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Zusammenfassung 

Typ I Interferone (IFN) sind potente Inhibitoren viraler Replikation. Sie sind sowohl Teil 

des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems und Fehlregulationen oder 

Defekte sind mit einer weiten Bandbreite von Krankheitsbildern verbunden, die von 

übermäßiger viraler Replikation bis hin zu Autoimmunreaktionen reichen. Interferone 

sind Proteine, die bei viraler Infektion ausgeschüttet werden, an spezifische 

Oberflächenrezeptoren (Interferonrezeptoren) binden und daraufhin eine Signalkaskade 

anstoßen, die zur Aktivierung verschiedenster Gene (interferon stimulated genes; ISGs) 

führt. Diese greifen einerseits in den viralen Lebenszyklus ein und sind andererseits 

daran beteiligt, das erworbene Immunsystem zu aktivieren. 

In dieser Arbeit wurde die Signaltransduktion des Typ I Interferon-Rezeptorkomplexes 

mit Fokus auf die signal transducer and activator of transcription (STAT) 1 und 2 

Aktivierung analysiert. Hierfür wurden synthetische Rezeptoren (SyCyRs) erstellt, 

welche die natürlichen murinen und humanen Typ I Interferon-α/β Rezeptoreinheiten 

IFNAR1 und IFNAR2 phänokopieren. Die Transmembrandomänen (TMD) und die 

intrazellulären Domänen (ICD) der natürlichen IFNAR1 und IFNAR2 blieben erhalten, 

wobei die extrazellulären Domänen durch nanobodies ausgetauscht wurden, die 

spezifisch die fluoreszierenden Proteine green fluorescent protein (GFP) oder mCherry 

binden. Hierdurch konnten multimere, single-binding GFP-mCherry-Liganden genutzt 

werden, um Rezeptorkomplexe mit den synthetischen IFNAR1/IFNAR2 zu bilden und 

STAT1/2 abhängige Signaltransduktion über die Tyrosinkinasen Januskinase 1 (JAK1) 

und Tyrosinkinase 2 (TYK2) zu initiieren. Mit homodimeren GFP- oder mCherry-

Liganden wurde gezeigt, dass nur IFNAR2- und nicht IFNAR1-Homodimere in der Lage 

sind, den STAT1/2 Signalweg zu aktivieren. Analysen des Transkriptoms ergaben, dass 

zwischen der Signaltransduktion der synthetischen IFN Typ I Stimulation und der 

Aktivierung von Typ I IFN-Rezeptoren mit IFNα4 eine große Ähnlichkeit besteht. Zudem 

konnte die antivirale Aktivität der SyCyRs in einem zellkulturbasierten Infektionsmodell 

mit MC57 Zellen bestätigt werden. Hierbei wurde durch die SyCyR-IFNAR-Aktivierung 

die Replikation des vesicular stomatitis virus (VSV) deutlich gehemmt. Unter Nutzung 

von Deletions- und Mutationsvarianten der intrazellulären Domäne des murinen IFNAR2, 

wurden die Tyrosine Y510 und Y335 als spezielle Phosphorylierungsstellen bei der 

Aktivierung von STAT1/2 verifiziert. Den anderen Tyrosinen des murinen IFNAR1 oder 

IFNAR2 konnte hierbei keine Beteiligung zugewiesen werden. Eine vergleichende 

Analyse mit den synthetischen humanen IFNARs unterstützt dieses Ergebnis. 

Zusammenfassend konnte mittels der synthetischen Rezeptoren gezeigt werden, dass 

die Signaltransduktion synthetischer Interferon Typ I Rezeptoren vom IFNAR2 ausgeht 

und nicht vom IFNAR1.  
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Summary 

Type I interferons (IFNs) are involved in various mechanisms of the innate and adaptive 

immune response. They are part of the first line of defense against viral infections. A 

corrupted regulation or a defect in IFN signaling leads to various diseases, from virus 

replication to autoimmunity. Interferons are proteins, released upon viral infection, that 

bind their specific cell surface receptor (interferon receptor) and initiate a signal cascade 

that leads to the activation of a variety of interferon stimulated genes (ISGs). This way 

the virus gets attacked on different stages in its lifecycle and at the same time the 

adaptive immune response is activated.  

Here, the signal transduction of the type I interferon receptor complex was analyzed, with 

focus on the activation of signal transducer and activator of transcription (STAT) 1 and 

2. Fully synthetic biological switches of the natural murine and human type I interferon-

α/β receptors IFNAR1 and IFNAR2 were therefore generated. While the transmembrane 

(TMD) and intracellular domains (ICD) of natural IFNAR1 and IFNAR2 were conserved, 

the extracellular domains (ECD) were exchanged by nanobodies directed either against 

the fluorescent proteins mCherry or green fluorescent protein (GFP). Synthetic receptor 

complexes (SyCyRs) of IFNAR1/IFNAR2 were induced, using multimeric single-binding 

GFP-mCherry ligands and initiated STAT1/2 mediated signal transduction via janus 

kinase 1 (JAK1) and tyrosine kinase 2 (TYK2). Homodimeric GFP or mCherry ligands 

were used, showing that only IFNAR2 but not IFNAR1 homodimers were able to induce 

STAT1/2 signaling. Moreover, synthetic murine type I IFN signaling was highly 

comparable to IFNα4 signaling, as revealed by transcriptome analysis. In a cell culture-

based viral infection model using MC57 cells, replication of vesicular stomatitis virus 

(VSV) was significantly inhibited after stimulation of the SyCyR-IFNAR with synthetic 

ligands. Using deletion variants and point mutations of the intracellular domain, the 

tyrosines Y510 und Y335 in murine IFNAR2 were verified, as unique phosphorylation 

sites for STAT1/2 activation. An involvement of other tyrosine residues of IFNAR1 or 

IFNAR2 in STAT phosphorylation was not seen. This was supported by similar findings 

in comparative analysis of synthetic human IFNARs. In summary, our data implicates 

that synthetic type I IFN signal transduction is originating from IFNAR2 and not IFNAR1.
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1 Einleitung 

1.1 Typ I Interferone 

1.1.1 Die Interferon Familie im Überblick 

Interferone (IFN) kommen in allen Vertebraten vor und übernehmen einen maßgeblichen 

Teil der viralen Immunabwehr (Schreiber, 2017). Hierbei handelt es sich um Zytokine 

der Klasse 2, Botenstoffe mit Einfluss auf Proliferation, Differenzierung und Mortalität 

von Zellen, welche über Oberflächenrezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen wirken 

(Schwartz et al., 2016). Ihre Fähigkeit, die virale Replikation zu inhibieren, wurde 

erstmals vor über 60 Jahren beschrieben (Isaacs & Lindenmann, 1957; Isaacs et al., 

1957). Derzeit bilden Interferone, besonders des Typ I, den stärksten bekannten 

Mechanismus der angeborenen Immunabwehr und ein Fehlen resultiert in starker viraler 

Replikation mit Folge einer fatalen viralen Infektion (Müller et al., 1994). Eine Aktivierung 

der Interferonausschüttung kann beispielsweise über die Erkennung von pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) oder damage-associated molecular patterns 

(DAMPs) durch so genannte pattern recognition receptors (PRRs) erfolgen. PRRs liegen 

beispielsweise auf der Zelloberfläche (toll-like receptor 4; TLR4), im Zytosol oder wie 

TLR3 in der Membran von Endosomen vor (Negishi et al., 2018). Sie initiieren 

Signalkaskaden, die über eine Aktivierung von interferon regulating factor 3 (IRF3) oder 

IRF7, die Transkription und Ausschüttung von Interferonen bewirken (Ivashkiv & Donlin, 

2014; Kienes et al., 2021; Negishi et al., 2018). Diese Interferone können das Virus in 

jeder Phase des Lebenszyklus angreifen, indem sie durch schnelle para- und autokrine 

Zytokinsekretion die Zellen zur Transkription von interferon stimulated genes (ISGs) 

stimulieren, welche in einer Vielzahl von Prozessen, wie Apoptose, 

Wachstumshemmung und Aktivierung von Zellen des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems, involviert sind (Dickow et al., 2019; Lai et al., 2023). Zudem erfüllen 

Interferone viele weitere Funktionen, wie beispielsweise Zelldifferenzierung, 

Tumorprävention und zelltypspezifische Aktivitäten, wie Antikörperklassenwechsel und 

Angiogenese (Piehler et al., 2012; Wallweber et al., 2014). Hemmende Eigenschaften 

auf die Proliferation gastrointestinalen Epithels, des blutbildenden Systems und 

Neoplasien wurden ebenfalls beschrieben (Cull et al., 2003; Sleijfer et al., 2005). Viele 

der Wirkmechanismen konnten jedoch bis heute noch nicht entschlüsselt werden 

(Dickow et al., 2019). 

Es existieren mindestens 20 verschiedene humane Interferone, die an nur drei 

unterschiedliche transmembrane Rezeptorkomplexe (Typ I bis Typ III, siehe Abb. 1) 

binden. Bei Typ I und Typ III Rezeptoren handelt es sich jeweils um Heterodimere, die 

durch mehrere unterschiedliche Liganden aktiviert werden können. Im Gegensatz dazu 
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bildet der IFN-Rezeptor Typ II, oder auch IFNγ-Rezeptor (IFNGR), ein Tetramer und hat 

mit IFNγ nur einen einzigen Liganden. Er entspricht also dem klassischen ein-Ligand-

ein-Rezeptor-Modell (Mesev et al., 2019). Typ I und Typ III Interferone sind nach 

heutigem Kenntnisstand strukturell und genetisch sehr unterschiedlich, werden jedoch 

durch ähnliche Mechanismen stimuliert, aktivieren die gleiche Signalkaskade und ein 

ähnliches Spektrum an ISGs. Der Typ I IFN-Rezeptor (IFNAR) liegt hierbei ubiquitär auf 

der Oberfläche aller eukaryotischen Zellen vor und induziert bereits bei geringsten 

Konzentrationen eine Rezeptorantwort. Dagegen wird der Typ III Interferonrezeptor 

(IFNLR) hauptsächlich auf der Oberfläche epithelialer Zellen und Neutrophiler exprimiert 

und die Rezeptorantwort ist, nach einem gemäßigten Anstieg, länger andauernd (Lazear 

et al., 2019).  

