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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Interleukin (IL)-12 und IL-23 sind proinflammatorische Zytokine der IL-12 Familie und sind
strukturell ahnlich aufgebaut. Allerdings haben sie unterschiedliche Funktionen im
Immunsystem. Wahrenddessen IL-12 an der Differenzierung von Ty1-Zellen und an der
Abwehr von Tumorzellen beteiligt ist, spielt IL-23 bei der Regulierung der Ty17-Antwort und
bei der Pathogenese verschiedener Autoimmunkrankheiten eine entscheidende Rolle.

IL-12 (p35/p40) und IL-23 (p19/p40) bestehen beide aus der gemeinsamen B-Untereinheit p40
und einer zytokinspezifischen a-Untereinheit, p35 oder p19. Die Signaltransduktion erfolgt
Uber den gemeinsamen IL-12 Rezeptor 1 (IL-12RB1) und den zytokinspezifischen IL-12
Rezeptor B2 (IL-12RB2) oder IL-23 Rezeptor (IL-23R). Die Signaltransduktion von IL-12 und
IL-23 fuhrt u.a. zur Aktivierung des JAK-STAT-Weges und MAPK-Weges. In Abwesenheit von
der a-Untereinheit kann p40 Homodimere bilden, die p80 genannt werden.

Der Aufbau des IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplex folgt dem site I-1/-Ill Paradigma mit
einer nicht-kanonischen site /. Im IL-23 Zytokinrezeptorkomplex bindet p19 Uber site I an p40.
Die Interaktion von p19 mit dem IL-23R erfolgt Uber site Ill. An site Il ist p19 nicht beteiligt.
Stattdessen interagiert p40 mit IL-12RB1. Fir site | und site Ill konnten bereits kritische
Aminosauren identifiziert werden. Des Weiteren konnten durch Mutation einzelner kritischer
Aminosauren von site | und site /Il inaktive IL-12 und IL-23 Varianten generiert werden.

Es konnten bereits kritische Aminosauren in p40 fir die site /I Interaktion identifiziert werden:
H216, K217, K219, W37 und F82. Um eine inaktive IL-23 Variante zu generieren, wurde
zunachst die N-terminale Doméane von Hyper-IL-23, einem Fusionsprotein aus p19 und p40,
naher analysiert. Nach der Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit
konditionierten Zellkulturiberstanden der p40-Deletionsvariante AM23-P39 im HIL-23
Fusionsprotein zeigte sich keine Proliferation der Zellen und keine Aktivierung der
intrazellularen Signalwege. Des Weiteren kann AM23-P39 im HIL-23 Fusionsprotein nicht den
IL-12RB1 binden. Daher sollten durch Generierung verschiedener Mutationen die N-
terminalen Aminosauren von p40 analysiert werden. Durch Punktmutation von Tryptophan 37
zu Lysin (W37K) in p40 konnte die Proliferation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen
und die Aktivierung der intrazelluldren Signalwege signifikant reduziert werden. Auch konnte
p40 W37K nicht an IL-12R1 binden. Durch Kombination der Punktmutationen W37K in p40
mit den benachbarten Aminosauren D36K und T38K in p40 von HIL-23 und HIL-12 wurden
inaktive 1L-23 und IL-12 Varianten generiert, die weder die zellulare Proliferation noch die
Aktivierung von intrazellularen Signalwegen induzieren konnten. Auch wurde keine Interaktion
mit dem IL-12RB1 nachgewiesen. P40 Homodimere, p80, binden mit hoher Affinitat an IL-
12Rp1, allerdings konnte bisher keine funktionelle Aktivitat des IL-12RB1 Homodimer gezeigt
werden. P80 kann unter bestimmten Bedingungen die Signaltransduktion von IL-12 und IL-23
inhibieren. Nach Einbringung der Mutationen D36K/W37K/T38K in p80 zeigte sich keine
Inhibition der Signaltransduktion von IL-12 und IL-23.

Zusammenfassend wurde W37 in p40 als kritische Aminosaure der site Il zwischen p40 und
dem IL-12RB1 bestatigt und die Mutationen p40 D36K/W37K/T38K flhrte in IL-12, IL-23 und
p80 zu einer inaktiven Variante. Genaue Kenntnisse Uber den Aufbau des IL-12 und IL-23
Zytokinrezeptorkomplexes und fir die Interaktion wichtige Aminosduren kénnen neue
Ansatzpunkte in der Therapie von Krebs und Autoimmunkrankheiten darstellen.



SUMMARY

Summary

IL-12 and IL-23 are proinflammatory cytokines and members of the IL-12 family. They have a
similar structure but different functions in the immune system. IL-12 is involved in the
differentiation of Tu1-cells and in defense of tumor cells. IL-23 is important for Tu17-cell
differentiation and plays an important role in the pathogenesis of autoimmune diseases.

IL-12 (p35/p40) and IL-23 (p19/p40) consist of the common B-subunit p40 and the specific a-
subunit p35 or p19. IL-12 and IL-23 signal via the common IL-12 receptor 31 (IL-12Rp1) and
the specific IL-12 receptor 2 (IL-12RB2) or IL-23 receptor (IL-23R). For example, they activate
the JAK-STAT pathway and the MAPK pathway. In absence of p19 and p35, p40 can form
homodimers, which are called p80.

Structure of IL-12 and IL-23 cytokine receptor complex follows the site I-lI-1ll paradigm with a
non-canonical site Il interaction. In the IL-23 cytokine receptor complex p19 binds to p40 via
site | and p19 binds to IL-23R via site Ill. The a-subunit p19 is not part of site Il interaction.
Instead, p40 binds to IL-12R[p1 via site II. Critical amino acids have been identified for site |
and lll interaction. Point mutations of critical site | and site 11l amino acids led to inactive IL-12
and IL-23 variants.

In p40 critical amino acids for site Il interaction have been identified: H216, K217, K219, W37
and F82. To generate an inactive site Il variant, the N-terminal region of Hyper IL-23, a fusion
protein combining p40 and p19, has been analysed. Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R cells
did not proliferate and intracellular pathways were not activated after stimulation with p40
deletion variant AM23-P39 in fusion protein HIL-23. In co-immunoprecipitation studies AM23-
P39 in HIL-23 does not interact with IL-12RB1. Hence, amino acids of the N-terminal domain
in p40 should be analysed through generation of point mutants in p40. Proliferation of Ba/F3-
gp130-mIL-12RB1-mIL-23R cells and activation of signaling pathway was significantly reduced
after stimulation with cell culture supernatant of W37 mutated p40. In co-immunoprecipitation
studies HIL-23 W37 does not interact with IL-12RB1. Combination of W37K in p40 with point
mutations of surrounding amino acids D36K and T38K in p40 leds to an inactive IL-12 and IL-
23 variant, which could not induce proliferation and activation of signaling pathways and does
not interact with IL-12RB1. P40 homodimers, p80, bind with high affinity to IL-12RB1. In
functional analysis, IL-12RB1 homodimers are not biologically active. Under specific conditions
p80 inhibits signal transduction of IL-12 and IL-23. p80 D36K/W37K/T38K could not inhibit
signal transduction of IL-12 and IL-23.

Summarizing, p40W37 was confirmed as a critical amino acid for site Il interaction with IL-
12RB1. Interestingly, HIL-23 D36K/W37K/T38K, HIL-12 D36K/W37K/T38K and p80
D36K/W37K/T38K were identified as inactive IL-23, IL-12 and p80 variants. Precise knowledge
of the structure of IL-23 and IL-12 cytokine receptor complex is important to develop
therapeutic strategies against autoimmune diseases and cancer.



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

A Deletion

AK Antikorper

AG Arbeitsgruppe

BLI bio-layer interferometry

Blimp-1 B-lymphocyte induced maturation protein-1
bzw beziehungsweise

CcDh cluster of differentiation

CHO-Zellen chinese hamster ovary cells

CHR cytokine-binding homology region

D Domane

DC dendritic cell

DNA Desoxyribonukleinsaure

EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
EBI3 epstein-barr virus-induced gene 3

EM Elektronenmikroskopie

ER Endoplasmatisches Retikulum

EU Europaische Union

Fab antigen-binding fragment

GATA-3 GATA-binding-protein 3

GH growth hormon

ap glycoprotein

h human

HEK293T human embryonic kidney cell line, SV40-transformiert
HIL-23 Hyper-IL-23

g Immunglobulin

IL Interleukin

IFN-y Interferon-y

JAK Januskinase

m murin

MAPK mitogen-activated protein kinase

Nb nanobody

NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

NK-Zelle Naturliche Killerzelle
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NO Stickstoffmonoxid

p Protein

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKB/AKT Proteinkinase B

R Rezeptor

r rekombinant

RORyt retinoic acid receptor-related orphan receptor-yt
s. siehe

Satb1 special AT-rich sequence-binding protein-1
SH2 Src homology domain 2

SOCS suppressor of cytokine signaling

STAT signal transducer and activator of transcription
TGF- Transforming growth factor-f3

T-bet T-box expressed in T-cells

Tu-Zelle T-Helferzelle

TYK Tyrosinkinase der Janus-Familie

UE Untereinheit

u.a unter anderem

USA United States of America

WSX-1 WSXWS type I cytokine receptor

Aminosauren werden nach dem Einbuchstabencode abgekirzt. Englische Fachbegriffe
werden nicht Ubersetzt und kursiv geschrieben.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Zytokine und ihre Rolle im Immunsystem

Das menschliche Immunsystem wird durch vielfaltige Zellkommunikation mittels Zell-Zell-
Interaktionen und I6slichen Botenstoffen, den Zytokinen aufrechterhalten [1]. Zytokine werden
von Immunzellen meist autokrin oder parakrin sezerniert [2]. Sie sind an der Immunantwort
gegen Antigene und an der Regulation der Immunreaktion beteiligt [3]. Die Klassifikation der
Zytokine kann anhand von Struktur, Funktion oder den jeweiligen Rezeptoren erfolgen [2].
Anhand der Kilassifikation nach ihren Rezeptoren werden sieben Zytokinfamilien
unterschieden: Rezeptortyrosinkinase, Klasse I/l Zytokinrezeptoren, Tumornekrosefaktor-
Rezeptorfamilie, IL-1/Toll-like-Rezeptorfamilie, IL-17 Rezeptorfamilie, Serin/Threonin-Kinasen
und die Chemokine [4]. Die grofite Familie ist die Familie der Klasse | Zytokinrezeptoren, die
auch Hamatopoetinfamilie genannt wird [2, 4]. Zu dieser Familie zahlt auch die Interleukin (IL)-
12 Familie [4].

1.2 Uberblick iiber die IL-12 Familie

Kennzeichnend fir die IL-12 Familie ist, dass die Zytokine und ihre Rezeptoren Heterodimere
sind [2]. Die Untereinheiten werden von mehreren Zytokinen und Rezeptoren genutzt [2].
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zu der IL-6 Familie, wird die IL-12 Familie haufig mit
der IL-6 Familie zusammengefasst und als IL-6/IL-12 Familie bezeichnet [5].

Tabelle 1: Die Mitglieder der IL-12 Familie.

a-Untereinheit

\ p35 p19 p28

- p40 IL-12 IL-23 IL-Y
B-Untereinheit

EBI3 IL-35 IL-39 IL-27

Durch Kombination der a-Untereinheiten mit den B-Untereinheiten ergeben sich theoretisch sechs
Mitglieder der IL-12 Familie. Modifiziert nach Floss et al. [6].

Die murine IL-12 Familie besteht aktuell aus funf Mitgliedern: IL-12 [7-11], IL-23 [12], IL-27
[13], IL-35 [14, 15] und IL-39 [16-18]. Die Zytokine setzen sich aus einer a- (p19, p28, p35)
und einer B-Untereinheit (p40 und Epstein-Barr virus-induced gene 3 (EBI3)) zusammen (s.
Abb. 1, Tabelle 1) [2]. Das theoretische Zytokin IL-Y wurde bis jetzt weder in vivo noch in vitro
nachgewiesen und besteht aus der a-Untereinheit p28 und der B-Untereinheit p40 [19, 20].
Ebenso wird die Existenz von IL-39 diskutiert, welches zun&chst nur in B-Zellen von Mausen
nachgewiesen wurde [18, 21]. Murines IL-39 ist in der Pathogenese von murinem
Systemischen Lupus Erythematodes beteiligt [22]. IL-39 konnte nun auch im humanen Serum
zum Beispiel im Rahmen eines Myokardinfarktes oder bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ
2 nachgewiesen werden [23].
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IL-12 IL-23 IL-27 IL-35 IL-39
p35 p19 p28 p35 p19
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Abb. 1: Ubersicht iiber die Zytokine der IL-12 Familie und deren Rezeptoren. IL-12 setzt sich aus
den Untereinheiten p35 und p40 zusammen und bindet an die Rezeptoren IL-12RB1 und IL-12RB2 [11,
24]. IL-23 besteht aus den Untereinheiten p19 und p40 und interagiert mit den Rezeptoren IL-12Rp1
und IL-23R [12, 25]. IL-27 besteht aus den Untereinheiten p28 und EBI3 und bindet an die Rezeptoren
gp130 und WSX-1 [13, 26]. Durch die Interaktion der Untereinheiten p35 und EBI3 entsteht das Zytokin
IL-35 [15]. Es konnten vier mdgliche Rezeptorkomplexe identifiziert werden: WSX-1/IL-12R[2,
gp130/IL-12RB2, IL-12RB2/IL-12RB2 und gp130/gp130 [27]. IL-39 besteht aus den Untereinheiten p19
und EBI3 und bindet an die Rezeptoren gp130 und IL-23R [20]. Ig-dhnliche Domanen sind als
Sechsecke und Fibronektin Typ Il Doméanen als Kreise dargestellt. Modifiziert nach Floss et al. [6]. Die
Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com erstellt.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die Zytokine IL-12 sowie IL-23 genauer analysiert. Die
Struktur der zytokinspezifischen a-Untereinheiten p19 und p35 stellt ein a-helikales Vier-Helix-
Bindel mit einer up-up-down-down Topologie dar [3]. Die Blindel stehen Uber Schleifen
miteinander in Verbindung [28]. Beide Proteine weisen eine zu 15% Ubereinstimmende
homologe Aminosauresequenz auf [2, 28].

Die gemeinsame B-Untereinheit von IL-12 und IL-23 ist p40, welche B-Faltblattstrukturen
aufweist. P40 zeigt eine strukturelle Ahnlichkeit mit den extrazellularen Domanen der Klasse
I/ll Zytokinrezeptoren [21]. Die Domane D1 von p40 ist eine Immunglobulin-dhnliche (Ig-
ahnliche) Domane, D2 und D3 sind Fibronektin Typ Il Domanen und bilden die cytokine-
binding homology region (CHR) zur Bindung an p19 oder p35 [3, 29]. Innerhalb der Domane
D2 befinden sich konservierte Cysteinreste, welche fur die Ausbildung von Disulfidbriicken
verantwortlich sind [3]. Die Domane D3 enthalt das konservierte WSXWS Motiv (Tyr-Ser-X-
Try-Ser), welches u.a. die Tertiarstruktur stabilisiert [3]. Das X entspricht einer variablen
Aminosdure [3]. Die konservierten Cysteinreste und das WSXWS Motiv sind typische
Merkmale fur Klasse | Zytokinrezeptoren [4]. Die jeweiligen a und B-Untereinheiten von IL-12
und IL-23 werden durch Disulfidbriicken verbunden [3, 19, 28]. Die Disulfidbriicken werden
zwischen humanem p40 C199 und p35 C96 oder p19 C73 ausgebildet [2].

Folgende Rezeptoren werden von Zytokinen der IL-12 Familie genutzt: IL-12Rp1, IL-12RB2,
IL-23R, WSX-1 sowie gp130 [30]. Der Rezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 besteht aus dem

2



EINLEITUNG

IL-12RB1 und jeweils einem zytokinspezifischen Rezeptor: dem IL-12R32 und dem IL-23R [12,
24, 25, 31]. Die Rezeptoren sind Typ | Rezeptoren mit einem extrazellularen N-Terminus und
einem intrazelluldaren C-Terminus [32]. Extrazellular besitzen die Rezeptoren eine cytokine-
binding homology region (CHR), die aus zwei Fibronektin Typ Ill Domanen besteht [4]. Der IL-
12RB1 besteht ebenfalls wie Glykoprotein (gp) 130 und der IL-12R32 aus funf Fibronektin Typ
[l und 1l Domanen, allerdings hat der IL-12RB1 keine Ig-ahnliche Domane [31, 33]. Der IL-23R
besitzt statt drei Fibronektin Typ IIl Domanen eine unstrukturierte stalk Region (s. Abb. 1) [25,
33].

1.3 Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes - Das site I-ll-lll Paradigma

Die Zytokinuntereinheiten binden an die jeweiligen Rezeptoren und bilden somit einen
Zytokinrezeptorkomplex [32]. Dabei binden die Seiten der Zytokinhelices an die Fibronektin-
[lI-Domanen der jeweiligen Rezeptoren [32]. Die Bindungsstellen werden sifes genannt [32].
Bei Zytokinen der IL-12 Familie folgt diese Bindung dabei dem site I-1I-IIl Paradigma [34].

Das site I-ll Paradigma wurde zuerst bei dem growth hormon Rezeptorkomplex beschrieben
[32]. Dabei bindet das growth hormon Uber site | an einen growth hormon Rezeptor und Uber
site Il an den anderen growth hormon Rezeptor. Die Bindungsstellen der site | und // sind
unterschiedlich (s. Abb. 2A) [32, 35].

