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ZUSAMMENFASSUNG 

I 

Zusammenfassung  

Interleukin (IL)-12 und IL-23 sind proinflammatorische Zytokine der IL-12 Familie und sind 
strukturell ähnlich aufgebaut. Allerdings haben sie unterschiedliche Funktionen im 
Immunsystem. Währenddessen IL-12 an der Differenzierung von TH1-Zellen und an der 
Abwehr von Tumorzellen beteiligt ist, spielt IL-23 bei der Regulierung der TH17-Antwort und 
bei der Pathogenese verschiedener Autoimmunkrankheiten eine entscheidende Rolle. 

IL-12 (p35/p40) und IL-23 (p19/p40) bestehen beide aus der gemeinsamen β-Untereinheit p40 
und einer zytokinspezifischen α-Untereinheit, p35 oder p19. Die Signaltransduktion erfolgt 
über den gemeinsamen IL-12 Rezeptor β1 (IL-12Rβ1) und den zytokinspezifischen IL-12 
Rezeptor β2 (IL-12Rβ2) oder IL-23 Rezeptor (IL-23R). Die Signaltransduktion von IL-12 und 
IL-23 führt u.a. zur Aktivierung des JAK-STAT-Weges und MAPK-Weges. In Abwesenheit von 
der α-Untereinheit kann p40 Homodimere bilden, die p80 genannt werden.  

Der Aufbau des IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplex folgt dem site I-II-III Paradigma mit 
einer nicht-kanonischen site II. Im IL-23 Zytokinrezeptorkomplex bindet p19 über site I an p40. 
Die Interaktion von p19 mit dem IL-23R erfolgt über site III.  An site II ist p19 nicht beteiligt. 
Stattdessen interagiert p40 mit IL-12Rβ1. Für site I und site III konnten bereits kritische 
Aminosäuren identifiziert werden. Des Weiteren konnten durch Mutation einzelner kritischer 
Aminosäuren von site I und site III inaktive IL-12 und IL-23 Varianten generiert werden.  

Es konnten bereits kritische Aminosäuren in p40 für die site II Interaktion identifiziert werden: 
H216, K217, K219, W37 und F82. Um eine inaktive IL-23 Variante zu generieren, wurde 
zunächst die N-terminale Domäne von Hyper-IL-23, einem Fusionsprotein aus p19 und p40, 
näher analysiert. Nach der Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit 
konditionierten Zellkulturüberständen der p40-Deletionsvariante ΔM23-P39 im HIL-23 
Fusionsprotein zeigte sich keine Proliferation der Zellen und keine Aktivierung der 
intrazellulären Signalwege. Des Weiteren kann ΔM23-P39 im HIL-23 Fusionsprotein nicht den 
IL-12Rβ1 binden. Daher sollten durch Generierung verschiedener Mutationen die N-
terminalen Aminosäuren von p40 analysiert werden. Durch Punktmutation von Tryptophan 37 
zu Lysin (W37K) in p40 konnte die Proliferation von Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-Zellen 
und die Aktivierung der intrazellulären Signalwege signifikant reduziert werden. Auch konnte 
p40 W37K nicht an IL-12Rβ1 binden. Durch Kombination der Punktmutationen W37K in p40 
mit den benachbarten Aminosäuren D36K und T38K in p40 von HIL-23 und HIL-12 wurden 
inaktive IL-23 und IL-12 Varianten generiert, die weder die zelluläre Proliferation noch die 
Aktivierung von intrazellulären Signalwegen induzieren konnten. Auch wurde keine Interaktion 
mit dem IL-12Rβ1 nachgewiesen. P40 Homodimere, p80, binden mit hoher Affinität an IL-
12Rβ1, allerdings konnte bisher keine funktionelle Aktivität des IL-12Rβ1 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 Aminosäure der site II zwischen p40 und 
dem IL-12Rβ1 bestätigt und die Mutationen p40 D36K/W37K/T38K führte in IL-12, IL-23 und 
p80 zu einer inaktiven Variante. Genaue Kenntnisse über den Aufbau des IL-12 und IL-23 
Zytokinrezeptorkomplexes und für die Interaktion wichtige Aminosäuren können neue 
Ansatzpunkte in der Therapie von Krebs und Autoimmunkrankheiten darstellen. 



SUMMARY 

II 

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 TH1-cells and in defense of tumor cells. IL-23 is important for TH17-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 β-subunit p40 and the specific α- 
subunit p35 or p19.  IL-12 and IL-23 signal via the common IL-12 receptor β1 (IL-12Rβ1) and 
the specific IL-12 receptor β2 (IL-12Rβ2) 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-II-III paradigm with a 
non-canonical site II interaction. In the IL-23 cytokine receptor complex p19 binds to p40 via 
site I and p19 binds to IL-23R via site III. The α-subunit p19 is not part of site II interaction. 
Instead, p40 binds to IL-12Rβ1 via site II. Critical amino acids have been identified for site I 
and III interaction. Point mutations of critical site I and site III amino acids led to inactive IL-12 
and IL-23 variants.  