 
Abb. 1: Übersicht der drei verschiedenen Interferonrezeptorkomplexe. Mehrere 
verschiedene Interferone (IFNs) binden an nur drei unterschiedliche Rezeptorkomplexe. Der 
Typ I oder Interferon-α Rezeptor (IFNAR) ist ein Heterodimer, welcher intrazellulär die 
Januskinase 1 (JAK1) und Tyrosinkinase 2 (TYK2) bindet und durch verschiedene Typ I 
Interferone aktiviert werden kann. Vom gleichen Aufbau ist der Typ III Rezeptor, oder Interferon-
λ Rezeptor (IFNLR). Er kann durch verschiedene Liganden (IFNλ1-4) aktiviert werden und bindet 
ebenfalls die Kinasen TYK2 und JAK1. Der Typ III Rezeptor teilt sich dabei den Interleukin-10-
Rezeptor-β-2 (IL-10Rβ2) mit der Interleukin-10 (IL-10) Familie. Der Typ II Interferonrezeptor, oder 
Interferon-γ Rezeptor (IFNGR), ist dagegen ein Tetramer mit IFNγ als einzigem Liganden. 
Intrazellulär bindet der IFNGR die Kinasen JAK1 und JAK2. Abbildung angelehnt an Negishi et 

al. (2018) erstellt mit BioRender.com. 
 
Im Aufbau ist IFNLR eher an die Interleukin-10 (IL-10) Familie angebunden, da er als 

Rezeptoreinheit, neben dem IFNLR1, den IL-10-Rezeptor-β-2 (IL10-Rβ2) nutzt (Mesev 

et al., 2019). Ein crosstalk zwischen Typ I und III Interferonen konnte bisher nicht 

nachgewiesen werden (Shemesh et al., 2021) und der IFNGR unterscheidet sich in 

Konstitution und Funktion stark von den beiden anderen Interferonrezeptoren (Lazear et 

al., 2019), weshalb der weitere Fokus dieser Arbeit auf die Typ I Interferone gelegt 

werden soll.  
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1.1.2 Signaltransduktion der Typ I Interferone 

Die Typ I IFN-Familie besteht beim Menschen aus 13 verschiedenen Subtypen an IFNα, 

sowie einzelnen IFNβ, IFNε, IFNκ und IFNω, sowie IFNδ und IFNτ. Bei Mäusen gibt es 

zusätzlich einen 14. IFNα-Typ und IFNζ (Lazear et al., 2019; Mesev et al., 2019). Die 

verschiedenen Liganden teilen genetische und strukturelle Eigenschaften, binden alle 

an der gleichen Bindungsstelle der jeweiligen Rezeptoreinheiten und trotzdem variiert 

die Stärke und die Zusammensetzung der Typ I IFN initiierten Rezeptorantwort 

(Shemesh et al., 2021). Mögliche Ursachen für diese strukturelle Diversität könnten in 

unterschiedlichen Bindungsaffinitäten, der IFN-Konzentration, positiver und negativer 

Regulationen der Signalstärke, Rezeptorlokalisation oder dem Zusammenspiel mit 

anderen Signalwegen begründet sein, beziehungsweise teils auch zellspezifische 

Ursachen haben (Mesev et al., 2019; Wilmes et al., 2015).  

Der IFNAR-Heterodimer wird aus den Rezeptoreinheiten Interferon-α 

Rezeptor (IFNAR) 1 und 2 gebildet (siehe Abb. 2), dabei bindet das Typ I IFN zunächst 

an den IFNAR2, wodurch die Affinität zum IFNAR1 erhöht wird und unter Dimerisierung 

der ternäre Komplex gebildet wird (Nguyen et al., 2002). Durch die so erzeugte Nähe 

zwischen den Intrazellulardomänen von IFNAR1 und IFNAR2 kommt es zur 

Transphosphorylierung der konstitutiv an den Rezeptoreinheiten gebundenen 

Januskinasen, JAK1 und Tyrosinkinase 2 (TYK2). Diese phosphorylieren im Anschluss 

verschiedene Tyrosine der Rezeptoren, so dass signal transducer and activator of 

transcription (STAT) 1 und 2 gebunden und ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert 

werden können (Schreiber, 2017; Shemesh et al., 2021). Obwohl alle 7 bisher bekannten 

humanen STAT-Proteine an diversen Stellen und teils in verschiedenen Zelltypen an der 

Signaltransduktion von IFN Typ I beteiligt sind, übernehmen STAT1 und 2 den 

wichtigsten Anteil (Schneider et al., 2014; van Boxel-Dezaire et al., 2006). Neuere 

Ergebnisse von Shemesh und Kollegen legen nahe, dass die Phosphorylierung der 

Rezeptoren nicht zur Bindung der STATs benötigt wird und diese demnach ebenfalls 

konstitutiv am Rezeptor gebunden vorliegen. Die Phosphorylierung würde im Gegenteil 

die Dissoziation der STATs vom Rezeptor erleichtern, was sich ebenfalls positiv auf das 

schnelle Erreichen von hohen Konzentrationen phosphorylierten STAT1 und 2 

auszuwirken scheint (Shemesh et al., 2021). 

Aktivierte STAT1 und 2 Moleküle (pSTAT1 und pSTAT2) bilden Heterodimere und 

zusammen mit interferon regulation factor 9 (IRF9) entsteht ein Trimer, welcher als 

interferon stimulated gene factor 3 (ISGF3) bezeichnet wird. Dieses Trimer bindet, nach 

Translokation in den Nukleus, als Transkriptionsfaktor an das interferon stimulated 

response element (ISRE) und initiiert so die Transkription von ISGs (siehe Abb. 2).  Zu 

geringen Teilen werden auch pSTAT1 Homodimere gebildet, welche als IFNγ activation 
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factor (GAF) bezeichnet werden, da sie hauptsächlich durch die Stimulation des IFNGR 

mit IFNγ gebildet werden.  

Auch GAF ist ein Transkriptionsfaktor und bindet im Nucleus an die gamma-activated 

sequence (GAS), wodurch es ebenfalls zur Transkription diverser ISGs kommt (Mesev 

et al., 2019; Negishi et al., 2018; Piehler et al., 2012; Schneider et al., 2014).  

Abb. 2: Schematische Darstellung des JAK/STAT Signalwegs von Typ I IFN. Der Interferon-
α (IFNα) Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten (IFNAR1 und IFNAR2), die durch Bindung 
eines Typ I Interferons dimerisieren, wodurch der Rezeptor aktiviert wird. Es kommt zur 
Transphosphorylierung der Kinasen, Tyrosinkinase 2 (TYK2) am IFNAR1 und Januskinase 1 
(JAK1) am IFNAR2, welche wiederum die Rezeptoreinheiten und signal transducer and activator 

of transcription (STAT) 1 und 2 phosphorylieren. Aus STAT1 und STAT2 wird zusammen mit dem 
interferon regulation factor 9 (IRF9) der Transkriptionsfaktor interferon stimulated gene factor 3 

(ISGF3) gebildet, welcher im Nukleus über die Bindung an das interferon stimulated response 

element (ISRE) die Transkription verschiedener interferon stimulated genes (ISGs) anstößt. 
Alternativ können STAT1 Homodimere, auch als IFNγ activation factor (GAF) bezeichnet, an die 
gamma-activated sequence (GAS) binden und ebenfalls die Expression von ISGs bewirken. 
Weitere Signalwege wie MAPK/JNK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase/c-Jun-N-terminale Kinase) 
sind ebenfalls möglich. Abbildung angelehnt an Negishi et al. (2018) und Mesev et al. (2019), 
erstellt mit BioRender.com. 
 
Des Weiteren wird bei der Stimulation des IFNAR der MAPK/JNK (Mitogen-aktivierte 

Proteinkinase/c-Jun-N-terminale Kinase) Signalweg aktiviert, welcher hier jedoch nur 

vollständigkeitshalber genannt und nicht weiter ausgeführt wird (Cull et al., 2003; Negishi 

et al., 2018; Piehler et al., 2012). 
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1.1.3 Einblicke in die Funktion einiger wichtiger ISGs 

In der Gruppe der ISGs sind über 300 Gene zusammengefasst, die alle durch Interferone 

stimuliert werden, wobei vielen von ihnen bisher keine direkte Rolle in der aktiven 

Virusbekämpfung zugeordnet werden konnte. Bei einer Großzahl der ISGs handelt es 

sich um PRRs und Bestandteile von Signalkaskaden, welche die Wachsamkeit der Zelle 

gegen eindringende virale Erreger erhöhen, aber nicht selbst antiviral aktiv sind (Sadler 

& Williams, 2008). Auch wurden ISGs identifiziert, die einzeln jeweils nur eine geringe 

Wirkkraft besitzen und erst in Kombination mit anderen ISGs ihre antivirale Wirkung 

entfalten (Schoggins & Rice, 2011). Dies könnte einerseits das Spektrum an 

Abwehrmechanismen gegen Viren erweitern, die durch natürliche Selektion ihrerseits 

immer neue Wege entwickeln, dem Immunsystem zu entgehen (Mesev et al., 2019). 

Andererseits könnte es sein, dass die Immunreaktion so besser zu kontrollieren ist und 

zytotoxische Reaktionen verhindert werden (Schoggins & Rice, 2011). Da diese Arbeit 

sich hauptsächlich mit dem IFNAR und dessen Signaltransduktion beschäftigt, welche 

zur Translation von ISGs führt und nur bedingt mit ISGs selbst, sollen hier nur einige 

wenige Gene beispielhaft mit ihren Wirkmechanismen erläutert werden.  