Dieses Paradigma lasst sich auf die IL-6 Familie Gbertragen [28]. Die IL-6 Familie besteht aus
folgenden Mitgliedern: IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, oncostatin M (OSM), cardiotrophin-1 (CT-1),
cardiotrophin- like cytokine factor 1 (CLCF1), ciliary neutrophic factor (CNTF) und dem
leukemia-inhibitor factor (LIF) [36]. In Tabelle A1 ist eine Ubersicht liber einige Zytokine der
IL-6 Familie und deren Rezeptoren dargestellt (s. Tabelle A1). Es konnte fir IL-6 und die
weiteren Mitglieder der IL-6 Familie IL-11, CNTF, CLCF1, OSM und IL-27 mittels Cryo-
Elektronenmikroskopie der Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes gezeigt werden [36, 37].
Kennzeichnend fir die IL-6 Familie ist die zusatzliche site /Il [38]. Dabei interagiert die Spitze
des helikalen Zytokins mit der Ig-ahnlichen Domane eines Rezeptors und bildet so einen
Zytokinrezeptorkomplex entsprechend dem site I-/l-lll Paradigma [38]. Grundsatzlich zeigte
sich fUr das site [I-ll-lll Paradigma, dass das Zytokin Uber site |/ an seinen nicht-
signaltransduzierenden a-Rezeptor (IL-6Ra, IL-11Ra, EBI3 und CNTFRa) bindet, um
anschliel’end die jeweiligen signaltransduzierenden 3-Rezeptoren (gp130, LIFR, WSX-1 und
OSMR) binden zu kénnen (site /1, site Ill) [36, 37]. In dem Zytokinrezeptorkomplex von IL-6,
IL-11 und IL-27 ist die site Il und /Il zweiteilig aufgebaut (site Il/Illa und 1I/llb) [36-38].
Besonderheiten im Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes zeigen sich bei CNTF und CLCF1
durch eine fehlende site IlIb und bei a-Rezeptor-unabhangigen Zytokine der IL-6 Familie (CT-
1, LIF, OSM und IL-31) durch eine fehlende site I [36, 37].
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Abb. 2: Uberblick iiber die Entwicklung des site I-ll-lll Paradigmas. A: Das site I-I/ Paradigma wurde
zunachst fir das growth hormon als Mitglied der Hamatopoetinfamilie beschrieben. Dabei interagiert
das growth hormon Uber site | und Il mit zwei growth hormon Rezeptoren [32, 35]. Modifiziert nach
Grotzinger [32]. B: Dieses Paradigma konnte auf IL-6 {bertragen werden. IL-6 nimmt im
Zytokinrezeptorkomplex eine zentrale Rolle ein und interagiert tber site I mit IL-6R, Uber site I/ mit gp130
und Uber site Il mit dem zweiten gp130 Rezeptor [38, 39]. Modifiziert nach Scheller et al. [40] C: Es
wurde postuliert, dass sich dieses Paradigma ebenfalls auf IL-12/IL-23 Ubertragen lasst. Dabei
Ubernimmt p19 die zentrale Rolle im Zytokinrezeptorkomplex und interagiert tber site | mit p40, Gber
site Il mit IL-12RB1 und Uber site Il mit IL-23R [28]. Modifiziert nach Scheller et al. [40]. D: Experimentell
konnte bestatigt werden, dass site | zwischen p19 und p40 und die site lll zwischen p19 und IL-23R
ausgebildet wird. Des Weiteren konnte eine site I/ identifiziert werden. Hierbei interagiert p40 mit IL-
12RB1 und p19 ist an dieser Interaktion nicht beteiligt [34]. Modifiziert nach Scheller et al. [40]
Darstellung der Zytokine und Rezeptoren modifiziert nach Langrish et al. [41]. Die Abbildung wurde
mithilfe von BioRender.com erstellt.

In Abb. 2 ist beispielhaft der Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 dargestellt (s. Abb. 2B). Zu-
nachst bindet IL-6 Uber site I an IL-6Ra. Anschlie®end interagiert Helix A und C von IL-6 mit
gp130 (site lla) [37]. Diese Interaktion wird durch die site /Ib Interaktion von IL-6Ra mit gp130
stabilisiert [37]. Helix D von IL-6 bindet anschlieBend Uber site llla an den zweiten gp130
Rezeptor [37]. Auch diese Interaktion wird durch eine site IlIb Interaktion zwischen der Domane
2 von IL-6Ra und der Spitze von gp130 stabilisiert [37].

2008 postulierten Lupardus und Garcia, dass sich das site I-/l-lll Paradigma von dem
Zytokinrezeptorkomplex der IL-6 Familie auf die IL-12 Familie aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit Ubertragen lasst [28]. Demnach wurde hier die Hypothese aufgestellt, dass p19 als
Zytokin zunachst Uber site | an p40, den a-Rezeptor, bindet [28]. Die Helix A und B von p19
interagieren anschlieend mit der site Il von IL-12RB1, sodass die Helix D von p19 fir die site
Il Interaktion an IL-23R bindet (s. Abb. 2C) [28]. 2015 konnten Schrdder et al. fur IL-23 zeigen,
dass zwar Uber die site | p40 und p19 miteinander interagieren und die site /Il fir die Bindung
zwischen p19 und IL-23R verantwortlich ist, jedoch p19 nicht an der site /I des IL-23
Zytokinrezeptorkomplexes beteiligt ist [34]. Stattdessen wird die site I Interaktion zwischen
D1D2p40 und IL-12RB1 ausgebildet [34]. Dieses experimentell validierte Paradigma lasst sich
auf den Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 Gbertragen (s. Abb. 2D) [34, 42].
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Abb. 3: Strukturmodell des humanen IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes. Darstellung des humanen
IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes auf Grundlage von PDB 6WDQ (https://www.rcsb.org/). P19 ist
schwarz, p40 blau, IL-12RB1 gelb und IL-23R rot gefarbt. Die kritischen Aminosauren des site I-1I-11/
Paradigmas sind ebenfalls abgebildet. Site I. Kritisch fir site I ist die Guanidinogruppe von Arginin (R)
178 in p19. Diese bildet eine Salzbriicke zu D312 in p40 und Wasserstoffbriickenbindungen zu Y136,
D312 und Y268 von p40 aus [28, 29]. Site Il: Es interagieren p40 W37 und F82 mit IL-12RB1 Q102,
S106, Y109, Q132, Y134 [42]. Site lII: Die kritischen Aminosauren in IL-23R G116, Y100, L113 und 128
binden an p19 W156, L160 und L161 [43]. Abbildung modifiziert nach Glassman et al. [42]. Die
Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com und UCSF Chimera erstellt.

Bei dem humanen IL-23 Zytokinrezeptorkomplex interagieren die Schleifen 1 und 3 von
Domane 2 und die Schleifen 5 und 6 von Domane 3 von p40 mit den Helices A und D, sowie
einem Teil der AB-Schleife von p19 und bilden so die site | [28]. Die an site | beteiligten
Aminosauren in p40 bilden eine Bindungstasche, an dessen Basis die kritische Aminosaure
D312 liegt [28]. In diese Bindungstasche ragt Helix D von p19 [28]. Kritisch fur site [ in p19 ist
die Guanidinogruppe von Arginin (R) 178 [28]. Diese bildet eine Salzbriicke zu D312 in p40
sowie Wasserstoffbriickenbindungen zu Y136, D312 und Y268 in p40 aus (s. Abb. 3 site /)
[28]. In der Bindungstasche von p40 befinden sich auRerdem die aromatischen Aminosauren
Y134 und Y315, die durch Van-der-Waals-Krafte mit den Helices A und D von p19 interagieren
[28]. Des Weiteren wird site I in der Peripherie der Interaktionsflache durch Wasserstoffbrick-
enbindungen zwischen p19 und p40 stabilisiert [28]. Die kritischen Aminosauren sind im
murinen |L-23 Zytokinrezeptorkomplex konserviert (s. Abb. A1, Abb. A3). Durch Generierung
von Punktmutationen der Aminosauren 1176, A178, R179 in murinen p19 und Y265, Y318 in
murinen p40 konnten inaktive IL-23 Varianten generiert werden [34].

Die site | Interaktion im IL-12 Zytokinrezeptorkomplex basiert auf dem oben beschriebenen
Prinzip [44]. P19 ist im Vergleich zu p35 radumlich ndher zu Doméane 2 von p40 gedreht [28].
Dies fuhrt dazu, dass im Vergleich zum IL-23 Zytokinrezeptorkomplex die Wahrscheinlichkeit
der Interaktionen zwischen p40 und der AB-Schleife von p35 geringer ist [28]. P40 verwendet
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zur Interaktion mit p35 dieselbe Bindungstasche wie mit p19 [28]. In die Bindungstasche ragt
die Guanidinogruppe der konservierten Aminosaure Arginin: hp35 R211 oder mp35 R207
hinein (s. Abb. A2) [28, 29]. Durch Mutagenesestudien konnte die funktionelle Relevanz der
kritischen Aminosauren in p40 fir die site I Interaktion mit p35 entschlisselt werden: Y136,
Y268, Y314 und Y315 [29].

IL-12RB1 bindet mit der CHR an die Riickseite von Domane 1 und 2 von p40 und bildet so site
11[42]. Die site Il Interaktion basiert auf der Bindung der positiv geladenen Aminosauren H216,
K217 und K219 in p40 an die negativ geladenen Aminosauren E28, D58 und D101 in IL-12RB1
[42]. Des Weiteren bilden die aromatischen Aminosduren W37 und F82 in p40 ein
hydrophobes Areal, das von den polaren Aminosauren Q102, S106, Y109, Q132, Y134 in IL-
12RB1 umgeben ist [42]. Auf diese Weise werden zwischen der Untereinheit p40 und dem IL-
12RB1 Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet (s.Abb. 3 site /) [42]. Durch eine Analyse
des Strukturmodells des IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes wurde eine weitere Interaktion
postuliert. Diese befindet sich zwischen der Aminosaure E108 von p40 und der Aminosaure
R54 von IL-12RB1 [40]. Schroder et al. konnten durch Kombination der Punktmutationen der
Aminosauren V116E/L117E/S118E und V116E/L117E/S118E/Y143E in murinem IL-12RB1
die Interaktion von IL-12RB1 mit p40 inhibieren [34]. Diese Aminosauren entsprechen in
humanem IL-12RB1 den kritischen Aminosauren V107, L108, Y109 und Y134 (s. Abb. A4)
[42].

Die site Il wird durch Interaktion von der AB-Schleife und den Helices B und D von p19 mit
der N-terminalen Ig-Domane von IL-23R gebildet [43, 45]. Im Zentrum von site /Il des humanen
IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes steht der Indolring von Tryptophan W156 in p19 [46]. Eine
weitere kritische Aminosaure im humanen p19 ist L160 [46]. Die hydrophoben Aminosauren
W156, L160 und L161 von p19 interagieren mit den kritischen Aminosauren von IL-23R G116,
Y100, L113 sowie 128 (s. Abb. 3 site Il) [43]. Eine weitere hydrophobe Wechselwirkung wird
zwischen p19 L56 und IL-23R T102 ausgebildet [40]. Im murinen IL-23
Zytokinrezeptorkomplex sind folgende kritische Aminosauren konserviert: p19 W157, L161
und IL-23R L113 und 128. An der Position von Y100 befindet sich im murinen IL-23R die
Aminosaure H77, welche aber nicht mit L161 in der Untereinheit p19 interagiert (s. Abb. A3,
Abb. AB) [43]. Die daraus resultierende Schlussfolgerung war, dass im murinen IL-23
Zyokinrezeptorkomplex zur Generierung einer funktionell inaktiven Variante nur die
Aminosaure W157 in p19 mutiert werden muss [43]. Im humanen IL-23 flhrt die Kombination
der Mutationen von W156 und L160 in p19 ebenfalls zu einer funktionell inaktiven Variante
[43].

Auch im IL-12 Zytokinrezeptorkomplex befindet sich eine aromatische Aminosaure im Zentrum
der site Ill Interaktion: hp35 Y189 und mp35 Y185 (s. Abb. A2) [40, 43]. Hierbei bildet Y189
zusammen mit 1193 in p35 eine hydrophobe Tasche [40]. IL-12RB2 F99 und A27 ragen in
diese Tasche und interagieren mit dieser [40, 45]. Sie entsprechen Y100 und 128 in IL-23R
[40]. AuRerdem interagiert Y189 mit IL-12RB2 G115, Q112 und V100 (s. Abb. A5) [2]. Im
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Vergleich zu IL-23R ist die N-terminale Doméne von IL-12R[32 kirzer und interagiert nur mit
der Spitze der Helix D von p35 [45]. Zusatzlich zu den Interaktionen der N-terminalen Doméane
von IL-12RB2 wurde eine weitere Interaktion von p35 mit Domane 2 von IL-12RB2 identifiziert
[45]. Durch Mutation des hp35 Y189 und mp35 Y185 konnten weitere funktionell inaktive IL-
12 Varianten generiert werden [43].

Durch Vergleich der Struktur von ungebundenem IL-12 mit der Struktur von IL-12 im
Zytokinrezeptorkomplex konnten Bloch et al. zeigen, dass durch Bildung des Zytokinrezeptor-
komplexes eine Konformationsanderung in p40 und p35 stattfindet [45]. Auch im IL-23
Zytokinrezeptorkomplex findet eine Konformationsanderung von p19 statt. Allerdings ist diese
im Vergleich zu p35 weniger ausgepragt [45]. Die genauen strukturellen Kenntnisse Uber den
Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes sind essenziellL, um neue Ansatze fir
Therapiemdglichkeiten zu entwickeln.

1.4 Signaltransduktion von IL-12 und IL-23

Die Signaltransduktion der IL-12 Familie erfolgt u.a. Gber den JAK-STAT-Weg [2, 47]. Da die
Rezeptoren IL-12RB1, IL12RB2 sowie IL-23R als Typ I/ll Rezeptoren keine intrinsische
Kinaseaktivitat besitzen, werden zur Signaltransduktion die assoziierten Tyrosinkinasen
Januskinasen 2 (JAK2) und Tyrosinkinase 2 (TYK2) bendtigt [2]. TYK2 interagiert mit dem IL-
12RB1 und JAK2 mit IL-12RB2 bzw. IL-23R [2, 25]. Die IL-12 Rezeptoren assoziieren mit den
Tyrosinkinasen Uber die klassischen Box1 und Box2 Motive [48]. Die identifizierte JAK2-
Bindungsseite in IL-23R zeigt keine Ahnlichkeit zu den Box1 oder Box2 Motiven, sodass eine
nicht-kanonische Bindungsseite in IL-23R vorliegt [48]. Nach der Zytokinbindung dimerisieren
die Rezeptoren, sodass eine Transaktivierung der JAKs erfolgt. Im Zuge dessen
phosphorylieren sie die Tyrosine in der intrazellularen Domane des Rezeptors [49]. An diese
phosphorylierten Aminosaurereste kénnen die STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription) Uber die Src homology 2 (SH2) Domane binden und werden ebenfalls durch die
JAKs phosphoryliert [49]. Durch die Phosphorylierung wird die Dimerisierung von
verschiedenen STATSs induziert [50]. IL-12 und IL-23 aktivieren STAT1, STAT3, STAT4 und
STATS, wobei IL-12 am starksten STAT4 und IL-23 STAT3 aktiviert [25]. Die dimerisierten
STATs wirken im Zellkern als Transkriptionsfaktor [50] und induzieren die Aktivierung weiterer
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel durch STAT3 retinoic acid receptor-related orphan
receptor-yt (RORyt), B-lymphocyte induced maturation protein-1 (Blimp-1), T-box expressed
in T-cells (T-bet), special AT-rich sequence-binding protein-1 (Satb1), nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) und GATA binding protein 3 (GATA-3) [47].
An die phosphorylierten Tyrosine in der intrazellularen Doméane des Rezeptors kdnnen
Proteine mit SH2 oder Phosphotyrosinbindungsdomanen binden [51]. Dadurch kdnnen
weitere Signalwege wie der mitogen-activated protein-Kinase-Weg (MAPK-Weg),
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) /Proteinkinase B (AKT)-Weg und NFkB-Weg aktiviert
werden [2, 51]. Die NFkB-Familie reguliert die Expression von Genen, die an Immunantwort,
Entzindungen und Entstehung von Tumoren beteiligt sind [52]. Die Aktivierung des MAPK-
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Wegs induziert Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Inflammation und Apoptose [53]. Durch
Induktion des PISK/AKT-Weges wird Zellproliferation, Zellwachstum und Zelldifferenzierung
induziert [53].

Der JAK-STAT Weg wird durch suppressors of cytokine signaling (SOCS) Proteine reguliert
[3]. Diese kénnen ebenfalls Gber ihre SH2 Domane an die phosphorylierten Tyrosine im
Rezeptor binden [3]. Sie konkurrieren mit den STATs um die Bindung an den Rezeptor und
einige SOCS fungieren zudem als Pseudosubstrate fir JAKs [47]. Sie hemmen so den JAK-
STAT-Weg kompetitiv [47]. Aufgrund der nicht-kanonischen Bindungsseite von JAK2 an IL-
23R erfolgt durch SOCS keine Inhibition der Signaltransduktion von IL-23 [54].

1.5 Die Rolle von IL-12 und IL-23 im Immunsystem

IL-12 und IL-23 sind strukturell ahnlich aufgebaut und wirken regulatorisch in der
Immunantwort [2]. Allerdings haben sie unterschiedliche Funktionen [2].