In p40 critical amino acids for site II interaction have been identified: H216, K217, K219, W37 
and F82. To generate an inactive site II variant, the N-terminal region of Hyper IL-23, a fusion 
protein combining p40 and p19, has been analysed. Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R cells 
did not proliferate and intracellular pathways were not activated after stimulation with p40 
deletion variant ΔM23-P39 in fusion protein HIL-23. In co-immunoprecipitation studies ΔM23-
P39 in HIL-23 does not interact with IL-12Rβ1. 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-12Rβ1-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-12Rβ1. 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-12Rβ1. P40 homodimers, p80, bind with high affinity to IL-12Rβ1. In 
functional analysis, IL-12Rβ1 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 II interaction with IL-
12Rβ1. 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. 
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Abkürzungsverzeichnis 

Δ     Deletion 

AK     Antikörper 

AG     Arbeitsgruppe 

BLI     bio-layer interferometry 

Blimp-1    B-lymphocyte induced maturation protein-1 

bzw     beziehungsweise 

CD     cluster of differentiation 

CHO-Zellen    chinese hamster ovary cells 

CHR     cytokine-binding homology region 

D     Domäne 

DC     dendritic cell 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

EAE     Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

EBI3     epstein-barr virus-induced gene 3 

EM     Elektronenmikroskopie 

ER     Endoplasmatisches Retikulum 

EU    Europäische Union 

Fab                          antigen-binding fragment 

GATA-3              GATA-binding-protein 3 

GH                               growth hormon 

gp                          glycoprotein 

h                          human 

HEK293T              human embryonic kidney cell line, SV40-transformiert 

HIL-23                          Hyper-IL-23 

Ig                          Immunglobulin 

IL                          Interleukin 

IFN-γ                          Interferon-γ 

JAK                          Januskinase 

m                          murin 

MAPK                          mitogen-activated protein kinase 

Nb                          nanobody 

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

NK-Zelle              Natürliche Killerzelle 
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IV 

NO                          Stickstoffmonoxid 

p                          Protein 

PI3K                          Phosphoinositid-3-Kinase 

PKB/AKT              Proteinkinase B 

R                          Rezeptor 

r                          rekombinant 

RORγt                          retinoic acid receptor-related orphan receptor-γt 

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-β                          Transforming growth factor-β 

T-bet                          T-box expressed in T-cells 

TH-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 

 

Aminosäuren werden nach dem Einbuchstabencode abgekürzt. Englische Fachbegriffe 
werden nicht übersetzt und kursiv geschrieben. 

   

  



INHALTSVERZEICHNIS 

V 

Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung ...................................................................................................................... 1 
1.1 Zytokine und ihre Rolle im Immunsystem ........................................................................ 1 
1.2 Überblick über die IL-12 Familie ...................................................................................... 1 
1.3 Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes - Das site I-II-III Paradigma ................................ 3 
1.4 Signaltransduktion von IL-12 und IL-23 ........................................................................... 8 
1.5 Die Rolle von IL-12 und IL-23 im Immunsystem .............................................................. 9 

1.5.1 IL-12 und IL-23 in aktuellen Therapiestrategien ................................................ 11 
1.6 Das p40 Homodimer: Agonist oder Antagonist von IL-12/IL-23? ................................... 12 
1.7 Ziele der Doktorarbeit.................................................................................................... 13 
2 Publikation .................................................................................................................. 15 
2.1 Tryptophan (W) at position 37 of murine IL-12/IL-23 p40 is mandatory for binding to 

IL-12Rβ1 and subsequent signal transduction, Georgy J, Arlt Y, Moll JM, Ouzin M, 
Weitz HT, Gremer L, Willbold D, Grötzinger J, Thives-Kurenbach F, Scheller J, and 
Floss DM. Journal of Biological Chemistry, 297:101295, (2021) ................................... 15 

3 Diskussion ................................................................................................................... 16 
3.1 Die N-terminale Domäne von p40 ist wichtig für site II .................................................. 16 
3.2 Tryptophan (W) 37 in p40 ist wichtig für die site II Interaktion........................................ 17 
3.3 p40 D36K/W37K/T38K führt zu einer inaktiven murinen HIL-23 Variante ...................... 19 
3.4 p40 D36K/W37K/T38K führt zu einer funktionellen Inaktivierung von HIL-12 ................ 21 
3.5 p40 D36/W37/T38 ist für die Bindung von p80 an IL-12Rβ1 wichtig .............................. 22 
3.6 Struktureller Vergleich der site II innerhalb der IL-6/IL-12 Familie ................................. 22 
3.7 Klinische Relevanz der charakterisierten site II von p40 ................................................ 26 
4 Literaturverzeichnis .................................................................................................... 27 
5 Abbildungsverzeichnis ............................................................................................... 33 
6 Tabellenverzeichnis .................................................................................................... 34 
7 Anhang ........................................................................................................................ 35 
7.1 Alignments .................................................................................................................... 35 
7.2 Nutzungsrechte der Publikation .................................................................................... 44 
8 Danksagung ................................................................................................................ 45 