Zellen begeben sich durch eine IFN-Stimulation in einen antiviralen Zustand, der durch 

positive Rückkopplungsschleifen unterhalten wird, wobei die gleichzeitige Aktivierung 

von Inhibitoren ein Entgleisen der Immunantwort verhindert (Ivashkiv & Donlin, 2014; 

Kotenko & Durbin, 2017; Schoggins & Rice, 2011). Verschiedenste Signalkaskaden und 

der Zellmetabolismus werden beispielsweise durch ISG15 (IFN-stimuliertes Protein von 

15 kDa) oder eine Hochregulation der Proteinkinase R (PKR) beeinflusst (Sadler & 

Williams, 2008; Schoggins & Rice, 2011). ISG15 wirkt hierbei homolog zu Ubiquitin durch 

Bindung an Proteine und verhindert unter anderem den durch verschiedene Viren 

induzierten Abbau von IRF3, sodass die Produktion von Typ I IFN und damit die virale 

Abwehr erhalten bleiben (Sadler & Williams, 2008). Die PKR greift durch 

Phosphorylierung in zelluläre Signalkaskaden ein und reguliert die Proteinbiosynthese. 

In Makrophagen ist die PKR zudem an der TLR4-induzierten Apoptose beteiligt und sie 

wird in geringen Mengen dauerhaft in Zellen exprimiert. Dies gilt ebenfalls für 

Oligoadenylatsynthasen (OAS) und die inaktive Form der Ribonuklease L (RNaseL), 

wobei OAS als eine Art PRR fungieren. OAS liegen in Oligomeren im Zytoplasma vor, 

detektieren dsRNA (double-strand ribonucleic acid) und aktivieren die RNaseL, welche 

anschließend die Degradation von viraler und zellulärer RNA initiiert (Sadler & Williams, 

2008).  

Eine weitere Gruppe an ISGs bilden myxovirus resistance (Mx-)Proteine. Hierbei handelt 

es sich um Guanosintriphosphatasen (GTPasen) im Zytosol und im Nukleus, die den 

zellulären Transport von Vesikeln überwachen und so die virale Replikation verhindern 

(Sadler & Williams, 2008). Als Beispiel für ein inhibitorisches ISG zur Kontrolle des 
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antiviralen Zustands ist Ubiquitin-spezifische Peptidase 18 (USP18) zu nennen, welches 

kompetitiv die JAK1 vom IFNAR2 verdrängt, und somit die Typ I IFN-Antwort vermindert 

(Ivashkiv & Donlin, 2014; Kotenko & Durbin, 2017).  

 

1.1.4 Struktureller Aufbau der intrazellulären Domäne des 

IFNAR 

Die Zytokine lassen sich nach Rezeptormorphologie in sieben Klassen unterteilen, wobei 

die größte Gruppe durch die Klasse 1 und 2 Zytokine gebildet wird. Sie haben die gleiche 

Grundstruktur aus heteromeren Rezeptoren, die über assoziierte Januskinasen den 

JAK/STAT-Signalweg initiieren (Schwartz et al., 2016). Der IFNAR gehört zu den 

Klasse 2 Zytokinrezeptoren und besteht aus zwei unterschiedlichen Rezeptoreinheiten, 

IFNAR1 und IFNAR2, die im inaktiven Zustand ubiquitär, ohne präformierte 

Dimerisierung, auf der Zellmembran von eukaryotischen Zellen lokalisiert sind (Lazear 

et al., 2019; Schwartz et al., 2016). Die intrazelluläre Domäne (ICD) des humanen 

IFNAR1 besteht aus 100 Aminosäuren und die des IFNAR2 aus 250. Als 

Zytokinrezeptoren der Klasse 2 haben beide Rezeptoren keine eigene Kinaseaktivität 

und sind deshalb auf assoziierte Tyrosinkinasen angewiesen (Shemesh et al., 2021). 

Hierbei bindet IFNAR1 die Tyrosinkinase 2 (TYK2) und IFNAR2 die Januskinase 1 

(JAK1) konstitutiv, membran-proximal an der jeweiligen ICD (Nguyen et al., 2002; Zhao 

et al., 2008). In unmittelbarer Nähe liegen das Box 1 und das Box 2 Motiv, welche sich 

aus Aminosäuresequenzen zusammensetzen, die bereits in anderen Rezeptoren in 

ähnlicher Form und in vergleichbarem funktionalem Kontext nachgewiesen wurden. Bei 

Box 1 handelt es sich um ein stark konserviertes Prolin-reiches Motiv, dagegen lässt sich 

die Box 2 Sequenz nicht so klar definieren und ist eher hydrophob (Usacheva et al., 

2002; Wallweber et al., 2014). Das Box 1 Motiv des IFNAR2 scheint, im Vergleich zum 

Box 2 Motiv, nur gering an der Assoziation von JAK1 beteiligt zu sein, spielt jedoch eine 

wichtige Rolle bei der Aktivierung der Kinase (Usacheva et al., 2002). In IFNAR1 ist die 

Rolle des Box 1 Motivs, in Bezug auf TYK2 Bindung und Aktivierung noch unklar, 

während für Box 2, in Zusammenhang mit weiteren Aminosäuren, eine Beteiligung an 

der Assoziation der Kinase nachgewiesen werden konnte (Shemesh et al., 2021; 

Wallweber et al., 2014). Bezüglich der Rekrutierung von STATs wird die Beteiligung von 

konservierten Tyrosinen (Y) oder nicht-Tyrosinmotiven diskutiert (Zhao et al., 2008), die 

Studienlage zur Wichtigkeit der verschieden Tyrosine ist jedoch nicht eindeutig (Nadeau 

et al., 1999; Shemesh et al., 2021; Zhao et al., 2008). Die intrazelluläre Domäne des 

humanen IFNAR1 (hIFNAR1) enthält zwei nicht-konservierte (Y466, Y481) und zwei 

konservierte Tyrosine (Y527 und Y538), die zur Phosphorylierung in Frage kommen. Im 

hIFNAR2 liegen sieben Tyrosine vor (Y269, Y306, Y316, Y318, Y337, Y411, Y512), von 
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denen nur Y306 und Y411 nicht-konserviert sind (siehe Abb. 3; Shemesh et al., 2021). 

Im Sequenzvergleich des humanen und des murinen Typ I Interferonrezeptors ließen 

sich neben den konservierten Tyrosinmotiven auch einige nicht-Tyrosinmotive 

identifizieren, die hier nicht weiter erläutert werden. Sie lassen jedoch auf eine 

evolutionär stark konservierte biologische Reizantwort auf Interferone schließen (Zhao 

et al., 2008).  

Abb. 3:  Tyrosine der ICD des IFNAR: Übersicht und Vergleich zwischen dem humanen und 
murinen Rezeptorkomplex. Gezeigt werden die Tyrosine (Y) der Intrazellulardomäne (ICD) des 
Interferon-α Rezeptors (IFNAR). Der humane IFNAR1 (hIFNAR1; Beschriftung schwarz) enthält 
die vier Tyrosine Y466, Y481, Y527 und Y538, wobei die beiden letzteren konserviert (fett) sind. 
Beim murinen IFNAR1 (mIFNAR1; Beschriftung orange) bildet das Y455 das Äquivalent zu Y466 
des humanen Rezeptors, ebenso gibt es mit Y518 und Y529 Äquivalente für die beiden 
konservierten Tyrosine Y527 und Y538. Im Vergleich zum hIFNAR1 fehlt beim mIFNAR1 ein 
Tyrosin analog zu Y481, dafür besitzt dieser mit Y576 ein weiteres Tyrosin am distalen Ende der 
ICD. Die Tyrosine Y269, Y316, Y318, Y337 und Y512 des humanen IFNAR2 entsprechen den 
Tyrosinen Y268, Y315, Y317, Y335 und Y510 des mIFNAR2 und sind allesamt konserviert. 
Zusätzlich hierzu besitzt der hIFNAR2 noch zwei nicht-konservierte Tyrosine, Y306 und Y411, für 
die im mIFNAR2 keine Äquivalente vorliegen. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 

 

1.1.5 Typ 1 IFN in der Medizin 

Interferone zeigen eine große Variabilität in Struktur, Rezeptorverteilung und 

gewebespezifischen Eigenschaften. Dies ist sicherlich in den verschiedenen 

Mechanismen begründet, die viele Viren zur Anpassung an, oder Verhinderung von, IFN 

vermittelter Signaltransduktion entwickelt haben (Mesev et al., 2019; Shemesh et al., 

2021). Fehlfunktionen der Typ I IFN-Familie mit verminderter IFN-Aktivität sind 

beispielsweise assoziiert mit lebensbedrohlichem coronavirus disease 2019 (COVID-19) 
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nach SARS-CoV-2 Infektion (Zhang et al., 2020) oder starker Erkrankung des Patienten 

nach Impfung mit einem Lebendimpfstoff wie Masern, Mumps, Röteln (MMR) oder 

Gelbfieber (Duncan et al., 2015; Hernandez et al., 2019). Im Gegensatz hierzu kann eine 

übermäßige Aktivierung von Interferonen das Krankheitsgeschehen auch negativ 

beeinflussen, beispielsweise geht die Reduktion der cluster of differentiation 4 positiven 

(CD4+) T-Zellen bei HIV1 Infektion mit einem Anstieg an Typ I Interferonen einher 

(Dagenais-Lussier et al., 2017; Hardy et al., 2013). Außerdem besteht eine Assoziation 

mit der Ausbildung diverser Autoimmunerkrankungen, hier sind unter anderem multiple 

rheumatoide Erkrankungen wie Rheumatoide Arthritis (RA), systemischer Lupus 

erythematosus (SLE) und Myositis zu nennen (Schwartz et al., 2016).  

Aufgrund ihrer starken antiviralen Aktivität und immunstimulatorischen Eigenschaften, 

werden Interferone jedoch auch in der Behandlung verschiedenster Krankheitsbilder 

autoimmunen, viralen oder neoplastischen Ursprungs verwendet (Lai et al., 2023). 

