. Die FragmentgroRen (Nhel 1508 bp + 6210 bp; EcoRV 2378 bp + 5340 bp
und Spel 2262 bp + 5456 bp) stellten sich in der Agarosegelelektrophorese wie erwartet dar.
Das gewiinschte Plasmid pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNAR2-2A-VGhIFNAR1 wurde erfolgreich
erzeugt.
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Abb. 7: Klonierung des Expressionsvektors fiir die c¢DNA von VchIFNAR2-2A-VghIFNAR1
(VehIFNAR1+VchIFNAR2)

(A) Nach Transformation der Ligationsprodukte in chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen wurden
putative Klone nach erfolgter colony PCR durch Agarosegelelektrophorese iberprift (FragmentgréRen 1039
bp). (B) Die Plasmid-DNA der putativen Klone wurde mittels Mini-Praparation isoliert. Die isolierte Plasmid-
DNA wurde durch das Restriktionsenzym Nhel enzymatisch gespalten (Nhel 1508 bp + 6210 bp). AnschlieRend
wurden die Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese voneinander getrennt und hinsichtlich ihrer GroRe
analysiert. Bei den verwendeten Markern handelte es sich um GeneRuler Express DNA Ladder (rechts) und
GeneRuler™ DNA Ladder (links), Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.
Im ndchsten Schritt wurden HEK293T Zellen transient mit pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNAR2-2A-
VshIFNAR1 transfiziert (siehe Punkt 2.3.2). Die Zellen wurden zwei Tage nach der Transfektion
lysiert (siehe Punkt 2.4) und die Zelllysate mittels SDS-PAGE und Western Blot auf Expression
der Rezeptoren analysiert (siehe Punkt 2.4.2). Fir die Analyse wurden die Antikorper a-HA und
o-myc verwendet, die gegen die entsprechenden Protein tags gerichtet sind. Als
Negativkontrolle diente das Zelllysat von Zellen, die mit pEGFP transfiziert wurden. Das
Ergebnis der Western Blot Analyse zeigte, dass beide Rezeptoranteile aller Klone der
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synthetischen humanen IFNa-Rezeptoren von den HEK293T Zellen exprimiert wurden (siehe
Abb. 8). Durch die Glykosylierung der Proteine weicht das errechnete Molekulargewicht
(VcIFNAR2 48.5 kDa; VGIFNAR1 29.7 kDa) von der im Western Blot ersichtlichen ProteingroRRe
ab.

pcDNA3.1-SyCyR-
V hIFNAR2-2A-

VGhIFNAR1 pcDNA3.1-SyCyR-
kDa pEGFP #3 #12 #16 VchIFNAR2-2A-
130 VghIFNAR1L
100 — ' kDa PpEGFP #3 #12 #16
70 — 5l
55 —

40—
40 — ik
35 | VchIFNAR2 b et VshIFNAR1
HA 25— Pl : myc

Abb. 8: Die Untereinheiten des synthetischen hIFNa-Rezeptors (VchIFNAR1+VchIFNAR2) werden in
HEK293T Zellen exprimiert.

HEK293T Zellen wurden transient mit drei Klonen von pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNAR2-2A-VchIFNAR1 (#3, #12,
#16) transfiziert. Die erstellten Zelllysate wurden in gleicher Konzentration auf ein SDS-Gel geladen (50 pg
Protein pro Spur) und mittels Western Blot Analyse ausgewertet. Transient mit pEGFP transfizierte Zellen
wurden als Negativkontrolle verwendet. Zur Detektion der Proteine wurden gegen den HA (A) und myc tag
(B) gerichtete Antikdrper verwendet. PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA diente als Proteinmarker.

Beide Rezeptoranteile des synthetischen Rezeptors konnten mittels SDS-PAGE und Western
Blot Analyse in den Zelllysaten der transfizierten Zellen nachgewiesen werden.

Nach erfolgreichem Nachweis der Expression beider Rezeptoruntereinheiten durch die
HEK293T Zellen wurde im nachsten Schritt die Signaltransduktion der synthetischen IFNa-
Rezeptoren in HEK293 Zellen untersucht. Da der Rezeptor mit der Klonnummer #12 am
starksten exprimiert wurde, wurde dieser fir alle weiterfihrenden Experimente verwendet.

3.1.2  Die Stimulation der synthetischen hIFNa-Rezeptoren flhrt in transient transfizierten
eukaryotischen Zellen zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges

Nach erfolgreicher Expression in HEK293T Zellen wurde die nach Stimulation ausgeloste
Signalkaskade des synthetischen hIFNa-Rezeptors mit der des synthetischen mIFNa-Rezeptors
verglichen. Hierbei wurde die JAK/STAT-Signaltransduktion untersucht, die von den Wildtyp-
hIFNa-Rezeptoren hauptsachlich aktiviert wird (zusammengefasst in [4]). Zundchst wurden
transient transfizierte HEK293 Zellen stimuliert (siehe Punkt 2.3.2). Diese Zellen exprimierten
entweder die murinen oder die humanen synthetischen IFNa-Rezeptoren. Als Positivkontrolle
diente das in der AG Scheller vorliegende Designeryztokin Hyper-IL-6 (HIL-6) in 0,2%iger
Konzentration (10 ng/ml). HIL-6 besteht aus dem I6slichen Interleukin-6 Rezeptor (sIL-6R), der
durch einen Peptidlinker mit Interleukin-6 (IL-6) verbunden ist [100]. Durch Bindung an
membranstdndiges Glykoprotein 130 (gp130) aktiviert HIL-6 die intrazelluldre IL-6
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Signaltransduktion, ohne dass der IL-6R membransténdig vorliegt (IL-6 trans-signaling),
weshalb es in dieser Arbeit bevorzugt als Positivkontrolle eingesetzt wurde [101]. Als
Negativkontrolle dienten die Lysate unstimulierter Zellen. Fiir die Stimulation der
synthetischen Zytokinrezeptoren wurden in der AG Scheller etablierte synthetische Liganden
verwendet [93]. Diese setzen sich aus den fluoreszierenden Proteinen green fluorescent
protein (GFP) und mCherry zusammen, die Uber den Fc-Teil eines humanen 1gG Antikorpers
verknilpft wurden [93]. Sie binden an die jeweiligen gegen sie gerichteten nanobodies der
synthetischen Zytokinrezeptoren. In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Varianten der
synthetischen Liganden verwendet (siehe Abb. 9). Diese stimulierten die Untereinheiten der
synthetischen Zytokinrezeptoren sowohl als Homo- (GG und CC) als auch als Heterodimere
(GCCG, GC).

GFPyyy | mCherryy,y
(Vg) (Vo)
hIFNAR1 - r  hIFNAR2

Abb. 9: Schematischer Aufbau des synthetischen hIFNa-Rezeptors (VchIFNAR1 VchIFNAR2) mit den
verwendeten synthetischen Liganden.

Die extrazelluldre Domane der Wildtyprezeptoren wurde bis auf 15 Aminosaduren durch gegen synthetische,
fluoreszierende Proteine gerichtete nanobodies (Vs bzw. Vc) ersetzt. In grin ist der gegen GFP gerichtete
nanobody dargestellt, in rot der gegen mCherry gerichtete. Die synthetischen Liganden setzen sich aus den
jeweiligen griin- bzw. rot fluoreszierenden Proteinen GFP (griin) und mCherry (rot) zusammen. Die Proteine
wurden mit dem Fc-Teil von humanen IgG-Antikorpern fusioniert und bilden Hetero- (GC) und Homodimere
(GG, CC), bzw. Tetramere (GCCG) [93].

Nach Stimulation der HEK293 Zellen wurden deren Lysate unter Verwendung von gegen
pSTAT1, STAT1, pSTAT2, STAT2, pSTAT3, STAT3, pSTAT5, STAT5, HA und myc gerichteten
Antikorper mittels Western Blot analysiert (siehe Punkt 2.4.2). Durch die gegen nicht-
phosphorylierte STAT-Proteine gerichteten Antikérper wurde die vom Lysat aufgetragenen
Menge kontrolliert. Der Nachweis von HA und myc repradsentiert die Rezeptorexpression.

35



Ergebnisse

VmIFNAR1 VmIFNAR2 VGhIFNART VchIFNAR2

+ HIL-6
+ GCCG

pSTAT1 pSTAT1

STAT1 STAT1

PSTAT2 ® | pSTAT2

STAT2

STAT2

pSTAT3
pSTAT3

STAT3
STAT3

, | pSTATS
| pSTATS

| STATS STATS

| HA

myc

myc

25

Abb. 10: Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges der synthetischen hIFNa-Rezeptoren und der mIFNa-
Rezeptoren ist vergleichbar.

HEK293 Zellen wurden 30 Stunden nach erfolgter Transfektion bei 5% CO; und 37°C inkubiert. Nach einem
Mediumswechsel mit FCS-freiem Medium wurden sie fir weitere 16 bis 20 Stunden unter gleichen
Bedingungen inkubiert (starving). Vor Herstellung der Zelllysate erfolgte eine Stimulation der Zellen fur 30
Minuten mit 10 ng/ml HIL-6 und 100 ng/ml der jeweiligen synthetischen Liganden. Nach Herstellung der
Zelllysate wurden diese mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse ausgewertet. Bei der SDS-PAGE wurden
pro Spur 50 ug Gesamtprotein aufgetragen. Fir die Western Blot Analyse wurden gegen pSTAT1, STAT1, HA
und myc (n=3) sowie gegen pSTAT2, STAT2, pSTAT3, STAT3, pSTAT5 und STATS5 (n=1) gerichtete Antikorper
verwendet. Marker: PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA.

Die Stimulation mit HIL-6 diente als Positivkontrolle und induzierte bei beiden Zelllinien durch
Bindung an den Rezeptor gp130 auf der Oberflache der HEK293 Zellen eine Phosphorylierung
von STAT1, STAT3 sowie STAT 5. Die Bindung des Liganden GCCG induzierte bei beiden
Rezeptoren eine Phosphorylierung von STAT1, STAT2 und STAT3, nicht jedoch von STATS5. Eine
Stimulation mit GG resultierte bei keinem Rezeptor in einer Phosphorylierung eines der STAT-
Proteine. Die Liganden CC und GC induzierten bei beiden Rezeptoren eine Phosphorylierung
der STAT-Proteine 1, 2 und 3. GC induzierte, neben HIL-6, als einziger Ligand beim humanen
Rezeptor eine Phosphorylierung von STAT5. Die Ergebnisse der Analyse lassen darauf
schlieBen, dass bei Stimulation der synthetischen mIFNa- und hIFNa-Rezeptoren im
Allgemeinen eine vergleichbare Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges stattfindet (siehe Abb.
10). Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse vorheriger Forschungsarbeiten [2], die die analoge
Signaltransduktion von synthetischen mIFNa-Rezeptoren und Wildtyp mlIFNa-Rezeptoren
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zeigten, kann somit schlussfolgernd angenommen werden, dass die Signaltransduktion der
synthetischen hlIFNa-Rezeptoren ebenfalls vergleichbar mit der Signaltransduktion der
Wildtyp-Rezeptoren ist. Interessanterweise zeigte sich, dass auch durch die Stimulation der
Rezeptoren mit dem synthetischen Liganden CC erzeugte Homodimere der IFNAR2
Untereinheiten eine Aktivierung der STAT1 und STAT2 Proteine hervorriefen. Dies legt nahe,
dass die Stimulation eines IFNAR2-Homodimers ebenfalls zu einer Aktivierung des JAK/STAT-
Signalweges flihrt. Synthetisch erzeugte Homodimere der IFNAR1 Untereinheiten (vgl.
Stimulation mit GG) waren hingegen dazu nicht in der Lage. HIL-6 wurde als
Stimulationskontrolle verwendet und aktivierte mit Ausnahme von STAT2 alle anderen STAT-
Proteine mit unterschiedlicher Intensitat.

3.1.3 Erzeugung von stabilen Ba/F3-gp130 Zellen mit Expression synthetischer humaner
Typ | IFN-Rezeptoren

Die Ergebnisse der Stimulation transient transfizierter Zellen wurden im nachsten Schritt in
stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen Uiberpriift. Diese lagen bereits in der AG Scheller vor.
Bei Ba/F3-gp130 Zellen handelt es sich um murine pro-B-Lymphozyten, die durch nachtragliche
genetische Modifikation gp130-Rezeptoren exprimieren [95]. Durch diese genetische
Modifikation sind Ba/F3-gp130 Zellen in der Lage, faktorabhangig durch Stimulation mit HIL-6
zu proliferieren [100]. Ba/F3-gp130 Zellen wurden zunichst mit der Rezeptor-DNA retroviral
transduziert. Fir die retrovirale Transduktion wurde die cDNA zuvor in den retroviralen
pMOWS-puro-Vektor kloniert (siehe Abb. 11). Der hierfir verwendete Vektor pMOWS-puro lag
in gespaltener (Pmel) und dephosphorylierter Form in der AG Scheller vor. Das
Ligationsprodukt wurde in chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe
Punkt 2.2.1) und mittels colony PCR kontrolliert (siehe Punkt 2.2.2). Die Plasmid-DNA putativer
Klone wurde mittels Mini-Praparation isoliert (siehe Punkt 2.2.3) und durch Restriktionsanalyse
Uberprift (siehe Punkt 2.2.8). Die Plasmid-DNA der in der Restriktionsanalyse korrekten
Bakterienkolonien wurde mittels Midi-Praparation isoliert (siehe Punkt 2.2.3). Abschliefend
wurde die in der Midi-Praparation isolierte Plasmid-DNA mit Hilfe einer Restriktion durch drei
verschiedene Enzyme auf ihre Korrektheit Gberprift (siehe Abb. 11).
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Abb. 11:Klonierung des pMOWS-puro-Vektors fiir die SyCyR-VchIFNAR2-2A-VchIFNAR1 cDNA.

pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNAR2-2A-VshIFNAR1 wurde mit Pmel geschnitten. Das insert wurde mit dem Vektor
pMOWS-puro, der in der AG Scheller vorlag, ligiert (siehe Punkt 2.2.6). Das klonierte Plasmid wurde als
pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNAR2-2A-VchIFNAR1 bezeichnet. Chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen
wurden mit dem Ligationsprodukt transformiert und putative Klone mittels colony PCR analysiert. Die
Plasmid-DNA der korrekten Klone wurde mittels Midi-Praparation isoliert und durch je drei
Restriktionsenzyme gespalten (Xhol 1041 + 7073 bp; Xbal 1338 + 6776 bp; Hindlll 1962 + 6152 bp). Als
Kontrolle diente das ungespaltene Plasmid (Kontrolle). Die Fragmente wurden mittels
Agarosegelelektrophorese Uberpriift. Bei den verwendeten Markern handelte es sich um GeneRuler Express
DNA Ladder (rechts) und GeneRuler™ DNA Ladder (links), Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA.

Das Plasmid wurde erfolgreich kloniert und als pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNAR2-2A-VchIFNAR1
bezeichnet. AbschlieRend erfolgte eine Testexpression der Rezeptorproteine in transient
transfizierten HEK293T Zellen (siehe Punkt 2.3.2). Hierbei wurden deren Zelllysate mittels
Western Blot Analyse (siehe Punkt 2.4.3) im Hinblick auf Expression der Rezeptoranteile
analysiert. Fir die Auswertung wurden gegen den in der Expressionskassette vorhandenen HA-
und myc-tag gerichtete Antikorper verwendet. Als Negativkontrolle wurden Zelllysate von mit
PEGFP und pMOWS-puro-GFP transfizierten, bzw. von untransfizierten HEK293T Zellen (K)
verwendet (siehe Abb. 12).
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Abb. 12:Die synthetischen hIFNa-Rezeptoren werden exprimiert.

HEK293T Zellen wurden transient mit der Rezeptor-DNA der synthetischen hIFNa-Zytokinrezeptoren im
retroviralen pMOWS-puro-Vektor transfiziert. Gleiche Proteinmengen der Zelllysate wurden auf SDS-Gele
aufgetragen (50 pug/Spur) und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Als Negativkontrolle dienten
mit pEGFP und pMOWS-puro-GFP transfizierte Zellen, sowie untransfizierte Zellen (K). Als Marker wurde
PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
verwendet.

Die Ergebnisse zeigten sowohl fiir die mit a-myc als auch fiir die mit a-HA behandelten
Membranen die entsprechenden Proteinbanden, deren Molekulargewicht unter
Berlicksichtigung posttranslationaler Glykosylierungen dem der synthetischen hIFNAR-
Untereinheiten entsprach. Dies zeigt, dass beide Rezeptoruntereinheiten von den HEK293T
Zellen exprimiert wurden. Im nachsten Schritt wurden Ba/F3-gp130 Zellen stabil mit der
Rezeptor-cDNA transduziert, um hier sowohl die Signaltransduktion als auch das
ligandenabhangige Proliferationsverhalten der Zellen zu untersuchen (siehe Punkt 2.3.3).