 



EINLEITUNG 

1 

1 Einleitung 

1.1 Zytokine und ihre Rolle im Immunsystem 

Das menschliche Immunsystem wird durch vielfältige Zellkommunikation mittels Zell-Zell-
Interaktionen und löslichen 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 Klassifikation nach ihren Rezeptoren werden sieben Zytokinfamilien 
unterschieden: Rezeptortyrosinkinase, Klasse I/II Zytokinrezeptoren, Tumornekrosefaktor-
Rezeptorfamilie, IL-1/Toll-like-Rezeptorfamilie, IL-17 Rezeptorfamilie, Serin/Threonin-Kinasen 
und die Chemokine [4]. Die größte Familie ist die Familie der Klasse I Zytokinrezeptoren, die 
auch Hämatopoetinfamilie genannt wird [2, 4]. Zu dieser Familie zählt auch die Interleukin (IL)-
12 Familie [4]. 

1.2 Überblick über die IL-12 Familie 

Kennzeichnend für 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 Ähnlichkeiten zu der IL-6 Familie, wird die IL-12 Familie häufig mit 
der IL-6 Familie zusammengefasst und als IL-6/IL-12 Familie bezeichnet [5].  

Tabelle 1: Die Mitglieder der IL-12 Familie.  

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

Die murine IL-12 Familie besteht aktuell aus fünf 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 α- (p19, p28, p35) 
und einer β-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 α-Untereinheit p28 und der β-Untereinheit p40 [19, 20]. 
Ebenso wird die Existenz von IL-39 diskutiert, welches zunächst nur in B-Zellen von Mäusen 
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]. 

                α-Untereinheit 
  p35 p19 p28 

β-Untereinheit 
p40 IL-12 IL-23 IL-Y 
EBI3 IL-35 IL-39 IL-27 
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Abb. 1: Übersicht über 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-12Rβ1 und IL-12Rβ2 [11, 
24]. IL-23 besteht aus den Untereinheiten p19 und p40 und interagiert mit den Rezeptoren IL-12Rβ1 
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 mögliche Rezeptorkomplexe identifiziert werden: WSX-1/IL-12Rβ2, 
gp130/IL-12Rβ2, IL-12Rβ2/IL-12Rβ2 und gp130/gp130 [27]. IL-39 besteht aus den Untereinheiten p19 
und EBI3 und bindet an die Rezeptoren gp130 und IL-23R [20]. Ig-ähnliche Domänen sind als 
Sechsecke und Fibronektin Typ III Domänen 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 α-Untereinheiten p19 und p35 stellt ein α-helikales Vier-Helix-
Bündel mit einer up-up-down-down Topologie dar [3]. Die Bündel stehen über Schleifen 
miteinander in Verbindung [28]. Beide Proteine weisen eine zu 15% übereinstimmende 
homologe Aminosäuresequenz auf [2, 28]. 

Die gemeinsame β-Untereinheit von IL-12 und IL-23 ist p40, welche β-Faltblattstrukturen 
aufweist. P40 zeigt eine strukturelle Ähnlichkeit mit den extrazellulären Domänen der Klasse 
I/II Zytokinrezeptoren [21]. Die Domäne D1 von p40 ist eine Immunglobulin-ähnliche (Ig-
ähnliche) Domäne, D2 und D3 sind Fibronektin Typ III Domänen und bilden die cytokine- 
binding homology region (CHR) zur Bindung an p19 oder p35 [3, 29]. Innerhalb der Domäne 
D2 befinden sich konservierte Cysteinreste, welche für die Ausbildung von Disulfidbrücken 
verantwortlich sind [3]. Die Domäne D3 enthält das konservierte WSXWS Motiv (Tyr-Ser-X-
Try-Ser), welches u.a. die Tertiärstruktur stabilisiert [3]. Das X entspricht einer variablen 
Aminosäure [3]. Die konservierten Cysteinreste und das WSXWS Motiv sind typische 
Merkmale für Klasse I Zytokinrezeptoren [4]. Die jeweiligen α und β-Untereinheiten von IL-12 
und IL-23 werden durch Disulfidbrücken verbunden [3, 19, 28]. Die Disulfidbrücken werden 
zwischen humanem p40 C199 und p35 C96 oder p19 C73 ausgebildet [2].  