T-Zellen entstehen aus Vorlauferzellen aus dem Knochenmark [55]. Zur weiteren
Differenzierung wandern die T-Zellen in den Thymus [55]. Nach verschiedenen Differ-
enzierungsschritten wandern die naiven T-Zellen in die sekundaren Lymphgewebe wie zum
Beispiel Lymphknoten [55]. Nach Prasentation des Antigens durch antigenprasentierende
Zellen werden naive cluster of differentiation (CD)4*-T-Zellen aktiviert und sind in der Lage,
sich in Abhangigkeit von Zytokinen in Effektorzellen zu differenzieren [56]. IL-12 induziert die
Proliferation von aktivierten T-Zellen und Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) [57]. Zudem
fordert es die Differenzierung von naiven CD4*-T-Zellen zu Tw1-Zellen [57]. Da die IL-12
Rezeptoren hauptsachlich auf aktivierten T-Zellen und NK-Zellen exprimiert werden, wird die
Differenzierung der CD4*-T-Zellen durch Interferon-y (IFN-y) induziert [58, 59]. IFN-y aktiviert
seinerseits STAT1 und fihrt zur Expression des Transkriptionsfaktors T-bet [59]. T-bet
induziert die Expression von IL-12RB2 [59]. Makrophagen, Monozyten, neutrophile
Granulozyten und dendritic cells (DCs) sezernieren IL-12 [59]. Die Signaltransduktion von IL-
12 und die daraus resultierende Aktivierung von STAT4 flhrt zur klonalen Expansion von Ty1-
Zellen, die IFN-y sezernieren (s. Abb. 4) [59]. IFN-y férdert wiederum die Sekretion von IL-12
durch antigenprasentierende Zellen, sodass die Tu1-Antwort durch einen positiven
Feedbackmechanismus verstarkt wird [59]. IL-12 induziert auf diese Weise eine effektive
Immunantwort gegen Bakterien, intrazellulare Protozoen und Pilze [59]. IFN-y, welches durch
IL-12 aktiviert wird, wirkt toxisch auf Tumorzellen und verhindert die Neoangiogenese von
Gefalken zur Tumorversorgung [59]. So ist IL-12 also auch wichtig bei der Tumorabwehr [59].



EINLEITUNG

Initiale Differenzierung ~ Terminale

Differenzierung « IFN-y
%? %% e Immunantwort
STAT1 gegen
::;'[\] 2 Tbet M&» ST —— Bakterien und
Y intrazellulare
e T, 1-Zelle T, 1-Zelle Erreger,
Q * Tumorabwehr
SR F% ?% « IL-17A, IL-17F,
R o IL-22, IL-26
Native CD4*-T- TGF-B, - IL-23 ’
Zelle IL-21, RORyt | ———» STAT3 — >+ Immunantwort
IL-6 gegen
Ty17-Zelle Ty17-Zelle extrazellulare
Erreger,
* Autoimmunkran-
heiten

Abb. 4: Differenzierung von naiven CD4*-T-Zellen zu Tu1-Zellen und Tu17-Zellen. Die initiale
Differenzierung zu Tu1-Zellen wird durch [IFN-y induziert [59]. Durch Aktivierung des
Transkriptionsfaktors T-bet wird IL-12RB2 exprimiert [59]. Die Signaltransduktion von IL-12 und
Phosphorylierung von STAT4 flhrt zur klonalen Expansion von Th1-Zellen [59]. Diese sind an der
Immunantwort gegen intrazellulare Erreger und an der Tumorabwehr beteiligt [59].
Die initiale Differenzierung zu Tw17-Zellen wird durch IL-6, IL-21 und TGF-B induziert [60]. Durch
Aktivierung des Transkriptionsfaktors RORyt wird der IL-23R auf der Oberflache von Th17-Zellen
exprimiert [60]. Die Signaltransduktion von IL-23 und die Phosphorylierung von STAT3 fiihren zur
klonalen Expansion der TH17-Zellen [60]. Diese sind an der Immunantwort gegen extrazellulare Erreger
beteiligt und spielen eine Rolle in der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten [56, 60]. Modifiziert nach
DiCesare et al. [56]. Die Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com erstellt.

IL-23 ist an der terminalen Differenzierung von naiven T-Zellen zu Ty17-Zellen beteiligt [60].
Hauptsachlich auf aktivierten T-Zellen, Gedachtniszellen und NK-Zellen wird IL-23R dabei
exprimiert [41]. Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT3 und RORyt flihrt zur
Expression des IL-23R [60]. Die Expression von STAT3 und RORyt wird durch IL-6 und IL-21
induziert [60]. Transforming growth factor-8 (TGF-B) induziert in geringen Konzentrationen
ebenfalls RORyt [60]. IL-23 wird durch Monozyten, Makrophagen, DCs, T-Zellen, B-Zellen und
Endothelzellen sezerniert [56]. Durch Interaktion von IL-23 mit seinem Rezeptor kommt es zur
terminalen Differenzierung von Tu17-Zellen [56]. Die Signaltransduktion von IL-23 fuhrt zu
einer Induktion von RORyt, sodass es durch diesen positiven Feedbackmechanismus zu einer
verstarkten Expression des IL-23R kommt [60]. Die Ty17-Zellen induzieren die Expression von
IL-17, IL-17F, IL-22 und IL-26 (s. Abb. 4) [56]. Diese Zytokine sind zum Beispiel wichtig in der
Immunantwort gegen extrazellulare Bakterien [56]. Auch konnte gezeigt werden, dass IL-23
an Autoimmunerkrankungen beteiligt ist [60], da p19-defiziente Mause aufgrund der fehlenden
Tu17-Zellen resistent gegen experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) sind [56].
Zusatzlich wurden verschiedene Autoimmunkrankheiten wie Psoriasis, rheumatoide Arthritis
und Morbus Crohn mit einer Uberproduktion von Tu17-Zellen assoziiert [56].
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1.5.1 IL-12 und IL-23 in aktuellen Therapiestrategien

Aktuell gibt es verschiedene Moglichkeiten, um die IL-23 Zytokinrezeptorkomplexbildung und
dessen Signaltransduktion zu inhibieren [61]. Hierfir kdnnen monoklonale Antikdrper (anti-
p40, anti-p19) und small molecules verwendet werden (s. Abb. 5) [61, 62]. Die ersten
Mdglichkeiten wurden entwickelt, ohne den genaueren strukturellen Aufbau von IL-12 und IL-
23 zu kennen [61].

*Nb37D5 - Guselkumab « Ustekinumab  Nb22E11
* Nb124C4 - Tildrakizumab * Nb80D10
* Risankizumab
* Mirikizumab

r NN
\mg.;pm/
§

IL-23R IL-12RB1

| I
* Tofacitinib
JAK2 - —
* Filgotinib
» Upadacitinib

Abb. 5: IL-12 und IL-23 in aktuellen Therapiestrategien. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die
Ausbildung des Zytokinrezeptorkomplexes zu inhibieren: Antikdrper und Nanobodies [61]. Des Weiteren
wird zwischen Strategien unterschieden, die an p40 binden und so die Signaltransduktion von IL-12 und
IL-23 inhibieren oder an p19 binden, wodurch die Signaltransduktion von IL-23 inhibiert wird [61]. Zu
den p19 spezifischen Antikérpern zahlen Guselkumab, Tildrakizumab, Risankizumab, Mirkizumab und
Brazikumab. Die klinischen Studien beziiglich Brazikumab wurden eingestellt [63]. p19 spezifische
Nanobodies sind Nb37D5 und Nb124C4 [62, 64, 65]. Des Weiteren wurden Antikdrper (Ustekinumab)
und Nanobodies (Nb22E11 und Nb80D10) entwickelt, die an p40 binden [61]. Eine weitere Mdglichkeit
die Signaltransduktion von IL-12 und IL-23 zu inhibieren, sind Januskinaseinhibitoren. Dies sind zum
Beispiel Tofacitinib, Filgotinib und Upadacitinib. Modifiziert nach Korta et al. [66]. Diese Abbildung wurde
mithilfe von Bio Render.com erstellt.

Einer der ersten monoklonalen Antikorper, die zugelassen wurden, war Ustekinumab
(Zulassung 2009 in der EU und USA) [67-69]. Dies ist ein humaner IgG1k-Antikérper, der zur
ersten Generation gehort und an die Domane 1 von p40 bindet [66, 67]. Dadurch inhibiert
Ustekinumab die Signaltransduktion von IL-12 und IL-23 (s. Abb. 5) [67]. Dieser Antikorper
wurde zunachst flr Psoriasis und Psoriasis Arthritis zugelassen und spater auch fir Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa. Bei moderater bis schwerer Colitis ulcerosa zeigte sich im
Vergleich zu TNF-a Blockern ein positiver Effekt mit verbessertem Nebenwirkungsprofil [70].

Des Weiteren wurden verschiedene Antikorper entwickelt, die als Zielstruktur p19 erkennen
und so die spezifische Signaltransduktion von IL-23 inhibieren (2. Generation) [64]. Dies sind
Guselkumab (Zulassung 2017 in den USA und der EU), Tildrakizumab (Zulassung 2018 in der

11



EINLEITUNG

EU und den USA), Risankizumab (Zulassung 2019 in den USA und der EU), Mirikizumab
(Zulassung 2023 in der EU und den USA) und Brazikumab (bisher keine Zulassung, 2023
wurden die Studien eingestellt) (s. Abb. 5) [63-65, 68, 69]. Guselkumab, Tildranzumab,
Risankizumab sind flir Psoriasis zugelassen [65, 68, 69]. Risankizumab und Guselkumab
binden mit einer héheren Affinitat an IL-23 als Tildrakizumab und blockieren die Bindung von
IL-23 an IL-23R und die terminale Differenzierung von Tu17-Zellen vollstdndig [65].
Mirikizumab ist fiir die Behandlung von Colitis ulcerosa und Morbus Crohn zugelassen [70].
Eine weitere Moglichkeit zur Inhibition von Zytokinen ist die Verwendung von small molecules,
zum Beispiel nanobodies [62]. Nanobodies bestehen im Gegensatz zu monoklonalen
Antikérpern nur aus dem variablen Teil einer schweren Kette, die sich von Kamelantikdrpern
(heavy chain only Antikdrper) ableiten [71]. Nanobodies sind im Vergleich zu monoklonalen
Antikérpern spezifischer und stabiler [71]. Es existieren bereits einige, die gegen p40 gerichtet
sind (Nb 22E11, Nb 80D10) oder andere, die p19 binden (Nb 37D5, Nb124C4) (s. Abb. 5) [62].
Bisher konnte kein nanobody der IL-12/IL-23 Familie fur die therapeutische Anwendung
zugelassen werden [68, 69]. Bereits 2020 konnte ein trivalenter anti-TNFa-Nanobody
(Ozoralizumab) in Japan zugelassen werden [72].

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Januskinaseinhibitoren (3. Generation). Dies
sind zum Beispiel Tofacitinib (Zulassung 2017 in den USA und der EU), Filgotinib (Zulassung
2023 in der EU) und Upadacitinib (Zulassung in der EU und den USA) [68, 69]. Sie inhibieren
JAK1 und JAK3 [66]. Sie zeigten eine gute Wirksamkeit bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen in klinischen Studien [66].

In Kklinischen Studien bezlglich der Verwendung von IL-12 in der Therapie von Tumoren
zeigten sich bei klinischer Anwendung von rekombinanten IL-12 (remlL-12) schwere
unerwlnschte Wirkungen wie zum Beispiel hamorrhagische Colitis, Sepsis und Tod, was die
therapeutische Anwendung erschwert [73]. Deshalb gibt es aktuell noch keine klinische
Anwendung von IL-12 in der Therapie [73].

1.6 Das p40 Homodimer: Agonist oder Antagonist von IL-12/IL-23?

Die a-Untereinheiten p35 und p19 werden nur in Anwesenheit von p40 sezerniert [21]. Liegt
die a-Untereinheit ungebunden vor, wird diese im endoplasmatischen Retikulum (ER) durch
Chaperone abgebaut [21]. In Abwesenheit von p35 und p19 kénnen p40 Homodimere gebildet
werden (p80) [74]. Die beiden p40 Untereinheiten sind Uber Disulfidbriicken miteinander
verbunden [74].

Heinzel et al. beschrieben 1997 zuerst, dass p80 in vivo, sowie in vitro als kompetitiver
Antagonist von IL-12 und IL-23 fungiert und einen Selbstregulierungsmechanismus der
Zytokinantwort darstellt [75]. Es wurde zunachst vermutet, dass die Signaltransduktion von
p80 uber ein Dimer aus zwei IL-12Rp1 erfolgt [76]. Allerdings konnte bis jetzt keine Aktivitat
des IL-12RB1 Homodimers in funktionellen Analysen nachgewiesen werden [77]. Auf
zellularer Ebene inhibiert p80 die Aktivitat von T-Zellen und NK-Zellen und dadurch die IFN-y
Produktion [78]. Es wurde allerdings auch gezeigt, dass p80 auch agonistische Effekte haben
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kann. In Mikroglia und Makrophagen konnte gezeigt werden, dass p80 durch Interaktion mit
IL-12RB1 den NFkB-Weg aktiviert und so Stickstoffmonoxid (NO) produziert wird [79] und die
Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-16 induziert [73]. Aufgrund
dessen wurde die Hypothese aufgestellt, dass p80 eine Rolle in entzindlichen ZNS-
Krankheiten spielt, da p40 bei diesen tberexprimiert ist [79].

1.7 Ziele der Doktorarbeit

IL-12 und IL-23 bestehen beide aus der gemeinsamen Untereinheit p40, haben aber in der
Immunreaktion unterschiedliche Funktionen [6]. IL-23 spielt eine entscheidende Rolle in der
Pathophysiologie von Autoimmunkrankheiten und IL-12 weist eine inhibitorische Wirkung in
Tumorzellen auf [59]. Ustekinumab, als einer der ersten gegen p40 gerichteten Antikorper, der
zum Beispiel in der Therapie von rheumatischen Erkrankungen oder chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen verwendet wird, wurde ohne genaue Kenntnisse Uber den strukturellen
Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12 und IL-23 entwickelt [61]. Ziel dieser
Doktorarbeit war es daher, durch Charakterisierung von kritischen Aminosauren der site Il
Interaktion zwischen p40 und IL-12RB1 den Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes zu
vervollstandigen, um neue Therapieansatze zu finden.

Der Aufbau des IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes folgt dem site I-ll-1ll Paradigma
[34]. Die kritischen Aminosauren der site / und /// wurden zu Beginn dieser Doktorarbeit durch
die AG Scheller bereits charakterisiert [34, 43]. Daher sollte nun die site /I naher charakterisiert
werden.

Durch die strukturellen Ahnlichkeiten zum IL-6 Zytokinrezeptorkomplex wurde vermutet, dass
die N-terminale Domane von p40 relevant fur site Il ist [39]. Aufgrund dieser Vermutung werden
verschiedene Deletionsvarianten sowie anschlieRende Punktmutationen in der N-terminalen
Doméane des murinen HyperlL-23 (HIL-23) generiert. Diese werden in eukaryotischen Zellen
exprimiert und mittels Co-Immunprazipitation, Zellviabilitdtsanalyse und Analyse der aktivier-
ten Signalwege nach Zytokinstimulation untersucht. Zur funktionellen Analyse werden Ba/F 3-
gp130 Zellen genutzt, die nach bereits erfolgter retroviraler Transduktion, die beiden
Rezeptoren auf ihrer Oberflache exprimieren [54].

IL-12 und IL-23 bestehen beide aus der B-Untereinheit p40 [2, 12]. Mit dem oben beschrie-
benen Vorgehen soll daher Uberprift werden, ob die kritischen Aminosauren des Zytokin-
rezeptorkomplexes von IL-23 denen des murinen IL-12 entsprechen. P40 wird unabhangig
von p35 und p19 sezerniert [21] und ist in der Lage, Homodimere (p80) zu bilden [74], die
unter bestimmten Bedingungen antagonistische Effekte aufweisen koénnen [75]. Die
Signaltransduktion von p80 erfolgt wahrscheinlich Gber IL-12RB1 [76]. Es soll analysiert
werden, ob die kritischen Aminosauren des murinen IL-23 ebenfalls fiir die Interaktion
zwischen p80 und IL-12RB1 verantwortlich ist, auch wenn bis jetzt nicht nachgewiesen werden
konnte, dass das IL-12RB31 Homodimer funktionell aktiv ist [77].
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Wahrend der experimentellen Analysen identifizierten Glassman et al. verschiedene kritische
Aminosauren der site Il mittels Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM), wobei sie jedoch nicht
naher auf ihre Funktionalitat eingingen [42]. Schroder et al. und Esch et al. zeigten fir 1L-12
und IL-23 bei der Charakterisierung der site | und /ll, dass die Mutation einzelner kritischer
Aminosauren ausreichend ist, um eine funktionell inaktive IL-12 bzw. IL-23 Variante zu
generieren [34, 43]. Deshalb werden einzelne kritische Aminosauren in der N-terminalen
Domane von p40 naher auf ihre Funktionalitat analysiert, um neue Ansatzpunkte fir klinische
Therapien zu finden.
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Interleukin (IL)-12 and IL-23 are composite cytokines con-
sisting of p35/p40 and p19/p40, respectively, which signal via
the common IL-12 receptor Bl (IL-12R31) and the cytokine-
specific receptors IL-12RB2 and IL-23R. Previous data
showed that the p40 component interacts with IL-12RpB1,
whereas pl9 and p35 subunits solely bind to IL-23R and
IL-12RP2, resulting in tetrameric signaling complexes. In the
absence of pl9 and p35, p40 forms homodimers and may
induce signaling via IL-12RB1 homodimers. The critical amino
acids of p19 and p35 required for binding to IL-23R and IL-
12RB2 are known, and two regions of p40 critical for binding to
IL-12RP1 have recently been identified. In order to characterize
the involvement of the N-terminal region of p40 in binding to
IL-12Rp1, we generated deletion variants of the p40-p19 fusion
cytokine. We found that an N-terminal deletion variant
missing amino acids M23 to P39 failed to induce IL-23-
dependent signaling and did not bind to IL-12RB1, whereas
binding to IL-23R was maintained. Amino acid replacements
showed that p40W37K largely abolished IL-23-induced signal
transduction and binding to IL-12RB1, but not binding to IL-
23R. Combining p40W37K with D36K and T38K mutations
eliminated the biological activity of IL-23. Finally, homodi-
meric p40D36K/W37K/T38K did not interact with IL-12Rp1,
indicating binding of homodimeric p40 to IL-12RB1 is com-
parable to the interaction of IL-23/IL-12 and IL-12RB1. In
summary, we have defined D36, W37, and T38 as hotspot
amino acids for the interaction of IL-12/IL-23 p40 with IL-
12RB1L. Structural insights into cytokine—cytokine receptor
binding are important to develop novel therapeutic strategies.