Die Rezeptorexpression auf den Ba/F3-gp130 Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie (siehe
Punkt 2.3.6) (berprift (siehe Abb. 13). Hierflir wurden gegen den mit den
Rezeptoruntereinheiten verbundenen HA- und myc-tag gerichtete Antikorper verwendet.
Waihrend das grau hinterlegte Histogramm die nativen Ba/F3-gp130 Zellen reprasentierte,
wurden die mit den jeweiligen Rezeptoren versehenen Ba/F3-gp130 Zellen durch die
schwarzen Histogramme dargestellt. Es war in allen Histogrammen eine deutliche
Verschiebung der schwarzen Histogramme auf der Abszisse (Fluroeszenzintensitat) nach rechts
erkennbar. Dies ist mit einer erhéhten Emission von Fluoreszenz, ausgeldst durch die an die
synthetischen Rezeptoren gebundenen fluoreszierenden Antikorper, zu begriinden. Die Menge
der exprimierten Rezeptoren ist proportional zur Starke der gemessenen Fluoreszenz, da die
fluoreszierenden Antikorper an die synthetischen Rezeptoren binden. Die Ergebnisse der
Analyse veranschaulichen demnach, dass beide Rezeptoruntereinheiten des synthetischen
mIFNa-Rezeptors auf der Oberflache der Zellen exprimiert wurden. Bei den synthetischen
hIFNoa-Rezeptoren zeigte sich ein heterogenes Bild, wonach die hIFNAR2-Untereinheit
scheinbar starker auf der Zelloberflache exprimiert wurde als die hIFNAR1-Untereinheit.
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Abb. 13:Synthetische mIFNa- und hiIFNa-Rezeptoren werden auf der Oberfliche von Ba/F3-gp130 Zellen
exprimiert.

Nach Zugabe von spezifischen Antikérpern wurden die Ba/F3-gp130 Zellen mittels Durchflusszytometrie auf
Fluoreszenz untersucht. Die Ergebnisse wurden als Histogramme dargestellt. Auf der Ordinatenachse ist die
bei jeweiliger Fluoreszenzstarke gemessene Zellzahl aufgetragen, auf der Abszissenachse wird die
Fluoreszenzstirke abgebildet. Als Negativkontrolle wurden nicht transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen
verwendet. Sie wurden in der Auswertung als graues Histogramm dargestellt. Als schwarze Histogramme
wurden die mit den jeweiligen Rezeptoren transduzierten Zellen dargestellt. Je gréRer die Verschiebung der
jeweiligen schwarz umrandeten Kurve nach rechts war, desto mehr Rezeptoren wurden auf der
Zelloberflache detektiert. Das Experiment wurde in Zusammenarbeit mit PD Dr. rer. nat. Doreen Manuela
FloR durchgefiihrt. (n=1)

3.1.4 Die Stimulation von synthetischen hIFNa-Rezeptoren fihrt in stabil transduzierten
Ba/F3-gp130 Zellen zu einer Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges.

Zur Analyse der faktorabhangigen Ba/F3-gp130 Zellen wurde deren Zellproliferation nach
Stimulation durch synthetische Liganden untersucht (siehe Punkt 2.3.5). Zur Stimulation
wurden die synthetischen Liganden GCCG, GG, CC und GC verwendet. Ba/F3-gp130 Zellen
konnen durch ihre zusatzlichen gp130 Rezeptoren nicht nur IL-3-abhangig proliferieren, die
durch Bindung von HIL-6 an membranstandiges gp130 ausgeldste IL-6 Signalkaskade fuhrt
ebenfalls zur Proliferation der Zellen. Daher wurde HIL-6 (10 ng/ml) als Positivkontrolle
verwendet. Als Negativkontrolle dienten nicht-transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen sowie je eine
unstimulierte Variante der transduzierten Zellen (siehe Abb. 14).
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Abb. 14:Stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zelllinien zeigen keine ligandenabhingige Proliferation.

Stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO> mit den synthetischen
Liganden in einer Konzentration von 100 ng/ml stimuliert. Die Proliferation wurde mit CellTiter Blue (Promega
GmbH, Mannheim, Deutschland) detektiert. Als Positivkontrolle diente HIL-6 (10 ng/ml). Die Negativkontrolle
bildeten unstimulierte Zellen, sowie untransduzierte Ba/F3-gp130 Zellen. Das Diagramm zeigt die
Proliferation untransduzierter Ba/F3-gp130 Zellen sowie von mit den synthetischen mIFNa- und hIFNa-
Rezeptoren transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen nach Ligandenbindung. Auf der Abszissenachse sind die
Zelllinien mit den jeweils verwendeten Liganden aufgetragen, auf der Ordinatenachse die detektierte
Fluoreszenz lebender Zellen. Von dem dreifach durchgefiihrten Experiment ist ein reprasentatives Ergebnis
gezeigt (n=3).

Keine der Zelllinien zeigte eine ligandenabhangige Proliferation. Da bereits 1999 beschrieben
wurde, dass die Aktivierung von Interferonen die Proliferation von Ba/F3 Zellen inhibiert, war
dieses Resultat zu erwarten [102]. In einer vorhergegangenen Arbeit der AG Scheller zu den
synthetischen mIFNa-Rezeptoren fiihrte die Stimulation der Wildtyprezeptoren mit
natirlichen Liganden ebenfalls zu keiner Proliferation (de Vos, Frederik, Dissertation, bisher
nicht veroffentlicht).

Um darzustellen, welche Signalwege durch die Stimulation der synthetischen Rezeptoren
aktiviert werden, wurde ein Stimulationsassay durchgefiihrt (siehe Punkt 2.3.4). Als
Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen. Mit HIL-6 stimulierte Zellen wurden als
Positivkontrolle verwendet. GCCG, GG und CC wurden als synthetische Liganden eingesetzt.
Die Zelllysate wurden durch Western Blot Analyse mit gegen pSTAT1, STAT1, pSTAT2 und STAT2
gerichteten Antikorpern untersucht. Hierbei dienten unphosphorylierte STAT-Proteine der
Kontrolle, ob von allen Zelllysaten vergleichbare Proteinkonzentrationen aufgetragen wurden.
Durch die gegen pSTAT1 und pSTAT2 gerichteten Antikorper war eine Kontrolle der aktivierten
Signaltransduktion moglich (siehe Abb. 15).
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Abb. 15:Die aktivierten Signalkaskaden von synthetischen mIFNa- und hIFNa-Rezeptoren sind
vergleichbar.

Die transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen wurden fiir 30 Minuten mit den Liganden HIL-6, GCCG, GG und CC
stimuliert. HIL-6 wurde mit einer Konzentration von 10 ng/ml verwendet, die synthetischen Liganden mit
einer Konzentration von 100 ng/ml. Nach Ernte wurden die Zellen in flissigem Stickstoff gefroren und bei
-80°C gelagert. Die Zelllysate wurden erstellt und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Fiir die SDS-
PAGE wurden je 50 pg Protein pro Spur aufgetragen. Die bei der Western Blot Analyse verwendeten
Antikorper waren gegen pSTAT1, STAT1, pSTAT2 und STAT2 gerichtet (n=3). PageRulerTM Prestained Protein
Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA wurde als Proteinmarker verwendet.

Flr pSTAT1 ist nur bei HIL-6, GCCG und CC die Aktivierung von STAT1 nachweisbar. Die Starke
der Aktivierung ist bei beiden Western Blots vergleichbar. Die Aktivierung von a-pSTAT2 ist fiir
GCCG beim synthetischen hIFNAR starker und fiir CC schwacher ausgepragt als beim
synthetischen mIFNAR. Dies legt nahe, dass die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs beider
Rezeptoren besonders im Hinblick auf die STAT1-Aktivierung vergleichbar ist. Lediglich in der
Intensitat der Aktivierung von STAT2 durch die Liganden GCCG beziehungsweise CC zeigten sich
leichte Unterschiede. Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Signaltransduktionsanalyse
sowohl von transient transfizierten als auch von stabil transduzierten Zellen, dass die
Signalkaskaden beider Rezeptoren nach Aktivierung durch einen synthetischen Liganden
miteinander vergleichbar sind. Dies spiegelte sich auch in der fehlenden Proliferation wider.
Interessanterweise wurde in beiden Zellmodellen deutlich, dass die Aktivierung durch den
Liganden CC zu einer Signaltransduktion fihrt. Dies lasst vermuten, dass auch synthetisch
erzeugte Homodimere aus den Rezeptoruntereinheiten IFNAR2 in der Lage sind, die
Signaltransduktion zu aktivieren.

Durch die Ergebnisse wurde die Phanokopie von synthetischen mIFNAR durch synthetische
hIFNAR in Bezug auf die Aktivierung von STAT1 und STAT2 sowie auf das fehlende
Proliferationsverhalten gezeigt. AuBerdem wurde eine Aktivierung der Signalkaskade durch
synthetisch erzeugte Homodimere aus IFNAR2-Untereinheiten beobachtet. Weiterfiihrende
Untersuchungen zu den synthetischen hIFNa-Rezeptoren sollten sich mit der Aktivierung von
STAT3 und STATS Proteinen befassen. Hier muss gepriift werden, ob die Aktivierung von STAT3
und STAT5-Proteinen durch die synthetischen hIFNa-Rezeptoren generell stattfindet, aber
moglicherweise bei transient transfizierten Zellen nicht detektierbar ist. Hierzu missen die
stabil mit dem Rezeptor transduzierten Zellen erneut stimuliert und auf diese Anteile der
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Signaltransduktion hin untersucht werden. Sollte bei diesem Versuch eine Aktivierung der
STAT3 und STAT5 Proteine detektiert werden kdnnen, wie es in der vorherigen Arbeit zu diesem
Thema der Fall war (de Vos, Frederik, Dissertation, bisher nicht veréffentlicht), wirde dies die
Analogie der Signaltransduktionen vom synthetischen mIFNAR und hIFNAR mit der des Wildtyp
mIFNARs weiter bestatigen.

3.2 Mutationsvarianten des synthetischen mIFNa-Rezeptors zeigen
unterschiedliche Aktivierungen des JAK/STAT-Signalweges.

In einer Reihe von wissenschaftlichen Veroffentlichungen zu den intrazelluldaren Tyrosinresten
der IFNARs wurde beschrieben, dass Mutationen in diesen Bereichen zu Anderungen der
Signaltransduktion fiihrten, wobei die Tyrosine Y335 und Y510 der mIFNAR2 Untereinheit
hierbei eine besonders wichtige Rolle spielten [86-92]. Um die teils widerspriichlichen
Ergebnisse im Hinblick auf die JAK/STAT-Signalkaskade zu verifizieren, wurden verschiedene
Mutationsvarianten des synthetischen mIFNAR erstellt. Das in der AG Scheller etablierte
System der synthetischen Zytokinrezeptoren wurde fiir die erneute Untersuchung dieser
Thematik als besonders geeignet befunden, da das System es ermoglicht, die
Signaltransduktion ohne Hintergrundaktivititen zu untersuchen und so eventuelle Anderungen
der Signalkaskade praziser darzustellen [1]. Fir die Untersuchung der Mutationsvarianten des
synthetischen mIFNAR wurden im Rahmen einer vorausgegangenen Doktorarbeit Plasmide
erstellt (de Vos, Frederik, Dissertation, bisher nicht veroffentlicht). Die Mutationen befanden
sich an verschiedenen intrazellular gelegenen Aminosduren der IFNAR1 bzw. IFNAR2
Untereinheit des Rezeptors. Zwischen der Aminosdurensequenz der in den Publikationen
beschriebenen hIFNAR und der der hier verwendeten mIFNAR bestehen geringfligige
Unterschiede. Daher wurden in der vorausgegangenen Arbeit zunachst die
Aminosaurensequenzen beider Rezeptoren verglichen (siehe Anhang) (de Vos, Frederik,
Dissertation, bisher nicht veroffentlicht). So konnte gewahrleistet werden, dass die Mutationen
an den Positionen vorgenommen wurden, die den in den wissenschaftlichen Publikationen
beschriebenen Mutationen entsprachen. Einen grafischen Uberblick tiber die intrazelluldren
Tyrosine von mIFNAR und hIFNAR bietet Abb. 16.
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Abb. 16:Schema der intrazelluldren Tyrosine des synthetischen mIFNAR und hIFNAR

Schematische Darstellung der intrazelluldren Tyrosine der mIFNAR1 und mIFNAR2 Rezeptoruntereinheit (A)
sowie der hIFNAR1 und hIFNAR2 Rezeptoruntereinheit (B) sowie Gegeniiberstellung der in murinem und
humanem Rezeptor homologen Tyrosinreste in einer Tabelle (C), angelehnt an [2].

3.2.1 Die Mutationsvarianten des synthetischen mlIFNa-Rezeptors werden von
eukaryotischen Zellen exprimiert.

Vor der Expressionskontrolle der Mutationsvarianten in HEK293T Zellen wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine weitere Variante erstellt. In der Literatur wurde der Aminosdure Valin an der
Position 467 eine wichtige Bedeutung fiir die Bindung von STAT2 an den hIFNAR1
zugeschrieben, da nach Austausch der Aminosaure Valin durch Alanin eine stark verringerte
Aktivierung der Signaltransduktion beobachtet wurde [90]. Da sich die Verdffentlichung auf
den humanen IFNAR1 bezieht, wurde zunidchst eine Analyse der sich geringfigig
unterscheidenden Aminosaurensequenzen der humanen und murinen IFNAR1 vorgenommen
(siehe Anhang). So konnte die im murinen IFNAR1 korrespondierende Aminosaure ausfindig
gemacht werden, die sich an Position 459 befand. Die gewlinschte Mutation fand mittels site
directed mutagenesis PCR statt (siehe Punkt 2.2.2). AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA durch
Mini-Praparation mit dem Kit Genejet Miniprep Plasmid Scientific Kit (Thermo Fisher Scientific
Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) isoliert und mit Hilfe einer
Restriktionsanalyse kontrolliert. Die korrekten Klone wurden abschliefend zusatzlich von
einem externen Labor sequenziert. Die Plasmid-DNA der sequenzierten Klone wurde
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vervielfaltigt und mittels Midi-Praparation isoliert (siehe Punkt 2.2.3). Zur Kontrolle erfolgte

eine Restriktionsanalyse mit Spel (5576 + 2259 bp), Hindlll (7835 bp) und EcoRV (5340 + 2495
bp) (siehe Abb. 17).

pcDNA3.1-SyCyR-V.mIFNAR2-  pcDNA3.1-SyCyR-V.mIFNAR2-2A-
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Abb. 17:Klonierung der Mutationsvariante pcDNA3.1-SyCyR-VcmIFNAR2-2A-VemIFNAR1-V459A.

Fir die site directed mutagenesis-PCR (siehe Punkt 2.2.2) wurde ein primer mit der gew{linschten Mutation
erstellt. Durch PCR wurde die Mutation in die Plasmid-DNA eingebaut und vervielfaltigt. Mittels Dpnl-Verdau
wurde der methylierte Vektor mit der Wildtyp-DNA aus dem DNA-Gemisch entfernt, sodass nur das mutierte
PCR-Produkt  zurlickblieb. Die Plasmid DNA wurde in chemisch kompetente E. coli
XL-1 blue Zellen transformiert. Die Plasmid-DNA wurde isoliert und nach Restriktionsanalyse im Agarosegel
getrennt. (pcDNA3.1-SyCyR-VecmIFNAR2-2A-VemIFNAR1-V459A + Spel (5576 + 2259 bp); + Hindlll (7835 bp);
+ EcoRV(5340 + 2495 bp)). Als Marker wurde GeneRuler Express DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA verwendet.

Nach erfolgreicher Synthese des Plasmids pcDNA3.1-SyCyR-VcmIFNAR2-2A-VemIFNAR1-V459A
wurde eine Testexpression in HEK293T Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen transient
mit dem Plasmid transfiziert (siehe Punkt 2.3.2) und deren Zelllysate im Western Blot analysiert

(siehe 2.4.3). Zur Expressionskontrolle beider Rezeptoruntereinheiten wurden gegen den myc-
und HA-tag gerichtete Antikorper verwendet (siehe Abb. 18).
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Abb. 18:Die Mutationsvariante pcDNA3.1-SyCyR-VcmIFNAR2-2A-VemIFNAR1-V459A wird von HEK293T

Zellen exprimiert.

(A) HEK293T Zellen wurden mit der Rezeptor-DNA und den Kontrollplasmiden transient transfiziert. Es
wurden Zelllysate hergestellt, gleiche Proteinmengen auf SDS-Gele aufgetragen (50 ug/Spur) und mittels
Western Blot analysiert. Als Negativkontrolle dienten mit pEGFP transfizierte Zellen, als Positivkontrolle mit
dem Wildtyp (pcDNA3.1-SyCyR-VcmIFNAR2-2A-VemIFNAR1) transfizierte Zellen. Als Marker diente
PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.

Weiterhin wurden HEK293T Zellen mit den bereits aus einer vorherigen Arbeit der AG Scheller

vorliegenden Mutationsvarianten transfiziert, um deren Expression ebenfalls zu verifizieren

(siehe Abb. 19).
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Abb. 19:Die vorhandenen Mutationsvarianten werden von HEK293T Zellen exprimiert.

HEK293T Zellen wurden transient mit der Rezeptor-DNA der dargestellten Mutationsvarianten transfiziert.
Die Zellen wurden lysiert und gleiche Proteinmengen auf SDS Gele aufgetragen (50 pg/Spur). Die Analyse
erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot unter Verwendung der Antikorper gegen HA und myc. Als
Negativkontrolle dienten mit pEGFP transfizierte Zellen sowie untransfizierte Zellen (Kontrolle), als
Positivkontrolle mit dem Wildtyp (pcDNA3.1-SyCyR-VecmIFNAR2-2A-VemIFNAR1L) transfizierte Zellen.
PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA wurde
als Marker verwendet.