Folgende Rezeptoren werden von Zytokinen der IL-12 Familie genutzt: IL-12Rβ1, IL-12Rβ2, 
IL-23R, WSX-1 sowie gp130 [30]. Der Rezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 besteht aus dem 

IL-35 IL-39IL-27

p35

p40

p35

EBI3 EBI3

p19

EBI3

p28

p40

p19

IL-12 IL-23

IL-12Rβ1           IL-12Rβ2           IL-23R           gp130           WSX-1
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IL-12Rβ1 und jeweils einem zytokinspezifischen Rezeptor: dem IL-12Rβ2 und dem IL-23R [12, 
24, 25, 31]. Die Rezeptoren sind Typ I Rezeptoren mit einem extrazellulären N-Terminus und 
einem intrazellulären C-Terminus [32]. Extrazellulär besitzen die Rezeptoren eine cytokine- 
binding homology region (CHR), die aus zwei Fibronektin Typ III Domänen besteht [4]. Der IL-
12Rβ1 besteht ebenfalls wie Glykoprotein (gp) 130 und der IL-12Rβ2 aus fünf Fibronektin Typ 
II und III Domänen, allerdings hat der IL-12Rβ1 keine Ig-ähnliche Domäne [31, 33]. Der IL-23R 
besitzt statt drei Fibronektin Typ III Domänen eine unstrukturierte stalk Region (s. Abb. 1) [25, 
33].  

1.3 Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes - Das site I-II-III Paradigma 

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

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

Dieses Paradigma lässt sich auf die IL-6 Familie übertragen [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 Übersicht über einige Zytokine der 
IL-6 Familie und deren Rezeptoren dargestellt (s. Tabelle A1). Es konnte für 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 für die IL-6 Familie ist die zusätzliche site III [38]. Dabei interagiert die Spitze 
des helikalen Zytokins mit der Ig-ähnlichen Domäne eines Rezeptors und bildet so einen 
Zytokinrezeptorkomplex entsprechend dem site I-II-III Paradigma [38]. Grundsätzlich zeigte 
sich für das site I-II-III Paradigma, dass das Zytokin über site I an seinen nicht-
signaltransduzierenden α-Rezeptor (IL-6Rα, IL-11Rα, EBI3 und CNTFRα) bindet, um 
anschließend die jeweiligen signaltransduzierenden β-Rezeptoren (gp130, LIFR, WSX-1 und 
OSMR) binden zu können (site II, site III) [36, 37]. In dem Zytokinrezeptorkomplex von IL-6, 
IL-11 und IL-27 ist die site II und III zweiteilig aufgebaut (site II/IIIa und II/IIIb) [36-38]. 
Besonderheiten im Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes zeigen sich bei CNTF und CLCF1 
durch eine fehlende site IIIb und bei α-Rezeptor-unabhängigen 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: Überblick über die Entwicklung des site I-II-III Paradigmas. A: Das site I-II Paradigma wurde 
zunächst für das growth hormon als Mitglied der Hämatopoetinfamilie beschrieben. Dabei interagiert 
das growth hormon über site I und II mit zwei growth hormon Rezeptoren [32, 35]. Modifiziert nach 
Grötzinger [32]. B: Dieses Paradigma konnte auf IL-6 übertragen werden. IL-6 nimmt im 
Zytokinrezeptorkomplex eine zentrale Rolle ein und interagiert über site I mit IL-6R, über site II mit gp130 
und über site III 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 übertragen lässt. Dabei 
übernimmt p19 die zentrale Rolle im Zytokinrezeptorkomplex und interagiert über site I mit p40, über 
site II mit IL-12Rβ1 und über site III mit IL-23R [28]. Modifiziert nach Scheller et al. [40]. D: Experimentell 
konnte bestätigt werden, dass site I zwischen p19 und p40 und die site III zwischen p19 und IL-23R 
ausgebildet wird. Des Weiteren konnte eine site II identifiziert werden. Hierbei interagiert p40 mit IL-
12Rβ1 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-
nächst bindet IL-6 über site I an IL-6Rα. Anschließend  interagiert Helix A und C von IL-6 mit 
gp130 (site IIa) [37]. Diese Interaktion wird durch die site IIb Interaktion von IL-6Rα mit gp130 
stabilisiert [37]. Helix D von IL-6 bindet anschließend über site IIIa an den zweiten gp130 
Rezeptor [37]. Auch diese Interaktion wird durch eine site IIIb Interaktion zwischen der Domäne 
2 von IL-6Rα und der Spitze von gp130 stabilisiert [37].  