Bekannt ist beispielsweise die positive Wirkung von Typ I IFN bei Infektion mit dem 

Hepatitis C Virus (HCV) und eingeschränkt auch bei einer Hepatitis B Virus (HBV) 

Infektion (Degertekin & Lok, 2009). Gleichwohl ist eine Interferontherapie bisher bei den 

meisten Patienten mit starken Nebenwirkungen belegt, angefangen bei Beschwerden 

durch die subkutane Injektion des Proteins, über generalisierte grippe-ähnliche 

Symptome (Sleijfer et al., 2005) bis hin zu Stimmungsschwankungen und Depressionen 

(Lai et al., 2023). Manche Effekte sind dosisabhängig, beispielsweise Übelkeit und 

Fieber, und können durch eine verringerte Dosierung reduziert oder verhindert werden, 

während andere hiervon unabhängig, oder über einen längeren Therapiezeitraum 

entstehen. Hier ist das steigende Risiko für Anämie und Thrombozytopenie zu nennen, 

welches vermutlich dadurch zustande kommen, dass die wachstumshemmenden 

Effekte der Interferone sich nicht lokal begrenzen lassen, sondern auch die Replikation 

hämatopoetischer Stammzellen beeinträchtigen (Sleijfer et al., 2005). Bei der Therapie 

von Leukämie wird sich dies zu Nutzen gemacht, doch gegen solide Tumore sind IFNs 

in der Anwendung eher eingeschränkt (Cull et al., 2003). 

Der Einsatz von Typ I Interferonen bringt zwar eine Menge Vorteile bei der Therapie von 

Erkrankungen, bisher ist er aber leider noch mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen und 

Komplikationen belegt, die in manchen Fällen sogar den Therapieabbruch notwendig 

machen (Lai et al., 2023). Der zielgerichtete Einsatz von IFNs wäre daher therapeutisch 

wünschenswert. 

 

1.2 Synthetische Zytokine und Zytokinrezeptoren 

Die Rolle von Zytokinen in der Immunabwehr rückte ihre Funktion, Modulation und 

eventuelle therapeutische Anwendung immer weiter in den Fokus der Wissenschaft. 

Bereits 1986 wurde die erste Tumorimmuntherapie mit IFNα in den USA zugelassen, 
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doch viele Nebenwirkungen bei systemischer Anwendung und eine geringe 

therapeutische Breite limitierten die Anwendung (Zheng et al., 2022). Wachsende 

Erkenntnisse um die Wirkung von Zytokinen und die Entdeckung neuer Methoden zu 

protein engineering und synthetischer Biologie ermöglichen es, dass mittlerweile einige 

negative Wirkungsweisen durch Modifikationen der Zytokine oder ihrer Signalkaskaden, 

beispielsweise mit Antikörpern, minimiert werden können (Scheller et al., 2019; Zheng 

et al., 2022). Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Ansätze verfolgt, um synthetische 

Zytokine zu modulieren und für die Forschung und den therapeutischen Nutzen zu 

verbessern. Von diesen Ansätzen ausgehend lassen sich unterschiedliche Gruppen an 

synthetischen Zytokinen herleiten, die zur Übersicht in Tabelle 1 aufgeführt werden.  

 
Tabelle 1: Einteilung synthetischer Zytokine nach ihrem strukturellen Ursprung. Angelehnt 
an Scheller et al. (2019) und Zheng et al. (2022). 

 

Gruppe Beschreibung Eigenschaften 

Superzytokine natürliche Zytokine werden 

durch Mutationen und 

Deletionen für den 

therapeutischen Nutzen 

optimiert 
 

bspw. erhöhte Halbwertszeit, 

verbesserte Gewebspenetration, oder 

Bindungsaffinität 

 

Dominant-negative 

Zytokinvarianten  

Superzytokine mit nur einer 

funktionalen 

Rezeptorbindestelle 

verhindern Rezeptordimerisierung 

und damit die Signaltransduktion 

(Antagonisten) 
 

Synthekine Fusion zweier dominant- 

negativer Zytokinvarianten 

Bildung dimerer Rezeptorkomplexe 

(Agonisten), unphysiologische 

Rezeptorkombinationen und 

modifizierte Signalkaskaden möglich 
 

Immunozytokine Fusion eines Zytokins mit 

einem Antikörper 

je nach Antikörper kann der Wirkort 

der Zytokine eingegrenzt werden, 

dadurch verringern sich systemische 

Nebenwirkungen 
 

Fusokine Fusion zweier Zytokine, oder 

Rezeptoragonisten 
 

ermöglicht neue heteromere 

Rezeptorkonstrukte 

Neoleukine synthetische Stoffe, mit 

selektiver Zytokinfunktion, 

ohne Ähnlichkeiten in 

Aminosäuresequenz und 

Struktur 
 

höhere Affinitäten und spezifischere 

Wirkung 

auf Nanopartikeln lokalisierte Zytokine lokale Anwendung durch 

Spezifizierung des Nanopartikels 

möglich, bspw. tumorspezifisch 
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Die Interaktion der natürlichen und synthetischen Zytokine mit ihren Rezeptoren, bzw. 

die darauffolgende Signaltransduktion in vitro und in vivo zu analysieren, ist jedoch nur 

schwer möglich, da eine unabhängige, spezifische Aktivierung unter Ausschluss von 

Kreuz- oder Fremdaktivierung, auch über Spezies hinweg (Kotenko et al., 1999), nicht 

sichergestellt werden kann. Für eine isolierte Darstellung wurde schon früh versucht 

synthetische Rezeptoren zu erstellen, beispielsweise wurde in einer Arbeit von 1999 der  

extrazelluläre Rezeptoranteil des IFNAR durch die ECD (extracellular domain) des 

Erythropoietinrezeptors (EpoR) ersetzt (Pattyn et al., 1999). Dieses Fusionsprotein 

erlaubt in EpoR-negativen Zelllinien eine gezielte Rezeptorstimulation, ist jedoch auf 

jene Zelllinien begrenzt und nicht in vivo einsetzbar.  

Neue Optionen entstehen durch die zunehmende Bedeutung monoklonaler Antikörper, 

die eine noch recht junge eigene Klasse an therapeutischen Biomolekülen bilden. 

Antikörper können einerseits Zytokine binden und antagonisieren (Wesolowski et al., 

2009), andererseits selbst als Zytokine (siehe Neoleukine, Tabelle 1; Scheller et al., 

2019; Zheng et al., 2022) wirksam werden und durch Rezeptorbindung und Aktivierung 

die Signaltransduktion anstoßen (Bonfa et al., 2020). Des Weiteren können sie, fusioniert 

mit intrazellulären Rezeptordomänen, auch als membrangebundene Rezeptoren 

eingesetzt werden. Solche synthetische Zytokinrezeptoren beginnen als Bausteine für 

immuntherapeutische Anwendungen Einsatz zu finden (Scheller et al., 2019), wobei die 

chimeric antigen receptor (CAR) T-Zelltherapie als erste Gentherapie für die Behandlung 

von therapieresistenter, akuter lymphatischer Leukämie (ALL) zugelassen wurde (Si et 

al., 2018). Hierbei werden T-Zellen des Patienten isoliert und mit CARs modifiziert, die 

spezifisch CD19 binden, das klassischerweise auf B-Zellen exprimiert ist. Der CAR 

besteht extrazellulär aus dem Fragment eines Einkettenantikörpers, intrazellulär aus 

klassischen T-Zell Signalmolekülen und sorgt für eine antigenspezifische T-

Zellaktivierung gegen B-Zellen, auch bei bereits erfolgtem immune escape der 

Tumorzellen (Bonfa et al., 2020; Si et al., 2018). Eine Applikation der Therapie auf solide 

Tumoren war bislang noch nicht erfolgreich, was vermutlich auf die Heterogenität der 

Tumorzellen und die inhibitorischen Eigenschaften des tumor microenvironment (TME) 

zurückzuführen ist (Bonfa et al., 2020). 

2018 wurde ein komplett synthetisches System an Zytokinen und Zytokinrezeptoren 

publiziert, welches beispielhaft die Signaltransduktion der pro-inflammatorischen 

Zytokine Interleukin (IL-) 6, IL-23, TNFα und die anti-inflammatorischen Zytokine IL-22 

und death ligand Fas imitiert (Engelowski et al., 2018; Mossner et al., 2021; Mossner et 

al., 2020). Systeme mit synthetischen Rezeptoren (Pattyn et al., 1999), oder 

synthetischen Liganden (Eisenberg et al., 1990) fanden bereits seit Jahren in der 

Forschung Anwendung, doch in diesem System wurden erstmals sowohl synthetisch 

hergestellte Zytokine als auch synthetische Rezeptoren verwendet (Engelowski et al., 
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2018). In den synthetischen Zytokinrezeptoren (SyCyR) wurde die transmembrane 

(TMD) und intrazelluläre Domäne (ICD) des zu untersuchenden Rezeptors mit 

spezifischen Einkettenantikörpern (nanobodies) fusioniert (siehe Abb. 4D), die mit hoher 

Spezifität green fluorescent protein (GFP) oder mCherry erkennen und binden können 

(Fridy et al., 2014; Rothbauer et al., 2008). Die nanobodies dienen als extrazelluläre 

Sensoren für homo- und heteromere GFP-mCherry-Fusionsproteine, wobei eine 

Bindung zwischen nanobody und Fusionsprotein in Rezeptordimerisierung und 

Stimulation resultiert (Mossner et al., 2020). Das System ist dabei nicht auf dimere 

Rezeptorkonstrukte begrenzt, sondern kann auf diverse multimere Rezeptoren 

angewendet werden, wie die Applikation auf die trimere TNF-Familie deutlich macht 

(Minafra et al., 2023; Mossner et al., 2021). Hierdurch können neben der 

Rezeptorstimulation, auch die stöchiometrische Rezeptorkonfiguration untersucht und 

unphysiologische Rezeptorkombinationen mit möglicherweise interessantem 

Signalpotential erstellt und auf Funktionalität analysiert werden (Engelowski et al., 2018).  