The interleukin (IL-}12 type cytokines IL-12 and IL-23 play
critical roles in a variety of innate and acquired immune re-
sponses. Misregulation eventually causes chronic autoimmune
responses, and Ustekinumab, an antibody blocking IL-12/IL-
23 signaling, was recently approved for psoriasis, psoriatic

* For correspondence: Doreen M. Floss, doreen.floss@uni-duesseldorf.de.
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arthritis, Crohn’s disease, and ulcerative colitis (1). Knowledge
about structure and composition of the IL-12/IL-23 cytoki-
nexreceptor complexes, as well as signaling components,
offered new possibilities for effective targeting strategies of
both cytokines. In general, cytokines of the IL-6/IL-12 family
activate the JAK/STAT pathway, the MAPK pathway, and the
PI3K/AKT pathway. Albeit, STAT1, 3, 4, and 5 are activated by
IL-12 and IL-23, STAT4 remains the dominant signaling
molecule for IL-12 and STAT3 for IL-23 (2).

IL-12 cytokines function as heterodimers comprised of a
and B subunits. IL-12 and IL-23 share their 3 subunit p40,
which is linked to a subunits through disulfide bonds formed
between C199 of p40 and C96 of p35 or C73 of p19 for human
IL-12 and IL-23, respectively (3-5). Interactions of IL-12 type
cytokines with their cognate receptors follow the “site 1-2-3”
structural model based on the structure of IL-6, IL-6R and
gp130 (6-8). p40 uses the same binding site 1 of domains 2
and 3 to interact with both pl19 and p35 (9). Aside from the
central cysteine residues, R207 and Y211 in murine p35, R211
and Y215 in human p35 are critical for association with p40
(10). For murine IL-23, mutations in 1176, A178, and R179 of
P19 prevent the formation of IL-23 (11).

The receptor complex interfaces between the cytokine sub-
units of IL-12/IL-23, and the respective receptors IL-12Rp1 and
IL-12RB2 or IL-23R are named site 2 and site 3, respectively.
Based on the structure of IL-23, our work showed that murine
p19W157 is the hotspot amino acid for site 3 interaction with
murine IL-23R (9, 11). For p40, the domains D2 and D3 are also
required to correctly position the binding site 3 of IL-23 to IL-
23R (11). In 2018, the crystal structure of human TL-23:IL-23R
in complex with a single-domain VHH camelid antibody tar-
geting human IL-23 (Nb22E11) was solved (12). This finding
allowed us to show that combined substitutions of W156A and
L160E result in an inactive human p19 cytokine variant on cells
expressing human IL-23 receptors. For site 3 interaction be-
tween IL-12 and IL-12RB2, we demonstrated that the pl9-
analogous site 3 substitution Y189R in human p35 abolishes
binding to IL-12Rp2 in a cross-species manner (13).
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Figure 1. The N-terminal region of murine p40 from Y31 to T38 mediates binding to murine IL-12RB1. A, alignment of murine and human p40 N-
terminal amino acids with analyzed mp40 deletion variants. B, crystal structure of the IL-23:IL-23R:IL-12RB1 complex (PDB 6WDQ). Insets show zoomed in
views on the area surrounding residues D36-Y38. D36-Y38 are depicted in orange stick representation. p40 and IL-12RB1 residues in contact with D36-Y38
are displayed in stick representation. p40 mutations D36K, W37K and Y38K were visualized in the second inset. C, Western blot analysis of secreted murine
HIL-23 variants from transfected CHO-K1 cells. D, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-miL-12RB1-mIL-23R cells. The cells were cultured for 3 days in the
presence of 10 ng/ml HIL-6 or with the indicated cytckines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells). Parental Ba/F3-
gp130 cells were used as controls. The results of one representative experiment of four are shown. Error bars represent S.D. for technical replicates.
Statistical analysis used a one-way ANOVA, followed by Bonferroni correction (n = 3), ***p < 0.001. E, analysis of STAT3 and ERK1/2 activation. Ba/F3-gp130-
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Typically, site 2 is mediated by the cytokine a subunit.
However, interaction of pl19/p35 with IL-12R(1 is unlikely.
Several data suggest that p19/p35 are dispensable for this
interaction and that rather p40 directly interacts with IL-
12RPL. First of all, secreted p40 binds directly to IL-12RB1 and
is an effective antagonist of IL-12 and IL-23 (14-16). Addi-
tionally, p40 monomers require IL-12RB1, but not IL-12RP2,
to attenuate autoimmune discases (17). Second, IL-12 or 1L-23
signaling is blocked by Ustekinumab. Ustekinumab binds to an
epitope on domain 1 of human p40 consisting of three loops
(W37-M45, L62-169, T76-Y88, Fig. 51) and prevents interac-
tion with IL-12RP1 (18). These data suggest IL-12 and IL-23
bind to IL-12RB1 via p40. Interestingly, the binding area of
the anti-human p40 22E11 nanobody overlaps with the one of
Ustekinumab (19). In 2015, we showed that deletion of D1 in
murine p40 prevents interaction of p40D2D3/p19 with murine
IL-12RB1 suggesting pd40 overtakes the site 2 interaction
capacity of pl9 (11). Recently, crystal structures of human
IL-12RB1 and the IL-23 receptor complex (IL-23/IL-23R/IL-
12RB1) have been reported by Glassman and colleagues (20).
In addition, cryo-EM structures of complete IL-12 and 1L-23
extracellular domain complexes have been determined (20).
Based on these data, Glassman et al hypothesize a single
binding interface formed by a contiguous, positively charged
loop in p40 (human: H216, K217, and K219) and a hydro-
phobic strip on p40 (W37 and F82) (Fig. 51). [L-12 and 1L-23
variants with multiple alanine mutations (P39A/D40A/ES8LA/
F82A) in two loops of p40 D1 reduce the potency of the cy-
tokines. However, the impact of W37 has not been analyzed
(20).

Here, we show that the N-terminal region of p40 constitutes
the binding interface to IL-12RB1. Furthermore, we confirm
W37 of p40 as a mandatory amino acid for site 2 interaction.

Results

The amino acids Y31 to T38 of murine p40 are critically
involved in binding of murine IL-23 to murine IL-12RBT

Considering that (i) the N-terminal region of gpl30 is
required for formation of the IL-6 receptor complex (21), and
{ii) Ustekinumab neutralizes the activity of 1L-12 and IL-23 via
binding to D1 of p40 (18), we suggest that the N-terminal
region of p40 is involved in binding to IL-12RB1. In order to
prove our hypothesis, we generated four N-terminal deletion
variants of murine p40 (mp40) in murine Hyper-IL-23 (HIL-
23). HIL-23 is a fusion protein of mp40 and murine pl9
{mpl9) connected by a flexible peptide linker (22, 23). This
strategy largely prevents the formation of free p40 homo-
dimers, which may have antagonistic properties in our assays
as reported previously (15). Each of the four HIL-23 deletion
variants (AM23-D29, AM23-E34, AM23-P39, and AY31-T38,

p40W37 substitution and site 2 interaction

Fig. S1) contains an Ig x chain signal peptide and an N-ter-
minal FLAG tag.

Alignment of the first 17 amino acids of secreted p40 shows
76.5% homology between mouse and men, while the overall
homology of p40 is about 66.7% (Fig. 1A). The structure of IL-
23 reveals that the N-terminus of p40 is freely accessible for
interaction with IL-12RB1 (Fig. 1B). p40 displays extensive
domain flexibility manifested by a hinge-like motion of D1 or
D3 of 57 to 10" with respect to D2 (12).

Proliferation of murine Ba/F3 cells stably transduced with
£p130, murine IL-23R, and murine IL-12Rp1 depends on HIL-
23 or Hyper-I1L-6 (HIL-6) (23). Cell culture supernatants of
CHO-K1 cells secreting HIL-23 or deletion variants thereof
(Fig. 1C) were used to stimulate Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-
mlIL-23R cells. Proliferation was induced by HIL-23AM23-
D29 but not by the other three deletion variants (Fig. 1D). In
total, 10% of conditioned cell culture supernatants from CHO-
K1 cells have been used for cell stimulation to show activity of
cytokines with lower secretion levels. Dose-response studies
of Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R cells revealed that satu-
ration of HIL-23-dependent cell proliferation is achieved with
1% of supernatant (Fig. 52). Analysis of STAT3 and ERK1/2
phosphorylation, which are part of the intracellular signal
transducing machinery, showed that only HIL-23AM23-D29
was able to initiate signaling (Fig. 1E), suggesting that the
amino acids from Y31 to T38 are critical for signal trans-
duction. To investigate whether binding of HIL-23 to mlL-
12RP1 is lost in the mutant version, cytokine/cytokine receptor
immunoprecipitation studies with two deletion variants were
performed. As a control, both cytokine variants should still
bind mIL-23R. For coimmunoprecipitation studies, lysates
with heterologous expressed murine IL-12RB1 (mIL-12RB1)
and HIL-23 or variants thereof were combined. Precipitation
of HIL-23 using FLAG mAbs resulted in coimmunoprecipi-
tation of mIL-12RB1 and mIL-23R (Fig. 1, F and G). While
both HIL-23AM23-D29 and HIL-23AM23-P39 interacted with
mIL-23R (Fig. 1G), interaction with mIL-12RB1 was only seen
for HIL-23AM23-D29 and HIL-23 (Fig. 1F). Taken together,
our data show that the N-terminal region of p40 from Y31 to
T38 mediates binding to mIL-12RB1.

The amino acid W37 is critically involved in binding of murine
IL-23 to murine IL-12Rf31

Single hotspot amino acids within the amino acid sequence
Y31 to T38 of p40 may contribute to IL-12RB1 binding.
Consequently, the following p40 point mutations were intro-
duced in HIL-23: Y31E, E34K, D36K, W37K, T38K (Fig. 2A).
Recently, the aromatic residue W37 was proposed as hotspot
amino acid for interaction of p40 with IL-12RP1 (20). W37 is
at the center of a hydrophobic interface formed by residues

mIL-12RB1-mIL-23R cells were washed, starved, and stimulated with the indicated cytokines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-
K1 cells) for 30 min. Cellular lysates were prepared, and equal amounts of total protein (50 pg/lane) were loaded on SD5-PAA gels, followed by immu-
neblotting using specific antibodies for phospho-STAT3, STAT3, phospho-ERK1/2, and ERK1/2. Western blotting data show results of one representative
experiment of two. F, co-IP of FLAG-tagged murine HIL-23 variants (wild-type, AM23-D29, AM23-P39) and full-length mIL-12RB1. The position of mIL-12RB1
and HIL-23 variants is indicated by arrows. One of two independent experiments is shown. G, co-IP of FLAG-tagged murine HIL-23 variants (wild-type, AM23-
D29, AM23-P39) and full-length mIL-23R. The position of miL-23R and HIL-23 variants is indicated by arrows. One of two independent experiments is shown.
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Figure 2. W37 of murine p40 is important for binding of HIL-23 to murine IL-12R1. A, alignment of murine and human p40 N-terminal amino acids
Y31 to P39. Single, double, and triple substitutions within mp40 are highlighted in red. B, Western blot analysis of secreted murine HIL-23 variants fram
transfected CHO-K1 cells. C, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-miL-12RB1-miL-23R cells. The cells were cultured for 3 days in the presence of 10 ng/ml
HIL-6 or with the indicated cytckines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells). Parental Ba/F3-gp130 cells were used as
controls. The results of one representative experiment of three are shown. Error bars represent S.D. for technical replicates. Statistical analysis used a one-
way ANOVA, followed by Bonferroni correction (n = 3), ***p < 0.001, ns not significant. D, analysis of STAT3 and ERK1/2 activation. Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-
mIL-23R cells were washed, starved, and stimulated with the indicated cytokines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells) for
30 min. Cellular lysates were prepared, and equal amounts of total protein (50 pg/lane} were loaded on SD5-PAA gels, followed by immunoblotting using
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V107, L108, D101, and Y134 of the IL-12RB1 as well as F82 of
p40 (Fig. 1B) (20). In general, we introduced the positively
charged amino acid lysine (K) to replace negatively charged
(E34, D36), polar (138), or hydrophobic (W37) amino acids
except for Y31, where we replaced the polar amino acid Y into
a negatively charged glutamic acid (E). Our aim was to achieve
strong repulsion by introduction of a large, positively charged
amino acid. Additionally, we generated three double (D36K/
T38K; D36K/W37K; W37K/T38K) and one triple mutant
(D36K/W37K/T38K, KKK) (Fig. 2A4). Ba/F3-gpl30-miL-
12RP1-mIL-23R cells were stimulated with conditioned cell
culture supernatants of CHO-K1 cells containing the HIL-23
mutation variants (Fig. 2B), and proliferation was quantified.
The single mutant HIL-23W37K diminished cellular prolifer-
ation (Fig. 2C). Analysis of STAT3 and ERK1/2 phosphoryla-
tion confirmed reduced signaling for HIL-23W37K (Fig. 2D).
Single mutation of p40 T38 or D36 has no influence on IL-23
activity, Changing D36/W37/138 into D36K/W37K or W37K/
T38K was comparable to the single mutation HIL-23W371(.
Interestingly, substitution of all three amino acids into KKK
completely prevented induction of cellular proliferation and
STAT3/ERK1/2 phosphorylation by HIL-23 (Fig. 2, C and D).

Secondary structure analysis by circular dichroism (CD)
spectroscopy ruled out the possibility that observed effects are
due to a possible improper folding of the KKK mutant
compared with wild-type.

Far-UV CD spectroscopy analysis of purified HIL-23 and
HIL-23D36K/W37K/T38K (Figs. 53 and 54) indicated a mixed
a-helical/B-sheet structure characterized by a minimum of
209.4 nm (HIL-23) or 211.2 nm (HIL-23D36K/W37K/T38K)
and an x-axis intercept of 200.5 nm (HIL-23) or 201.3 nm
(HIL-23D36K/W37K/T38K), respectively, which is in good
agreement with its crystal structure (Figs. 1B and S4, A and B).
The overall secondary structure of HIL-23D36K/W37K/T38K
is highly similar to the overall secondary structure of HIL-23
(Fig. 54) and indicates that the KKK mutation does not alter
the overall structure of the protein. Furthermore, receptor-
binding assays by surface plasmon resonance spectroscopy
(SPR) revealed binding of HIL-23D36K/W37K/T38K to the
IL-23R with comparable affinity to HIL-23 (Fig. S5 and
Table 1).

A possible explanation for reduced binding found for the
KKK variant to IL-12R1 may be T38K salt bridge formation
with D40 (Fig. 18). This may result in weakening the inter-
action of p40 to IL-12RB1 through loss of D40 interaction with
IL-12RP1 Q132. D36K mutation will likely result in repulsion
of T38K and D36K further increasing the likelihood of T38K
interaction with D40. Despite binding to IL-23R (Fig. 56, A and
B), introduction of W37K in HIL-23W37K, HIL-23D36K/
W37K, HIL-23W37K/T38K, and HIL-23D36K/W37K/T38K
resulted in abrogated binding to IL-12Rf1 (Fig. 2, E and F).

p40W37 substitution and site 2 interaction

To ensure the importance of p40W37 in binding of IL-23
to the IL-12RP1, we introduced alanine mutations at position
D36, W37, or T38 and expressed the resulting HIL-23 var-
iants in CHO-K1 cells (Fig. 3, A and B). Phosphorylation of
STAT3 and ERK1/2 was tremendously reduced in Ba/F3-
gpl30 cells expressing mIL-23R and mIL-12R31 upon
stimulation with HIL-23W37A and HIL-23D36A/W37A/
T38A (AAA, Fig. 3C). Proliferation of Ba/F3-gpl130-mliL-
12RB1-mIL-23R cells induced by HIL-23 was strongly
reduced by the triple mutation D36A/W37A/T38A
compared with wild-type HIL-23 (Fig. 3D). W37A mutation
leads to a loss of the hydrophobic interactions formed with
V107, L108, and Y134 of IL-12RP1 and thus efficiently di-
minishes the biological activity of the AAA variant. This
further highlights that W37 of p40 is mandatory for binding
of IL-23 to IL-12RB1.

Generally, we used HIL-23 fusion proteins for our analyses
(Fig. 4A). However, to demonstrate the importance of
p40D36/W37/T38 for binding of natural IL-23 to IL-12Rp1,
we cotransfected pl9 and p40 or p40D36K/W37K/T38K,
respectively, into CHO-K1 cells (Fig. 4B). As anticipated, only
pl9/p40 induced cellular proliferation and STAT3/ERKL/2
phosphaorylation of Ba/F3-gpl30-mIL-12RB1-mIL-23R cells
(Fig. 4, C and D). Coimmunoprecipitation studies showed
pl19/p40 interaction with both receptors, whereas pl9/
pd0D36K/W37K/T38K bound to IL-23R but not to IL-12RB1
(Fig. 4E).

Summing up, we confirmed that the aromatic residue W37
is indispensable for p40 binding to mIL-12RB1.