2008 postulierten Lupardus und Garcia, dass sich das site I-II-III Paradigma von dem 
Zytokinrezeptorkomplex der IL-6 Familie auf die IL-12 Familie aufgrund der strukturellen 
Ähnlichkeit übertragen lässt [28]. Demnach wurde hier die Hypothese aufgestellt, dass p19 als 
Zytokin zunächst über site I an p40, den α-Rezeptor, bindet [28]. Die Helix A und B von p19 
interagieren anschließend mit der site II von IL-12Rβ1, sodass die Helix D von p19 für die site 
III Interaktion an IL-23R bindet (s. Abb. 2C) [28]. 2015 konnten Schröder et al. für IL-23 zeigen, 
dass zwar über die site I p40 und p19 miteinander interagieren und die site III für die Bindung 
zwischen p19 und IL-23R verantwortlich ist, jedoch p19 nicht an der site II des IL-23 
Zytokinrezeptorkomplexes beteiligt ist [34]. Stattdessen wird die site II Interaktion zwischen 
D1D2p40 und IL-12Rβ1 ausgebildet [34]. Dieses experimentell validierte Paradigma lässt sich 
auf den Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 übertragen (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-12Rβ1 gelb und IL-23R rot gefärbt. Die kritischen Aminosäuren des site I-II-III 
Paradigmas sind ebenfalls abgebildet. Site I: Kritisch für site I ist die Guanidinogruppe von Arginin (R) 
178 in p19. Diese bildet eine Salzbrücke zu D312 in p40 und Wasserstoffbrückenbindungen zu Y136, 
D312 und Y268 von p40 aus [28, 29]. Site II: Es interagieren p40 W37 und F82 mit IL-12Rβ1 Q102, 
S106, Y109, Q132, Y134 [42]. Site III: Die kritischen Aminosäuren in IL-23R G116, Y100, L113 und I28 
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 
Domäne 2 und die Schleifen 5 und 6 von Domäne 3 von p40 mit den Helices A und D, sowie 
einem Teil der AB-Schleife von p19 und bilden so die site I [28]. Die an site I beteiligten 
Aminosäuren in p40 bilden eine Bindungstasche, an dessen Basis die kritische Aminosäure 
D312 liegt [28]. In diese Bindungstasche ragt Helix D von p19 [28]. Kritisch für site I in p19 ist 
die Guanidinogruppe von Arginin (R) 178 [28]. Diese bildet eine Salzbrücke zu D312 in p40 
sowie Wasserstoffbrückenbindungen zu Y136, D312 und Y268 in p40 aus (s. Abb. 3 site I) 
[28]. In der Bindungstasche von p40 befinden sich außerdem die aromatischen Aminosäuren 
Y134 und Y315, die durch Van-der-Waals-Kräfte mit den Helices A und D von p19 interagieren 
[28]. Des Weiteren wird site I in der Peripherie der Interaktionsfläche durch Wasserstoffbrück-
enbindungen zwischen p19 und p40 stabilisiert [28]. Die kritischen Aminosäuren sind im 
murinen IL-23 Zytokinrezeptorkomplex konserviert (s. Abb. A1, Abb. A3). Durch Generierung 
von Punktmutationen der Aminosäuren I176, A178, R179 in murinen p19 und Y265, Y318 in 
murinen p40 konnten inaktive IL-23 Varianten generiert werden [34]. 

Die site I Interaktion im IL-12 Zytokinrezeptorkomplex basiert auf dem oben beschriebenen 
Prinzip [44]. P19 ist im Vergleich zu p35 räumlich näher zu Domäne 2 von p40 gedreht [28]. 
Dies führt 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 Aminosäure Arginin: hp35 R211 oder mp35 R207 
hinein (s. Abb. A2) [28, 29]. Durch Mutagenesestudien konnte die funktionelle Relevanz der 
kritischen Aminosäuren in p40 für die site I Interaktion mit p35 entschlüsselt werden: Y136, 
Y268, Y314 und Y315 [29].  

IL-12Rβ1 bindet mit der CHR an die Rückseite von Domäne 1 und 2 von p40 und bildet so site 
II [42]. Die site II Interaktion basiert auf der Bindung der positiv geladenen Aminosäuren H216, 
K217 und K219 in p40 an die negativ geladenen Aminosäuren E28, D58 und D101 in IL-12Rβ1 
[42]. Des Weiteren bilden die aromatischen Aminosäuren W37 und F82 in p40 ein 
hydrophobes Areal, das von den polaren Aminosäuren Q102, S106, Y109, Q132, Y134 in IL-
12Rβ1 umgeben ist [42]. Auf diese Weise werden zwischen der Untereinheit p40 und dem IL-
12Rβ1 Wasserstoffbrückenbindungen ausgebildet (s.Abb. 3 site II) [42]. Durch eine Analyse 
des Strukturmodells des IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes wurde eine weitere Interaktion 
postuliert. Diese befindet sich zwischen der Aminosäure E108 von p40 und der Aminosäure 
R54 von IL-12Rβ1 [40]. Schröder et al. konnten durch Kombination der Punktmutationen der 
Aminosäuren V116E/L117E/S118E und V116E/L117E/S118E/Y143E in murinem IL-12Rβ1 
die Interaktion von IL-12Rβ1 mit p40 inhibieren [34]. Diese Aminosäuren entsprechen in 
humanem IL-12Rβ1 den kritischen Aminosäuren V107, L108, Y109 und Y134 (s. Abb. A4) 
[42].  