IgG (Immunglobulin G) Antikörper bestehen aus zwei schweren (H) und zwei leichten 

Ketten (L), die jeweils eine variable Domäne enthalten. Die Kombination aus der 

variablen Domäne einer schweren Kette (VH) und einer leichten Kette (VL) bildet eine 

Antigenbindestelle (siehe Abb. 4A). Im Gegensatz hierzu besitzen Haie und Kamelide 

einen weiteren Antikörpertypen, der nur aus zwei schweren Ketten besteht (heavy chain 

antibody, hcAb; siehe Abb. 4B). Die Antigenbindestelle wird hier von einer einzelnen 

variablen Domäne gebildet, die auch isoliert stabil und gut löslich ist (Bannas et al., 

2017). Sie wird bei Haien als V-NAR (variable antigen-binding domain of the new antigen 

receptor antibodies in shark) und bei Kameliden als VHH bezeichnet (antigen-binding 

variable domain of the heavy chain of an heavychain antibody). VHH und V-NAR werden 

allgemein unter dem Begriff nanobody zusammengefasst (siehe Abb. 4B, C; 

Muyldermans, 2013; Wesolowski et al., 2009). Diese Antikörpervarianten kombinieren 

mit ihrer hohen Hitzestabilität, Gewebepenetration in vivo und den vielen 

Anwendungsoptionen, durch die mögliche Fusion mit anderen Proteinen und Peptiden, 

viele Vorteile. Die Spezifität dieser Einkettenantikörper ist dabei sehr hoch. Im 

Gegensatz zu kleinen chemischen Antagonisten können nanobodies auch zwischen 

nahe verwandten Enzymfamilien diskriminieren (Fridy et al., 2014; Wesolowski et al., 

2009).  

Die geringe Größe der nanobodies, in Abb. 4A, C im Vergleich zu humanem IgG 

dargestellt, und die damit verbundene hohe Gewebepenetration eröffnen viele neue 

Optionen im therapeutischen und experimentellen Zusammenhang. So zeigte 

beispielsweise ein nanobody-System zur Purifikation von GFP-Fusionsmolekülen, eine 

stark erhöhte Effizienz bei der Präzipitation im Vergleich zu etablierten monoklonalen 

IgG Antiköpern (Rothbauer et al., 2008). Außerdem können sie über Konjugation an 
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Medikamente, Nanopartikel oder radiologische Signalmoleküle gekoppelt werden 

(Bannas et al., 2017) und dadurch sogar intrazellulär wirken, oder die Blut-Hirn-Schranke 

überwinden (Wesolowski et al., 2009). Sie haben damit, im Gegensatz zu bisher 

genutzten Antikörpern, ein erweitertes Wirkspektrum, dabei ist eine Produktion in 

bakteriellen Expressionsmodellen schnell, kosteneffizient und ohne Chargenstreuung 

möglich (Fridy et al., 2014; Scheller et al., 2019).  

Jedoch ist die synthetische Generierung von spezifischen nanobodies mit hoher Affinität 

gegen neue Zielantigene bisher immer noch komplex und zeitaufwendig. Die 

physiologischen Prozesse zur Selektion von Antikörpern in der B-Zellreifung müssten 

imitiert werden und oftmals wird deshalb weiterhin mit der Immunisierung von Lamas 

gearbeitet (Fridy et al., 2014; Wesolowski et al., 2009).  

Abb. 4: Schematische Darstellung verschiedener Antikörper und synthetischer 
Rezeptoren. A) Humaner Immunglobulin G Antikörper (IgG) bestehend aus zwei schweren 
Ketten (dunkelgrün; heavy, H), zwei leichten Ketten (petrol; light, L) mit jeweils einer variablen 
Domäne: VL der leichten Kette und VH der schweren Kette. Durch die Kombination von VL und 
VH wird eine Antigenbindestelle gebildet. B) kamelider heavychain Antikörper (hcAb), bestehend 
nur aus zwei schweren Ketten (heavy chain) mit je einer variablen Domäne (VHH), die als 
Antigenbindestelle fungiert. C) Isolierte VHH-Domäne, auch nanobody genannt. D) Erstellung 
eines synthetischen Rezeptordimers, durch Austausch der extrazellulären Rezeptordomäne 
(ECD) mit nanobodies, die intrazelluläre Domäne (ICD) des Rezeptors bleibt erhalten; gezielte 
Stimulation über synthetische Liganden möglich. Die Masse der Moleküle in A-C ist zum Vergleich 
in Kilodalton (kDa) angegeben. Abbildung A-C angelehnt an Bannas et al. (2017), Chanier & 
Chames (2019) und Muyldermans et al. (2013), D angelehnt an Mossner et al. (2020), erstellt mit 
BioRender.com. 
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Um die Notwendigkeit neuer hochspezifischer Antikörper für die vielen Methoden der 

Molekularbiologie zur Analyse von Molekülen zu umgehen, werden die zu 

untersuchenden Moleküle häufig mit spezifischen Epitopen, oder Protein-tags, wie 

beispielsweise GFP, mCherry und Flag-tag, fusioniert, bei denen spezifische Antikörper 

bekannt und gut verfügbar sind (Fridy et al., 2014; Rothbauer et al., 2008). 

In dieser Arbeit werden GFP und mCherry zur gezielten Stimulation verwendet. Der 

Hauptvorteil von GFP und mCherry besteht hierbei darin, dass sie keine humanen 

Äquivalente besitzen. Demnach ermöglichen sie eine hintergrundfreie und Zelltyp-

spezifische Aktivierung von SyCyRs durch dimere GFP- oder mCherry-Liganden 

(Engelowski et al., 2018). Zukünftig könnten CAR T-Zellen funktional mit SyCyRs 

modifiziert werden, um durch die gezielte Stimulation mit synthetischen Liganden den 

Therapieerfolg zu verbessern (Scheller et al., 2019).  

 

1.3 Ziele der Arbeit 

Typ I Interferone spielen bei vielen verschiedenen Krankheitsbildern, von 

physiologischer Wirtsabwehr bei SARS-CoV2 bis zur Induktion von 

Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis oder der medikamentösen Therapie 

von HCV, eine wichtige Rolle. Um die Mechanismen und Dynamiken der Pathologien 

besser verstehen und diese möglichst gut therapieren zu können, ist ein genaues 

Verständnis der IFN Typ I induzierten Signaltransduktion und der Funktion struktureller 

Abschnitte des IFNARs sehr wichtig. Dies ermöglicht beispielsweise das Erkennen 

neuer targeting points für Medikamente oder deren Verbesserung.  

Synthetische Rezeptoren und Rezeptor-Liganden-Systeme sind neuere Entwicklungen, 

durch die eine funktionale Analyse von Signalwegen in vitro gezielter und differenzierter 

durchführbar ist. Die synthetischen Rezeptoren können hochspezifisch durch die 

korrespondierenden synthetischen Liganden angesprochen werden. 

Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe Scheller bildeten die Grundlage für die vorliegende 

Dissertation (N. Coesfeld, FH. De Vos, E. Zimmer). In dieser Arbeit soll die Rolle der 

intrazellulären Domänen (ICD) der Interferon-α Rezeptoren bei der STAT1 und 2 

Aktivierung untersucht werden. Ein besonderer Fokus soll hierbei auf den Tyrosinen der 

ICDs liegen, da in bisherigen Publikationen konträre Ergebnisse bezüglich deren 

Wichtigkeit und Funktion beschrieben wurden. Das von Engelowski und Kollegen 

etablierte SyCyR System wird hierfür auf die Typ I Interferone ausgeweitet und auf 

Funktionalität überprüft. 

Initial sollen die cDNAs für die synthetischen IFNARs in Plasmid-DNA kloniert und über 

Transfektion in adhärente Zellen eingebracht werden. Anschließend soll die funktionale 

Analyse der SyCyRs in zellbasierten Stimulationsassays durchgeführt werden. Hierfür 
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sollen die transfizierten Zellen mit den synthetischen Liganden stimuliert werden und 

nach der Lyse der Zellen soll die Analyse des Proteoms mittels Western Blot erfolgen. 

Primär soll überprüft werden, ob synthetische IFNARs ihr natürliches Vorbild in 

Signaltransduktion und Initiierung von ISGs, wie beispielsweise USP18 und Mx-Protein, 

phänokopieren, um anschließend durch Deletions- und Mutationsvarianten eine Analyse 

der ICD in Bezug auf STAT-Aktivierung durchzuführen. Mittels homomerer GFP- und 

mCherry-Liganden soll zudem die Bildung von aktiven Rezeptorhomodimeren überprüft 

werden. 

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle der intrazellulären Rezeptordomäne des IFNAR 

und der hier vorliegenden Tyrosine bei der Aktivierung von STAT1 und 2 zu analysieren, 

wobei die SyCyRs als unabhängige Methode zur Untersuchung der Signaltransduktion 

genutzt werden. 
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3 Diskussion 

3.1 Synthetische Interferon-α Rezeptoren sind 

funktionell aktiv 

Die Rezeptoren für Typ 1 Interferone, IFNAR1 und IFNAR2, wurden analog zu den 

Arbeiten von Engelowski und Mossner in ein voll synthetisches Rezeptor-Liganden-

System eingebettet (Engelowski et al., 2018; Mossner et al., 2021; Mossner et al., 2020; 

Zoellner et al., 2022). Die extrazellulären Domänen der IFNARs wurden hierbei durch 

nanobodies ersetzt, die spezifisch und mit hoher Affinität GFP oder mCherry binden. 

Durch die Stimulation der so entstandenen synthetischen Zytokinrezeptoren (SyCyRs) 

mit heteromeren GFP-mCherry-Fusionsmolekülen (GC) konnte die synthetische Typ I 

IFN-Signaltransduktion initiiert und anschließend analysiert werden (siehe Abb. 5). 

Synthetische IFNARs verhalten sich hierbei, wie ihre natürlichen Gegenstücke, in Bezug 

auf die Aktivierung der Januskinasen, Phosphorylierung von STAT1/2 und Regulation 

des Transkriptoms (De Vos und Zimmer, unveröffentlichte Dissertationen; Zoellner et al., 

2022).  

 

Abb. 5: SyCyRs des mIFNAR sind funktionell aktiv. Die extrazellulären Domänen des murinen 
Interferon-α Rezeptors (IFNAR) wurden durch nanobodies (VHH) ersetzt, die spezifisch green 

fluorescent protein (GFP) und mCherry binden. Die transmembranen und intrazellulären 
Rezeptordomänen bleiben erhalten, sodass die synthetischen Untereinheiten VGmIFNAR1 und 
VCmIFNAR2 entstehen, durch Stimulation mit synthetischen GFP-mCherry Fusionsproteinen wird 
die Signaltransduktion initiiert. Abbildung angelehnt an Mossner et al. (2020) und erstellt mit 
BioRender.com. 
 