The amine acid sequence D36/W37/T38 is critically involved in
binding of murine IL-12 to murine IL-12RB1

IL-12 and IL-23 both interact with the IL-12RP1 via the p40
subunit, whereas p35 interacts with IL-12R(2 and p19 with the
IL-23R. In order to test whether p40D36/W37/T38 is required
for binding of IL-12 to 1L-12RB1, we introduced D36K/W37K/
T38K into Hyper-IL-12 (HIL-12) (Fig. 54) and expressed the
proteins in CHO-KI1 cells (Fig. 58). Analogous to inactivating
mutations introduced into HIL-23, we performed experiments
to ensure proper folding and receptor binding via CD spec-
troscopy and SPR (Figs. S4 and S5). Far-UV CD spectra were
characterized by a minimum of 2094 nm (HIL-12) or
209.6 nm (HIL-12D36K/W37K/T38K) and an x-axis intercept
of 2009 nm (HIL-12) or 200.1 nm (HIL-12D36K/W37K/
T38K), showing a mixed a-helical/B-sheet structure in good
agreement with the crystal structure of HIL-12 (Figs. 54 and
54, C and D). Like in case of HIL-23D36K/W37K/T38K, HIL-
12D36K/W37K/T38K retained proper folding and demon-
strated binding to IL-12RB2 comparable to HIL-12 (Table 1
and Fig. 55).

specific antibodies for phospho-STAT3, STAT3, phospho-ERK1/2, and ERK1/2, Western blotting data show results of ane representative experiment of three.
E, co-IP of FLAG-tagged murine HIL-23 variants (wild-type, D36K, W37K and T38K) and full-length mIL-12RB1. The position of mIL-12RB1 and HIL-23 variants
is indicated by arrows. One of two independent experiments is shown. F, co-IP of FLAG-tagged murine HIL-23 variants {wild-type, D36K/W37K/T38K, D36K/
W37K, W37K/T38K) and full-length mIL-12RB1. The position of mIL-12RB1 and HIL-23 variants is indicated by arrows. One of two independent experiments is

shown.
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Table 1

Kinetic parameters of the interaction between the cytokine and the
respective receptor

Cytokine Receptor lign (M *s ) log (s V) Kp (uM)
HIL-23 IL-23R 30 x 100 12x107% 40
HIL-23D36K/W37K/T38K  IL-23R 19 = 10* 11 % 10 7 57
HIL-12 I-12RE2 19 = 10°  19x107° 0987
HIL-12D36K/W37K/T38K IL-12RE2 3.2 = 10° 2.7 x 107 0.840

SPR analysis of HIL-23 and HIL-12 variants binding to IL-23R-Fc and IL-12R[$2-Fc. IL-
23R-Fe and IL-12RP2-Fe were immobilized on a Protein A chip and increasing
concentrations of HIL-23 or HIL-12 variants were injected at a flow rate of 30 plfmin.
Measurements were carried out on a Biacore X100 instrument.

We showed previously that 1L-12 selectively induced acti-
vation of STAT1 and STATS3 in Ba/F3 cells (24), because Ba/
F3 cells have very low STAT4 protein levels and cannot be
used for analysis of IL-12-induced STAT4 activation (25).
HIL-12D36K/W37K/T38K was biologically inactive on Ba/F3-
gp130-mIL-12RB1-mIL-12RP2 cells (Fig. 5, C and D). Coim-
munoprecipitation revealed interaction of HIL-12D36K/
W37K/T38K with IL-12RB2 but not with IL-12Rp1, whereas
HIL-12 precipitated both IL-12R31 and IL-12Rp2 (Figs. 5E and
S6C). As a control, we used site 3 variant HIL-12Y185R, which
interacts with IL-12R1 and not IL-12RB2 (13). In summary,
our data indicate that D36/W37/T38 is mandatory in p40 for
interaction with IL-12Rp1.

The amino acid sequence D36/W37/T38 is important for
binding of homodimeric p40 to IL-12RB71

If expressed without p19 or p35, p40 forms the covalently
linked p40 homodimer p80, which interacts with IL-12R[31

p40 MOUSE 31 YVVEVDWTP 39
p40 HUMAN 31 YVVELDWYP 39
P
pd0 D36A 31 YVVEVAWTE 39
pd0 W37A 31 YUVEVDATP 39
p40 T38A 31 YVVEVDWAP 39
p40 D36A/W3TA/T38A 31 YVVEVAAAP 39

HIL-23
A
&
2 o S o
ko o o gFRE P
100 —| —— |pSTAT3

100 —| [ —— |STAT3

40j =—— -lpERsz

40 —| - e — |ERK1/2

to antagonize IL-12 and IL-23. We expressed mp40 and
mp40D36K/W37K/T38K in CHO-K1 cells and showed for-
mation of p80 by (non-)reducing SDS-PAGE followed by
detection of p40 (Fig. 64). mp40D36K/W37K/T38K failed to
interact with mIL-12RB1 and neither mp40 nor mp40D36K/
W37K/T38K bound to mIL-23R (Fig. 6B). These data were
confirmed for human p40 (hp40) variants and their binding
to human IL-12RB1 and human IL-23R (Figs. 6C and S6D).
The homology of murine and human p40 is visualized in
Fig. S1.

HIL-12 and HIL-23-induced proliferation and STAT3/
ERK1/2 phosphorylation of respective Ba/F3-gp130 cells were
inhibited by recombinant mp40 but not by mp40D36K/W37K/
T38K (Figs. 6, DI and S3).

Irrespective of p40 being present in I[L-12, IL-23, or as
homodimeric p40 (p80), our data suggest that the binding
mode of p40 to IL-12Rp1 is identical for all three proteins and
strongly depends on the N-terminal amino acids D36/W37/
T38.

Discussion

IL-12 and IL-23 are the key cytokines of the IL-12-type
cytokine family and share main structural signatures. Both
cytokines are composed of the 3 subunit p40, which mediates
binding to the common IL-12RP1. The specific receptors IL-
12RB2 and IL-23R bind to the o subunits p35 and p19,
respectively (1). Interaction of p19/p35 and p40 is mediated by
domains 2 and 3 of p40 indicating that these domains are

dispensable for IL-12RB1 interaction. Recently, crystal
B
HIL-23
"5‘?!\»
KDa R g g g
E o TP P
100 —]
70— P
55 —|
a-mp40
D
=)
w
< 40000
5 HIL-23
T 30000 :
2
£ 20000
3
S 10000 HIL-23D36A/
g W3TAT38A
] 0
= 0.1 1 10 100

Cell culture supernatant (%)

Figure 3. Alanine substitutions of p40 D36, W37 and T38 impaired HIL-23 activity. A, alignment of murine and human p40 N-terminal amino acids Y31
to P39. Single and triple substitutions within mp40 are highlighted in red. B, Western blot analysis of secreted murine HIL-23 variants from transfected CHO-
K1 cells. Cytokine variants were transiently expressed with comparable efficiency. C, analysis of STAT3 and ERK1/2 activation. Ba/F3-gp130-miL-12RB31-mlL-
23R cells were washed, starved, and stimulated with the indicated cytokines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells) for
30 min. Cellular lysates were prepared, and equal amounts of total protein (50 pg/lane) were loaded on SDS-PAA gels, followed by immunablotting using
specific antibodies for phospho-STAT3, STAT3, phospho-ERK1/2, and ERK1/2. Western blotting data show results of one representative experiment of three.
D, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R cells. The cells were cultured for 3 days in the presence of the indicated cytokines (0.04-20%
conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells). The results of one representative experiment of four are shown. Error bars represent 5.D.

for technical replicates.
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Figure 4. Murine p40 with D36K/W37K/T38K substitutions interacts with murine p19 but not with murine IL-12RB1. A, structure of hiL-23 extracted
fram the structure of the IL-23:IL-23R complex structure (PDB 5mzv). A flexible linker sequence connecting p40 and p19 is indicated. B, Western blot analysis
of secreted murine HIL-23, mp19 and mp40 variants from transfected CHO-K1 cells. The position of mp19 and mp40 variants is indicated by arrows, ¢,
cellular proliferation of Ba/F3-gp130-miL-12RB1-mIL-23R cells. The cells were cultured for 3 days in the presence of 10 ng/ml HIL-6 or with the indicated
cytokines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells). Parental Ba/F3-gp130 cells were used as controls. The results of one
representative experiment of three are shown. Error bars represent S.D. for technical replicates. Statistical analysis used a one-way ANOVA, followed by
Bonferroni correction (n = 3), **p < 0.001. D, analysis of STAT3 and ERK1/2 activation. Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R cells were washed, starved, and
stimulated with the indicated cytckines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells) for 30 min. Cellular lysates were prepared,
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structure of the IL-23 receptor complex and cryo-EM maps of
the complete IL-12 and IL-23 receptor complexes have been
published (20). The shared p40 subunit directly interacts with
IL-12Rp1 indicating a convergent function of p40 in mediating
the assembly of IL-12 and IL-23 signaling complexes (20). The
closely related IL-6 is a composite cytokine, which must
interact with IL-6R before binding to gpl130. In contrast to
p40, IL-6R does not contribute to binding to gp130. However,
the N-terminal region of gp130 is mandatory for interaction
with IL-6 (21). Consequently, we analyzed the requirement of
the N-terminus of p40 for binding to IL-12RB1. Deletion of the
first seven N-terminal amino acids (M23-D29) had no influ-
ence on the biological activity of HIL-23. However, deletion of
adjacent p40 amino acids Y31 to T38 completely abolished IL-
23 biological activity and binding to IL-12RB1. This finding
aligns with the structural data from Glassman and colleagues,
where they hypothesized that the p40/IL-12RB1 interface is
formed by a charged loop and a hydrophobic strip on p40 due
to the aromatic residues W37 and F82 (20). Furthermore, by
deletion of amino acids Y31 to T38, we partially disrupted loop
1 in domain 1 of p40, which is important for binding of the
IL-12/1L-23 cross-neutralizing monoclonal antibody Usteki-
numab (18). Structural mapping of the p40 epitope of Uste-
kinumab showed interaction with some surface-exposed
residues within the first three loops W37-M45, L62-L69, T76-
Y88 of p40 domain 1. W37 was found to be the critical amino
acid for the interaction of Ustekinumab with p40 (18). Based
on these findings, we are able to pinpoint W37 and the sur-
rounding amino acids D36 and T38 as hotspot amino acids for
interaction with IL-12RB1 via site 2. IL-12/IL-23 signaling and
binding of p40 to IL-12RP1 were diminished for p40W37K and
completely abrogated for p40D36K/W37K/T38K. These
amino acids are almost identical between mice (DW'T) and
men (DWY). Consequently, binding of murine and human p40
to IL-12RB1 is largely identical in this area. For Ustekinumab,
which binds to human but not to murine p40, at least 18
amino acids of p40 domain 1 mediate the binding interface
(W37; D40; P42; G43; M45; L62; Q64; 565; E67; L69; 177; Q78;
K80; E81; F82; (383; D84; Y88) (18). Amino acids of loop 2
(L62-L69) are largely different between mice and men
(Fig. S1B), which may explain why Ustekinumab does not
interact with murine p40. Mutational analysis showed that in
particular M45, L62, S65, E67, E81, and D84 of the domain 1
are important residues within the binding epitope to
Ustekinumab (18). In these studies, W37 has not been
analyzed. This does, however, not necessarily mean that these
amino acids (M45, 162, S65, E67, E81, and D84) are most
critical for interaction with IL-12RP1, because Ustekinumab
may simply bind close to the p40:IL-12Rp1 interface and may
block interaction by structural interference. Interestingly, the
anti-human IL-23/IL-12 nanobody 22E11 interacts with

the N-terminal domain of human p40 and overlaps with the
binding epitope of Ustekinumab (19). We confirmed the hy-
pothesized aromatic W37 within p40 as a hotspot amino acid
for interaction of p40 and IL-12RP1 (20). In our studies, we did
not mutate any other aminoe acids, which might be relevant for
the interaction of IL-12RP1 and p40. The goal of our study was
to mutate one critical hotspot amino acid stretch to destroy
interaction between p40 and IL-12RP1 without hindering the
interaction of p40:p40, p20:p19; p40:35 and the interaction of
IL-12 and IL-23 with 1L-12RP2 and IL-23R, respectively. We
are aware that introduction of amino acid exchanges may
simply disrupt the overall configuration/folding within the
mutated area and therefore, not directly involved in interaction
with IL-12Rp1. However, we have good evidence supported by
recently published structural data that the W37K variant
switches the binding interface from binding into nonbinding
mode. We show that p40 deletion and exchange variants are
still secreted, soluble, correctly folded, and active in a way that
enables binding to p19/p35 and, as a consequence, interaction
with the second receptor chain IL-23R/IL-12RB2. In conclu-
sion, our study provides experimental evidence that W37 of
p40 is responsible for direct interaction with IL-12RB1 both in
IL-12 and IL-23 and in the antagonistic p40 homodimer.

Experimental procedures
Cells and reagents

HEK293T (ACC-635) and CHO-K1 cells (ACC-110) were
purchased from the Leibniz Institute DSMZ - German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures. Murine Ba/
F3-gp130 cells transduced with mIL-12RB1 and mIL-23R, or
mIL-12RB1 and mIL-12RB32 were described previously (23, 24).
All cell lines were grown in DMEM high-glucose culture
medium (GIBCO, Thermo Fisher Scientific) supplemented
with 10% fetal calf serum (GIBCO, Thermo Fisher Scientific),
60 mg/l penicillin, and 100 mg/l streptomycin (Genaxxon
bioscience GmbH) at 37 “C with 5% CO, in a water-saturated
atmosphere. Proliferation of Ba/F3-gpl30 cell lines was
maintained by adding 0.2% of conditioned cell culture medium
from a stable CHO-K1 clone secreting Hyper-1L-6 (final
concentration 10 ng/ml as determined by ELISA). ExpiCHO-S
and Expi293F cells were obtained from GIBCO (Thermo
Fisher Scientific) and cultured according to manufacturer’s
standard protocol. Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7), STAT3
(124H6), phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr-202/Tyt-
204) (D13.14.4E), and p44/42 MAPK (ERK1/2) antibodies
were purchased from Cell Signaling Technology. Peroxidase-
conjugated secondary mAbs were obtained from Pierce
(Thermo Fisher Scientific). Biotinylated mIL-23R (BAF1686),
hIL-23R (BAF1400), mIL-12Rp1 (BAF1998), hIL-12RfB1
(BAF839), hIL-12RB2 (BAF1959), mp40 (BAF499), mp35/

and equal amounts of total protein (50 pg/lane) were loaded on SD5-PAA gels, followed by immunoblotting using specific antibodies for phospho-STAT3,
STAT3, phosphe-ERK1/2, and ERK1/2. Western blotting data show results of one representative experiment of two. E, co-IP of FLAG-tagged murine mp19
coexpressed with either mp40 or mp40D36K/W37K/T38K and full-length mIL-12RB1 or miL-23R. The position of mIL-23R and mIL-12RB1 is indicated by

arrows. One of two independent experiments is shown.
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Figure 5. Amino acid sequence D36/W37/T38 in murine p40 is critically involved in binding of murine IL-12 to IL-12RB1. A, model of the IL-12
signaling complex. A model of IL-12 (PDB 3HMX) in complex with models of IL-12RB1 and IL-12RB2 was generated based on the architecture of the IL-
23:IL-23R:IL-12RP1 crystal structure (PDB 6WDQ). insets show a zoomed in view on the area surrounding residues D36-Y38. Critical binding interface residues
D36-Y38 of p40 are depicted in orange stick representation, IL-12RB1 and p40 residues in contact with D36-Y38 are displayed in stick representation. p40
mutations D36K, W37K, and Y38K were visualized in the second inset. B, Western blot analysis of secreted murine HIL-12 variants (wild-type, D36K/W37K/
T38K) from transfected CHO-K1 cells. C, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-miL-12RB1-mIL-12RP2 cells. The cells were cultured for 3 days in the presence
of 10 ng/ml HIL-6 or with the indicated cytokines {10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells). Parental Ba/F3-gp130 cells were
used as controls. The results of one representative experiment of three are shown. Error bars represent S.D. for technical replicates. Statistical analysis used a
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mp40 (BAF419), mpl9 (BAF1619), hp40 (BAF219) mAbs, and
streptavidin-HRP (DY998) were from R&D Systems. Recom-
binant mouse 1L-23R-Fe¢ chimera protein (1686-MR) and re-
combinant mouse IL-12RB2-Fc chimera protein (7406-MR)
were obtained from R&D Systems.

Cloning

Cloning of pcDNA3.1 expression vectors (Invitrogen) con-
taining an N-terminal FLAG tag and a C-terminal Hisé tag for
murine Hyper-IL-23 (HIL-23), murine Hyper-IL-12 (HIL-12),
murine p40 (FLAG-mp40), and murine p19 (FLAG-mp19) was
described elsewhere (11, 23, 24). Standard cloning procedures
were used for the generation of pcDNA3.1-mp40 and
pcDNA3.1-FLAG-hp40. Mutations within murine/human p40,
HIL-23, or HIL-12 were generated by PCR followed by Dpnl
digestion of methylated template DNA. Expression vectors
with Twin-Strep-tag for purification of cytokines have been
created by C-terminal insertion of coding sequence for
WSHPQFEK-GGGSGGGSGG-SA-WSHPQFEK (iba GmbH).
Amino acids are numbered according to the database entry
starting with the original signal peptide.

Generation of eukaryotic expression vectors p409 contain-
ing the ¢cDNA encoding murine or human IL-23 receptors was
described previously (23, 26). Cloning of mIL-12RB2 expres-
sion vector was described in (24).

Transfection of cells

CHO-K1 and HEK293T cells (2 x 10% were transiently
transfected as indicated using TurboFect transfection reagent
(Fermentas, Thermo Scientific) according to the manufac-
turer’s instructions. ExpiCHO-S and Expi293F cells were
transfected according to the manufacturer’s standard protocol
(GIBCQ, Thermo Fisher Scientific).