Die site III wird durch Interaktion von der AB-Schleife und den Helices B und D von p19 mit 
der N-terminalen Ig-Domäne von IL-23R gebildet [43, 45]. Im Zentrum von site III des humanen 
IL-23 Zytokinrezeptorkomplexes steht der Indolring von Tryptophan W156 in p19 [46]. Eine 
weitere kritische Aminosäure im humanen p19 ist L160 [46]. Die hydrophoben Aminosäuren 
W156, L160 und L161 von p19 interagieren mit den kritischen Aminosäuren von IL-23R G116, 
Y100, L113 sowie I28 (s. Abb. 3 site III) [43]. Eine weitere hydrophobe Wechselwirkung wird 
zwischen p19 L56 und IL-23R T102 ausgebildet [40]. Im murinen IL-23 
Zytokinrezeptorkomplex sind folgende kritische Aminosäuren konserviert: p19 W157, L161 
und IL-23R L113 und I28. An der Position von Y100 befindet sich im murinen IL-23R die 
Aminosäure H77, welche aber nicht mit L161 in der Untereinheit p19 interagiert (s. Abb. A3, 
Abb. A6) [43]. Die daraus resultierende Schlussfolgerung war, dass im murinen IL-23 
Zyokinrezeptorkomplex zur Generierung einer funktionell inaktiven Variante nur die 
Aminosäure W157 in p19 mutiert werden muss [43]. Im humanen IL-23 führt 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 Aminosäure im Zentrum 
der site III Interaktion: hp35 Y189 und mp35 Y185 (s. Abb. A2) [40, 43]. Hierbei bildet Y189 
zusammen mit I193 in p35 eine hydrophobe Tasche [40]. IL-12Rβ2 F99 und A27 ragen in 
diese Tasche und interagieren mit dieser [40, 45]. Sie entsprechen Y100 und I28 in IL-23R 
[40]. Außerdem interagiert Y189 mit IL-12Rβ2 G115, Q112 und V100 (s. Abb. A5) [2].  Im 
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Vergleich zu IL-23R ist die N-terminale Domäne von IL-12Rβ2 kürzer und interagiert nur mit 
der Spitze der Helix D von p35 [45]. Zusätzlich zu den Interaktionen der N-terminalen Domäne 
von IL-12Rβ2 wurde eine weitere Interaktion von p35 mit Domäne 2 von IL-12Rβ2 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 Konformationsänderung in p40 und p35 stattfindet [45]. Auch im IL-23 
Zytokinrezeptorkomplex findet eine Konformationsänderung von p19 statt. Allerdings ist diese 
im Vergleich zu p35 weniger ausgeprägt [45].  Die genauen strukturellen Kenntnisse über den 
Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes sind essenziell, um neue Ansätze für 
Therapiemöglichkeiten zu entwickeln. 

1.4 Signaltransduktion von IL-12 und IL-23 

Die Signaltransduktion der IL-12 Familie erfolgt u.a. über den JAK-STAT-Weg [2, 47]. Da die 
Rezeptoren IL-12Rβ1, IL12Rβ2 sowie IL-23R als Typ I/II Rezeptoren keine intrinsische 
Kinaseaktivität besitzen, werden zur Signaltransduktion die assoziierten Tyrosinkinasen 
Januskinasen 2 (JAK2) und Tyrosinkinase 2 (TYK2) benötigt [2].  TYK2 interagiert mit dem IL-
12Rβ1 und JAK2 mit IL-12Rβ2 bzw. IL-23R [2, 25]. Die IL-12 Rezeptoren assoziieren mit den 
Tyrosinkinasen über die klassischen Box1 und Box2 Motive [48]. Die identifizierte JAK2-
Bindungsseite in IL-23R zeigt keine Ähnlichkeit 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 intrazellulären Domäne des Rezeptors [49]. An diese 
phosphorylierten Aminosäurereste können die STATs (Signal Transducers and Activators of 
Transcription) über die Src homology 2 (SH2) Domäne binden und werden ebenfalls durch die 
JAKs phosphoryliert [49]. Durch die Phosphorylierung wird die Dimerisierung von 
verschiedenen STATs induziert [50]. IL-12 und IL-23 aktivieren STAT1, STAT3, STAT4 und 
STAT5, wobei IL-12 am stärksten 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-γt (RORγt), 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-κB) und GATA binding protein 3 (GATA-3) [47].  
An die phosphorylierten Tyrosine in der intrazellulären Domäne des Rezeptors können 
Proteine mit SH2 oder Phosphotyrosinbindungsdomänen binden [51]. Dadurch können 
weitere Signalwege wie der mitogen-activated protein-Kinase-Weg (MAPK-Weg), 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) /Proteinkinase B (AKT)-Weg und NFκB-Weg aktiviert 
werden [2, 51]. Die NFκB-Familie reguliert die Expression von Genen, die an Immunantwort, 
Entzündungen 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 PI3K/AKT-Weges wird Zellproliferation, Zellwachstum und Zelldifferenzierung 
induziert [53]. 

Der JAK-STAT Weg wird durch suppressors of cytokine signaling (SOCS) Proteine reguliert 
[3]. Diese können ebenfalls über ihre SH2 Domäne 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 für 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 ähnlich aufgebaut und wirken regulatorisch in der 
Immunantwort [2]. Allerdings haben sie unterschiedliche Funktionen [2]. 