Beide Rezeptoranteile aller Mutationsvarianten der synthetischen murinen IFNAR wurden von
den HEK293T Zellen exprimiert. Das Molekulargewicht des mIFNAR1-Rezeptoranteils der
Variante pcDNA3.1-SyCyR-VecmIFNAR2-2A-VemIFNAR1 Al6aa war durch die Deletion von 16
Aminosauren in diesem Bereich erwartbar geringer als das der Ubrigen Varianten. Nachdem
die Expression beider Rezeptoranteile bei allen Mutationsvarianten des synthetischen
mIFNARs in eukaryotischen Zellen Uberpriift war, wurde im nachsten Schritt deren

Signaltransduktion untersucht.

3.2.2 Die Stimulation verschiedener Mutationsvarianten der synthetischen mlIFNa-
Rezeptoren fiihrt zu einer Anderung der Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges in
transient transfizierten, eukaryotischen Zellen

Humane HEK293 Zellen wurden transient mit der Plasmid-DNA der unter Punkt 3.2 sowie Punkt

3.2.1 aufgefiihrten Varianten transfiziert (siehe Punkt 2.3.2). Zwei Tage nach Transfektion

wurden die Zellen mit den synthetischen Liganden stimuliert (siehe 2.3.4). Ziel der Stimulation

war es, die in der Literatur beschriebenen Anderungen der Signaltransduktion zu verifizieren

(siehe 3.2). Als synthetische Liganden zur Stimulation wurden GCCG und CC ausgewahlt, da nur
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diese in den zuvor durchgefiihrten Experimenten mit pcDNA3.1-SyCyR-VcmIFNAR2-2A-
VemIFNAR1 die Signalkaskade auslosen konnten (siehe Punkt 3.1.2). Die Stimulation von
Homodimeren der IFNAR2 Untereinheit durch den Liganden CC fiihrte zur Aktivierung der
JAK/STAT-Signalkaskade, wahrend GCCG diese nach Heterodimerisierung der Untereinheiten
IFNAR1 und IFNAR2 ausloste (siehe 3.1.4). Der synthetische Ligand GG, der zur Stimulation von
IFNAR1 Homodimeren fiihren sollte, zeigte keine Aktivierung der Signaltransduktion und wurde
daher fir die folgenden Stimulationen nicht eingesetzt. Die verwendeten Liganden lagen
bereits aus anderen Forschungsarbeiten in der AG Scheller vor [93]. Als Negativkontrolle
dienten Zelllysate unstimulierter Zellen, wahrend als Positivkontrolle Zelllysate von mit HIL-6
(10ng/ml) stimulierten Zellen verwendet wurden. Fur die Auswertung wurden gegen HA, myc,
STAT1 und pSTAT1 gerichtete Antikorper verwendet (siehe Abb. 20).
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Abb. 20:Die Stimulation der Mutationsvariante VemIFNAR1 VcmIFNAR2 Y335F Y510F fiihrt zu einer
verminderten Aktivierung von pSTAT1.

Nach transienter Transfektion mit den jeweiligen Plasmiden wurden die HEK293 Zellen fiir 30 Stunden bei 5%
CO2 und 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgte ein Mediumswechsel mit FCS-freiem DMEM sowie eine
erneute Inkubation fir 16 bis 20 Stunden bei 5% CO2 und 37°C. Die Stimulation erfolgte fir 30 Minuten vor
dem Herstellen der Zelllysate mit den synthetischen Liganden (100 ng/ml) und der Positivkontrolle HIL-6
(10 ng/ml). Es wurden Zelllysate hergestellt und mittels SDS-PAGE und Western Blot (50 pug Protein pro Spur)
analysiert. Fur die Analyse wurden die Antikérper gegen pSTAT1, STAT1, HA und myc verwendet. Als Marker
diente PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
(n=3; Variante V459A n=1).
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Wahrend a-myc und a-HA dazu dienten, die Expression der Rezeptoranteile zu kontrollieren,
wurden die gegen STAT1 gerichteten Antikorper dazu verwendet, die aufgetragene
Proteinmenge zu vergleichen. Mit a-pSTAT1 wurde das Vorhandensein und die Starke der
aktivierten Signaltransduktion detektiert. Die Expression des synthetischen Wildtyprezeptors
(VemIFNAR1+VemIFNAR2) wurde in HEK293 Zellen bereits in vorhergegangenen Experimenten
nachgewiesen (siehe Abb. 10). Die in Abb. 20 bei a-myc ersichtlichen Banden belegen die
Expression der IFNAR1 Untereinheit. Durch die 2A-Technik kann davon ausgegangen werden,
dass auch die IFNAR2 Untereinheit exprimiert wurde. Nach Stimulation der Mutationsvariante
VemIFNAR1+VemIFNAR2 Y335F Y510F mit GCCG und CC wurde eine im Vergleich zum Wildtyp
verminderte STAT1-Aktivierung beobachtet. Der Ligand CC zeigte bei den Tyrosinmutationen
der IFNAR1-Untereinheit keine Anderung der Signaltransduktion. Da dieser Ligand zur
Homodimerisierung der in diesem Fall nicht von der Mutation betroffenen IFNAR2-
Untereinheit flihrt, war dieses Ergebnis zu erwarten. Zur Verifizierung der beobachteten und
zur Detektion weiterer Verdanderungen in der Signalkaskade nach Stimulation mit den
synthetischen Liganden bestand der nachste Schritt darin, stabil transduzierte Ba/F3-gp130
Zellen zu erstellen, um hier die Signaltransduktion zu analysieren.

3.2.3  Herstellung von stabilen Ba/F3-gp130 Zellen mit Expression der Mutationsvarianten
der synthetischen Rezeptoren

Zunachst wurden die Plasmide der Mutationsvarianten in den retroviralen Vektor pMOWS-
puro kloniert (siehe Abb. 21). Hierflir wurde das Ausgangsplasmid mit Pmel verdaut, das
entstandene insert extrahiert (siehe Punkt 2.2.5) und mit dem bereits linearisierten Vektor
pMOWS-puro ligiert (siehe Punkt 2.2.6). Der verwendete Vektor lag bereits in der AG Scheller
vor.

Pmel Pmel

pcDNA3.1-

SyCyR- SyCyR-
VcMIFNAR2-2A- | ————p  VcMIFNAR2-2A-
VemIFNARL VemIFNARL
7835bp 2509bp \ Pmel

Pmel pMOWS-puro-
SyCyR-
VcmIFNAR2-2A-
VmIFNARL
8230 bp

Pmel

Pmel

Abb. 21:Klonierungsschema fiir die Plasmide der analysierten Mutationsvarianten.

Die fur den Rezeptor kodierende cDNA aller Mutationsvarianten (hier reprasentativ als pcDNA3.1-SyCyR-
VemIFNAR2-2A-VemIFNAR1 bezeichnet) wurde durch restriktive Spaltung mit Pmel aus dem Plasmid entfernt.
Sie wurde mit dem vorliegenden linearisierten Vektor pMOWS-puro zum Plasmid pMOWS-puro-SyCyR-
VecmIFNAR2-2A-VemIFNAR1 ligiert.

Die Ligationsprodukte wurden in chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen transformiert
(siehe Punkt 2.2.1). Putative Klone wurden mittels colony PCR ermittelt (siehe Punkt 2.2.2).
Mittels Plasmid-DNA-Mini-Praparation (siehe Punkt 2.2.3) wurde die Plasmid-DNA der
putativen Klone isoliert und durch Restriktionsanalyse mit Xhol Giberpriift (siehe Punkt 2.2.8).
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Durch Midi-Prdparation wurde die DNA der putativen Klone in groBerer Menge isoliert (siehe
Punkt 2.2.3) und mit dreifacher Restriktionsanalyse durch die Enzyme Xhol (1154 + 7076 bp),

Hindlll (2075 + 6142 bp) sowie Xbal (1331 + 6886 bp) liberprift (siehe Punkt 2.2.8) (siehe Abb.
22).

pMOWS-puroSyCyR-V.mIFNAR2-2A-V mIFNAR1

Keine IFNAR1 IFNAR1 IFNAR1 IFNAR1 IFNAR1

Mutation Y455F Y518F Y529F IEE > IAA Y510F
L = 2 = 2 = 2 = 2 = 9 =
S55:5355%58c3 255558532855
£ 2c8£2c382c38382c8e2c8:s2¢£ 38
6 X T X g X I X gX I X gXIX ggXo=IX gXxXm=z=IX
¥ 4+ 4+ + ¥ 4+ 4+ + 2 + + + 2 + + 4+ X 4+ + + ¥+ + +
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2000
1500
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Abb. 22: Analyse der retroviralen Expressionsvektoren fiir die mIFNAR1 und mIFNAR2 Mutationsvarianten.

Zur Uberpriifung der DNA-Midi-Praparation wurden alle Klone mit drei verschiedenen Restriktionsenzymen
Xhol (1154 + 7076 bp), Hindlll (2075 + 6142 bp) und Xbal (1331 + 6886 bp) gespalten. Als Kontrolle wurden
die unverdauten Plasmide 10-fach verdiinnt und aufgetragen (Kontrolle). Als Marker wurde GeneRuler™
DNA, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA verwendet.

3.2.4 Die Mutationsvarianten der synthetischen Rezeptoren werden auf der Oberflache
von Ba/F3-gp130 Zellen exprimiert.

Zur Verifikation der beobachteten Veranderung der Signaltransduktion nach Stimulation der

Variante VemIFNAR1+VcmIFNAR2 Y335F Y510F (siehe Punkt 3.2.2) und zur weiteren Analyse

aller erzeugten Mutationsvarianten, wurden Ba/F3-gp130 Zellen stabil transduziert.

AnschlieBend wurde die Rezeptorexpression auf den Zelloberflichen mittels

Durchflusszytometrie (siehe Punkt 2.3.6) Uberpriift.
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Abb. 23:Synthetische, murine Typ | IFN-Rezeptorvarianten werden auf der Oberfliche von Ba/F3-gp130
Zellen exprimiert.

Die zu untersuchenden Ba/F3-gp130 Zellen wurden mit spezifischen Antikérpern versehen. AnschlieBend
wurden sie mit Hilfe von Durchflusszytometrie auf ihre Fluoreszenz hin untersucht. Die Ergebnisse wurden
als Histogramme dargestellt. Auf der Ordinatenachse ist die bei jeweiliger Fluoreszenzstdrke gemessene
Zellzahl aufgetragen, auf der Abszissenachse wird die Fluoreszenzstarke abgebildet. Als Negativkontrolle
wurden nicht transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen verwendet, die in der Auswertung als graues Histogramm
dargestellt sind. Die schwarzen Histogramme stellen die mit den jeweiligen Rezeptoren transduzierten Zellen
dar. Je groRer die Verschiebung der jeweiligen schwarz umrandeten Kurve nach rechts war, desto mehr
Rezeptoren wurden auf der Zelloberflache detektiert. Das Experiment erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr.
rer. nat. Doreen Manuela FloR (n=1)

Die Resultate zeigten, dass beide Rezeptoranteile aller Mutationsvarianten auf den

Zelloberflachen der Ba/F3-gp130 Zellen exprimiert wurden.

Die so erzeugten Zellen stehen nun fir weitere Analysen zur Verfligung. Hierbei liegt das

Hauptaugenmerk auf der Bedeutung der einzelnen Tyrosinreste fiir die Funktionsfahigkeit der

erzeugten Rezeptoren. Die Signaltransduktion dieser Zellen konnte im Rahmen dieser

Dissertation nicht mehr analysiert werden und ist Gegenstand hierauf aufbauender Forschung.
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33 Die Aktivierung synthetischer humaner IFNy-Rezeptoren mit synthetischen
Liganden flhrt zu einer intrazellularen JAK/STAT-Signaltransduktion.

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf der Etablierung des SyCyR-Konzeptes fiir den hIFNy-
Rezeptor. Dieser stellt in der Interferonfamilie eine Besonderheit dar, da er als einziger
Rezeptor als Tetramer mit je zwei Untereinheiten von IFNGR1 und IFNGR2 vorliegt [32, 103].
Das System der synthetischen Zytokinrezeptoren wurde, wie in Punkt 3 fiir den hIFNa-Rezeptor
beschrieben, ebenfalls auf den hIFNG-Rezeptor angewandt. Das Ausgangsplasmid pBS-SyCyR-
VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR1 wurde von der Firma BioCat GmbH (Heidelberg, Germany)
synthetisiert. Da die Expression der Rezeptoren im ndchsten Schritt in eukaryotischen HEK293T
Zellen kontrolliert werden sollte, wurde die cDNA, die fir die beiden Rezeptorketten codiert,
zunachst in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1 kloniert (siehe Abb. 24 A).

A Pmel B

pBS-SyCyR-
VchIFNGR2-2A-
VGhIFNGR1

pcDNA3.1-

pcDNA3.1 -SyCyR-V hIFNGR2-2A-VhIFNGR1

FLAG-HmIL23
6966 bp

3 =
5125 bp £ = E
z g =
T
Pmel = i + z
o o u=— -
& ] < =
+ + + +
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Pmel Pmel 10000
-SyCyR- 6000
pcDNA3.1 VchIFNGR2-2A-
5326 bp VshIFNGR1 3000
2215 bp 2500
2000
Pmel Pmel 1500
\ / 1000
Pmel 750
pcDNA3. 1+ 500
SyCyR-
VchIFNGR2-2A- 250
VhIFNGR1

7541 bp

Pmel

Abb. 24:Klonierung des Plasmids pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VchIFNGR1.

(A) Beide Ausgangsplasmide wurden mit Pmel verdaut. Die Fragmente wurden ligiert und in chemisch
kompetente E. coli XL-1 blue Zellen transformiert. (B) Restriktion des Plasmids pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-
2A-VGhIFNGR1 mit EcoRI + Hindlll (7220 + 321 bp); EcoRV (5340 + 2201 bp); Aflll und Notl (5353 + 2188 bp)
und Ndel + Hindlll (6258 + 1283 bp). Als Marker wurde GeneRuler™ DNA, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA verwendet.

Hierfir wurde der Vektor pcDNA3.1-FLAG-HmIL23, der in der AG Scheller bereits vorhanden
war (de Vos, Frederik, Dissertation, bisher nicht veroffentlicht), als backbone verwendet. Die
fur die synthetischen Rezeptoranteile und die nanobodies codierende cDNA wurde nach
enzymatischer Restriktion aus dem Plasmid pBS-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR1 entfernt
(siehe Punkt 2.2.5) und mit dem ebenfalls durch enzymatische Restriktion isolierten Vektor
pcDNA-3.1 ligiert (siehe Punkt 2.2.6). Nach Transformation des Ligationsproduktes in chemisch
kompetente E. coli XL-1 blue Zellen (siehe Punkt 2.2.1) wurden die Kolonien mittels colony PCR
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(siehe Punkt 2.2.2) kontrolliert. Putative Klone wurden mit Plasmid-DNA-Mini-Praparation
(siehe Punkt 2.2.3) und Restriktionsanalyse (siehe Punkt 2.2.3) weiter Gberprift. Schliellich
erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA mittels Midi-Praparation (siehe Punkt 2.2.3). Eine
abschlieRende Uberpriifung der Plasmide bestand in einer weiteren Restriktionsanalyse mit
verschiedenen Restriktionsenzymen, EcoRI + Hindlll (7220 + 321 bp); EcoRV (5340 + 2201 bp);
Aflll und Notl (5353 + 2188 bp) und Ndel + HindlIll (6258 + 1283 bp) (siehe Punkt 2.2.8). Das
Ergebnis der Restriktionsanalyse ist in Abb. 24 B dargestellt und reprasentiert die erfolgreiche
Generierung des Plasmids.

Durch die besondere Struktur des Rezeptors ergaben sich verschiedene Konfigurationen, in
denen die natiirlichen Rezeptoranteile mit den extrazellular gelegenen nanobodies verknipft
werden konnten (siehe Abb. 25). Im Rahmen weiterer Klonierungsschritte wurde so eine zweite
Variante des Rezeptors, pBS-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VGhIFNGR2, erstellt, bei der die
Verknlpfungen zwischen nanobody und jeweiliger Rezeptoruntereinheit getauscht wurden
(siehe Abb. 25E). Bei dieser Modifikation wurden aulRerdem zwei weitere Rezeptoren kloniert,
die Homodimere der Untereinheiten des hIFNGR darstellten, pBS-SyCyR-VchIFNGR1-2A-
VGhIFNGR1 bzw. pBS-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR2 (siehe Abb. 25 C und D). Diese
Homodimere bieten den Vorteil, dass sie, im Gegensatz zu den anderen Varianten, (iber den
heterodimeren Liganden GC aktiviert werden. Uber den Liganden GCCG kénnen Tetramere
erzeugt werden. Die homodimeren Varianten des synthetischen hIFNGR wurden ebenfalls in
die anschliefenden Experimente mit einbezogen.
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Wildtyp hIFNGR

Wi
IFNGR2 |FNGR1 IFNGR2

VchIFNGR2

V hIFNGR1 V-hIFNGR1

V;hIFNGR2

\/ A\
IFNGR2 |FNGR1 IFNGR2 IFNGR2  |FNGR1 IFNGR2
VchIFNGR1 VchIFNGR2
VhIFNGR1 VhIFNGR2

IFNGR2 IFNGR2

Abb. 25:Erzeugung verschiedener Varianten des synthetischen hIFNGR.