Cell viability assay

To remove the cytokines, Ba/F3-gp130 cell lines were
washed three times with sterile PBS. 5 x 10° cells were sus-
pended in DMEM supplemented with 10% FCS, 60 mg/l
penicillin, and 100 mg/l streptomycin and cultured for 3 days
in a final volume of 100 ul with or without cytokines (applied
as conditioned media from transfected CHO-K1 cells) as
indicated. The CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega)
was used to estimate viable cells by recording the fluorescence
(excitation 560 nm, emission 590 nm) using the Infinite M200
PRO plate reader (Tecan) immediately after adding 20 ul of
reagent per well (time point 0) and up to 2 h after incubation
under standard cell culture conditions. The fluorescent signal
from the CellTiter-Blue Reagent is proportional to the number
of viable cells. All values were measured in triplicates per

experiment. Fluorescence values were normalized by subtrac-
tion of time point 0 values. All experiments were performed at
least two times, and one representative experiment was
SD. For multiple
comparisons, one-way ANOVA, followed by Bonferroni
correction, was used (GraphPad Prism 6.0, GraphPad Software
Inc). Statistical significance was set at the level of p < 0.05 (*p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

selected. Data are presented as means +

Stimulation assays

For analysis of STAT3 and ERK1/2 activation in Ba/F3-
gp130 cell lines, cells were starved for at least 4 h in serum-
free medium. This was followed by stimulation with
cytokines as indicated. Subsequently, cells were harvested and
lysed in 10 mM Tris-HCL, pH 7.8, 150 mM NaCl, 0.5 mM
EDTA, 0.5% NP-40, 1 mM sodium vanadate, and 10 mM
MgCl, supplemented with complete protease inhibitor cock-
tail tablets (Roche Diagnostics). Protein concentration of cell
lysates was determined by BCA protein assay (Pierce, Thermo
Scientific) according to the manufacturer’s instructions.
Analysis of STAT3 and ERK1/2 activation was done by
immunoblotting using 50 pg proteins from total cell lysates
and detection with phospho-STAT3 or phospho-ERK1/2
mAbs and STAT3 or ERK1/2 mAbs.

Coimmunoprecipitation (Co-iP)

For co-1P via ANTI-FLAG M2 affinity gel (Sigma Aldrich),
transiently transfected HEK293T cells were lysed in 50 mM
Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, and one
complete protease inhibitor mixture tablet/50 ml buffer
(Roche Diagnostics) supplemented with 1% Triton X-100 for
1 h on ice. Cytokine-containing lysates were mixed with those
containing the full-length receptors. For negative control,
cytokine variants were incubated without receptors and vice
versa. In total, 30 pl of ANTI-FLAG M2 affinity gel (Sigma
Aldrich) was added and incubated overnight at 4 “C under
gentle agitation. The samples were washed three times with
the abovementioned buffer without 1% Triton X-100, and
proteins were eluted by adding 50 pl of 2.5x Laemmli buffer,
followed by incubation for 10 min at 95 "C. The resulting
supernatants were subjected to Western blot analysis.

Western blotting

In total, 50 pg of proteins from cell lysates or 20 pl of
conditioned cell culture supernatants were loaded per lane,
separated by SDS-PAGE under reducing conditions, and
transferred to PVDF membranes. The membranes were
blocked in 5% fat-free dried skimmed milk in TBS-T (10 mM
Tris HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% Tween 20) and probed

one-way ANOVA, followed by Banferroni correction (n = 3), “**p < 0.001. D, analysis of STAT3 and ERK1/2 activation. Ba/F3-gp130-miL-12RB1-miL-
12RB2 cells were washed, starved, and stimulated with the indicated cytokines (10% conditioned cell culture supernatant of transfected CHO-K1 cells) for
30 min. Cellular lysates were prepared, and equal amounts of total protein (50 pg/lane) were loaded on SDS-PAA gels, followed by immunoblotting using
specific antibodies for phospho-STAT3, STAT3, phospho-ERK1/2, and ERK1/2. Western blotting data show results of one representative experiment of three.
E, co-IP of FLAG-tagged murine HIL-12 variants (wild-type, D36K/W37K/T38K, Y185R) and full-length mIL-12RB1. The position of mIL-12RB1 and HIL-12
variants is indicated by arrows. One of two independent experiments is shown.
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Figure 6. Substitution of the amino acid sequence D36/W37/T38 diminished antagonistic properties of homodimeric p40, A, Western blot analysis of
secreted mp40 and mp40D36K/W37K/T38K conditions. In total, 20 pl conditioned supernatant of transiently transfected CHO-K1 was separated by SD5-
PAGE under (non-)reducing conditions, and proteins were visualized by Western blotting with a mp40-specific antibody. 8, co-IP of FLAG-tagged mu-
rine p40 variants (wild-type, D36K/W37K/T38K) and full-length mIL-23R or mIL-12RB1. The position of mIL-23R and mIL-12RB1 is indicated by arrows. One of
two independent experiments is shown. C, co-IP of FLAG-tagged human p40 variants (wild-type, D36K/W37K/Y38K) and full-length hIL-12RB1. One of two
independent experiments is shown. D, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R cells. The cells were cultured for 3 days in the presence of
7.5 ng/ml murine HIL-23 with or without 2 pg/ml mp40. The results of one representative experiment of two are shown. Error bars represent S.D. for

technical replicates. Statistical analysis used a one-way ANOVA, followed by Bonferroni correction (n = 3), ***p < 0.001, ns not significant. £, cellular
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with the indicated primary antibodies in 5% fat-free dried
skimmed milk in TBS-T (STAT3 1:1000, ERK1/2 1:1000) or
5% BSA in TBS-T (pSTAT3 1:1000, pERK1/2 1:1000, mp40
1:1000, mp19 1:1000, mp35/mp40 1:1000, hp40 1:1000, mIL-
23R 1:1000, hIL-23R 1:1000, mIL-12RB1 1:300, hIL-12RB1
1:300, hIL-12Rp2 1:300) at 4 “C overnight. After washing, the
membranes were incubated with secondary peroxidase-
conjugated antibodies (1:5000) or streptavidin-HRP (1:200)
diluted in 5% fat-free dried skimmed milk or BSA in TBS-T for
1 h at room temperature. The Immobilon Western Chemilu-
minescent HRP Substrate (Merck Chemicals GmbH) and the
ChemoCam Imager (INTAS Science Imaging Instruments
GmbH) were used for signal detection.

Protein purification

HmIL-12, HmIL-23, and mp40 variants were purified using
Strep-TactinXT 4Flow columns according to the manufac-
turer’s protocol (iba GmbH, Géttingen). Elution was carried
out by 50 mM biotin, which specifically competes for the
biotin binding pocket. Buffer exchange to PBS was achieved
using NAP-25 columns (GE Healthcare). Purified proteins
have been analyzed by Coomassie brilliant blue staining.

Surface plasmon resonance (SPR)

For surface plasmon resonance experiments, a Biacore X100
instrument {Cytiva) was used. Analysis was performed in
multi-cycle mode. Experiments were carried out at 25 °C in
PBS pH 7.4, composed of 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM
HPO,* and H,PO™, and 0.05% (v/v) surfactant P20 (Cytiva).
IL-23R-Fc and IL-12RB2-Fc variants were captured on a Pro-
tein A chip at a level of ~150 response units (RUs). HIL-12 or
HIL-23 was injected at a flow rate of 30 pl/min at increasing
concentrations (0.3-5 nM and 15-1000 nM, respectively). The
association in each defined concentration was monitored in
periods of 120 s, and the dissociation was measured in periods
of 450 s. Final graphs were fitted using a 1:1 binding model.

Circular dichroism (CD) spectroscopy

Far-UV CD spectra were recorded on a Jasco J-715 spec-
tropolarimeter from 196 to 320 nm with a 0.2 nm step size,
50 nm/min scan speed, and 2 nm bandwidth. Proteins
(2.3-4.5 pM) in 0.5-fold PBS were measured by accumulation
of ten scans per sample in 1 mm path-length quartz cuvettes at
25 °C. To calculate the mean residue ellipticity Oy in deg x

cm? x dmol™" the following formula was used: By = (Bobs %
MRW)/(c x d x 10), where 8,,; observed ellipticity (in de-
grees); ¢, concentration (in g/ml); d, cell path length (in ¢m),
MRW (mean residue weight), molecular weight divided by
number of peptide bonds.

Modeling

IL-12RB2 domains D1 to D3 (UniProtkKB - Q99665) and
murine p40 (UniProtKB - P43432) were modeled using the
Phyre2 web portal for protein modeling, prediction, and
analysis (27). For modeling of the IL-12 signaling complex, a
model of [L-12RP2 domains D1-D3 and the structure of hlL-
12 (PDB 3HMX) were superpositioned using UCSF Chimera
(28) onto the crystal structure of the IL-23:IL-23R:IL-12R31
complex (6WDQ). To visualize the effect of p40D36K/W37K/
Y38K mutation, these residues were mutated in silico using
UCSF Chimera. Superpositioning of hp40 (PDB 5mzv) and a
model of mp40 was done in UCSF Chimera.
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All data are contained within the article.

Supporting information—This article contains supporting informa-
tion (18, 20).
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proliferation of Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-12RB2 cells. The cells were cultured for 3 days in the presence of 5 ng/ml murine HIL-12 with or without 2 pug/
ml mp40. The results of one representative experiment of three are shown. Error bars represent 5.D. for technical replicates. Statistical analysis used a one-
way ANOVA, followed by Bonferroni correction {n = 3}, ***p < 0.001, ns not significant. £, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-miIL-12R1-mIL-23R cells. The
cells were cultured for 3 days in the presence of 7.5 ng/ml murine HIL-23 with or without 2 pg/ml mp40D36K/W37K/T38K. The results of one representative
experiment of two are shown. Error bars represent 5.D. for technical replicates. Statistical analysis used a one-way ANOVA, followed by Bonferroni correction
(n = 3), **p < 0.001, ns not significant. G, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-12RB2 cells. The cells were cultured for 3 days in the presence
of 5 ng/ml murine HIL-12 with or without 2 pg/ml mp40D36K/W37K/T38K. The results of one representative experiment of three are shown. Error bars
represent S.D. for technical replicates. Statistical analysis used a one-way ANOVA, followed by Bonferroni correction (n = 3), **p < 0.001, **p < 0.01, ns not
significant. H and /, analysis of STAT3 and ERK1/2 activation. Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R or Ba/F3-gp130-miL-12RB1-mIL-12RP2 cells were washed and
starved for at least 4 h. One hour prior to stimulation 2 pg/ml mp40 or mp40D36K/W37K/T38K have been added. Cells were stimulated with the indicated
cytokines (7.5 ng/ml HIL-23, 5 ng/ml HIL-12) for 30 min. Cellular lysates were prepared, and equal amounts of total protein (50 pg/lane) were loaded on SDS-
PAA gels, followed by immunoblotting using specific antibodies for phospho-STAT3, STAT3, phospho-ERK1/2, and ERK1/2. Western blotting data show
results of one representative experiment of two.
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Abbreviations—The abbreviations used are: HIL-6, Hyper-IL-6;
HIL-12, Hyper-IL-12; HIL-23, Hyper-IL-23; IL, interleukin; IL-
12RP1, interleukin 12 receptor f1; [L-12RPB2, interleukin 12 recep-
tor B2; IL-23R, interleukin 23 receptor.
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3 Diskussion

IL-12 und IL-23 sind heterodimere Zytokine, die beide eine gemeinsame B-Untereinheit p40
besitzen, jedoch unterschiedliche Funktionen im Immunsystem aufweisen [2]. Wahrend IL-12
wichtig fir die Abwehr von intrazelluldaren Pathogenen und an der Tumorzellbekdmpfung
beteiligt ist [59], spielt IL-23 eine grof3e Rolle fir die Abwehr extrazellularer Bakterien, Pilze
und in der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten [56]. Daher sind IL-12 und IL-23 wichtige
Angriffspunkte in der Antikdrpertherapie [67]. FUr zielgerichtete Therapien in der Medizin ist es
wichtig, den genauen Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes zu kennen [4].

3.1 Die N-terminale Domane von p40 ist wichtig fiir site Il

Der Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12 und IL-23 erfolgt nach dem site I-1I-1l]
Paradigma [34]. Dabei bindet p19 zunachst an p40 und bildet so site | [34]. Site Il reprasentiert
die Interaktion zwischen p40 und IL-12RB1 und p19 interagiert Gber site /Il mit dem IL-23R
[34]. Dieses site I-I-1ll Paradigma wurde von der IL-6 Familie abgeleitet, wobei site I/ von IL-
12/IL-23 von dem klassischen Paradigma abweicht [28, 34]. Im IL-6 Zytokinrezeptorkomplex
nimmt IL-6 eine zentrale Stellung ein und interagiert Uber site | mit dem IL-6Ra, Uber site /I mit
der CHR von gp130 und Uber site /Il mit der Ig-ahnlichen Domane des zweiten gp130
Rezeptors [38]. Auch IL-27 (p28/EBI3) (s. Abb. 1, Tabelle 1) folgt als Zytokin der IL-12 Familie
dem klassischen site I-II-1ll Paradigma der IL-6 Familie [80-82]. Dabei interagiert p28 tber site
I mit EBI3, p28 Uber site lla mit WSXWS type | cytokine receptor (WSX-1) und p28 Uber site
Il mit gp130 [80-82]. Die site Il Interaktion wird durch die Bindung von EBI3 an WSX-1
stabilisiert (site 11b) [80-82]. Sowohl im Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 als auch von IL-27
werden die N-terminalen Bereiche von gp130 bzw. WSX-1 zur Ausbildung der site Il bendtigt
[39, 80-82].

2015 konnte Schroder et al. zeigen, dass die Deletionsvariante p40 AD3 in der Co-
Immunoprazipitation IL-12RB1 prazipitieren kann. Die Deletionsvariante p40 AD1 hingegen
kann IL-12RB1 nicht prazipitieren [34]. Es wurde daher vermutet, dass die kritischen
Aminosauren von site I/ im N-terminalen Bereich der Doméane 1 von p40 liegen. Anhand von
Strukturanalyse durch Prof. Grétzinger wurden vier verschiedene Deletionsvarianten AM23-
D29, AM23-E34, AM23-P39 und AY31-T38 im murinen Hyper-IL-23 kloniert und exprimiert (s.
Abb. A1). Alle Mutationen wurden in dem Hyperzytokin HIL-23 kloniert. Hyperzytokine sind
Designerproteine, deren jeweiligen Zytokinuntereinheiten Uber einen flexiblen Linker
verbunden sind [83]. Durch Verwendung von Hyperzytokinen wird u.a. verhindert, dass sich
p40 Homodimere bilden, die antagonistische Eigenschaften haben kénnen [84]. AuRerdem
wurde fir Hyper IL-6, welches aus IL-6 und l6slichem slL-6Ra besteht, gezeigt, dass im
Vergleich zur Verwendung von IL-6 niedrigere Konzentrationen zur Stimulation notwendig sind
[83]. Nach Transfektion in CHO-Zellen wurde der Zellkulturiiberstand verwendet, um Ba/F3-
gp130 Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren funktionell zu analysieren. Die Zellen sind
nur in der Lage, intrazellulare Signalwege zu aktivieren und zu proliferieren, wenn die
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Deletionsvarianten noch mit IL-1281 interagieren. Die Analyse der Aktivierung der
intrazellularen Signalwege wurde hinsichtlich des JAK-STAT-Weges und des MAPK-Weges
durchgefihrt. Die Deletionsvarianten wurden zudem mittels Co-Immunoprazipitation
analysiert. Hierfir wurden die cDNAs der Deletionsvarianten, welche alle einen FLAG-Tag
besitzen und die cDNAs von IL-12RB1 in HEK293T-Zellen transfiziert. Nach Lyse der Zellen
wurde das Lysat einer Deletionsvariante mit dem Lysat mit IL-12RB1 gemischt. Durch Zugabe
von FLAG-Beads binden die Deletionsvarianten durch den FLAG-Tag an diese. IL-12R[31 kann
nur durch die Deletionsvariante prazipitiert werden, wenn eine funktionelle site I/ ausgebildet
wird.

Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit den Deletionsvarianten HIL-
23 AM23-E34, AM23-P39 und AY31-T38 zeigte keine Aktivierung der intrazellularen
Signalwege und Proliferation [84]. Im Gegensatz dazu konnte durch Stimulation von Ba/F3-
gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit der Deletionsvariante HIL-23 AM23-D29 eine
Proliferation der Zellen und Aktivierung der intrazellularen Signalwege induziert werden [84].
Dieses Ergebnis wurde mittels Co-Immunprazipitation bestatigt [84]. Dabei konnte IL-12R[31
nur durch die Deletionsvariante HIL-23AM23-D29 prazipitiert werden [84]. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieen, dass durch Deletionen der Aminosauren M23-E34, M23-P39 und
Y31-T38 im murinen IL-23 die Ausbildung von site Il inhibiert wird [84]. Die Deletion der
Aminosauren M23-D29 beeintrachtigt die site Il Interaktion nicht [84]. Aufgrund der Daten
wurde geschlussfolgert, dass der N-terminale Bereich von p40 wichtig fur site Il ist [84]. Die
kritischen Aminosauren liegen im Bereich von Y31-T38 von p40 [84]. Der monoklonale
Antikérper Ustekinumab sowie der Nanobody Nb22E11 binden an die Domane 1 von p40 und
inhibieren so durch Inhibition von site Il die Signaltransduktion von IL-23 [62, 67]. Durch
Kristallisierung von IL-12 mit dem antigen-binding fragment (Fab) von Ustekinumab konnte
das Epitop in p40 charakterisiert werden (s. Abb. A1) [67]. Dieses besteht aus drei Schleifen:
W37-M45, L62-L69 und T76-Y88 [67]. Dieses Epitop Uberschneidet sich mit dem des
Nanobody Nb22E11 [46]. Relevante Aminosauren im Epitop in p40 fur Nb22E11 sind D40,
D63, F82, G83 und A85 [46]. Ustekinumab und Nb22E11 interagieren beide mit der N-
terminalen Domane von p40 [84]. Dies bestatigt unser Ergebnis, dass der N-terminale Bereich
von p40 fir site Il relevant ist [84].