T-Zellen entstehen aus Vorläuferzellen 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 sekundären Lymphgewebe wie zum 
Beispiel Lymphknoten [55]. Nach Präsentation des Antigens durch antigenpräsentierende 
Zellen werden naive cluster of differentiation (CD)4+-T-Zellen aktiviert und sind in der Lage, 
sich in Abhängigkeit von Zytokinen in Effektorzellen zu differenzieren [56]. IL-12 induziert die 
Proliferation von aktivierten T-Zellen und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) [57]. Zudem 
fördert es die Differenzierung von naiven CD4+-T-Zellen zu TH1-Zellen [57]. Da die IL-12 
Rezeptoren hauptsächlich auf aktivierten T-Zellen und NK-Zellen exprimiert werden, wird die 
Differenzierung der CD4+-T-Zellen durch Interferon-γ (IFN-γ) induziert [58, 59]. IFN-γ aktiviert 
seinerseits STAT1 und führt zur Expression des Transkriptionsfaktors T-bet [59]. T-bet 
induziert die Expression von IL-12Rβ2 [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 führt zur klonalen Expansion von TH1-
Zellen, die IFN-γ sezernieren (s. Abb. 4) [59]. IFN-γ fördert wiederum die Sekretion von IL-12 
durch antigenpräsentierende Zellen, sodass die TH1-Antwort durch einen positiven 
Feedbackmechanismus verstärkt wird [59]. IL-12 induziert auf diese Weise eine effektive 
Immunantwort gegen Bakterien, intrazelluläre Protozoen und Pilze [59]. IFN-γ, welches durch 
IL-12 aktiviert wird, wirkt toxisch auf Tumorzellen und verhindert die Neoangiogenese von 
Gefäßen zur Tumorversorgung [59]. So ist IL-12 also auch wichtig bei der Tumorabwehr [59].  
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Abb. 4: Differenzierung von naiven CD4+-T-Zellen zu TH1-Zellen und TH17-Zellen.  Die initiale 
Differenzierung zu TH1-Zellen wird durch IFN-γ induziert [59]. Durch Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors T-bet wird IL-12Rβ2 exprimiert [59]. Die Signaltransduktion von IL-12 und 
Phosphorylierung von STAT4 führt zur klonalen Expansion von TH1-Zellen [59].  Diese sind an der 
Immunantwort gegen intrazelluläre Erreger und an der Tumorabwehr beteiligt [59]. 
Die initiale Differenzierung zu TH17-Zellen wird durch IL-6, IL-21 und TGF-β induziert [60]. Durch 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors RORγt wird der IL-23R auf der Oberfläche von TH17-Zellen 
exprimiert [60]. Die Signaltransduktion von IL-23 und die Phosphorylierung von STAT3 führen zur 
klonalen Expansion der TH17-Zellen [60].  Diese sind an der Immunantwort gegen extrazelluläre 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 TH17-Zellen beteiligt [60]. 
Hauptsächlich auf aktivierten T-Zellen, Gedächtniszellen und NK-Zellen wird IL-23R dabei 
exprimiert [41]. Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT3 und RORγt führt zur 
Expression des IL-23R [60]. Die Expression von STAT3 und RORγt wird durch IL-6 und IL-21 
induziert [60]. Transforming growth factor-β (TGF-β) induziert in geringen Konzentrationen 
ebenfalls RORγt [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 TH17-Zellen [56]. Die Signaltransduktion von IL-23 führt zu 
einer Induktion von RORγt, sodass es durch diesen positiven Feedbackmechanismus zu einer 
verstärkten Expression des IL-23R kommt [60]. Die TH17-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 extrazelluläre Bakterien [56]. Auch konnte gezeigt werden, dass IL-23 
an Autoimmunerkrankungen beteiligt ist [60], da p19-defiziente Mäuse aufgrund der fehlenden 
TH17-Zellen resistent gegen experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) sind [56]. 
Zusätzlich wurden verschiedene Autoimmunkrankheiten wie Psoriasis, rheumatoide Arthritis 
und Morbus Crohn mit einer Überproduktion von TH17-Zellen assoziiert [56]. 
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1.5.1 IL-12 und IL-23 in aktuellen Therapiestrategien 