Synthetischer IFNGR VchIFNGR2+VchIFNGR1: Die extrazelluldren mCherry nanobodies (rot) sind mit der
IFNGR2 Untereinheit fusioniert, die GFP nanobodies (grin) mit der IFNGR1 Untereinheit. VchIFNGR1
VGhIFNGR2: Synthetischer IFNGR mit an die IFNGR1 Untereinheit fusioniertem mCherry und an die IFNGR2
Untereinheit fusioniertem GFP nanobody. VchIFNGR1 VehIFNGR1: Homodimer aus zwei IFNGR1
Untereinheiten, die jeweils mit einem GFP (griin) und einem mCherry (rot) nanobody fusioniert sind. (D)
VchIFNGR2+VhIFNGR2: Homodimer aus zwei IFNGR2 Untereinheiten, die jeweils mit einem GFP (griin) und
einem mCherry (rot) nanobody fusioniert sind.

Als template DNA zur Klonierung von pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VshIFNGR2 wurde pBS-
SyCyR-VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR1 verwendet. Eine Ubersicht iiber die Klonierung liefert Abb.
26.
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Abb. 26:Klonierungsschema der Varianten pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VchIFNGR1 und pcDNA3.1-
SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR2 sowie pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VchIFNGR2

(A) Die primer DF676 und DF677 flihrten bei der PCR zur Amplifikation der fiir hIFNGR1 codierenden cDNA.
Diese wurde in den pCR-Script-Vektor ligiert. Nach Transformation und Extraktion der Plasmid-DNA wurde
diese mit EcoRl und Hindlll gespalten. Das entstandene Fragment (hIFNGR1) wurde nun mit dem Vektor
pcDNA3.1-SyCyR-Vc2A-VGhIFNGR1 zu pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VhIFNGR1 ligiert. (B) Durch die
Primer DF678 und DF679 wurde das Fragment fir hIFNGR2 amplifiziert. Dieses wurde in den pCR-Script-
Vektor ligiert. Nach Transformation und Extraktion der Plasmid-DNA wurde diese mit Xhol und Notl verdaut.
Das entstandene insert (hIFNGR2) wurde mit dem Vektor pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-Vs zu pcDNA3.1-
SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR?2 ligiert. (C) pcDNA3.1-SyCyR-Vc2A-VchIFNGR2 (siehe B) wurde mit EcoRI und
Hindlll gespalten und mit dem enzymatisch gespaltenen Fragment fiir hIFNGR1 aus Abbildungsteil A ligiert,
um das Plasmid pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VGhIFNGR2 zu erhalten.

Durch PNK-Behandlung wurden die 5° Enden des per PCR amplifizierten Fragments
phosphoryliert, um die anschlieBende Ligation mit dem Vektor pCR-Script zu erleichtern (siehe
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Punkt 2.2.9). Die in pcDNA3.1 klonierte Expressionskassette SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR1
wurde durch Restriktionsenzyme gespalten und das gewtlinschte Fragment extrahiert (siehe
Punkt 2.2.5). Die Restriktionsenzyme wurden so gewahlt, dass im Fall von Reaktion A der
Abschnitt des hIFNGR2 und bei Reaktion B der Abschnitt des hIFNGR1 aus dem Plasmid entfernt
wurde. An deren Stelle wurden im nachsten Schritt die zuvor isolierten Fragmente des hIFNGR1
(im Fall von Reaktion A) beziehungsweise des hIFNGR2 (im Fall von Reaktion B) mit dem Vektor
ligiert (siehe Punkt 2.2.6). Durch diese Vorgehensweise entstanden die beiden Plasmide
pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VhIFNGR1 und pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VchIFNGR2,
die fir mogliche Homodimere der hIFNGR Untereinheiten codieren. Um im letzten Schritt die
Klonierung des Plasmids pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VshIFNGR2 zu ermdglichen, wurden
die Varianten fir die Homodimere erneut enzymatisch gespalten und die gewilinschten
Fragmente ligiert (siehe Punkt 2.2.6). Jedes bei dieser Versuchsreihe entstandene
Ligationsprodukt wurde zunéachst in E. coli XL-1 blue Zellen transformiert (siehe Punkt 2.2.1)
und die Kolonien wurden mittels colony PCR (siehe Punkt 2.2.2) Gberprift. Die Isolation der
Plasmid-DNA putativer Klone erfolgte zunachst mittels Plasmid-DNA-Mini-Praparation (siehe
Punkt 2.2.3), gefolgt von einer Restriktionsanalyse (siehe Punkt 2.2.8) zur Uberpriifung der
einzelnen Klone. Mit den korrekten Klonen wurde eine Midi-Praparation durchgefiihrt (siehe
Punkt 2.2.3). AbschlieRend erfolgte eine Kontrolle der Plasmid-DNA mittels Restriktionsanalyse
(siehe Punkt 2.2.8). Abb. 27 reprasentiert das Ergebnis der Restriktionsanalyse (siehe Punkte
2.2.8und 2.2.4).
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Abb. 27:Klonierung der verschiedenen Varianten des synthetischen hIFNGRs.

Fir die Uberpriifung der Varianten wurden die erzeugten Vektoren mittels Resektionsendonuklease
geschnitten. Die Ergebnisse der Restriktion wurden zur Visualisierung auf ein Agarosegel aufgetragen und
voneinander getrennt (FragmentgroRBen: pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VGhIFNGR1 Xbal und Xhol: 6378 +
1725 bp; pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR2 Xbal und Xhol: 5816 + 1263 bp; pcDNA3.1-SyCyR-
VchIFNGR1-2A-VGhIFNGR2 Xbal und Xhol: 5816 + 1725 bp). Als Marker diente GeneRuler™ DNA Ladder,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.
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Die Ergebnisse der Restriktionsanalyse fielen wie erwartet aus: pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-
2A-VGhIFNGR1 Xbal + Xhol: 6378 + 1725 bp; pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR2 Xbal
+ Xhol: 5816 + 1263 bp; pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VshIFNGR2 Xbal + Xhol: 5816 + 1725
bp. Die weiteren drei verschiedenen Varianten des synthetischen hIFNGR wurden erfolgreich
kloniert. Im nachsten Schritt wurde die Expression der verschiedenen Varianten in
eukaryotischen HEK293T Zellen geprift.

3.3.1 Expression der synthetischen hIFNy-Rezeptoren in HEK293T Zellen

Zur Uberpriifung der Expression der verschiedenen synthetischen hIFNGR Zytokinrezeptoren
in HEK293T Zellen wurden diese zundchst mit den Plasmiden pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-
VGhIFNGR1, pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VchIFNGR2, pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-
VGhIFNGR2 und pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR1 transient transfiziert (siehe Punkt
2.3.2). Nach Inkubation der Zellen erfolgte die Herstellung der Zelllysate (siehe Punkt 2.4.1).
Diese wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (siehe Punkt 2.4.3). Fir die
Analyse wurden gegen HA und myc gerichtete Antikdrper verwendet. Wie in Abb. 28
ersichtlich, ist jeder Rezeptoranteil mit einem HA- bzw. myc-tag versehen, um deren
Anwesenheit in der Western Blot Analyse (iberpriifen zu kdnnen.

57



Ergebnisse

A -SyCyR-VhIFNGR1-2A-VhIFNGR1
Furin- c-myc
Schnlltstelle tag

IFNGR1 II- - IFNGR1

FLAG/HA tag

Vc 2A VG
Peptid
-SyCyR-VchIFNGR2-2A-V hIFNGR2
Furin- c-myc
FLAGiHA tag Schniitstelle tag

-SyCyR-VhIFNGR2-2A-VhIFNGR1
Furin- c-myc

FLAG/HA tag Schniltstelle tgg

EEETHINEY I ENGRT
t t
Ve 2A- Vg
Peptid

-SyCyR-VchIFNGR1-2A-V hIFNGR2
Furin- c-myc

FLAG/HA tag SchnTsteIIe tagg

irNGR2 | | ] SP. | nGr2 | iFNGR1 | spl | FnGR2 |
A 2A- Vg vc ZA— vG
Peptid Peptid
B pcDNA3.1-SyCyR- pcDNA3.1-SyCyR-
VChIFNGR2  VchIFNGR1- VchIFNGR2-VchIFNGR1- VChIFNGR2 VchIFNGRI- VhIFNGR2- VchIFNGR1-
2 2- 2 2 28 2- 2A- 2A-
& VGhIFNGRL VGhIFNGR1 VGhIFNGR2 VGhIFNGR2 a v, hIFNGRl Ve hIFNGRl VrhIFNGRZ VchIFNGR2
kDa ) 9 ~ )
kba & A~
170 —]
130 130 — 2
g
100 —|
70 h 7
— V hIFNGR1 . —
55 | =3 kDa 55 — . "“.l
40 —| 40 — I
V hIFNGR2 e
35 — ='c 35 — 42,7 kDa
28,2 kDa - - g/ IFNGR2
25 — - . 26,2 kDa
HA (Vo) myc (Ve)
1) VchIFNGR2-2A-VhIFNGR1 76,9 kDa 3) VChIFNGR1-2A-VhIFNGR2 76,9 kDa
2) VChIFNGR1-2A-VGhIFNGR1 93,5 kDa 4) VChIFNGR2-2A-VGhIFNGR2 60,4 kDa

Abb. 28:Die Varianten des humanen synthetischen IFNGR werden in HEK293T Zellen exprimiert.

(A) Schematisch dargestellte Expressionskassetten der verschiedenen Varianten des humanen synthetischen
IFNGR. Die zwei Anteile der Expressionskassette beinhalteten je ein Signalpeptid (SP, weiR) sowie Sequenzen
fur die intrazelluldre-, Transmembran- und 15 AS der extrazellularen Domane einer der
Rezeptoruntereinheiten hIFNGR1 und hIFNGR2 (dunkelgrau und hellgrau). Der myc- bzw. HA-tag (schwarz)
und je ein nanobody (Vc bzw. Vg; rot, bzw. griin) waren ebenfalls in jedem Anteil vorhanden. Verbunden
wurden sie durch das 2A-Peptid (blau) und eine Furin-Schnittstelle (gelb). (B) HEK293T Zellen wurden
transient mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert und fiir 48 h inkubiert. Nach Lyse der Zellen wurden je 50
pg Gesamtprotein in der SDS-PAGE getrennt und im Western Blot Verfahren analysiert. Die Kontrolle der
Rezeptorexpression erfolgte durch gegen HA und myc gerichtete Antikoérper. Die durch das 2A-Peptid
cotranslational gespaltenen einzelnen Rezeptoruntereinheiten sind in grau markiert (graue Kasten und graue
Beschriftung), wahrend die Rezeptorproteine, bei denen wahrscheinlich noch keine Prozessierung durch das
2A-Peptid stattfand, in schwarz mit einer jeweiligen, dem Rezeptorprotein zugeordneten Nummer (1-4)
dargestellt sind (schwarze Kasten mit Nummer (1-4) und schwarzer Beschriftung). Proteinmarker:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA. (n=1)

Die Ergebnisse der Analyse zeigten, dass beide Rezeptoranteile aller Rezeptorvarianten des
humanen synthetischen IFNGR von HEK293T Zellen exprimiert wurden.

Interessanterweise konnten in den Ergebnissen der Western Blot Analyse nicht nur die durch
das 2A-Peptid gespaltenen einzelnen Rezeptoruntereinheiten, sondern ebenfalls ungespaltene
Rezeptoren nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die durch das 2A-Peptid
vermittelte, cotranslationale Spaltung nicht bei allen Proteinen dieser Versuchsreihe stattfand
bzw. aufgrund der Uberexpression noch nicht vollstindig abgeschlossen war.
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3.3.2  Die Stimulation der synthetischen hIFNy-Rezeptoren mit synthetischen Liganden
fihrt in HEK293 Zellen zu keiner Signaltransduktion.

Zunachst wurden HEK293 Zellen transient mit der cDNA der Rezeptorvarianten des
synthetischen humanen IFNGR transfiziert (siehe Punkt 2.3.2) und stimuliert (siehe Punkt
2.3.4). Fir die Stimulation wurden in der AG Scheller erstellte synthetische Liganden
verwendet, die an die extrazelluldr gelegenen nanobodies binden [93]. In diesem Versuchsteil
wurden folgende Varianten der synthetischen Liganden verwendet: GCCG, bei dem GFP und
mCherry durch den Fc-tag kombiniert sind, sowie GG (GFP-Fc), CC (mCherry-Fc) und GC (GFP
mCherry) (siehe Abb. 9B). Da durch die neu synthetisierten Varianten VchIFNGR1 VchIFNGR1
und VchIFNGR2 VshIFNGR2 zwei Homodimere vorlagen, war es moglich, die Aktivierung von
Homodimeren auch nach Stimulation mit dem Liganden GC zu untersuchen. Eine Ubersicht
Uber die verschiedenen Rezeptorvarianten und die erwarteten Rezeptorkonfigurationen nach
Stimulation mit verschiedenen Liganden zeigt Tabelle 19.

Tabelle 19: Potentielle Rezeptorkonfigurationen nach Stimulation mit synthetischen Liganden

GCCG GG CcC GC

VchIFNGR2 hIFNGR1 & IFNGR2 hIFNGR1 IFNGR2 Heterodimer
VGhIFNGR1 Tetramer Homodimer @ Homodimer

VchIFNGR1 hIFNGR1 hIFNGR1 hIFNGR1
VshIFNGR1 hIFNGR1 Tetramer Homodimer  Homodimer Homodimer
VchIFNGR2 hIFNGR?2 hIFNGR?2 hIFNGR?2
VGhIFNGR2 hIFNGR2 Tetramer Homodimer = Homodimer Homodimer
VchIFNGR1 hIFNGR1 & IFNGR2 [IFNGR2 hIFNGR1 Heterodimer
VGhIFNGR?2 Tetramer Homodimer  Homodimer

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Stimulation von Multimeren der IFNG-
Rezeptoruntereinheiten analog zu den IFNa-Rezeptoruntereinheiten (siehe Punkt 3.1) zu einer
Aktivierung der intrazelluldren Signalkaskade fiihrt. Die verwendeten AntikGrper gegen
mycund HA dienten der versuchsinternen Uberpriifung der Expression der jeweiligen
Rezeptoruntereinheiten. Gegen STAT1 gerichtete Antikorper dienten zum Nachweis von STAT1
sowie der gleichmalligen Auftragsmengen von Protein, wahrend gegen pSTAT1 gerichtete
Antikorper die Anwesenheit und Starke der Signaltransduktion detektierten.
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Abb. 29:Die Varianten der humanen synthetischen IFNG-Zytokinrezeptoren konnen in HEK293 Zellen nicht
von synthetischen Liganden stimuliert werden.

HEK293 Zellen wurden nach Transfektion fur 30 Stunden bei 5% CO, und 37°C inkubiert. Nach einem
Mediumswechsel mit FCS-freiem Medium und weiteren 16 bis 20 Stunden Inkubation unter gleichen
Bedingungen erfolgte die Stimulation fir je 30 Minuten mit 100 ng/mL den jeweiligen synthetischen Liganden
und 10 ng/ml HIL-6. Zur Analyse der Zelllysate wurden je 50 ug der lysierten Proteine pro Spur in der SDS-
PAGE voneinander getrennt und mittels Western Blot Verfahren analysiert. Die Positivkontrolle bildeten die
mit HIL-6 stimulierten Zellen, die Negativkontrolle unstimulierte Zellen (@). Fiir die Western Blot Analyse
wurden gegen HA, myc, STAT1 und pSTAT1 gerichtete Antikérper verwendet. Als Proteinmarker diente das
Produkt PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.
(n=3)

In den Ergebnissen war lediglich die Aktivierung der Variante VchIFNGR2 VchIFNGR1 durch den
synthetischen Liganden GC festzustellen. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurde die
Stimulation der Rezeptoren im weiteren Verlauf in stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen

untersucht.

3.3.3 Herstellung stabiler Ba/F3-gp130 Zelllinien mit Expression der synthetischen hIFNy-
Rezeptoren

Um eine Untersuchung der Rezeptoren in Ba/F3-gp130 Zellen zu ermoglichen, wurden die
verschiedenen Varianten zundchst in den retroviralen Vektor pMOWS-puro kloniert. Nur so
war die retrovirale Transduktion der Ba/F3-gp130 Zellen realisierbar. Das Klonierungsschema
fiir die verschiedenen Varianten ist in Abb. 30 ersichtlich. Die durch Restriktion (siehe Punkt
2.2.8) erhaltenen Fragmente des Vektors und inserts wurden mittels Ligation (siehe Punkt
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2.2.6) zusammengefiigt und in chemisch kompetente E. coli XL-1 blue Zellen transformiert
(siehe Punkt 2.2.1). Mittels colony PCR (siehe Punkt 2.2.2) wurden putative Klone ermittelt,
deren Plasmid-DNA mittels Mini-Prdparation (siehe Punkt 2.2.3) isoliert und durch Restriktion
(siehe Punkt 2.2.8) Uberpriift wurde. Von den putativen Klonen wurde anschlieBend eine
Plasmid-DNA-Midi-Prdparation (siehe Punkt 2.2.3) durchgefiihrt. Die isolierte DNA wurde
durch dreifache Restriktion (siehe Punkt 2.2.8) kontrolliert (siehe Abb. 30).
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Abb. 30:Klonierung der Varianten des humanen synthetischen IFNGR in den pMOWS-puro-Vektor.