3.2 Tryptophan (W) 37 in p40 ist wichtig fiir die site Il Interaktion

Um kritische Aminosauren in dem Bereich zwischen Y31 und T38 von p40 identifizieren zu
kénnen, wurden nach Strukturanalysen durch Prof. Grotzinger die funf Punktmutationen Y31E,
E34K, D36K, W37K und T38K in p40 in murinem Hyper-IL-23 kloniert [84]. Die
Punktmutationen wurden so gewahlt, dass sich die Eigenschaften der Aminosauren
hinsichtlich ihrer Polaritat, Ladung und Hydrophilitat a&ndern [84].

Die Zytokine mit den Punktmutationen wurden mittels Ba/F3-gp130 Zellen mit den
entsprechenden Rezeptoren funktionell analysiert. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mlL-
12RB1-mIL-23R-Zellen mit der Mutante HIL-23 W37K wies eine signifikant verminderte
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Zellproliferation im Vergleich zur Stimulation der Wildtyp-Variante und keine Aktivierung der
intrazellularen Signalwege auf [84]. HIL-23 W37K kann nicht IL-12RB1 prazipitieren [84]. Durch
den Aminosaureaustausch von Y31E, E34K, D36K und T38K in p40 wurde weder die
Proliferation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen noch die Aktivierung von
intrazellularen Signalwegen inhibiert [84]. Dies deutet darauf hin, dass Tryptophan 37 von p40
eine kritische Aminosaure fur die site Il Interaktion zwischen p40 und IL-12RB1 ist [84].

Eine weitere Erklarung der fehlenden site I/ Interaktion der Mutante p40 W37K konnten die
gegensatzlichen Eigenschaften des Aminosaurerestes Lysin im Vergleich zum Tryptophan
sein [84]. Deshalb wurden folgende Mutanten in p40 kloniert: D36A, W37A und T38A [84].
Alanin gehdrt zu den neutralen Aminosauren, welche ahnliche Eigenschaften aufweist wie
Asparaginsaure (D), Tryptophan (W) und Threonin (T) im IL-23 Wildtyp [84]. Im Stimu-
lationsassay, bei der Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit HIL-23 D36A und T38A
stimuliert wurden, zeigte sich eine Aktivierung des JAK-STAT- und MAPK-Weges [84]. Nach
Stimulation der gleichen Zelllinie mit HIL-23 W37A zeigte sich eine Verminderung der
Signalaktivierung [84]. Dies bestatigt W37 in p40 als kritische Aminosaure fir site Il [84]. Eine
Hypothese fur W37 als kritische Aminosaure der site Il Interaktion ist, dass es durch die
Mutation von W37 zu einem Verlust der hydrophoben Interaktionen mit V107, L108 und Y134
in IL-12RB1 kommen kénnte (s. Abb. 6) [84].

A B

Abb. 6: Die Interaktionen der kritischen Aminoséure p40 W37 mit IL-12RB1. Die Darstellung des
murinen IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes erfolgt auf Grundlage des humanen
Zytokinrezeptorkomplexes PDB 6WDQ (https://www.rcsb.org/) mittels p19 AlphaFold Q9EQ14
(https://www.uniprot.org/), p40 PDB 6SFF (https://www.rcsb.org/), IL-12RB1 AlphaFold Q60837
(https://www.uniprot.org/) und IL-23 AlphaFold Q8K4B4 (https://www.uniprot.org/). A: Die aromatische
Aminosaure Tryptophan in p40 bildet hydrophobe Interaktionen mit L117, V116 und Y143 von IL-12R[31
aus [84]. B: Durch Mutation von Tryptophan 37 von p40 in die positiv geladene Aminosaure Lysin
kénnen keine hydrophoben Interaktionen ausgebildet werden [84]. Modifiziert nach Georgy et al. [84].
Diese Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com und UCSF Chimera erstellt.

Glassman et al. charakterisierten fir das humane IL-23 mittels Cryo-Elektronenmikroskopie
site Il und identifizierten ebenfalls W37 von p40 als kritische Aminosaure [42]. W37 ist eine
konservierte Aminosaure, welche bei humanem p40 und murinem p40 zu finden ist (s. Abb.
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AT7). Zunachst wurde der Komplex aus IL-12RB1 D1D2, IL-23 und der Ektodoméane von IL-23R
kristallisiert und anschlieRend analysiert [42]. Es wurde beschrieben, dass die Basis der site /I
durch eine Interaktion zwischen einer positiv geladene Schleife in p40 H216, K217 und K219
und einem negativen Streifen in IL-12RB31 E28, D58 und D101 gebildet wird [42]. Des Weiteren
wird ein hydrophober Streifen in p40, der aus den Aminosauren p40 W37 und p40 F82 besteht,
von den polaren Aminosauren Q102, S106, Y109, Q132 und Y134 in IL-12RB1 umgeben [42].
Zwischen [L-12RB1 und p40 werden auf diese Weise Wasserstoffbrickenbindungen
ausgebildet [42].

Auch Ustekinumab bindet unter anderem an W37 in humanem p40 und inhibiert so die
Signaltransduktion von IL-12 und IL-23 [67]. Durch Mutationsanalysen konnten Luo et al.
zeigen, dass durch Mutationen der Aminosauren E81 und D84 die Interaktion von p40 und
Ustekinumab inhibiert wird und diese Aminosauren somit wichtig fir die Interaktion sind [67].
Im Rahmen dieser Mutationsanalyse wurde W37 nicht betrachtet [67]. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass Ustekinumab nur in der Nahe der kritischen Aminosauren von site I/ bindet
und nicht direkt mit diesen interagiert [84]. Bei Antikérpern, die gegen IL-12R[31 gerichtet sind
(Patent WO20122045703A1, Novartis), konnte gezeigt werden, dass das Fab Fragment des
Antikoérpers an Domane 3-5 von IL-12R[1 bindet [45]. Diese sind nicht Teil von site Il [45]. Die
Inhibition erfolgt aufgrund einer sterischen Hinderung zwischen IL-12R31 und Domane 3 von
p40 [45].

3.3 p40 D36K/W37KI/T38K fiihrt zu einer inaktiven murinen HIL-23 Variante

Glassman et al. analysierten die beschriebenen kritischen Aminosauren nicht naher bezuglich
ihrer Funktionalitat [42]. Fur die site | und /Il wurden durch Mutation einzelner Aminosauren
inaktive IL-12 bzw. IL-23 Varianten generiert [34, 43]. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-miL-
12RB1-mIL-23R-Zellen mit W37K in p40 fihrte nur zu einer verminderten Proliferation [84].
Deshalb sollte versucht werden, durch Kombination der Mutante W37K in p40 mit gezielten
Mutationen der umliegenden Aminosauren, eine inaktive IL-23 Variante zu generieren [84]. Es
wurden drei Doppelmutanten und eine Trippelmutante kloniert und diese funktionell analysiert.

Bei der Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit D36K/W37K und
W37K/T38K wurde eine ahnlich, signifikant reduzierte Proliferation, sowie fehlende Aktivierung
der intrazellularen Signalwege wie nach Stimulation der Zellen mit HIL-23 W37K,
nachgewiesen [84]. IL-12RB1 wurde nicht durch die Mutanten D36K/W37K und W37K/T38K
in HIL-23 prazipitiert [84]. Im Gegensatz dazu fihrt die Stimulation von Ba/F3-gp130-mlIL-
12RB1-mlIL-23R-Zellen mit HIL-23 D36K/T38K zu keiner Verminderung der Proliferation der
Zellen oder Inhibierung der intrazelluldren Signalwege [84].

Dies bestatigt, dass W37 in p40 eine kritische Aminosaure fir die site I/ Interaktion ist [84].
Allerdings konnte durch Klonierung von Doppelmutanten keine inaktive IL-23 Variante
generiert werden [84]. Erst die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit
HIL-23 D36K/W37K/T38K flihrte zu einer, mit der Negativkontrolle vergleichbaren Proliferation
und keiner Aktivierung der intrazellularen Signalwege [84]. Des Weiteren kann durch die
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Tripplemutante HIL-23 D36K/W37K/T38K IL-12RB1 nicht prazipitiert werden. Dies deutet
darauf hin, dass durch eine Insertion der Tripplemutation D36K/W37K/T38K in murines Hyper-
IL-23 eine inaktive IL-23 Zytokinvariante generiert werden konnte [84]. Da die fehlende site /I
Interaktion dieser Mutante auf die gegensatzlichen Eigenschaften der Aminosaurereste
zuruckgefuhrt werden konnte, wurden die Aminosauren D36, W37 und T38 in die neutrale
Aminosaure Alanin mutiert [84]. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen
mit HIL-23 D36A/W37A/T38A zeigt eine verringerte Proliferation und keine Aktivierung der
intrazellularen Signalwege [84]. Dies bestatigt die Tripplemutante HIL-23 D36K/W37K/T38K
als inaktive IL-23 Variante [84]. Die Mutationen wurden wie oben beschrieben in
Hyperzytokinen kloniert. Um auszuschlieBen, dass sich durch den Peptidlinker der
Hyperzytokine die raumliche Struktur der Zytokine im Vergleich zu dem in vivo vorkommenden
Zytokin andert, wurde die Mutationen D36K/W37K/T38K auch in das murine p40 Protein
eingefuhrt [84]. Nach Co-Transfektion mit p19 wurden die Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R-
Zellen mit den konditionierten Zellkulturiberstanden stimuliert [84]. Dabei zeigte sich eine
vergleichbare Proliferation wie nach Stimulation mit der Negativkontrolle [84]. Zudem konnte
keine Aktivierung der intrazellularen Signalwege gemessen werden [84]. In der Co-
Immunprazipitationsanalyse konnte IL-12RB1 nicht durch p40 D36K/W37K/T38K prazipitiert
werden [84]. Dies zeigt, dass die Verwendung des Hyperzytokins nicht die raumliche Struktur
der site Il Interaktion beeinflusst [84].

Abb. 7: Interaktionen in der Umgebung der kritischen Aminosédure p40 W37. Die Darstellung des
murinen |L-23 Zytokinrezeptorkomplexes erfolgt auf Grundlage des humanen Zytokinrezeptor-
komplexes PDB 6WDQ (https://www.rcsb.org/) mittels p19  AlphaFold Q9EQ14
(https://www.uniprot.org/), p40 PDB 6SFF (https://www.rcsb.org/), IL-12RpB1 AlphaFold Q60837
(https://www.uniprot.org/) und IL-23 AlphaFold Q8K4B4 (https://www.uniprot.org/). A: Dargestellt sind
die Aminosauren D36, W37 und T38 in rot. Im Wildtyp interagiert p40 D40 mit der kritischen Aminosaure
Q132in IL-12RB1 (in grin dargestellt) [84]. B: Dargestellt sind die mutierten Aminosauren D36K, W37K
und T38K in rot. Die Aminosauren D40 und Q132 entsprechen dem Wildtyp. Durch die Mutation von
T38 in die positiv geladene Aminosaure Lysin konnte eine Salzbriicke mit der negativ geladene
Aminosaure p40 D40 ausgebildet werden [84]. Dies schwacht die Interaktion zwischen D40 und Q132
ab [84]. Das Lysin in der Mutation D36K konnte die Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung der
Salzbriicke zwischen T38K und D40 erhéhen [84]. Abbildung modifiziert nach Georgy et al. [84]. Diese
Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com und UCSF Chimera erstellt.
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Durch Analyse des Strukturmodells des IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes mittels UCSF
Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) konnte eine Hypothese fiir die inaktive HIL-23
Variante durch Mutagenese der Aminosauren D36, W37 und T38 gefunden werden [84]. Im
Wildtyp interagieren die Aminosauren D40 von der Untereinheit p40 mit der kritischen
Aminosaure Q132 des IL-12RB1 (s.

Abb. 7A) [84]. Durch die Mutation von p40 T38 in ein Lysin, welches positiv geladen ist, konnte
so eine Salzbriicke mit der negativ geladene Aminosaure D40 von p40 ausgebildet werden
[84]. Dies schwacht die Interaktion zwischen p40 D40 und IL-12RB1 Q132 ab [84]. Es wird
davon ausgegangen, dass das Lysin in der Mutation D36K die Wahrscheinlichkeit fir die
Ausbildung der Salzbricke zwischen p40 T38K und p40 D40 erhoht (s.

Abb. 7B) [84].
3.4 p40 D36K/W37K/T38K fiihrt zu einer funktionellen Inaktivierung von HIL-12

IL-12 und IL-23 sind strukturell miteinander verwandte Zytokine der IL-12 Familie [2]. Beide
Zytokine besitzen u.a. die B-Untereinheit p40 und eine zytokinspezifische a-Untereinheit: IL-
23p19 und IL-12p35 [2]. Der Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12 und IL-23 folgt
dem nicht-kanonischen site [-ll-lll Paradigma [34]. Glassman et al. zeigten durch
Komplexierung von IL-12 mit IL-12Rp31 D1-D5 und IL-12RB2 D1-D3, dass die mittels Cryo-EM
bestimmte Struktur des IL-12 Zytokinrezeptorkomplexes mit der Struktur des IL-23
Zytokinrezeptorkomplexes Ubereinstimmt [42].

Die Trippelmutante D36K/W37K/T38K wurde in das murine Hyper-IL-12 kloniert und
anschlieftend funktionell analysiert. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-12R[32
mit murinem Hyper-IL-12 D36K/W37K/T38K zeigte, dass die Trippelvariante weder die
Proliferation noch die intrazellularen Signalwege induziert [84]. AuRBerdem ist IL-12
D36K/W37K/T38K nicht in der Lage, an IL-12Rp1 zu binden, da dieser nicht prazipitiert wurde
[84]. Dies zeigt, dass auch im murinen IL-12 die Trippelmutation D36K/W37K/T38K eine
Inaktivitdt des HIL-12 herbeifiihrt [84]. Eine mdgliche Problematik durch die Mutation von
Proteinen ist, dass sich ihre raumliche Struktur verandert. Um nachzuweisen, dass sich die
Trippelmutante D36K/W37K/T38K in IL-12 und IL-23 nicht sonderlich von der Struktur des
Wildtypen unterscheidet, wurde mittels CD-Spektroskopie gezeigt, dass die rdumliche Struktur
sehr ahnlich zu der des Wildtyps ist [84]. Des Weiteren wurde mittels surface plasmon
resonance (SPR) Spektroskopie gezeigt, dass die Trippelmutante in IL-12 und IL-23 eine
ahnliche Bindeaffinitat wie die des Wildtyps fur IL-12RB2 beziehungsweise IL-23R aufweist
[84]. Ein weiterer Hinweis auf die Wildtyp-ahnliche rdumliche Struktur ist, dass die Mutanten
in der Co-Immunoprazipitation den IL-23R bzw. den IL-12Rp2 prazipitieren kdnnen [84]. Dies
zeigt, dass die Einfuhrung der Mutation site Il nicht beeinflusst [84]. Somit ist davon
auszugehen, dass durch die Trippelmutation keine strukturellen Anderungen innerhalb des
Proteins bewirkt werden [84].
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3.5 p40 D36/W37/T38 ist fiir die Bindung von p80 an IL-12RB1 wichtig

Die Untereinheit p40 kann nicht nur an die Untereinheiten p19 und p35 binden, sodass
Heterodimere entstehen, sondern ist auch in der Lage, mit sich selbst Homodimere zu bilden,
welche als p80 bezeichnet werden [74]. Es ist noch nicht klar, unter welchen Bedingungen p80
proinflammatorisch bzw. antiinflammatorisch wirkt [75, 79]. In Bindungsanalysen konnte
gezeigt werden, dass p80 unter anderem mit hoher Affinitdt an Ba/F3-Zellen, die IL-12Rp1
exprimieren, bindet [76]. Die Bindungsaffinitdt von p80 an Ba/F3-Zellen, die IL-12R[2
exprimieren, ist sehr niedrig [76]. Daher wurde vermutet, dass die Signaltransduktion von p80
Uber IL-12RB1 erfolgt [76]. Allerdings ist IL-12RB1 ein sogenannter Helferrezeptor, der eine
Tyrosinkinase bindet, aber keine Tyrosinreste beinhaltet, die durch die Tyrosinkinase
phosphoryliert werden kdnnen und anschlieRend STATs binden [48]. Im
Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 erfolgt die Signaltransduktion durch IL-12Rp32 und
IL-23R [48], sodass unklar ist, wie die Signaltransduktion von p80 durch ein IL-12R[31
Homodimer erfolgen soll. Ba/F3-Zellen, die nur den IL-12RB1 exprimieren und mit 1L-23
stimuliert wurden, proliferieren nicht [48]. Auch Ba/F3-gp130 Zellen, die den synthetischen IL-
12RB1 exprimierten und mit GFP, mCherry oder Kombinationsvarianten stimuliert werden,
proliferieren ebenfalls nicht [77]. Es sollte analysiert werden, ob durch Einflhrung der
Trippelmutation in p80 die Interaktion zwischen p80 und IL-12RB1 inhibiert werden kann.

Homodimere von mp40 und der Trippelmutante wurden im Western Blot unter nicht
reduzierenden Bedingungen nachgewiesen [84]. Dies lasst darauf schlieffen, dass die
Mutationen die Homodimerisierung nicht beeinflussen [84]. Bei gleichzeitiger Stimulation der
Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-12RB2 beziehungsweise Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R
mit mp40 und HIL-12 beziehungsweise HIL-23 zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Zellproliferation und Aktivierung der intrazelluldren Signalwege [84]. Dies deutet darauf hin,
dass unter unseren in vitro Bedingungen p80 die Signaltransduktion von IL-12 und IL-23
inhibiert [84]. Im Gegensatz dazu fuhrt die gleichzeitige Stimulation von Ba/F3-gp130-miL-
12RB1-mIL-23R beziehungsweise Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-12RB2 Zellen mit der
Trippelmutante p40 D36K/W37K/T38K und HIL-12 oder HIL-23 zu einer Proliferation und
Aktivierung der intrazelluléren Signalwege, welche ein dhnlich starkes Signal wie bei alleiniger
Stimulation mit HIL-12 beziehungsweise HIL-23 zeigt [84]. Dies deutet daraufhin, dass p80
D36K/W37K/T38K nicht mit IL-12RB1 interagieren kann und so nicht die Signaltransduktion
von IL-12 und IL-23 inhibiert [84].