Die STAT1- und STAT2-Phosphorylierung wurde als Beurteilungskriterium bei der 

Rezeptoraktivierung ausgewählt, da diese charakteristisch für die Signalkaskade der 
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IFNARs ist. Allerdings besteht die Möglichkeit, dass sich die Signaltransduktion der Typ I 

Interferone insgesamt noch viel komplexer darstellt (Puigdevall et al., 2022). So kann 

nicht ausgeschlossen werden, dass der synthetische IFNAR, durch den Austausch der 

extrazellulären Domänen (ECD) und die Fusion mit den nanobodies, in der 

Signalkaskade vom natürlichen Typ I Interferonrezeptor abweicht. Um dies zu 

untersuchen wurde eine Analyse des Transkriptoms der synthetischen Rezeptoren 

durchgeführt, welche vergleichbare Ergebnisse zum natürlichen IFNAR lieferte (De Vos, 

unveröffentlichte Dissertation; Zoellner et al., 2022)Diese Ergebnisse, zusammen mit der 

Tatsache, dass die transmembranen (TMD) und intrazellulären Domänen (ICD) von 

IFNAR1 und IFNAR2 bei der Klonierung der SyCyRs nicht verändert wurden, legen 

nahe, dass sich mit hoher Wahrscheinlichkeit die Signaltransduktion des SyCyR 

gegenüber dem natürlichen Rezeptor nicht maßgeblich verändert hat (Engelowski et al., 

2018). 

Für den Vergleich zwischen der Signaltransduktion des natürlichen IFNARs und der von 

GC-aktivierten synthetischen IFNARs wurde IFNα4 herangezogen. Im Gegensatz zu 

IFNα2, welches hauptsächlich in der Klinik genutzt wird (Pestka, 2007), hat IFNα4 

stärkere antivirale Eigenschaften (Gerlach et al., 2009). Zudem gehört es zu den Typ I 

Interferonen mit stark ausgeprägtem Effekt auf CD8+ T-Zellen, in Bezug auf anti-

proliferative Eigenschaften, verbesserte Zytokinproduktion und Zytotoxizität (Dickow et 

al., 2019). Obwohl andere IFNα Subtypen eventuell verschiedene biologische 

Funktionen aufweisen (Hardy et al., 2004; Zwarthoff et al., 1985), beispielsweise durch 

andere Bindungsaffinitäten zu den Rezeptoreinheiten (Jaks et al., 2007; Lavoie et al., 

2011) oder ihrer Fähigkeit andere Signalkaskaden anzustoßen (Cull et al., 2003), wurde 

aufgrund zeitlicher Limitationen darauf verzichtet, diese in die Arbeit mit einzubeziehen. 

Vielmehr sollte zuerst die prinzipielle Vergleichbarkeit von natürlichen und synthetischen 

IFNARs aufgezeigt und sich anschließend auf die möglichst unabhängige funktionelle 

Untersuchung der ICDs fokussiert werden.   

 

3.2 SyCyRs imitieren die IFNα4 induzierte 

Signaltransduktion des IFNAR 

Die Aktivierung von bestimmten Typ I ISG-Expressionsmustern für jeden IFNα Subtyp 

(Li et al., 2017), führt zu deren individueller Rezeptorantwort (Jaks et al., 2007; Li & 

Sherry, 2010; Moll et al., 2011). Wie bereits beschrieben, steigert IFNα4 unter anderem 

die Zytotoxizität von CD8+ T-Zellen (Dickow et al., 2019) und da eine mögliche 

Anwendung der synthetischen IFNARs die Re-Infusion zytotoxischer T-Zellen für die 

virale Abwehr, aber besonders bei der Tumorbekämpfung darstellt, sollten die 
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Ähnlichkeiten zwischen der IFNα4 induzierten Signaltransduktion und dem 

synthetischen IFN-Typ I-System untersucht werden.  

Um sicher zu gehen, dass die Signaltransduktion von mIFNAR und SyCyR weiterhin in 

Abhängigkeit von TYK2 und JAK1 steht, wurde initial eine Stimulationsreihe in Kinase-

defizienten Zellen durchgeführt. Diese Abhängigkeit für TYK2 und JAK1 konnte sowohl 

für den murinen natürlichen IFNAR als auch den synthetischen mIFNAR bestätigt 

werden, da jeweils nur eine STAT1 Aktivierung in JAK2-defizienten γ2A-Zellen und nicht 

in JAK1-defizienten U4A oder TYK2-defizienten U1A Zellen gesehen werden konnte (De 

Vos, unveröffentlichte Dissertation; Zoellner et al., 2022). Anschließend wurde in 

zellkulturbasierten Verfahren die Signaltransduktion des natürlichen murinen IFNAR mit 

den SyCyRs des murinen und des humanen IFNAR verglichen. Der natürliche mIFNAR 

wurde hierbei mit IFNα4 stimuliert, während für die Stimulation der SyCyRs jeweils 

synthetische GFP-mCherry-Fusionsproteine verwendet wurden. Besonderer Fokus lag 

hierbei auf der Aktivierung von STAT1 und STAT2. Die Analyse im Western Blot zeigte 

eine vergleichbare Rezeptorantwort der beiden SyCyRs nach Stimulation mit GC, zu der 

des natürlichen mIFNARs auf IFNα4. Dies lässt darauf schließen, dass die SyCyRs die 

Signaltransduktion des natürlichen Rezeptors maßgeblich phänokopieren (De Vos, 

unveröffentlichte Dissertation; Zoellner et al., 2022). Eine anschließende Analyse des 

Transkriptoms zeigte zudem eine hohe (99,91%) Überlagerung der allgemeinen 

Genregulierung, inklusive typischer interferon stimulated genes (ISGs) für virale 

Abwehrmechanismen (De Vos, unveröffentlichte Dissertation; Zoellner et al., 2022). Des 

Weiteren konnte eine effiziente VSV-clearance in MC57 Zellen nach Stimulation der 

synthetischen IFNARs nachgewiesen werden (Zoellner et al., 2022).  

Das hier etablierte SyCyR-System für den Typ I Interferonrezeptor scheint demnach in 

der Lage zu sein, die Signaltransduktion des mIFNAR zu phänokopieren, Genregulation 

und Transkription mIFNAR-typischer ISGs zu induzieren sowie bei viraler Infektion aktiv 

gegen den Virus vorzugehen (De Vos, unveröffentlichte Dissertation; Zoellner et al., 

2022).  

 

3.3 IFNAR2 ist essenziell für die STAT1/2-Aktivierung 

der Typ I Interferone 

Unter Nutzung der synthetischen murinen IFNARs wurde die intrazelluläre 

Signaltransduktion, in Bezug auf die Aktivierung von STAT1 und STAT2, untersucht. Die 

Studienlage ist diesbezüglich noch uneindeutig, so wurde eine STAT2-Bindestelle im 

mIFNAR1 bei Y455 gezeigt (Yan et al., 1996), welche jedoch in einer späteren Studie 

nicht bestätigt werden konnte (Zhao et al., 2008). Auch im mIFNAR2 konnte bisher keine 

eindeutige STAT-Bindestelle definiert werden und die Rolle der einzelnen Tyrosine blieb 
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ungewiss (Nadeau et al., 1999; Russell-Harde et al., 2000; Shemesh et al., 2021; 

Wagner et al., 2002; Zhao et al., 2008). Neuere Daten wiesen hier auf eine ausgedehnte, 

segmentierte konstitutive STAT2-Bindestelle hin, deren Phosphorylierung nicht wie 

bisher vermutet die Bindung, sondern die Dissoziation von STAT2 nach deren 

Phosphorylierung zur Folge haben könnte. Von den Autoren wurde die Hypothese 

aufgestellt, dass sich die ICD des mIFNAR2 um das STAT2-Molekül windet und an 

mehreren Stellen Interaktionspunkte mit STAT2 bildet (Shemesh et al., 2021). Dies 

könnte erklären, weshalb bisher keine eindeutig strukturierte und konservierte 

Bindestelle gefunden wurde. Eine Validierung des Modells steht jedoch noch aus und 

die Ausdehnung und Lokalisation dieser möglichen konstitutiven Bindestelle wurde noch 

nicht genauer definiert (Shemesh et al., 2021). In einer weiteren Arbeit wurde dagegen 

die These aufgestellt, dass für den murinen IFNAR2 bei einer Einzelmutation des Y510 

(äquivalent zum humanen Y512) die STAT1/2 Phosphorylierung und die biologische 

Aktivität beinahe komplett ausbliebe, während ein zweites Tyrosin, Y335 (äquivalent 

zum humanen Y337), eine untergeordnete Rolle spiele (Zhao et al., 2008).  

Bisher wurde die Diskussion und Interpretation der verschiedenen Ergebnisse durch die 

physiologische Anwesenheit von IFNARs auf nahezu allen Zellen stark erschwert 

(Lazear et al., 2019). Untersuchungen wurden hierdurch auf Zelllinien anderer Spezies, 

oder knock-out, bzw. knock-down von Genen in Zellen limitiert. In diesen Modellen 

können Kreuzaktivität über Speziesgrenzen hinweg oder unerwartete Änderungen im 

Proteom durch den knock-out nicht sicher ausgeschlossen werden. Da SyCyRs durch 

die Interaktion von nanobodies mit synthetischen Liganden stimuliert werden, 

ermöglichen sie eine isolierte Analyse der Signaltransduktion, unabhängig der 

zelllinienspezifischen Oberflächenrezeptoren (Engelowski et al., 2018). Zuvor war es nur 

schwer möglich, murine und humane Rezeptoren in der gleichen Zelllinie vergleichend 

zu untersuchen, weshalb die Interpretation der Stimulationen immer durch den 

unterschiedlichen Versuchsaufbau erschwert wurde.  