(A) Reprasentatives Klonierungsschema fiir alle Varianten des synthetischen humanen IFNGR. Die Varianten-
spezifischen FragmentgroRen sind wie folgt: pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR1 & pcDNA3.1-SyCyR-
VchIFNGR1-2A-VGhIFNGR2 nach Pmel Restriktion: 2215 bp; pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR1
& pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VGhIFNGR2: 7937 bp; pcDNA3.1-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VchIFNGR1
nach Pmel Restriktion: 2677 bp; pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VchIFNGR1: 8399 bp; pcDNA3.1-SyCyR-
VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR2 nach Pmel Restriktion: 1753 bp; pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VchIFNGR2:
7475 bp. (B) Restriktionsanalyse der mittels Midi-Praparation gereinigten Plasmid-DNA der IFNGR-Varianten.
Fragmentgrofen: pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VchIFNGR1 (Xhol 1410 + 6527 bp, Xbal 1338 + 6599
bp, Hindlll 2331 + 5606 bp); pPMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VhIFNGR2 (Xhol 948 + 6989 bp, Xbal 1338
+ 6599 bp, Hindlll 1869 + 6068 bp); pPMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VshIFNGR1 (Xhol 1410 +6869 bp,
Xbal 1338 + 7061 bp, Hindlll 2331 + 7770 bp); pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR2-2A-VGhIFNGR2 (Xhol 948 +
6527 bp, Xbal 1338 + 6137 bp, Hindlll 1869 + 5606 bp) Als Marker diente GeneRuler™ DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.

Die in Abb. 30 gezeigten DNA-Fragmente entsprachen den erwarteten GroRen: pMOWS-puro-
SyCyR-VchIFNGR2-2A-VshIFNGR1 (Xhol 1410 + 6527 bp, Xbal 1338 + 6599 bp, Hindlll 2331 +
5606 bp); pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VchIFNGR2 (Xhol 948 + 6989 bp, Xbal 1338 +
6599 bp, Hindlll 1869 + 6068 bp); pPMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR1-2A-VshIFNGR1 (Xhol 1410
+6869 bp, Xbal 1338 + 7061 bp, Hindlll 2331 + 7770 bp); pMOWS-puro-SyCyR-VchIFNGR2-2A-
VchIFNGR2 (Xhol 948 + 6527 bp, Xbal 1338 + 6137 bp, Hindlll 1869 + 5606 bp). Im nachsten
Schritt wurde die Expression der in den neuen Vektor klonierten Varianten in HEK293T Zellen
Uberprift. Hierzu wurden deren Lysate (siehe Punkt 2.4.1) mittels SDS-PAGE voneinander
getrennt und mittels Western Blot analysiert (siehe Punkt 2.4.3). Als Kontrolle fiir die

Rezeptorexpression dienten gegen HA und myc gerichtete Antikorper.
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Abb. 31:Expression der verschiedenen Varianten des synthetischen humanen IFNGR von HEK293T Zellen.

Nach Transfektion wurden die HEK293T Zellen fur 48 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die Zelllysate wurden
hergestellt und mit einer Konzentration von je 50 pug pro Spur in der SDS-PAGE voneinander getrennt. Die
Analyse erfolgte durch das Western Blot Verfahren. Hierbei wurden die Membranen mit gegen HA und myc
gerichteten Antikdrpern behandelt. In schwarz mit Nummer sind die detektierten, wahrscheinlich nicht 2A-
prozessierten Rezeptoruntereinheiten und deren Molekulargewichte dargestellt, in hellgrau mit Pfeilen die
prozessierten Rezeptoruntereinheiten. Als Proteinmarker wurde PageRuler™ Prestained Protein Ladder von
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA verwendet (n=1).

Wie in Abb. 31 ersichtlich, wurden beide Rezeptoranteile der jeweiligen Varianten von den
HEK293T Zellen exprimiert. Auch hier konnte, wie bei den im pcDNA3.1-Vektor vorliegenden
Varianten, nicht nur die durch das 2A-Peptid gespaltenen, einzelnen Rezeptoruntereinheiten,

sondern auch die nicht prozessierten Proteine nachgewiesen werden.

3.3.4  Analyse der Signaltransduktion in stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen

Die Erzeugung von Ba/F3-gp130 Zellen mit Varianten des humanen synthetischen IFNGR
erfolgte mittels retroviraler Transduktion (siehe Punkt 2.3.3). Die Expression der
Rezeptoranteile auf der Oberfliche der jeweiligen Ba/F3-gp130 Zellen wurde anschlieRend
mittels Durchflusszytometrie Uberpriift (Abb. 32). Hierflir wurden Antikérper verwendet, die
gegen den mit den Rezeptoruntereinheiten verbundenen HA und myc tag gerichtet waren. Die
Ergebnisse zeigten, dass alle Varianten des humanen synthetischen IFNGR auf der Oberflache
der jeweiligen Ba/F3-gp130 Zellen vorhanden waren, wenngleich sich hier ein heterogenes Bild
ergab, wonach nicht alle Rezeptoren in gleicher Menge auf der Oberflache exprimiert wurden.
So schien die Expression der IFNGR2 Untereinheit der 2A-Varianten VchIFNGR1-VchIFNGR2 und
VchIFNGR2 VGhIFNGR2, sowie die der IFNGR1 Untereinheit der Variante VchIFNGR1 VshIFNGR1
starker zu sein als die der restlichen Rezeptoren. Der zweite peak, der bei der IFNGR2-
Expression des myc-getaggten VchIFNGR2 VshIFNGR2 erkennbar war, kann durch aggregierte
Zellen hervorgerufen worden sein.
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Abb. 32:Verschiedene synthetische humane IFNGR werden auf der Oberfliche von Ba/F3-gp130 Zellen
exprimiert.

Nachweis der Rezeptorexpression auf der Oberflache der Ba/F3-gp130 Zellen mittels Durchflusszytometrie.
Die Untersuchung der Zellen erfolgte nach Hinzugabe spezifischer Antikérper (a-HA und a-myc) mit
Durchflusszytometrie. Auf der Abszissenachse ist die Fluoreszenzstarke aufgetragen, auf der Ordinatenachse
die bei jeweiliger Fluoreszenzstarke gemessene Zellzahl. Das graue Histogramm stellt die Negativkontrolle
dar, bei der nicht transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen analysiert wurden. Die schwarzen Kurven bilden die
erfolgreich transduzierten Zellen ab. Das Ausmal der Rechtsverschiebung der schwarz umrandeten Kurve in
Bezug auf die graue Kurve korreliert positiv mit der Menge der detektierten Rezeptoren auf der
Zelloberflache. Das Experiment erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr. rer. nat. Doreen Manuela FloR (n=1).
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Zur Untersuchung der Signaltransduktion wurden die Ba/F3-gp130 Zellen mit den bereits
beschriebenen, gegen die extrazelluldren nanobodies gerichteten, synthetischen Liganden aus
der AG Scheller [93] stimuliert. In diesem Versuchsteil wurden die synthetischen Liganden
GCCG, GG und CC verwendet. AuRerdem kamen IFNa4 sowie HIL-6 als Positivkontrolle zum

Einsatz.
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Abb. 33: Analyse der Signaltransduktion nach Stimulation der Rezeptoren in stabil transduzierten Ba/F3-
gp130 Zellen

Die Stimulation der Ba/F3-gp130 Zellen mit den verschiedenen Liganden erfolgte fir 30 Minuten. Die
Konzentration der synthetischen Liganden betrug 100 ng/ml, die Positivkontrolle HIL-6 wurde mit einer
Konzentration von 10 ng/ml verwendet. Nach Stimulation wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff gefroren
und bei -80°C gelagert. Nach Herstellung der Zelllysate wurden diese mit einer Konzentration von je 50 pg
Gesamtprotein pro Spur in der SDS-PAGE voneinander getrennt und mit dem Western Blot Verfahren
analysiert. Die Membranen wurden mit gegen pSTAT1 und STAT1 gerichteten Antikérpern behandelt (n=2).
Abbildungsteil A und Abbildungsteil B zeigen je eine der beiden Wiederholungen des Versuchs.
Proteinmarker: PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA.
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Die Analyse der Signalkaskade fand durch Trennen der Zelllysate (siehe Punkt 2.4.1) der
stimulierten Ba/F3-gp130 Zellen in der SDS-PAGE und durch das Western Blot Verfahren (siehe
Punkt 2.4.3) statt. Hierbei wurden verschiedene Antikérper eingesetzt. Wie bereits in vorigen
Experimenten diente auch hier a-STAT1 der Kontrolle Gber die aufgetragene Proteinmenge.
Der Antikdrper a-pSTAT1 war fiir die Darstellung von Anwesenheit und Stdrke der
Signaltransduktion entscheidend. Die Ergebnisse in Abb. 33 zeigen, dass die Stimulation der
Variante VchIFNGR1 VghIFNGR2 mit GCCG in einer der beiden Versuchswiederholungen zu
einer eindeutig messbaren Produktion von pSTAT1 fiihrte. Die Stimulation von Homodimeren
fiihrte in keiner der Wiederholungen zu einer Aktivierung der Signaltransduktion. Dies wurde
dadurch deutlich, dass weder die durch GCCG stimulierten homodimeren Varianten des
synthetischen humanen IFNGR noch die mit GG bzw. CC stimulierten heterodimeren Varianten
eine Aktivierung der Signaltransduktion zeigten. Die Variante VchIFNGR2 VGhIFNGR1 zeigte
nach Stimulation ebenfalls keine Aktivierung der Signalkaskade.

Zur Analyse der ligandenabhangigen Zellproliferation wurden Proliferationsassays (siehe Punkt
2.3.5) durchgefiihrt. Da nur bei der Rezeptorvariante VchIFNGR1 VghIFNGR2 eine durch den
Liganden induzierte Aktivierung der JAK/STAT Signaltransduktion beobachtet werden konnte
(siehe Abb. 33), wurde die ligandenabhangige Zellproliferation auch nur bei dieser Variante
untersucht. Hierzu wurden die stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen stimuliert und auf ihre
Proliferation untersucht. Zur Stimulation wurden die synthetischen Liganden GCCG, GG, CC
und GC, sowie HIL-6 (10 ng/ml) [93] verwendet. Als Negativkontrolle dienten nicht-
transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen sowie je eine unstimulierte Variante der transduzierten
Zellen. Die Analyse der ligandenabhangigen Proliferation der Ba/F3-gp130 Zellen ergab, dass
keine der untersuchten Zelllinien ligandenabhéangig proliferierte (siehe Abb. 34). Dies wurde
erwartet, da eine antiproliferative Wirkung fur Interferone auf Ba/F3 Zellen bereits
beschrieben wurde [102].
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Abb. 34:Die Stimulation des Rezeptors VchIFNGR1 VchIFNGR2 induziert keine ligandenabhangige
Proliferation in Ba/F3-gp130 Zellen.

Die Zellen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 stimuliert. Die synthetischen Liganden wurden in einer
Konzentration von 200 ng/ml eingesetzt. Fur die Positivkontrolle wurden 10 ng/ml HIL-6 verwendet. Als
Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen sowie die untransduzierte Zelllinie (Ba/F3-gp130). Die
Proliferation wurde mit Hilfe des CellTiter Blue (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) detektiert. Auf der
Abszisse sind die verschiedenen Zelllinien abgebildet. Die farbliche Markierung codiert fir die Liganden, mit
denen sie stimuliert wurden. Die Ordinate stellt die gemessene Fluoreszenz der lebenden Zellen dar. Je groRer
die gemessene Fluoreszenz, desto starker die Proliferation der Zellen (n=3).

Ob das Konzept der synthetischen Zytokinrezeptoren auf die humanen Typ |l
Interferonrezeptoren anwendbar ist, ist demnach nicht vollstandig geklart. Funktionelle
Homodimere lieBen sich hiermit nicht erzeugen. In weiteren Untersuchungen sollte die
generelle Anwendbarkeit des SyCyR-Systems auf die Typ Il Interferonrezeptoren weiter
untersucht werden. Aullerdem sollte ein weiterer Ligand, CGGC, erstellt werden, um die
Hypothese einer strukturellen Inkompatibilitdt des VchIFNGR2 VchIFNGR1 mit GCCG (siehe 4.3)
zu Uberpriifen. Fihrt dieser zu einer Aktivierung des VchIFNGR2 VhIFNGR1, jedoch nicht zu
einer Aktivierung des VchIFNGR1 VGhIFNGR2, lage es nahe, dass die hier fehlende Aktivierung
des VchIFNGR2 VGhIFNGR1 strukturbedingt ist, das SyCyR System generell aber auf die Typ |l
Interferonrezeptoren anwendbar ist.
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4 Diskussion
4.1 Konstruktionsprinzip der SyCyRs

Zur hintergrundfreien, an- und ausschaltbaren Analyse von Interferonrezeptoren wurde sich in
dieser Arbeit des SyCyR-Konzeptes bedient, welches bereits in der AG Scheller unter anderem
am Beispiel von IL-23 sowie TNFR und FAS etabliert und angewendet wurde [1, 73]. Hierzu
wurden die intrazellularen Doménen, die Transmembrandomanen sowie 15 Aminosauren der
extrazellularen Domanen der Typ | sowie Typ Il IFN-Rezeptoruntereinheiten hIFNAR1, hIFNAR2,
sowie hIFNGR1 und hIFNGR2 mit gegen fluoreszierende Proteine gerichteten nanobodies
fusioniert. Bei diesen handelte es sich um die gegen die fluoreszierenden Proteine GFP und
mCherry gerichteten nanobodies GFPyuy (Ve) und mCherryvan (V) [1]. Die synthetischen,
fluoreszierenden Proteine ermdglichen eine zuverldssige, Liganden-unabhangige,
hintergrundfreie  Stimulation der Rezeptoren, um deren Signalkaskade und
Rezeptorstochiometrie zu untersuchen. Vorteilhaft ist auRerdem, dass die synthetischen
Rezeptoren, anders als vergleichbare Systeme, graduell ausgeschaltet werden kénnen. Hierzu
wurde ein l6sliches Fusionsprotein aus einem gegen GFP und mCherry gerichteten nanobody
konstruiert, das mit den extrazellularen Domanen der SyCyRs im Sinne einer kompetitiven
Hemmung um die Liganden konkurriert [1]. Je nach Konzentration kann so eine reduzierte, bis
vollstandig ausbleibende Aktivierung der synthetischen Rezeptoren durch die Liganden
erreicht werden [1]. Da extrazellulare Faktoren, z.B. bereits geringfiigige Modifikationen eines
Liganden, die intrazellulare Signalkaskade beeinflussen kénnen [85], wurde in dieser Arbeit die
Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade der synthetischen Typ | und Il IFN-Rezeptoren im
Vergleich zur Stimulation des Wildtyp-Rezeptors mit seinem natiirlichen Liganden analysiert,
um die Anwendbarkeit des SyCyR-Systems auf die Typ | und Typ Il IFN-Rezeptoren bei
modifizierter extrazellularer Domane und neuem Liganden zu verifizieren.

4.1.1 Der synthetische hIFNAR phanokopierte die Signalkaskade des Wildtyp-Rezeptors

Im Fall der synthetischen hIFNAR erfolgte die Fusion von hIFNAR1 mit VHHegee (V6hIFNAR1) und
hIFNAR2 mit VHHmcherry (VchIFNAR2). Zur Detektion der Rezeptoruntereinheiten im Western
Blot wurde der VchIFNAR1 mit einem HA tag und der VchIFNAR2 einem myc tag versehen. Die
Stimulation der Rezeptoren erfolgte mit verschiedenen Konfigurationen der synthetischen
Liganden, GFP und mCherry, die zuvor in einer anderen Arbeit der AG Scheller konstruiert
wurden [93]. Um die Expression der Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen zu ermdoglichen,
wurde die cDNA der synthetischen Rezeptoren zunachst erfolgreich in den fiir die transiente
Transfektion in HEK293 Zellen vorgesehenen Vektor pcDNA3.1 sowie in den fiir die retrovirale
Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen geeigneten Vektor pMOWS-puro kloniert. Die Expression
der Rezeptoren in den Zellen wurde bei allen durchgefihrten Experimenten durch Nachweis
des Vorliegens des an die Rezeptoren gekoppelten Protein tags durch die jeweiligen Antikorper
im Western Blot verifiziert. Im Falle der Ba/F3-gp130 Zellen erfolgte die Expressionskontrolle
zusatzlich mittels Durchflusszytometrie. Alle Zellen exprimierten beide
Rezeptoruntereinheiten. Wenngleich die Signaltransduktion der Interferonrezeptoren deutlich
komplexer ist, wurde in dieser Arbeit der Fokus auf die Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade
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und auf die, fur die Typ | Interferone charakteristische, Phosphorylierung der STAT-Proteine 1
und 2 gelegt [9].