3.6 Struktureller Vergleich der site Il innerhalb der IL-6/IL-12 Familie

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die kritische Rolle des Tryptophan 37 im IL-23 und IL-
12 Zytokinrezeptorkomplex bestatigt [84]. Glassman et al. beschrieben im humanen IL-23 und
IL-12 Zytokinrezeptorkomplex einen hydrophoben Streifen aus W37 und F82, der Uber
Wasserstoffbrickenbindungen mit polaren Aminosauren Q102, S106, Y109, Q132 und Y134
des IL-12RB1 interagiert (s. Abb. 8A) [42]. Durch Kombination der Mutationen W37K mit den
benachbarten Aminosauren D36K und T38K konnte eine inaktive murine 1L-23, IL-12 und p80
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Variante generiert werden [84]. Die Ausbildung der site I/ wird durch den Verlust der Interaktion
von p40 D40 mit IL-12RB1 Q132 inhibiert [84]. Schroder et al. zeigten bereits, dass durch die
Kombination der Mutationen V116E, L117E, S118E und Y134E in IL-12RB1 die Ausbildung
der site Il verhindert wurde [34]. Dies bestatigt die Relevanz der Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen p40 W37, F82 und IL-12RB1 Q102, S106, Y109, Q132 und Y134 fur die
Funktionalitat der site /I.

Des Weiteren wurden weitere Interaktionen zwischen p40 und IL-12RB1 im humanen
Zytokinrezeptorkomplex wie zwischen den positiv geladenen Aminosauren H216, K217 und
K219 in p40 und den negativ geladenen Aminosauren E28, D58 und D101 in IL-12RB1 [42]
und zwischen p40 E108 und IL-12RB1 R54 beschrieben [40]. Diese kritischen Aminosauren
wurden nicht naher untersucht, da im Rahmen dieser Doktorarbeit der Fokus nicht auf der
Analyse der Funktionalitdt aller kritischer Aminosauren lag, sondern darauf, durch
Punktmutation beziehungsweise Kombination dieser, eine Zerstérung von site Il zu erreichen
[84].

Die kritischen Aminosauren p40 D36/W37/T38 der site Il sind im humanen p40 konserviert (s.
Abb. A7). Um site Il im humanen IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplex hinsichtlich der
Relevanz von p40 D36/W37/T38 zu charakterisieren, miussten weitergehende funktionelle
Analyse mittels Ba/F3-gp130, die die entsprechenden Rezeptoren exprimieren, durchgefihrt
werden. In vorherigen Arbeiten der AG Scheller wurde gezeigt, dass der humane IL-23R im
Vergleich zum murinen IL-23R Homodimere bildet und durch HIL-23 stimuliert werden kann
[85]. Dies flihrt dazu, dass eine Induktion der Proliferation nicht nur auf eine funktionelle site I
Interaktion zurtickzuflihren ware, sondern auch auf eine Homodimerisierung von IL-23R. Somit
musste zunachst eine Rezeptormutante generiert werden, die keine Homodimere bildet. Die
IL-12 Familie besteht neben IL-12 und IL-23 aus den weiteren Mitgliedern IL-27, IL-35, I1L-39
und IL-Y [6]. Dabei bestehen die Zytokine IL-12, IL-23 und IL-Y aus der B-Untereinheit p40,
wahrend IL-27, IL-35 und IL-39 die B-Untereinheit EBI3 besitzen (s. Tabelle 1) [6]. Einige der
Zytokinrezeptorkomplexe der IL-6/IL-12 Familie sind aktuell noch nicht strukturell
charakterisiert. Trotz der strukturellen Ahnlichkeiten unterscheidet sich der Aufbau des
Zytokinrezeptorkomplexes von IL-6 und IL-12/IL-23 in der Struktur von site Il [34]. Im
Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 nimmt IL-6 eine zentrale Rolle ein und bindet an IL-6Ra (site
l), gp130 (site lla) und den zweiten gp130 Rezeptor (site /lla) [36-38]. Die site Il und /Il wird
zusatzlich durch Bindung von dem IL-6Ra an gp130 (site /lb und 11Ib) stabilisiert [36-38]. Ein
weiteres Mitglied der IL-6 Familie, IL-11, bindet wie IL-6, nach Interaktion mit seinem a-
Rezeptor, IL-11Ra, an ein gp130 Homodimer [86]. Im Gegensatz dazu bindet im
Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 p40, welche dem a-Rezeptor der IL-6 Familie
entspricht, an IL-12Rp1 (site /l). P19 oder p35 sind an dieser Interaktion nicht beteiligt [34].
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Abb. 8: Struktureller Vergleich der site Il in der IL-6/IL-12 Familie. A: Schematische Darstellung des
humanen IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes auf Grundlage von PDB 6WDQ (https://www.rcsb.org/) mit
Hervorhebung der kritischen Aminosauren von site Il. Es interagieren p40 W37 und F82 mit IL-12R[31
Q102, S106, Y109, Q132, Y134 [42]. Abbildung modifiziert nach Glassman et al. [42] B: Schematische
Darstellung des humanen IL-27 Zytokinrezeptorkomplexes auf Grundlage von PDB 8D85
(https://www.rcsb.org/) sowie der kritischen Aminosauren, die bei der site Il Interaktion beteiligt sind. Die
site lla ensteht durch Interaktion von p28 E46, K56, R145, D146, E173 mit WSX-1 K72, R74, R94 und
E95 [37]. Stabilisiert wird diese Interaktion durch Bindung von EBI3 R143, R171 und K194 an WSX-1
D142, E146 und E192 (site IIb) [37]. Abbildung modifiziert nach Zhou et al. [37]. C: Schematische
Darstellung des humanen IL-6 Zytokinrezeptorkomplexes auf Grundlage von PDB 8D82
(https://www.rcsb.org/). Hervorgehoben sind die kritischen Aminosauren von site /l. Die Aminosauren
gp130 W164 und F191 bilden eine aromatische Tasche, mit der die Aminosauren IL-6 Q56, Y59, K55
(Helix A) und Q152, K156, M145, V149, F153 (Helix C) interagieren (site Ila) [37]. Diese Interaktion wird
durch die site IIb stabilisiert: Es binden IL-6Ra R232, D281, W283 an gp130 E235, D276 und R281 [37].
Abbildung modifiziert nach Zhou et al. [37] D: Schematische Darstellung des humanen IL-11
Zytokinrezeptorkomplexes auf Grundlage von PDB 8DPS (https://www.rcsb.org/) mit Hervorhebung der
kritischen Aminosauren von site /l. Am wichtigsten fur die site /la Interaktion ist die Bindung von IL-11
R114 an gp130 W142 und F147 [86]. Weitere beteiligte Aminosauren sind gp130 W142-F147 und Y164-
1172, die mit IL-11 R111, R114, R117 und R118 interagieren (nicht dargestellt) [86]. Diese Interaktion
wird durch die site IIb stabilisiert: IL-11Ra S247, R213, R212 bindet an gp130 S261, R259 und D254
[86]. Abbildung modifiziert nach Zhou et al [37]. Diese Abbildung wurde mithilfe von BioRender.com und
UCSF Chimera erstellt.

Im Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 und IL-11 erfolgt die site /la Interaktion wie auch im
Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 durch hydrophobe Wechselwirkungen [37, 86].
Im humanen Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 bilden die Aminosauren gp130 W164 und F191
eine aromatische Tasche [37]. Diese entsprechen im humanem Zytokinrezeptorkomplex von
IL-11 den kritischen Aminosauren gp130 W142-F147 und Y164-1172 [86]. Die Aminosau-
rereste der aromatischen Tasche interagieren mit Helix A und C von IL-6 (Q56, Y59, K55,
Q152, K156, M145, V149, F153) und IL-11 (R111, R114, R117, R118) (s. Abb. 8C, D). [37,
86]. Die site IIb Interaktion erfolgt im Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 und IL-11 Uber elektro-
statische Wechselwirkungen zwischen IL-6Ra R232, D281, W283 und gp130 E235, D276,
R281 bzw. IL-11Ra S247, R213, R212 und gp130 S261, R259, D254 (s. Abb. 8C, D) [37, 86].
IL-27 ist sowohl Mitglied der IL-12 als auch der IL-6 Familie. IL-27 besteht aus p28 und der [3-
Untereinheit EBI3 (s. Tabelle 1). Im Vergleich zu p40 fehlt in EBI3 die N-terminale Ig-Domane,
die fur die besondere site Il im IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplex bendtigt wird [42].
Deshalb wurde vermutet, dass der Aufbau von site Il im IL-27 Zytokinrezeptorkomplex dem
des IL-6 Zytokinrezeptorkomplexes ahnlich ist [42]. Dies konnte im murinen [81, 82] und
humanen [37, 80] IL-27 Zytokinrezeptorkomplex mittels Cryo-Elektronenmikroskopie, SPR-
Analyse und bio-layer interferometry (BLI) gezeigt werden. Die site Il Interaktion des
Zytokinrezeptorkomplexes von IL-27 basiert ahnlich wie in der IL-6 Familie auf der Interaktion
zwischen p28 und WSX-1 [37]. Es erfolgt zusatzlich eine Stabilisierung durch die site IIb
Interaktion zwischen EBI3 und WSX-1 [37]. Fir die site Ila Interaktion interagieren die A und
C-Helix von p28 mit den N-terminalen Fnlll Domanen von WSX-1 [37, 80, 81]. Diese
Interaktion basiert anders als im Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 und IL-11 auf
Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken [80, 81]. Es binden p28 E46, K56, R145,
D146, E173 an WSX-1 K72, R74, R94, E95 [37]. Im murinen IL-27 Zytokinrezeptorkomplex
konnte gezeigt werden, dass eine hydrophobe Wechselwirkung eine zentrale Rolle von site /la
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einnimmt [81]. p28 Y48 ragt in die Tasche aus folgenden aromatischen Aminosauren in WSX-
1: P153, P152 und W151 (s. Abb. 8B) [81]. Der kritische Aminosaurerest Tyrosin Y48 ist im
IL-6 konserviert: Y31 [38, 81]. Zuséatzlich wird site /la durch die Bindung der D2 von EBI3 an
die D2 von WSX-1 stabilisiert (site /Ib) [82]. Site IIb basiert vor allem auf elektrostatischen
Wechselwirkungen wie in der IL-6 Familie [37]. Dabei interagieren die positiv geladenen
Aminosauren R143, R171, K194 in EBI3 mit den negativ geladenen Aminosauren D142, E146
und E192 in WSX-1 (s. Abb. 8B) [81]. Der Aufbau des IL-27 Zytokinrezeptorkomplexes ahnelt
dem IL-6 Zytokinrezeptorkomplex [38, 80-82]. Site Il im IL-12/IL-23 Zytokinrezeptorkomplex ist
also in der IL-6/IL-12 Familie einzigartig [34, 42, 84]. Durch den heterodimeren Aufbau der
weiteren Zytokine wird wahrscheinlich der Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-Y
dem Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12/IL-23 &hneln und der Aufbau des
Zytokinrezeptorkomplexes von IL-35 und IL-39 dem Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes
von IL-6, IL-11 und IL-27 &hneln. Dies musste nach weiteren Analysen hinsichtlich des in vivo
und in vitro Vorkommens dieser Zytokine genauer untersucht werden [1].

3.7 Klinische Relevanz der charakterisierten site Il von p40

Unsere Erkenntnisse konnten einen neuen Ansatzpunkt flr neue Antikorperstrategien
darstellen.  Aktuell gibt es verschiedene  Mdglichkeiten, um  die IL-23
Zytokinrezeptorkomplexbildung und dessen Signaltransduktion zu inhibieren (s. Abschnitt
1.5.1) [61].

Anti-p19 Antikérper werden bevorzugt verwendet, da nur IL-23 inhibiert wird und diese
effektiver sind [62]. Dies kdnnte daran liegen, dass IL-12 normalerweise die IL-17 Produktion
supprimiert [65]. Durch die Inhibition von IL-12 wirkt dies der Inhibition von IL-23 entgegen
[65]. AuRRerdem kann die Inhibition von IL-12 zu Nebenwirkungen wie schweren Infektionen
fuhren [62]. Zur mdglichst spezifischen Weiterentwicklung von mdglichen therapeutischen
Strategien gegen Autoimmunerkrankungen, bei denen IL-23 involviert ist, sind also vor allem
die genauen Kenntnisse von site /// von Bedeutung.

Glassman et al. zeigten, dass die Kenntnisse Uber den strukturellen Aufbau von site Il auch
fur die Tumortherapie verwendet werden kdnnen [42]. IL-12 férdert durch Aktivierung von T-
Zellen und NK-Zellen die Immunantwort gegen Tumorzellen [59]. Wirde IL-12 systemisch
verabreicht werden, wirden sich starke Nebenwirkungen durch eine starke IFN-y Produktion
ergeben [73]. Glassman et al. entwickelten partielle Agonisten von IL-12 durch Generierung
und Kombination von Alaninmutationen von E81, F82, K106, K217 [42]. Diese binden mit
hoherer Affinitdt an CD8'-T-Zellen als an NK-Zellen. Die Kombination der Mutanten
E81A/F82A und E81A/F82A/K106A zeigte eine Vertraglichkeit im Mausmodell [42].

Die therapeutischen Mdglichkeiten werden sich in Zukunft durch immer genauere strukturelle
Kenntnisse der IL-6/IL-12-Familie weiterentwickeln kénnen.
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7 Anhang

7.1 Alignments

Nachfolgend sind die Alignments von den Zytokinuntereinheiten und Rezeptoren von
humanem und murinem IL-12 und IL-23 dargestellt. Diese wurden mittels uniprot erstellt
(https://www.uniprot.org/).
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Abb. A1: Vergleich der Aminosauresequenz von murinen und humanen p40. Das Signalpeptid
von M1-A22 ist gepunktet unterstrichen. Glassman et al. charakterisierten kritische Aminosauren der
site I W37, F82, H216, K217 und K219, die in rot dargestellt sind [42]. Es wurden Alaninmutationen
generiert, die die Funktionalitdt von IL-12 und IL-23 reduzierten (orange) [42]. Die generierten
Deletionsvarianten AM23-D29 ist blau dargestellt und AY31-T38 ist griin [84]. Die 3 Loops stellen die
Bindungsepitope von Ustekinumab da [67]. Innerhalb der Aminosauresequenz sind die kritischen
Aminosauren von site | in rotumrandet dargestellt. Dies sind D312, Y136, Y268 [28]. Modifiziert nach
Georgy et al. [84].
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Abb. A2: Vergleich der Aminosduresequenz von murinen und humanen p35. Innerhalb der
Aminosauresequenz sind die kritischen Aminosauren von site / in rot und von site /Il in grin dargestellt.
Kritische Aminosaure der humanen site | ist R211 [28, 29] und kritische Aminosauren der humanen site
Il sind Y189 und 1193 [40, 43].
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Abb. A3: Vergleich der Aminosduresequenz von murinen und humanen p19.
Aminosauresequenz sind die kritischen Aminosauren von site /in rot und von site /Il in griin dargestellt.
An der humanen site I ist p19 R178 beteiligt [28] und an der humanen site /Il sind p19 W156, L160 und

L161 beteiligt [43, 46].
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Abb. A4: Vergleich der Aminosduresequenz von murinen und humanen IL-12RB1. Dargestellt ist
ein Ausschnitt der Aminosduresequenz. Innerhalb der Aminosduresequenz sind die kritischen
Aminosauren von site Il in blau dargestellt. Die humane site I/ in IL-12RB1 wird durch die Aminosduren
Q102, S106, V107, L108, Y109, Q132, Y134 gebildet [42].
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Abb. A5: Vergleich der Aminosauresequenz von murinen und humanen IL-12RB2. Dargestellt ist
ein Ausschnitt der Aminosduresequenz. Innerhalb der Aminosduresequenz sind die kritischen
Aminosauren von site Il in grin dargestellt. Aminosduren der humanen site I/l sind F99 und A27 [40].
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Abb. A6: Vergleich der Aminosduresequenz von murinen und humanen IL-23R. Dargestellt ist ein
Ausschnitt der Aminosauresequenz. Innerhalb der Aminosauresequenz sind die kritischen Aminosauren
von site /Il in griin dargestellt. An der humanen site /Il sind G116, Y100, L113 und 128 beteiligt [43].
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Abb. A7: Vergleich der Aminosduresequenzen von p40 von verschiedenen Spezies. Dargestellt
ist ein Ausschnitt des Alignment von p40 von verschiedenen Spezies. Die Aminosduren D36 und W37
sind in den dargestellten Spezies konserviert. Position 38 ist variabler, in den meisten Spezies findet
sich ein Tyrosin wie im Menschen (Markierung). Modifiziert nach Georgy et al. [84].
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Tabelle A1: Ubersicht iiber ausgewihlte Zytokinrezeptorkomplexe der IL-6 Familie.

IL-6 IL-11 CNTF osMm
a-Rezeptor IL-6R IL-11R CNTF-R -
gp130/LIFR
Rezepordimer gp130/gp130 gp130/gp130 gp130/LIFR oder
gp130/0OSMR

IL-6 und IL-11 binden an die nicht-signaltransduzierende a-Rezeptoruntereinheit IL-6R bzw. IL-11R und
interagieren mit einem gp130 Homodimer [37]. CNTF interagiert mit der nicht-signaltransduzierende a-
Rezeptoruntereinheit CNTF-R und mit einem Rezeptorheterodimer bestehend aus gp130 und LIFR [36].
OSM interagiert ebenfalls mit gp130 und einem gp130 dhnlichem Rezeptor (LIFR oder OSMR) [36]. Zur
Bildung des Zytokinrezeptorkomplexes wird kein nicht-signaltransduzierender a-Rezeptor bendtigt [36].
Modifiziert nach Jones und Jenkis [87].
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