Mit Deletionsvarianten des synthetischen IFNAR-Systems konnte gezeigt werden, dass 

sowohl der humane synthetische IFNAR1 (VGhIFNAR1), als auch der murine 

(VGmIFNAR1) nicht direkt an der STAT1/2 vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind 

(siehe Abb. 6). Die Hauptfunktion von synthetischem IFNAR1 ist demnach die 

Beteiligung an der Assoziation und Aktivierung der Januskinasen, gefolgt von der 

IFNAR2-abhängigen STAT1/2 Aktivierung (Zoellner et al., 2022). Dies steht im Einklang 

mit aktuellen Ergebnissen (Shemesh et al., 2021; Zhao et al., 2008), weshalb es als eher 

unwahrscheinlich anzusehen ist, dass wie ehemals angenommen (Nadeau et al., 1999) 

auch die Tyrosine Y466 und Y481 im hIFNAR1 (oder das murine Analogon Y455 im 

mIFNAR1) maßgeblich an der STAT-Bindung und Aktivierung beteiligt sind. Zur 

Validierung der Ergebnisse wurde die synthetische humane Deletionsvariante 
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VCIFNAR2Δ347 kloniert und mit dem synthetischen humanen IFNAR1 (VGhIFNAR1) co-

exprimiert. Diese Kombination des humanen Rezeptors war, ebenso wie das murine 

Äquivalent, VCmIFNAR2Δ345, nicht in der Lage, die STAT1/2 Phosphorylierung zu 

induzieren (siehe Abb. 7; Zoellner et al., 2022). Bei VChIFNAR2Δ347 sind das 

konservierte Tyrosin Y512 und das nicht-konservierte Tyrosin Y411 nicht mehr 

vorhanden. Falls tatsächlich eine segmentierte konstitutive STAT2-Bindestelle existiert, 

die sich um das STAT2-Molekül windet und mit diesem verschiedene Interaktionspunkte 

aufweist (Shemesh et al., 2021), so wird diese mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls 

durch die Deletion beeinträchtigt, oder sogar ganz eliminiert worden sein. Die Bindung 

und Aktivierung von JAK1 war dagegen nicht beeinträchtigt (Zoellner et al., 2022).  

Abb. 6: Deletionen im mIFNAR2 verhindern die Signaltransduktion. A) Das GFP-mCherry-
Fusionsprotein (GC-Fc oder GCCG) besteht aus green fluorescent protein (GFP, G), mCherry 
(C) und dem Fc-Teil eines Antikörpers (crystallizable fragment). Durch Stimulation der synthetic 

cytokine receptors (SyCyRs) des Interferon-α Rezeptors (IFNAR, VGIFNAR1 und VCIFNAR2) 
können sowohl Heterodimere als auch Homodimere gebildet werden. B) Der synthetische 
mIFNAR induziert auf Stimulation mit GC-Fc die STAT1/2-Aktivierung; die Tyrosine (Y) der 
intrazellulären Domänen (ICD) sind eingezeichnet. C) Nur Deletionsvarianten des VGmIFNAR1 
können auf GC-Fc Stimulation weiterhin STAT1/2 aktivieren, demnach ist VGmIFNAR1 an der 
Signaltransduktion nicht maßgeblich beteiligt. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 
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3.4 Y510 des IFNAR2 scheint bei der STAT1/2-

Aktivierung wichtiger zu sein als Y335 

Des Weiteren wurden Einzel- und Doppel-Punktmutationen von Y510 und Y335 im 

VCmIFNAR2 eingeführt. Durch die Kombination der mutierten VCmIFNAR2 

(VCmIFNAR2-Y510F, VCmIFNAR2-Y335F und VCmIFNAR2-Y335F-Y510F) mit 

VGmIFNAR1, bzw. mit VGmIFNAR1-Deletionsvarianten (VGmIFNAR1∆455 und 

VGmIFNAR1∆518), konnte die größere Funktion von Y510 für die STAT1/2 Aktivierung 

verifiziert und Y335 eine geringere Wichtigkeit zugeordnet werden (zusammengefasst in 

Abb. 8; Zhao et al., 2008; Zoellner et al., 2022).  

Abb. 7: Die Signaltransduktion des hIFNARs ist abhängig von hIFNAR2. Vergleichende 
Darstellung des synthetic cytokine receptor (SyCyRs) für humanes Interferon-α (hIFNAR), 
bestehend aus den Rezeptoren VGhIFNAR1 und VchIFNAR2 im Wildtyp (links) und als 
Deletionsvariante (rechts). Durch die Deletion findet keine Signaltransduktion mit Aktivierung von 
STAT1/2 mehr statt. Die Tyrosine (Y) der intrazellulären Domäne (ICD) sind eingezeichnet und 
die letzte Aminosäure vor der Deletion durch Delta (Δ) markiert. Abbildung erstellt mit 
BioRender.com. 
 
In dieser Arbeit wurde, in Bezug auf den synthetischen humanen IFNAR, nur die 

Deletionsvariante VChIFNAR2Δ347 untersucht (siehe Abb. 7) und auf die Erstellung von 

einzelnen Tyrosin-zu-Phenylalanin-Mutationen verzichtet, da bereits gezeigt wurde, 

dass Einzelmutationen jedes der sieben Tyrosine der ICD des humanen IFNAR2, 

inklusive Y512, nicht zu einer Änderung der Rezeptorantwort führten. Auch eine 

gleichzeitige Mutation aller sieben Tyrosine konnte die Signaltransduktion über STAT- 

Proteine nicht komplett eliminieren (Shemesh et al., 2021), obwohl dies im Widerspruch 

zu den Ergebnissen einer anderen Studie stand (Wagner et al., 2002). 
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Abb. 8:  VCmIFNAR2 benötigt mindestens eines der Tyrosine Y335 und Y510 zur 
Signaltransduktion, wobei Y510 stärker zur STAT1/2 Aktivierung beiträgt als Y335. 
A) Kombinationen aus VGmIFNAR1, oder einer der zwei Deletionsvarianten, VGmIFNAR1∆455 
und VGmIFNAR1∆518, wurden mit einer der VCmIFNAR2-Mutationsvarianten (VCmIFNAR2-
Y510F, VCmIFNAR2-Y335F und VCmIFNAR2-Y335F-Y510F) exprimiert. Die Stelle der Deletion 
ist mit Delta ∆ gekennzeichnet, bei den Mutationen wurde jeweils Tyrosin (Y) durch Phenylalanin 
(F) ersetzt. B) Die Stimulation einer VCmIFNAR2-Mutationsvariante in Kombination mit den 
unterschiedlichen VGmIFNAR1-Varianten zeigt vergleichbare Ergebnisse, ist also von diesen 
unabhängig; beispielhaft gezeigt für VCmIFNAR2-Y335F. C) Die STAT1/2 Aktivierung bei der 
Stimulation von VCmIFNAR2-Y335F ist stärker ausgeprägt als bei VCmIFNAR2-Y510F. Die 
Doppelmutante VCmIFNAR2-Y335F-Y510F ist nicht mehr in der Lage, STAT1/2 zu aktivieren, 
demnach wird mindestens eines der beiden Tyrosine zur Signaltransduktion mit STAT1/2 
benötigt, aber Y510 ist potenter; beispielhaft in Kombination mit VGmIFNAR1∆455 dargestellt. 
Abbildung erstellt mit BioRender.com. 
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Der Fokus dieser Arbeit lag daher eher darin, die wichtige Rolle des VChIFNAR2 in der 

Phosphorylierung von STAT1/2 zu bestätigen, als einen bestimmten Tyrosinrest der 

STAT-Signaltransduktion zuzuordnen. Um das kontroverse STAT-Aktivierungsmuster 

zu enthüllen, wird weitere Forschung in diesem Bereich notwendig sein. Hierzu könnte 

sich die Anwendung von synthetischen humanen IFNARs in Zukunft als vorteilhaft 

erweisen. 

 

3.5 Nur der synthetische IFNAR2 kann aktive 

Homodimere bilden 

Unter der Nutzung von synthetischen CC- und GG-Liganden war es zudem möglich, 

zuverlässig und unter Ausschluss eines möglichen crosstalk mit anderen zelleigenen 

Rezeptoren, die biologische Aktivität von homodimeren IFNAR1- und IFNAR2-

Rezeptorkomplexen zu untersuchen (siehe Abb. 6A und 9; Zoellner et al., 2022).  

In der Vergangenheit konnte für homodimere IFNAR1-Komplexe durch CD4ECD-

IFNAR1ICD-Fusionsproteine bereits eine Aktivierung von TYK2 gezeigt werden, wobei 

eine STAT2 Phosphorylierung ausblieb (Krishnan et al., 1996). IFNAR1 allein scheint 

demnach zwar in der Lage zu sein, die Typ I Interferon induzierte Signaltransduktion 

anzustoßen, für die komplette Kaskade sind jedoch wohl noch weitere Faktoren 

notwendig (Krishnan et al., 1996). Dagegen sind Homodimere des IFNAR2 aus EpoRECD 

und IFNAR2ICD biologisch aktiv, wenn auch mit geringerer Wirksamkeit im Vergleich zum 

natürlichen Rezeptorkomplex (Pattyn et al., 1999). Angelehnt an die Arbeit von Pattyn 

und Kollegen wurde daher die These aufgestellt, dass VCIFNAR2 aktive Homodimere 

bilden kann, während VGIFNAR1 hierzu nicht in der Lage ist (Pattyn et al., 1999). Diese 

These konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestätigt werden (Zoellner et al., 

2022).  

In der Vergangenheit wurden Thesen, bezüglich des Vorkommens von STAT-

Bindungsmotiven im IFNAR1 (Nadeau et al., 1999) alle widerlegt (Shemesh et al., 2021; 

Zhao et al., 2008). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass der 

IFNAR1 nur über die Bereitstellung der Kinaseaktivität an der Aktivierung von STAT1/2 

beteiligt ist, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit korreliert. Hier konnte keine 

Phosphorylierung von STAT1/2 als Folge einer Stimulation der synthetischen humanen 

oder murinen IFNAR1-Homodimeren gesehen werden (Zoellner et al., 2022). Obwohl es 

als sehr unwahrscheinlich anzusehen ist (Urin et al., 2019) kann jedoch nicht 

ausgeschlossen werden, dass andere Signalmoleküle als STATs, p38, Akt, oder ERK 

durch homodimere IFNAR1 Komplexe getriggert werden können (de Weerd et al., 2013; 

Krishnan et al., 1996). 
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Abb. 9: IFNAR1 Homodimere sind nicht aktiv. Übersicht der synthetischen Liganden (links) 
und der verschiedenen Rezeptorkonfigurationen des synthetischen Interferon-α Rezeptors 
(IFNAR; oben). Die Liganden bestehen aus green fluorescent protein (GFP, G), mCherry (C) und 
dem Fc-Teil eines Antikörpers (cristallizable fraction). Theoretisch mögliche Konfigurationen bei 
Stimulation mit dem entsprechenden synthetischen Liganden sind weiß hinterlegt. Ist die Bildung 
der oben aufgeführten Rezeptorkonfiguration durch Stimulation mit dem links abgebildeten 
Rezeptor nicht möglich, ist dies grau hinterlegt. Die Funktionalität des Rezeptors ist symbolisch 
verdeutlicht: X = inaktiv, P = aktiv. Abbildung erstellt mit BioRender.com. 
 