Wie bereits in Punkt 1.2 beschrieben initiiert jeder Typ | Interferon Subtyp, vermutlich durch
unterschiedliche Bindungsaffinitit an den Rezeptor [22, 23] sowie die Aktivierung
alternierender intrazelluldrer Signalwege [104], eine andere biologische Wirkung im
Organismus. Aus diesem Grund wurde in einer vorherigen Arbeit der AG Scheller fiir die
vergleichende Signaltransduktion des Wildtyprezeptors der Subtyp IFNa4 als Wildtyp-Ligand
festgelegt [2]. In der Klinik werden von der Klasse der Typ | Interferone derzeit sowohl IFNJ als
auch IFNa2 eingesetzt [3, 105] . IFNB zeichnet sich beispielsweise durch seine antiproliferative
und immunmodulatorische Wirkung aus [11], IFNa2 werden vor allem antivirale, aber auch
antiproliferative Effekte zugeschrieben [106]. IFNa4 (ibt eine im Vergleich hierzu starkere
antivirale Aktivitdit sowie einen bedeutenden Effekt auf die anti-proliferativen und
zytotoxischen Eigenschaften der CD8*-Zellen aus [107-109]. Da eine mogliche klinische
Anwendung von synthetischen IFNARs in modifizierten, autologen T-Zellen gesehen wird, die
nach Reinfusion zur Abwehr von viralen- oder onkologischen Erkrankungen dienen sollen,
wurde der Vergleich der Rezeptoraktivitat der synthetischen mIFNARs mit IFNa4 gewahlt [2].

Bereits in einer vorherigen Arbeit der AG Scheller wurde gezeigt, dass der synthetische mIFNAR
nach Aktivierung mit dem synthetischen Liganden GCCG ein vergleichbares Aktivierungsprofil
der Signaltransduktion wie der mit IFNa4 stimulierte, murine Wildtyprezeptor aufwies [2]. Die
Transkriptomanalyse der durch die Aktivierung regulierten Gene zeigte eine 99,91%ige
Ubereinstimmung der nach Stimulation des synthetischen Rezeptors mit GCCG aktivierten
Gene im Vergleich mit denen nach Stimulation des Wildtyprezeptors mit IFNa4 [2]. In
Experimenten mit der murinen Fibroblastenlinie MC57 wurde auch in vitro eine mit dem
Wildtyp vergleichbare antivirale Aktivitdt beobachtet [2]. Daher wurde in dieser Arbeit die
Aktivierung von STAT1 und STAT2 nach Stimulation vom synthetischen hIFNAR mit GCCG mit
der des synthetischen mIFNAR mit dem gleichen Liganden verglichen. Hierzu wurde mittels
Western Blot das Vorliegen von pSTAT1 und pSTAT2 in VGhIFNAR1- und VchIFNAR2-positiven
Zellen mit und ohne Stimulation Gberpriift und mit deren Vorliegen in VemIFNAR1- und
VcmIFNAR2-positiven Zellen verglichen. In allen Zellmodellen phanokopierte der synthetische
hIFNAR nach Stimulation mit GCCG die Signaltransduktion des synthetischen mIFNAR. Neben
der Betrachtung von pSTAT1 und pSTAT2 lag ein weiteres Augenmerk auf der Proliferation der
Ba/F3-gp130 Zellen nach Stimulation mit dem Liganden. Ba/F3-gp130 Zellen proliferieren HIL-
6-abhangig nach STAT3 und ERK-Aktivierung [100]. Interessanterweise zeigten die mit GCCG
stimulierten, den synthetischen mIFNAR oder hIFNAR-tragenden Zellen trotz zuvor im Western
Blot nachgewiesener STAT3-Aktivierung keine Proliferation. Auch die Stimulation von Wildtyp-
Rezeptoren mit IFNa4 fiihrte, trotz in der Literatur beschriebener STAT3-Aktivierung [11, 110],
zu keiner Proliferation [102]. Lediglich die Stimulation mit HIL-6 fihrte zur Proliferation der
Zellen. Die Inhibierung von IL-3 abhangiger Proliferation durch Interferone ist in der Literatur
bereits beschrieben und kénnte in der ausgepragten Aktivierung von STAT1 mit dem Resultat
einer stark antiproliferativen Wirkung begriindet sein [102]. Diese Beobachtung bestatigt, dass
die Reaktion von Zellen nach Aktivierung des synthetischen Rezeptors vergleichbar mit der
nach Stimulation des murinen Wildtyprezeptors ist.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das System der synthetischen Zytokinrezeptoren mit
vergleichbaren Ergebnissen wie bei den synthetischen mIFNAR auf die hIFNAR angewendet
werden kann und dass das Verhalten des Wildtyprezeptors sowohl im Hinblick auf die
Aktivierung von STAT1 und STAT2 als auch auf das Proliferationsverhalten von Ba/F3-gp130
Zellen in gleichem Male phanokopiert wird. Weiterfliihrende Experimente sollten sich mit der
Untersuchung der von den synthetischen hIFNAR regulierten Gene sowie mit der antiviralen
und gegebenenfalls antiproliferativen Aktivitdit nach Stimulation mit dem synthetischen
Liganden befassen. Eine Ubereinstimmung der biologischen Aktivitit sowie der Genregulation
mit der des durch IFNa4 stimulierten, humanen Wildtyps wiirde das Ergebnis, dass das SyCyR-
Konzept auf die humanen IFNAR Ubertragbar ist, weiter untermauern. Interessant ware
auBerdem ein Vergleich der Genaktivierung des synthetischen hIFNAR mit der von durch
weiteren natirlichen Liganden stimulierten Wildtyprezeptoren. So kénnte herausgestellt
werden, ob die Genaktivierung nach Stimulation des synthetischen hIFNAR eine noch gréRere
Homologie mit der Genaktivierung eines durch die anderen Typ | IFN stimulierten
Wildtyprezeptoren, als mit dem durch IFNa4-stimulierten Rezeptor, aufweist. Da die
Stimulation des hIFNAR mit verschiedenen Liganden der Typ | Interferone zu unterschiedlichen
biologischen Wirkungen fiihrt, ware dies fiir eine eventuelle spatere therapeutische
Anwendung der synthetischen Rezeptoren im Hinblick auf ein besser kalkulierbares Wirkungs-
und Nebenwirkungsprofil interessant. Im Hinblick auf eine klinische Anwendung der
synthetischen hIFNARs sollte auBerdem die Auswirkung des durch die JAK/STAT-Signalkaskade
initiierten positiven feedback-loops auf umliegende Zellen gepriift werden. Wenngleich die
synthetischen Liganden keine Wildtyprezeptoren stimulieren, so tun dies die von der
aktivierten Zelle in Folge der hochregulierten ISGs ausgeschiitteten Interferone dennoch [3].
Sollte die tatsachliche klinische Anwendung der synthetischen hIFNARs erwogen werden, ware
sicherzustellen, dass die auto-, para- und endokrine Wirkung der finalen Interferon-
Ausschittung, die durch die vom synthetischen hIFNAR aktivierte Zelle zwangslaufig induziert
wirde, nicht die Vorteile der lokalen Anwendbarkeit der synthetischen IFNAR zunichtemacht.

4.1.2 Das Homodimer aus hIFNAR2 initiiert nach Stimulation eine JAK/STAT Signalkaskade

Die Bedeutung der IFNAR-Untereinheiten ist bereits seit einiger Zeit Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen. Die Stimulation synthetischer Rezeptoren mit einer
Varianz verschiedener synthetischer Liganden [93] ermoglicht es, zuverldssig synthetische
Homodimere der Rezeptoruntereinheiten des synthetischen hIFNAR zu generieren. So kénnen
diese hintergrundfrei untersucht und ihre Bedeutung fiir die Signaltransduktion und die
biologische Wirkung genauer beleuchtet werden. Zur Generierung und Stimulation von
Homodimeren wurden die Liganden GG fir die Stimulation von VchIFNAR1-Homodimeren und
CC fur die Stimulation von VchIFNAR2-Homodimeren verwendet. In hierzu bereits
durchgefiihrten Experimenten mit einem durch Erythropoetin (Epo) aktivierten synthetischen
IFN-Rezeptor (EpoRecp-IFNAR1cp bzw. EpoReco-IFNAR2cp) wurde gezeigt, dass nur EpoRecp-
IFNAR2,cp-Homodimere die JAK/STAT-Signalkaskade aktivierten, jedoch nicht die kinstlich
erzeugten IFNAR1-Homodimere, deren extrazellulare Domane durch die von CD4 ersetzt
wurde [111, 112]. Da nur IFNAR2 intrazelluldr die Tyrosin-Bindestellen fiir STAT aufweist, war
eine ausbleibende STAT-Aktivierung nach Stimulation von synthetischen EpoRecp-IFNARL cp-
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Homodimeren erwartbar [92, 110]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde mit einer
Aktivierung der Signalkaskade bei Stimulation von VchIFNAR2-Homodimeren durch den
Liganden CC, jedoch nicht bei Stimulation von VchIFNAR1-Homodimeren durch GG, gerechnet.
Der Nachweis der Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade nach Stimulation der Zellen mit den
0.g. Liganden wurde durch Detektion von pSTAT1 und pSTAT2 durch die jeweiligen Antikorper
im Western Blot erbracht. Wie erwartet, zeigten sich die VchIFNAR2-Homodimere sowohl in
HEK293, als auch in Ba/F3-gp130 Zellen biologisch aktiv, wenngleich die Aktivierung der
Signaltransduktion in den murinen Ba/F3-gp130 Zellen schwacher ausfiel als die in den
humanen HEK293 Zellen, welche dem Aktivierungsprofil des Heterodimers glich. Ein
Erklarungsansatz hierfiir kdnnte sein, dass die Signaltransduktion eines humanen Rezeptors in
humanen Zellen moglicherweise starker ausgepragt verlauft als in einer murinen Zelle,
wenngleich dieser Effekt flir die Signaltransduktion des murinen Rezeptors in den humanen
HEK293 Zellen nicht beobachtet werden konnte. Diese Hypothese misste in weiteren
Versuchen verifiziert werden. Die Stimulation von VghlFNAR1-Homodimeren zeigte keine
Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade, auch wenn nicht ausgeschlossen werden kann, dass
nach Aktivierung alternative Signalwege stattfinden [2]. Beide Homodimere erzeugten nach
Stimulation keine Proliferation der Rezeptor-exprimierenden Ba/F3-gp130 Zellen. Dies ist bei
VchIFNAR2-Homodimeren vermutlich auf die fiir Interferone charakteristische Hemmung der
IL-3-abhédngigen Proliferation zurlickzufiihren, bei VchIFNAR1-Homodimeren hingegen auf das
Ausbleiben einer STAT-Aktivierung.

Trotz der fehlenden Aktivierung des JAK/STAT Signalweges als Homodimer werden der IFNAR1-
Untereinheit entscheidende biologische Wirkungen zugeschrieben: Ergebnisse der
Untersuchung des synthetischen EpoRecp-IFNAR2cp-Homodimers zeigten, dass dessen
Stimulation eine deutlich reduzierte antivirale Antwort auf virale Infektionen zu verursachen
schien, weshalb postuliert wurde, dass die IFNAR1-Untereinheit eine regulatorische
Eigenschaft im Hinblick auf die antivirale Antwort ausiibt [112]. Aktuellere Studien im Bereich
der Onkologie stellen heraus, dass der IFNAR1-Untereinheit eine entscheidende Rolle bei der
Progression von Tumoren zukommt [113]. So wurde ein rascheres Fortschreiten von Sarkomen
und Melanomen bei IFNAR1-defizienten Mausen sowie eine schlechtere Prognose kolorektaler
Karzinome bei Patienten mit in der Tumorumgebung herunterregulierter IFNAR1-Untereinheit
beobachtet [113].

Weitere Untersuchungen sollten sich daher mit der Analyse einer moglichen antiviralen und
antiproliferativen Aktivitdt von VchIFNAR2-Homodimeren im Vergleich zu der des
Wildtyprezeptors widmen, um die Unterschiede zu einer Signaltransduktion des Heterodimers
herauszustellen. AuRerdem kdnnte mittels Transkriptomanalyse lberprift werden, ob die
Stimulation von VchIFNAR1-Homodimeren mit GG, trotz Abwesenheit des fiur die Interferone
charakteristischen JAK/STAT-Signalwegs, zu einer Genregulation tiber andere Signalkaskaden
fiihrt und wenn ja, welche Gene hierbei reguliert werden.

Durch den Nachweis, dass das System der synthetischen Zytokinrezeptoren auf die humanen
Interferonrezeptoren Ubertragbar ist, ist nun die hintergrundfreie Analyse der
Signaltransduktion und dem Vergleich mit einem heterodimeren synthetischen Rezeptor
moglich. Dies bietet ein wertvolles Werkzeug zur Klarung wichtiger Fragestellungen, wie der
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genauen Bedeutung der IFNAR1- und IFNAR2-Untereinheiten fiir die IFN-Signaltransduktion
und der daraus folgenden biologischen Wirkung.

4.2 Die Tyrosinreste Y335 und Y510 in mIFNAR2 sind relevant fir die
Phosphorylierung der STAT-Proteine

Die Stimulation des IFNAR durch seinen Liganden flhrt intrazelluldr zu einer Trans-
Phosphorylierung der mit den Rezeptoruntereinheiten assoziierten Kinasen JAK1 und TYK2 [4].
Die aktivierten Kinasen phosphorylieren Tyrosinreste der intrazelluldren Rezeptoranteile, die
dann als Bindungsstelle fiir die STAT-Proteine fungieren, welche durch die Kinasen
phosphoryliert werden [92]. Die intrazelluldre Doméane des humanen IFNAR1 beinhaltet vier
Tyrosinreste (466, 481, 527, 538), die des murinen IFNAR1 ebenfalls (455, 518, 529, 576), die
des humanen IFNAR2 beinhaltet sieben (269, 306, 316, 318, 337,411, 512) und die des murinen
IFNAR2 sechs (268, 315, 317, 335, 398, 510). Die genaue Rolle der einzelnen Tyrosinreste ist in
der Literatur aktuell noch nicht vollstandig geklart, jedoch kdnnten sie als STAT-Bindungsstellen
fungieren [92]. In der Arbeit von Zhao und Mitarbeitern wird den Tyrosinen Y335 und Y510, die
Y337 und Y512 im hIFNAR2 entsprechen, eine entscheidende Wirkung bei der
Phosphorylierung der STAT-Proteine zugeschrieben [91]: Untersuchungen an IFNAR1 und
IFNAR2-knockout Zellen zeigten, dass eine Mutation in Y335 die STAT1/2 Phosphorylierung
verringerte, eine Mutation von Y510 eine STAT1/2 Phosphorylierung jedoch nahezu vollstandig
unterband [91]. In einer anderen Arbeit wurde eine graduelle Verringerung des
phosphorylierten STAT1/2 nach Mutation verschiedener Tyrosinreste beobachtet und hierauf
basierend das Vorliegen einer Haupt-Bindungsstelle und mindestens einer weiteren, die
Bindung verstarkenden Stelle vermutet [92]. In einem weiteren Review sind Beobachtungen
zur Phosphotyrosin-unabhangigen Aktivierung der STAT-Proteine an der IFNAR2 Untereinheit
geschildert [114]. Die Untereinheit mIFNAR1 scheint bei der Bindung und Aktivierung von
STAT1 und 2 keine direkte Rolle zu spielen, sondern tragt vermutlich indirekt durch erleichterte
Aktivierung der Januskinasen hierzu bei [2, 92].

Zuvor in der AG Scheller generierte Varianten der VcIFNARL und VcIFNAR2 mit einzelnen oder
doppelten Mutationen sowie eine in dieser Arbeit generierte Mutationsvariante wurden in
HEK293 Zellen exprimiert und mit den synthetischen Liganden stimuliert. Die Ergebnisse in
HEK293 Zellen lieRen darauf schlieBen, dass eine Doppelmutation von Y335 und Y510 in der
VcIFNAR2 Untereinheit die Aktivierung von STAT1 sowohl im Falle des Heterodimers aus
VeIFNAR1 und VcIFNAR?2 als auch im Falle des Homodimers aus VcIFNAR2 verringerte.

In weiterfihrenden Experimenten sollte daher eine stabile Transduktion in Ba/F3-gp130 Zellen
angestrebt und die Versuchsreihe hiermit wiederholt werden. Sollten die Ergebnisse in Ba/F3-
gp130 Zellen zeigen kénnen, dass die Doppelmutation von Y335 und Y510 die Aktivierung von
STAT1 und STAT2 verringert, wiirden sie die Annahme, dass die Tyrosine Y510 und Y335 eine
entscheidende Rolle fiir die STAT-Aktivierung zu spielen scheinen, stlitzen [91]. AulRerdem
konnte hierdurch die Beobachtung, dass nicht ein einzelnes Tyrosin fiir die Aktivierung von
STAT1/2 verantwortlich zu sein scheint, sondern diese vermutlich mehrere Tyrosine benétigen,
um phosphoryliert zu werden, ebenfalls verifiziert werden [92].
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Wenngleich die Bedeutungen der einzelnen Tyrosinreste in dieser Arbeit nicht ermittelt
werden konnten, so konnte doch die Bedeutung von IFNAR2 fiir die STAT-Phosphorylierung
untermauert werden. Weitere Experimente in anderen Zelllinien zum Einfluss verschiedener
Mutationen der intrazelluldren Domédne konnten hier mehr Aufschluss bieten.

4.3 Kann das System der synthetischen Zytokinrezeptoren auch auf Typ I
Interferone angewandt werden?

Um die Anwendbarkeit des SyCyR-Systems auf Typ Il Interferone untersuchen zu koénnen,
wurden diese zunachst, analog zu hIFNAR, molekularbiologisch verandert. hIFNGR1 wurde mit
Vs (VGhIFNGR1) und hIFNGR2 mit V¢ (VchIFNGR2) fusioniert und es wurde jeder Untereinheit
ein Protein tag zur Detektion im Western Blot angefiigt (VshIFNGR1-HA + VchIFNGR2-myc).
Interferon y liegt natiirlicherweise als Homodimer vor [115]. Kirzlich wurde beschrieben, dass
der hIFNGR nicht, wie in vorherigen Forschungsarbeiten angenommen [116, 117], als
pradimerisiertes Tetramer aus 2 IFNGR1 und 2 IFNGR2 Untereinheiten vorliegt, sondern die
IFNGR2 Untereinheiten erst nach Bindung des Liganden an IFNGR1 rekrutiert werden [32, 33].
AulRerdem zeigte die Analyse von STAT-Aktivierung und Genexpression verschiedener
Varianten der Rezeptorzusammensetzung, dass diese bei unterschiedlichen Kombinationen
der Rezeptoruntereinheiten unterschiedlich stark ausgepragt sind [32]. Da in dieser Arbeit zur
Untersuchung alternativer Rezeptorzusammensetzungen nur eine limitierte Kombination der
synthetischen Liganden vorlag, wurden weitere Varianten der Rezeptoruntereinheiten erstellt
(VGhIFNGR2-HA + VchIFNGR1-myc, VGhIFNGR1-HA + VchIFNGR1-myc, VGhIFNGR2-HA +
VchIFNGR2-myc). Diese wurden, nach Klonierung in die dafiir geeigneten Vektoren, pcDNA3.1
und pMOWS-puro, Uberfihrt und nach Transfektion in HEK293 Zellen bzw. retroviraler
Transduktion in Ba/F3-gp130 Zellen von diesen exprimiert. In transient transfizierten HEK293
Zellen zeigte keine der Rezeptorkombinationen eine Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade
nach Stimulation. In stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen konnte mit der Stimulation eines
Tetramers aus VGhIFNGR2 und VchIFNGR1 durch GCCG nur bei einer Wiederholung des
Versuches eine eindeutige Phosphorylierung von STAT1 beobachtet werden (siehe Abb. 33).
Da im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Wiederholungen durchgefiihrt werden konnten,
missen diese zum Nachweis der generellen Anwendbarkeit des SyCyR-Systems auf die Typ |l
Interferonrezeptoren in folgenden Forschungsarbeiten erfolgen. Geht man davon aus, dass das
SyCyR-System nicht auf die Typ Il Interferonrezeptoren anwendbar ist und es sich bei der
gemessenen Aktivierung von VehIFNGR2 VchIFNGR1 bei Stimulation mit GCCG um ein Artefakt
handelt, wirde dies die fehlende Aktivierung der Signalkaskade bei allen anderen Varianten
erklaren. Jedoch gibt es, sofern sich in Folgeexperimenten herausstellt, dass die Anwendbarkeit
gegeben ist, weitere Erklarungsansatze fir die fehlende Aktivierung der anderen Varianten:
Eine Phosphorylierung von STAT1 nach Stimulation von IFNGR1-Homodimeren liel? sich nicht
beobachten [32]. Keines der Homodimere zeigte nach Stimulation eine Phosphorylierung von
STAT1. Eine Erklarung hierflr kdnnte sein, dass die Aktivierung von STAT1 bei Stimulation von
IFNGR1-Homodimeren zu schwach ist, als dass sie im Western Blot hatte nachgewiesen werden
konnen. Warum eine Phosphorylierung von STAT1 nach Stimulation mit GCCG nur bei den
Zelllinien beobachtet wurde, in denen die Rezeptoren VchIFNGR1 und VghIFNGR2 vorlagen und
nicht in den anderen VchIFNGR1 und VchIFNGR2-exprimierenden Zelllinien, konnte dadurch zu
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erklaren sein, dass die durch den Liganden vorgegebene Struktur des Tetramers nur in einer
der beiden Varianten funktionell ist. Dies kdnnte mit der Synthese eines alternativen Liganden
CGGC verifiziert werden, bei dem dann nur die Stimulation der von VchIFNGR1 und VchIFNGR2
exprimierenden Zellen zu einer Aktivierung von STAT1 fiihren sollte (siehe Abb. 35).

IS *

GCCG GCCG CGGC CGGC
VhIFNGR1 VchIFNGR1 VhIFNGR1 VchIFNGR1
VchIFNGR2 VGhIFNGR2 VchIFNGR2 VhIFNGR2

i i
IFNGR2 |FNGR1 IFNGR2 |FNGR2 |FhéR1 IFNGR2 IFNGR2 |[FNGR1 IFNGR2 IFNGR2 |F;§1éR1 IFNGR2
[ Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade ] [ Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade ]

Abb. 35: Aktivierung verschiedener Varianten des synthetischen hIFNGR durch zwei verschiedene
synthetische Liganden.

(A) Schematische Darstellung der synthetischen hIFNGR. Die Stimulation eines Tetramers aus Ve hIFNGR1 und
Vc hIFNGR2 durch den Liganden GCCG fiihrt zu keiner Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade (rotes Kreuz).
Die Stimulation eines Tetramers aus den Rezeptoruntereinheiten Vc hIFNGR1 und Ve hIFNGR2 mit dem
gleichen Liganden (GCCG) fuhrt zur Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade (griiner Haken). (B) Schematische
Darstellung zukiinftiger Experimente. Geplant ist die Stimulation der Tetramere aus den
Rezeptoruntereinheiten Ve hIFNGR1 und Vc hIFNGR2, bzw. Vc hIFNGR1 und Vs hIFNGR2 mit dem Liganden
CGGC. Ob hierdurch die JAK/STAT-Signalkaskade aktiviert wird, ist noch unbekannt. Vermutet wird eine
Aktivierung des JAK/STAT-Signalkaskade durch die Stimulation von VchIFNGR1 und VchIFNGR2 durch CGGC
(hellgriiner Haken mit Fragezeichen). Nach Stimulation von Vc hIFNGR1 und Ve hIFNGR2 mit CGGC wird die
JAK/STAT-Signalkaskade vermutlich nicht aktiviert (hellrotes Kreuz mit Fragezeichen).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die generelle Anwendbarkeit des SyCyR-Systems auf
die Typ Il Interferonrezeptoren noch nicht vollstiandig geklart ist und in weiterflihrenden
Forschungsarbeiten (iberpriift werden muss. Sollte die Anwendbarkeit nachgewiesen werden
kénnen, sollte der Fokus weiterer Experimente auf dem direkten Vergleich zwischen der STAT1-
Phosphorylierung von synthetischem und natlirlichem Rezeptor sowie auf der nach Stimulation
ausgelosten Genaktivierung liegen.
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4.4 Anwendungsmoglichkeiten  flr synthetische Interferonrezeptoren in
Forschung und Klinik

Synthetische Rezeptoren sind schon seit Langem Bestandteil der Forschung. Viele der bisher
existierenden Systeme unterliegen jedoch entscheidenden Nachteilen. So basieren z.B. Epo-
gp130 Rezeptoren, deren extrazelluldre Domane vom Epo-Rezeptor (Epo-R) gebildet wird, auf
der Stimulation durch natirliche Liganden [118]. Da Epo nur zu maximal einer
Homodimerisierung in der Lage ist, besteht hierbei eine Limitation hinsichtlich der
Steuerbarkeit der Rezeptorassemblierung [118]. Bei klinischer Applikation kann es auRerdem
durch Kreuzreaktivitdit mit den natlrlichen Epo-Rezeptoren zu unerwiinschten
Nebenwirkungen kommen [119]. Durch die Etablierung des Systems der synthetischen
Zytokinrezeptoren (SyCyR) [1] fir die Interferon-Signaltransduktion wird eine Vielzahl von
Untersuchungen zur Signalkaskade und Rezeptoraktivierung der Interferonrezeptoren
hintergrundfrei und ausschaltbar ermodglicht. AuBerdem kann die Assemblierung der
Rezeptoruntereinheiten durch unterschiedliche Varianten des Liganden in unterschiedlichen
Konfigurationen erfolgen und hierdurch kontrolliert werden. In der Forschung kann so,
basierend auf diesem System, beispielsweise die bereits in Punkt 4.2 behandelte Funktion
intrazelluldrer Tyrosine fir die STAT-Bindung und Phosphorylierung weiter beleuchtet werden.
Auch die in Abschnitt 4.1.2 erwahnte, bislang noch nicht vollstdndig verstandene Bedeutung
der hIFNAR1-Untereinheit flir die biologische Wirkung der Typ | Interferone kdnnte hiermit
genauer untersucht werden. Ein weiterer moglicher Forschungsansatz mit synthetischen
hIFNARs liegt in der Analyse biologischer Konsequenzen von single nucleotide variants (SNVs).
Eine 2014 veroffentliche Studie stellt einen Zusammenhang zwischen in IFNAR1 und IFNGR1
auftretenden SNVs her, wonach diese mit einem erhdhten Risiko fiir kolorektale Karzinome
einhergehen [120]. Durch Einbringen gezielter Mutationen in die entsprechenden IFNAR- und
IFNGR-Untereinheiten, sofern sich das SyCyR-System fiir hIFNGR anwendbar zeigt, und
Kontrolle der Genexpression nach Stimulation letzterer kdnnten diese genauer untersucht und
so die durch diese Mutation ausgelésten Veranderungen in der biologischen Aktivitdt von
hIFNGR und hIFNAR eruiert werden.

Vor klinischem Einsatz der synthetischen Rezeptoren muss sich jedoch mit der in einigen
Studien nachgewiesene Toxizitat der fluoreszierenden Liganden GFP und mCherry auf Epithel-
und T-Zellen sowie deren potentiell immunogener Wirkung bei wiederholter Applikation
auseinandergesetzt werden [121, 122]. Um die klinische Anwendung zu ermdglichen, missen
zunachst alternative, nebenwirkungsfreie Liganden ermittelt werden und dementsprechend
andere nanobodies den extrazellularen Rezeptoranteil vervollstandigen.

Perspektivisch kdnnen synthetische hIFNAR in der Klinik z.B. zu einer Verbesserung der
Tumortherapie beitragen. Werden Typ | Interferone zur verstarkten CD8* T-Zell-Aktivierung bei
onkologischen Erkrankungen eingesetzt, so tritt nach kurzem antiproliferativem Effekt eine
Immunsuppression ein [123]. Dies ist vermutlich durch die Aktivierung von weiteren Zellen in
der Tumorumgebung und weniger durch die Wirkung von Typ | Interferonen auf CD8* T-Zellen
selbst bedingt [2]. Eine auf CD8* T-Zellen beschrankte Induktion der Typ | IFN-Signalkaskade
koénnte positiv hierzu beitragen und den antiproliferativen Effekt durch das Verhindern einer
Immunsuppression verbessern [2]. Einen weiteren Ansatz fiir eine therapeutische Anwendung
konnte die Synthese von T-Zellen nach dem Herstellungsprinzip von chimeric antigen receptor
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(CAR)-T-Zellen fur die CAR-T-Zell-Therapie, die die synthetischen Rezeptoren exprimieren,
bieten [124, 125]. Bei der CAR-T-Zell-Therapie handelt es sich um eine seit 2017 von der FDA
zugelassenen Therapie u.a. fur die Behandlung des refraktaren/rezidivierten diffus-
grofRRzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) [124, 126, 127] . Hierflir werden dem Patienten T-Zellen
entnommen und mit der cDNA der CARs ausgestattet [127]. Bei den CARs handelt es sich um
Antikorperfragmente, die gegen ein von am Tumor beteiligten B-Zellen verstarkt exprimiertes
Antigen gerichtet sind [127-129]. Werden die CARs von den T-Zellen erfolgreich exprimiert,
werden sie vervielfaltigt, dem Patienten per Infusion wieder verabreicht und tragen durch
vielfaltige Mechanismen, wie z.B. die durch T-Zellen ausgeiibte Zytotoxizitat, zur Behandlung
des Tumors bei [125]. Wenngleich die CAR-T-Zell Therapie und die ihr zugrundeliegende
Methodik zur Synthese von CAR-produzierenden autologen T-Zellen eine vielversprechende
Moglichkeit zur Therapie von Tumoren und anderen Erkrankungen darstellt, wird besonders im
Bereich der moglichen auftretenden schweren Nebenwirkungen, wie dem potentiell letal
verlaufenden cytokine release syndrome (CRS), intensive Forschung betrieben, um das Risiko
hierflir zu minimieren [124]. Im speziellen Fall der synthetischen Interferonrezeptoren ware bei
klinischer Anwendung zu beachten, dass die Stimulation des synthetischen Rezeptors und
Initiation der intrazellularen Signalkaskade unter anderem in einer Ausschiittung von Typ |
Interferonen durch die aktivierte Zelle resultieren kann, die dann die natiirlichen hIFNARs
umliegender Zellen stimulieren kénnten (zusammengefasst in [3]). Ob der Einsatz synthetischer
Liganden im Vergleich zur direkten Applikation von Typ | Interferonen also tatsachlich zu einer
verringerten Aktivierung weiterer Zellen der Tumorumgebung fiihrt und hierdurch ein Vorteil
bei der Aktivierung der CD8* T-Zell-Aktivierung entsteht, muss zuvor geprift werden.
Interessant ware, ob die intrazelluldre Signalkaskade der synthetischen Interferonrezeptoren
durch gezielte Modifikationen so verandert werden konnte, dass eine Produktion und
Ausschiittung von Typ | Interferonen durch die aktivierte Zelle unterbliebe und somit die
unerwiinschte Aktivierung natlrlicher hIFNARs benachbarter Zellen verhindert wiirde.

Es wird deutlich, dass die Moglichkeit zur gezielten Untersuchung und Modifikation von
Interferonrezeptoren ein grofRes Feld moglicher Anwendungen in Forschung und Klinik
eroffnet, das dazu beitragen kann, die ambivalenten biologischen Effekte der Interferone
besser zu verstehen und nebenwirkungsfreier nutzbar zu machen.

4.5 Schlussfolgerung

Diese Arbeit stellt zusammenfassend heraus, dass das System der synthetischen
Zytokinrezeptoren ebenfalls auf humane Typ | Interferonrezeptoren anwendbar ist. Wie aus
der Aktivierung der Signalkaskade und dem Proliferationsverhalten der synthetischen IFNAR zu
erkennen ist, phanokopieren die synthetischen hIFNAR die Signalkaskade des
Wildtyprezeptors. Weitere Untersuchungen zur Genexpression und biologischen Aktivitat der
Rezeptoren sollen diese Ergebnisse in Zukunft weiter untermauern. Durch die mit Hilfe der
Liganden mogliche Untersuchung von ungewohnlichen Rezeptorkombinationen konnte die
Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade durch hIFNAR2-Homodimere nachgewiesen werden
und somit die Relevanz dieser Rezeptoruntereinheit herausgestellt werden. Gleichzeitig
eroffnet die Etablierung des SyCyR-Systems neue Moglichkeiten zur Untersuchung der in der
Klinik in den Fokus gerlickten hIFNAR1 Untereinheit. Auch die Relevanz der mIFNAR2-

75



Diskussion

Tyrosinreste Y335 und Y510 fiir die STAT-Bindung und Phosphorylierung konnte dargestellt
werden. AbschlieBend wurde die mogliche Aktivierung von STAT1 durch Stimulation von
synthetischen hIFNGR beobachtet, die eine Grundlage fiir weitere Analysen hinsichtlich der
Anwendbarkeit des SyCyR-Systems fiir die Typ Il Interferone bildet. Zusammenfassend
ermoglicht die Etablierung der synthetischen Zytokinrezeptoren fiir die humanen IFNAR
genauere, hintergrundfreie  Untersuchungen der Signalkaskade und einzelner
Rezeptorkomponenten. Dies ebnet den Weg fiir die Etablierung des Systems fiir weitere
Zytokinrezeptoren. In Zukunft bietet der Einsatz von synthetischen Interferonrezeptoren
groRRes Potential bei der weiteren Forschung sowohl an der Signaltransduktion und den bisher
umstrittenen Eigenschaften der Rezeptoruntereinheiten als auch an z.B. durch SNVs
ausgelosten  Erkrankungen.  Langfristig  konnte die  Anwendung  synthetischer
Interferonrezeptoren eine zielgerichtetere, auf CD8* T-Zellen basierende Krebstherapie sowie
eine nebenwirkungsarmere Immuntherapie durch genaue Aktivierbarkeit sowie An- und
Ausschaltbarkeit der synthetischen Rezeptoren ermdglichen.
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8 Anhang

Aminosaurensequenz muriner IFNAR1

UniProtKB - P33896 (INAR1_MOUSE)

Signalpeptid

Extrazellulare Domdne

Transmembrandomane

Intrazellulare Domane

Bestandteil des synthetischen Rezeptors

10
MLAVVGAAAL
60
HGESMGSVTF
110
FRVRAEEGNS
160
QDGNMWALEK
210
EVKAIHPSLK
260
IASADVLFRA
310
TGTFFLHVQA
360
VNCQDSTCDG
410
RVLFRALLNK
460
SVWKYLCHVC
510
DTVAVEVKHA
560
CGGPCSVPSP