Die STAT1/2 Phosphorylierung, welche nach Stimulation synthetischer humaner und 

muriner IFNAR2 Homodimere mit CC-Liganden in HEK293 Zellen beobachtet werden 

konnte, war in Stärke vergleichbar mit der Phosphorylierung durch heterodimere 

Interferonrezeptorkomplexe. Bei der Kontrolle der Ergebnisse in murinen Ba/F3-gp130 

Zellen fiel die homodimere Aktivierung des murinen und humanen IFNAR2, in Western 
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Blot und inhibitorischen Proliferationsassay, im Vergleich zu heterodimerem IFNAR, 

jedoch geringer aus (Zoellner et al., 2022). Dies könnte auf bisher unbekannte 

zellspezifische Differenzen zwischen den verschiedenen Zelllinien zurückzuführen sein. 

Zudem handelt es sich bei Ba/F3-gp130 Zellen um murine und bei HEK293 Zellen um 

humane Zellen, was ebenfalls Einfluss auf die unterschiedlich starke Ausprägung der 

Rezeptorantwort haben könnte. Dieser Aspekt sollte in Zukunft noch weiter beleuchtet 

werden, da neue Erkenntnisse helfen könnten, die Vergleichbarkeit verschiedener 

Studiendesigns besser beurteilen zu können. Das etablierte synthetische Zytokin-

/Zytokinrezeptor-System (Engelowski et al., 2018) besitzt hierfür den großen Vorteil, 

dass die cDNAs der SyCyRs theoretisch in jede Zelllinie in vitro eingebracht werden 

können und anschließend eine Stimulation durch zellunabhängige synthetische 

Liganden hintergrundfrei möglich ist.  

 

3.6 Zukünftige Anwendungsmöglichkeiten des 

SyCyR-Systems 

Bereits in mehreren Studien deuteten sich zellspezifische Variationen in der 

Signaltransduktion der Typ I Interferone an (Moll et al., 2011). Weitere Forschung mit 

den SyCyRs könnte helfen, diese genauer zu spezifizieren und zudem zu überprüfen, 

ob diese Variationen physiologischer Natur sind, oder durch die Bedingungen in vitro 

erzeugt werden. Aufgrund der ubiquitären Verteilung von IFNARs auf eukaryotischen 

Zellen und den vielen verschiedenen Typ I Interferonsubtypen, liegt die Hypothese 

jedoch nahe, dass zellspezifische Komponenten zur Feineinstellung der 

Rezeptorantwort beitragen. Vor allem da die Typ I Interferonsubtypen, trotz 

Überschneidungen in der Rezeptorantwort, keinesfalls als redundant bezeichnet werden 

können (Li et al., 2017; Piehler et al., 2012; Platanias, 2005). Diese Mechanismen 

genauer zu verstehen, könnte die therapeutischen Möglichkeiten in Bezug auf Typ I 

Interferone verbessern oder sogar revolutionieren. Wie zuvor bereits beschrieben, 

könnten so Medikamente spezifischer eingesetzt und Nebenwirkungen reduziert 

werden. 

Die systemische Applikation von Typ I IFN kann ein breites Spektrum an 

Nebenwirkungen in nahezu allen Organsystemen hervorrufen (Sleijfer et al., 2005). Auch 

ist die Wirkung in der Tumortherapie, beispielsweise durch Aktivierung CD8+ T-Zellen 

oder die Einleitung der Apoptose von Tumorzellen, begrenzt, da während 

langanhaltender IFN-Signaltransduktion negative Effekte, inklusive immunsuppressiver 

Faktoren wie PD-L1 (programmed cell death-ligand 1), überwiegen. Mit der 

Weiterentwicklung des Tumors scheint das tumor microenvironment (TME) zunehmend 

Immunzellen zu rekrutieren, sodass Zeitpunkt, Dauer und Ort der Applikation für die 



 DISKUSSION  

 26 

Therapie mit IFN von entscheidender Bedeutung zu sein scheinen (Zhou et al., 2020). 

Eine auf bestimmte Zelltypen begrenzte Typ I IFN-Rezeptorantwort durch synthetische 

Interferonrezeptorsysteme könnte der Immunsuppression und anderen 

Nebenwirkungen entgegenwirken. Bisher führt eine therapeutische Gabe von 

Interferonen immer zu systemisch erhöhten Konzentrationen des aktiven Zytokins, was 

eine Reihe von Nebenwirkungen, wie beispielsweise Übelkeit, Depression oder, in 

seltenen Fällen, die Ausbildung von Autoimmun-erkrankungen, mit sich bringt und bei 

manchen Patienten das Erreichen der optimalen Wirkmenge verhindert oder sogar in 

Therapieabbruch endet (Lai et al., 2023; Pestka, 2007; Sleijfer et al., 2005).  

Dennoch könnte der Ansatz, T-Zellen für den Nutzen am Menschen direkt mit SyCyRs 

zu transduzieren, problematisch sein. Auf Grund der potenziellen Immunogenität von 

GFP und mCherry, könnten antidrug antibodies (ADAs) gegen die synthetischen 

Liganden gebildet werden. Zudem enthalten die SyCyRs unter Verwendung der 

nanobodies eine nicht-natürliche extrazelluläre Komponente. Zwar sind die nanobodies 

sehr klein, was die Anzahl an möglichen Epitopen minimiert, jedoch ist eine 

Immunisierung weiterhin möglich (Rossotti et al., 2022; Wesolowski et al., 2009). Aus 

dem Grund müssten die nanobodies humanisiert werden, ähnlich wie dies bei der 

Nutzung muriner Antikörper als Therapeutika für den Menschen notwendig ist (Vincke et 

al., 2009). Hierbei werden die in der dreidimensionalen Proteinstruktur oberflächlich 

gelegenen xenogenen Sequenzen gegen humane ausgetauscht (Rossotti et al., 2022; 

Vincke et al., 2009). Eine Bildung von ADAs ist dadurch zwar nicht ausgeschlossen, aber 

bisher wurde in klinischen Studien zu löslichen nanobodies keine, oder eine nur sehr 

geringe Immunogenität, vergleichbar mit humanem, oder humanisiertem IgG beobachtet 

(Rossotti et al., 2022). Die Eingrenzung der Wirkung therapeutischer Typ I Interferone 

auf spezifische Zellen abhängig von der zu behandelnden Krankheit könnte, angelehnt 

an die Erfolge der CAR T-Zell-Therapie, eine Möglichkeit bieten, die Lebensqualität der 

Patienten und die Wirksamkeit der Therapeutika zu verbessern. Bis dahin muss jedoch 

noch Vieles genauer erforscht werden. 

 

3.7 Schlussfolgerung 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit das SyCyR-System erfolgreich auf Typ I 

Interferonrezeptoren ausgeweitet. Die Analyse der Signaltransduktion mittels Deletions- 

und Mutationsvarianten der SyCyRs, welche mit GFP-mCherry-Fusionsproteinen 

stimuliert wurden, ordnet dem IFNAR2 die größere Rolle bei der STAT1/2 Aktivierung zu 

und bestätigt die Bildung funktionaler IFNAR2-Homodimere. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde beispielhaft gezeigt, dass synthetische murine und humane IFN-Rezeptoren bei 

der Entschlüsselung der allgemeinen, Interferon-abhängigen Signaltransduktion eine 

wichtige Rolle einnehmen können. SyCyRs phänokopieren die physiologische IFN-
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Signaltransduktion und können in verschiedenen Zelllinien gleichermaßen eingesetzt 

und isoliert analysiert werden. Im Falle der murinen IFNARs konnte mit synthetischen 

Rezeptoren die Bedeutung von Y510 und Y335 im mIFNAR2 für die STAT1/2 Aktivierung 

in einer zellulären Umgebung, ohne Hintergrundrauschen und unabhängig, verifiziert 

werden. Da die beiden Rezeptoruntereinheiten mit verschiedenen VHH kloniert wurden 

(GFP und mCherry), ist zudem ein gezieltes Ansprechen der einzelnen 

Rezeptoreinheiten möglich und die Bildung von homomeren Rezeptorkomplexen konnte 

überprüft werden, wobei nur VCmIFNAR2-Homodimere funktional aktiv sind.  

In vorherigen Arbeiten basierten die Modelle auf dem gezielten knock-down oder knock-

out von Genen natürlicher Zytokinrezeptoren, oder auf Zellen, die normalerweise nicht 

auf das zu untersuchende Zytokin reagieren. Dies macht eine Gegenüberstellung von 

Ergebnissen, oder den direkten Vergleich innerhalb einer Zelllinie unmöglich. In dieser 

Arbeit war es dagegen möglich, in der gleichen Zelllinie die Signaltransduktion des 

endogenen/natürlichen und des synthetischen IFNARs zu analysieren. Hierbei wurden 

die natürlichen IFNARs über ein Typ I IFN, IFNα4, und synthetische IFNARs mit 

synthetischen Zytokinliganden stimuliert.  

Weitere Untersuchungen der Signalkaskade von Typ I Interferonen und dem Einfluss 

zellspezifischer Faktoren sind notwendig, um die komplexen Mechanismen der 

Immunabwehr besser zu verstehen. SyCyR-Systeme könnten sich nicht nur hierfür als 

hilfreich erweisen, sondern auch bei der Analyse biologischer Konsequenzen von 

Patientenbasierten nicht-synonymen single nucleotide variants (SNVs) in IFNARs. 
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