20
VLVAGAPWVL
70
SAEYRTKDEA
120
TSSWNEVDPF
170
PSFSYTIRIW
220
KHSNYSTVQC
270
OWLPGYSKSS
320
SEGNHTSFWS
370
LNYEIIFWEN
420
TSNFSEKLCE
470
FPPLKPPRSI
520
PEEDLRKYSS
570
PGTLEDGTCF

1-26
27-429
430-449
450-590
415-590
30 40 50
PSAAGGENLK PPENIDVYII DDNYTLKWSS
80 90 100
KWLKVPECQH TTTTKCEFSL LDTNVYIKTQ
130 140 150
IPFYTAHMSP PEVRLEAEDK AILVHISPPG
180 190 200
QKSSSDKKTI NSTYYVEKIP ELLPETTYCL
230 240 250
ISTTVANKMP VPGNLQVDAQ GKSYVLKWDY
280 290 300
SGSRSDKWKP IPTCANVQTT HCVFSQDTVY
330 340 350
EEKFIDSQKH ILPPPPVITV TAMSDTLLVY
380 390 400
TSNTKISMEK DGPEFTLKNL QPLTVYCVQA
430 440 450
KTRPGSFSTI WIITGLGVVE FSVMVLYALR
480 490 500
DEFFSEPPSK NLVLLTAEEH TERCFIIENT
530 540 550
QTSQDSGNYS NEEEESVGTE SGQAVLSKAP
580 590
LGNEKYLQSP ALRTEPALLC
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Aminosaurensequenz humaner IFNAR1

UniProtKB - P17181 (INAR1_HUMAN)

Signalpeptid

Extrazellulare Domane

Transmembrandomane

Intrazelluldre Domane

Bestandteil des synthetischen Rezeptors

10
MMVVLLGATT
60
RSDESVGNVT
110
KLRIRAEKEN
160
KDSVMWALDG
210
KVKAALLTSW
260
TYANMTFQVQ
310
GIYLLRVQAS
360
GAPKQSGNTP
410
VYCVKARAHT
460
PEVIYAAKVFE
510
KCFIIENIST

ELQQDEV

20
LVLVAVAPWV
70
FSFDYQKTGM
120
TSSWYEVDSF
170
LSFTYSLVIW
220
KIGVYSPVHC
270
WLHAFLKRNP
320
DGNNTSFWSE
370
VIQDYPLIYE
420
MDEKLNKSSV
470
LRCINYVFEFFP
520
IATVEETNQT

30
LSAAAGGKNL
80
DNWIKLSGCQ
130
TPFRKAQIGP
180
KNSSGVEERI
230
IKTTVENELP
280
GNHLYKWKQI
330
EIKFDTEIQA
380
IIFWENTSNA
430
FSDAVCEKTK
480
SLKPSSSIDE
530
DEDHKKYSSQ

1-27
28-436
437-457
458-557
422-557
40 50
KSPQKVEVDI IDDNFILRWN
90 100
NITSTKCNFS SLKLNVYEEI
140 150
PEVHLEAEDK AIVIHISPGT
190 200
ENIYSRHKIY KLSPETTYCL
240 250
PPENIEVSVQ NQONYVLKWDY
290 300
PDCENVKTTQ CVFPQNVFQK
340 350
FLLPPVFNIR SLSDSFHIYI
390 400
ERKIIEKKTD VTVPNLKPLT
440 450
PGNTSKIWLI VGICIALFAL
490 500
YFSEQPLKNL LLSTSEEQIE
540 550
TSQDSGNYSN EDESESKTSE
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Aminosdaurensequenz muriner IFNAR2

UniProtKB - 035664 (INAR2_MOUSE)

Signalpeptid 1-21
Extrazellulare Doméane 22-242
Transmembrandomane 243-263
Intrazellulare Domane 264-513
Bestandteil des synthetischen Rezeptors ~ 227-513
10 20 30 40 50
MRSRCTVSAV GLLSLCLVVS ASLETITPSA FDGYPDEPCT INITIRNSRL
60 70 80 90 100
ILSWELENKS GPPANYTLWY TVMSKDENLT KVKNCSDTTK SSCDVTDKWL
110 120 130 140 150
EGMESYVVAI VIVHRGDLTV CRCSDYIVPA NAPLEPPEFE IVGFTDHINV
160 170 180 190 200
TMEFPPVTSK IIQEKMKTTP FVIKEQIGDS VRKKHEPKVN NVTGNFTFVL
210 220 230 240 250

RDLLPKTNYC VSLYFDDDPA
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Aminosaurensequenz humaner IFNAR2

UniProtKB - P48551 (INAR2_HUMAN)

Signalpeptid 1-26

Extrazellulare Domdne 27-243
Transmembrandomaéne 244-264
Intrazellulare Domane 265-515

Bestandteil des synthetischen Rezeptors  228-515

10 20 30 40 50
MLLSQNAFIF RSLNLVLMVY ISLVFGISYD SPDYTDESCT FKISLRNFRS
60 70 80 90 100
ILSWELKNHS IVPTHYTLLY TIMSKPEDLK VVKNCANTTR SFCDLTDEWR
110 120 130 140 150
STHEAYVTVL EGFSGNTTLF SCSHNFWLAI DMSFEPPEFE IVGFTNHINV
160 170 180 190 200
MVKFPSIVEE ELQFDLSLVI EEQSEGIVKK HKPEIKGNMS GNFTYIIDKL
210 220 230 240 250

IPNTNYCVSV YLEHSDEQAV IKSPLKCT
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Anhang

Sequenzvergleich von hIFNAR1 und mIFNAR1

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896 | INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896| INARL MOUSE
sp|P17181| INARL HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181|INAR]I HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181|INAR1 HUMAN

sp|P33896| INAR1 MOUSE
sp|P17181 | INAR1 HUMAN

-MLAVVGAAALVLVAGAPWVLPSAAGGENLKPPENIDVYIIDDNYTLKWSSHGESMGSVT
MMVVLLGATTLVLVAVAPWVLSAAAGGKNLKSPQKVEVDIIDDNFILRWNRSDESVGNVT

Ko sakkuakAKkAKk KAKAK s AKAK KAk Koasak KkkkKks Kok LRk kKK
FSAEYRTKDEAKWLKVPECQHTTTTKCEFSLLDTNVYIKTQFRVRAEEGNSTSSWNEVDP
FSFDYQKTGMDNWIKLSGCONITSTKCNFSSLKLNVYEEIKLRIRAEKE-NTSSWYEVDS
Kk ke ckeke kk. kekkkokk Kk KKK Cak s kkk s LKk K Kk ok
FIPFYTAHMSPPEVRLEAEDKAILVHISPPGODGNMWALEKPSFSYTIRIWQKSSSDKKT
FTPFRKAQIGPPEVHLEAEDKAIVIHISPGTKDSVMWALDGLSFTYSLVIWKNSSGVEER
KKk ke KKKk kKKK KAKK s o kAKK sk kkkKk.  kkikes Kk kk

INSTYYVEKIPELLPETTYCLEVKAIHPSLKKHSNYSTVQCISTTVANKMPVPGNLQVDA
IENIYSRHKIYKLSPETTYCLKVKAALLTSWKIGVYSPVHCIKTTVENELPPPENIEVSV

Kok kk ok kkkkkkok sk kk .ox KKk akk kkx ks ok ok Keax
QOGKSYVLKWDYIASADVLFRAQWLPGYSKSSSGSRSDKWKPIPTCANVQTTHCVESQDTV
ONONYVLKWDYTY-ANMTFQVOQWLHAFLKRNPGNHLYKWKQIPDCENVKTTQCVFPQONVE
L Kew ke xkk ek k. kkx kx ok kkaokkakkx k.
YTGTFFLHVQASEGNHTSFWSEEKFIDSQKHILPPPPVITVTAMSDTLLVYVNCQDSTC-
QKGIYLLRVQASDGNNTSFWSEEIKFDTEIQAFLLPPVENIRSLSDSFHIYIGAPKQSGN
LK iRk k Rk o kk o kkkRKAX  kes 2 2 kkk . sakka ke

—————— DGLNYEIIFWENTSNTKISMEKDGPEFTLKNLQPLTVYCVQARVL-FRALLNKT
TPVIQDYPLIYEITIFWENTSNAERKIIEKKTDVTVPNLKPLTVYCVKARAHTMDEKLNKS

KokkKkkxkkXK Koo a sk KK kRkk Rk kk . kK
SNFSEKLCEKTRPGSFSTIWIITGLGVVFFSV-MVLYALRSVWKYLCHVCFPPLKPPRSI
SVEFSDAVCEKTKPGNTSKIWLIVGICIALFALPFVIYAAKVFLRCINYVEFFPSLKPSSSI
Kokk akkkK kR K kkok ke oo aker sxkik% Sk kK xkk k%
DEFFSEPPSKNLVLLTAEEHTERCFIIENTDTVAV-EVKHAPEEDLRKYSSQTSQDSGNY
DEYFSEQPLKNLLLSTSEEQIEKCFIIENISTIATVEETNQTDEDHKKYSSQTSQDSGNY

khkehkkhkk Kk khkkek kekke Kkoekkhkhkkhkkk * . x * . e kK e kKKK AAAKAKA KA KKK

SNEEEESVGTESG--QAVLSKAPCGGPCSVPSPPGTLEDGTCFLGNEKYLQSPALRTEPA

SNEDESESKTSEELQQDEV === === === = mmm e e e
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- 557

59
60

119
119

179
179

239
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299
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358
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411
418

470
478

529
538

587

93



Anhang

Sequenzvergleich von hIFNAR2 und mIFNAR2

CLUSTAL O(1.2.4) multiple

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sp| 035664 | INAR2 MOUSE
sp|P48551 | INAR2 HUMAN

sequence alignment

MRSRCTVSAVGLLSLCLVVSASLETITPSAFDGYPDEPCTINITIRNSRLILSWELENKS
MLLSQONAFIFRSLNLVLMVYISLVFGISYDSPDYTDESCTFKISLRNFRSILSWELKNHS

* * ok ke k * % * kk kk e ekeoekk k kkkkkk o ko k

GPPANYTLWYTVMSKDENLTKVKNCSDTTKSSCDVTDKWLEGMESYVVAIVIVHRGDLTV
IVPTHYTLLYTIMSKPEDLKVVKNCANTTRSFCDLTDEWRSTHEAYVTVLEGE-SGNTTL

keekkk Ak akKkk kek | KkkksakKkek Kk okk ok kekk . I
CRCS-DYIVPANAPLEPPEFEIVGFTDHINVTMEFPPVTSKIIQEKMKTTPFVIKEQIGD
FSCSHNFWLAIDMSFEPPEFEIVGFTNHINVMVKEPSIVEEELQFDL---SLVIEEQSEG
LI . Kk KKk KKK KKK kk KK kK o e ok skok koK
SVRKKHEPKVNNVTGNFTFVLRDLLPKTNYCVSLYFDD---DPATKSPLKCIVLQPGQES
IVKKHKPEIKGNMSGNFTYIIDKLIPNTNYCVSVYLEHSDEQAVIKSPLKCTLLPPGQES
*ekes ke akkkk s kakikkkkkKkakos LKk K KKK K Lk KKk AK
GLSESAIV-GITTSCLVVMVEFVSTIVMLKRIGYICLKDNLPNVLNFRHFLTWIIPERSPS
ESAESAKIGGIITVFLIALVLTSTIVILKWIGYICLRNSLPKVLNFHNFLAWPFPNLPPL
kkk e kk ok ke sk kkkk kk kkkkkk s kkskkkkaakkek ks K
EAIDRLEITIPTNKKKRLWNYDYEDGSDSDEE-VPTASVTGYTMHGLTGKPLQQTSDTSAS
EAMDMVEVIYINRKKKVWDYNYDDESDSDTEAAPRTSGGGYTMHGLTVRPLGQASATSTE
Kk ek akek kakkaakakakak Kkkk ok ok ek kkkkRKkX kK Kok Kok

PE--DPLHEEDSGAEESDEAGAGAGAEPELPTEAG--AGPSEDPTGPYERRKSVLEDSFP
SQLIDPESEEEPD-—-——----- LPEVDVELPTMPKDSPQQLELLSGPCERRKSPLQDPEP

* * * k. . Kk kK * ekk KAk kkKk koK kK

REDNSSMDEPGDNIIFNVNLNSVFLRVLHDEDASETL-—-—-—-— SLEEDTILLDEGPQRTES
EEDYSSTEGSGGRITEFNVDLNSVFLRVLDDEDSDDLEAPLMLSSHLEEMVDPEDPDNVQS
LKk Kk kK Kkok s kkkkkkkok ok kkke e TR R
DLRIAGGDRTQPPLPSLPSQDLWTEDGSSEKSDTSDSDADVGDGYIMR 513
NHLLASGEGTQPTFPSPSSEGLWSEDAPSDQSDTSESDVDLGDGY IMR 515

ek ke Kkkk kK ke KKk e kK K e e khkhk ko kk ko khkkkkkK

60
60

120
119

179
176

236
236

295
296

354
356

410
407

465
467
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Anhang

AS-Sequenz von mIFNAR1 mit Mutation V459A

10
MLAVVGAAAL
60
HGESMGSVTF
110
FRVRAEEGNS
160
QDGNMWALEK
210
EVKAIHPSLK
260
IASADVLFRA
310
TGTFFLHVQA
360
VNCQDSTCDG
410
RVLFRALLNK
460
SVWKYLCHAC
510
DTVAVEVKHA
560
CGGPCSVPSP

20
VLVAGAPWVL
70
SAEYRTKDEA
120
TSSWNEVDPF
170
PSFSYTIRIW
220
KHSNYSTVQC
270
QWLPGYSKSS
320
SEGNHTSFWS
370
LNYEIIFWEN
420
TSNFSEKLCE
470
FPPLKPPRSI
520
PEEDLRKYSS

570

PGTLEDGTCF

30 40 50
PSAAGGENLK PPENIDVYII DDNYTLKWSS
80 90 100
KWLKVPECQH TTTTKCEFSL LDTNVYIKTQ
130 140 150
IPFYTAHMSP PEVRLEAEDK AILVHISPPG
180 190 200
QKSSSDKKTI NSTYYVEKIP ELLPETTYCL
230 240 250
ISTTVANKMP VPGNLQVDAQ GKSYVLKWDY
280 290 300
SGSRSDKWKP IPTCANVQTT HCVFSQDTVY
330 340 350
EEKFIDSQKH ILPPPPVITV TAMSDTLLVY
380 390 400
TSNTKISMEK DGPEFTLKNL QPLTVYCVQA
430 440 450
KTRPGSFSTI WIITGLGVVE F'SVMVLYALR
480 490 500
DEFFSEPPSK NLVLLTAEEH TERCFIIENT
530 540 550
QTSODSGNYS NEEEESVGTE SGQAVLSKAP
580 590
LGNEKYLQSP ALRTEPALLC
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Anhang

Vektorkarten:

Nachfolgend sind die Vektorkarten aller in dieser Arbeit klonierten pcDNA3.1-Vektoren
aufgefiihrt.

SyCyR-Vc-hIFNAR2-2A-Vg-hIFNAR1

Spel - 249 - A'CTAG_T

Nhel - 895 - G'CTAG_C
Pmel - 904 - GTTT'AAAC
EcoRV -911 - GAT'ATC

pcDNA3.1-SyCyR-VC-hIFNAR2-2A-VG-hIFNAR1
7718 bp

Nhel -2403 - G'CTAG_C
Spel - 2511 - A'CTAG_T

EcoRYV -3289 - GAT'ATC
Pmel - 3296 - GTTT'AAAC

SyCyR-Vc-hIFNGR2-2A-Vs-hIFNGR1

Ndel - 484 - CA'TA_TG
Pmel - 904 - GTTT'AAAC
EcoRV - 911 - GAT'ATC
AfIIL - 915 - C'TTAA_G

EcoRI - 1446 - G'AATT_C

HindIIl - 1767 - A'AGCT_T
pcDNA3.1-SyCyR-VChIFNGR2-2A-VGhIFNGR1

7541 bp

Xhol -2316 - C'TCGA_G

Notl - 3103 - GC'GGCC_GC
EcoRV -3112 - GAT'ATC
Pmel - 3119 - GTTT'AAAC
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Anhang

SyCyR-Vc-hIFNGR1-2A-Vs-hIFNGR1

Xbal -1053 - T'CTAG_A

EcoRI - 1446 - G'AATT_C

pcDNA3.1-SyCyR-VChIFNGR1-2A-VGhIFNGR1
8003 bp

HindIIl - 2229 - A'AGCT_T

Xhol - 2778 - C'TCGA_G

Xbal -1053 - T'CTAG_A

EcoRI - 1446 - G'AATT_C

PcDNA3.1-SyCyR-VChIFNGR2-2A-VGhIFNGR2
7079 bp

HindIII - 1767 - A'AGCT_T

Xhol - 2316 - C'TCGA_G

Xbal -1053 - T'CTAG_A

EcoRI - 1446 - G'AATT_C

PcDNA3.1-SyCyR-VChIFNGR1-2A-VGhIFNGR2
7541 bp
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