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

 
Abb. 5: IL-12 und IL-23 in aktuellen Therapiestrategien. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, die 
Ausbildung des Zytokinrezeptorkomplexes zu inhibieren: Antikörper 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 Antikörpern zählen Guselkumab, Tildrakizumab, Risankizumab, Mirkizumab und 
Brazikumab. Die klinischen Studien bezüglich Brazikumab wurden eingestellt [63]. p19 spezifische 
Nanobodies sind Nb37D5 und Nb124C4 [62, 64, 65]. Des Weiteren wurden Antikörper (Ustekinumab) 
und Nanobodies (Nb22E11 und Nb80D10) entwickelt, die an p40 binden [61]. Eine weitere Möglichkeit 
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 Antikörper, die zugelassen wurden, war Ustekinumab 
(Zulassung 2009 in der EU und USA) [67-69]. Dies ist ein humaner IgG1κ-Antikörper, der zur 
ersten Generation gehört und an die Domäne 1 von p40 bindet [66, 67]. Dadurch inhibiert 
Ustekinumab die Signaltransduktion von IL-12 und IL-23 (s. Abb. 5) [67]. Dieser Antikörper 
wurde zunächst für Psoriasis und Psoriasis Arthritis zugelassen und später auch für Morbus 
Crohn und Colitis ulcerosa. Bei moderater bis schwerer Colitis ulcerosa zeigte sich im 
Vergleich zu TNF-α Blockern ein positiver Effekt mit verbessertem Nebenwirkungsprofil [70].  

Des Weiteren wurden verschiedene Antikörper 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 
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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 für Psoriasis zugelassen [65, 68, 69].  Risankizumab und Guselkumab 
binden mit einer höheren Affinität an IL-23 als Tildrakizumab und blockieren die Bindung von 
IL-23 an IL-23R und die terminale Differenzierung von TH17-Zellen vollständig [65]. 
Mirikizumab ist für die Behandlung von Colitis ulcerosa und Morbus Crohn zugelassen [70]. 
Eine weitere Möglichkeit zur Inhibition von Zytokinen ist die Verwendung von small molecules, 
zum Beispiel nanobodies [62]. Nanobodies bestehen im Gegensatz zu monoklonalen 
Antikörpern nur aus dem variablen Teil einer schweren Kette, die sich von Kamelantikörpern 
(heavy chain only Antikörper) ableiten [71]. Nanobodies sind im Vergleich zu monoklonalen 
Antikörpern 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 für die therapeutische Anwendung 
zugelassen werden [68, 69]. Bereits 2020 konnte ein trivalenter anti-TNFα-Nanobody 
(Ozoralizumab) in Japan zugelassen werden [72]. 

Eine weitere Möglichkeit 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 entzündlichen 
Darmerkrankungen in klinischen Studien [66]. 

In klinischen Studien bezüglich der Verwendung von IL-12 in der Therapie von Tumoren 
zeigten sich bei klinischer Anwendung von rekombinanten IL-12 (remIL-12) schwere 
unerwünschte Wirkungen wie zum Beispiel hämorrhagische 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 α-Untereinheiten p35 und p19 werden nur in Anwesenheit von p40 sezerniert [21]. Liegt 
die α-Untereinheit ungebunden vor, wird diese im endoplasmatischen Retikulum (ER) durch 
Chaperone abgebaut [21]. In Abwesenheit von p35 und p19 können p40 Homodimere gebildet 
werden (p80) [74]. Die beiden p40 Untereinheiten sind über Disulfidbrücken 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 zunächst vermutet, dass die Signaltransduktion von 
p80 über ein Dimer aus zwei IL-12Rβ1 erfolgt  [76]. Allerdings konnte bis jetzt keine Aktivität 
des IL-12Rβ1 Homodimers in funktionellen Analysen nachgewiesen werden [77].  Auf 
zellulärer Ebene inhibiert p80 die Aktivität von T-Zellen und NK-Zellen und dadurch die IFN-γ 
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-12Rβ1 den NFκB-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 entzündlichen ZNS-
Krankheiten spielt, da p40 bei diesen überexprimiert 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 Antikörper, der 
zum Beispiel in der Therapie von rheumatischen Erkrankungen oder chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen verwendet wird, wurde ohne genaue Kenntnisse über den strukturellen 
Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12 und IL-23 entwickelt [61]. Ziel dieser 
Doktorarbeit war es daher, durch Charakterisierung von kritischen Aminosäuren der site II 
Interaktion zwischen p40 und IL-12Rβ1 den Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes zu 
vervollständigen, um neue Therapieansätze zu finden. 

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

Durch die strukturellen Ähnlichkeiten zum IL-6 Zytokinrezeptorkomplex wurde vermutet, dass 
die N-terminale Domäne von p40 relevant für site II ist [39]. Aufgrund dieser Vermutung werden 
verschiedene Deletionsvarianten sowie anschließende Punktmutationen in der N-terminalen 
Domäne des murinen HyperIL-23 (HIL-23) generiert. Diese werden in eukaryotischen Zellen 
exprimiert und mittels Co-Immunpräzipitation, Zellviabilitätsanalyse und Analyse der aktivier-
ten Signalwege nach Zytokinstimulation untersucht. Zur funktionellen Analyse werden Ba/F3-
gp130 Zellen genutzt, die nach bereits erfolgter retroviraler Transduktion, die beiden 
Rezeptoren auf ihrer Oberfläche exprimieren [54]. 

IL-12 und IL-23 bestehen beide aus der β-Untereinheit p40 [2, 12]. Mit dem oben beschrie-
benen Vorgehen soll daher überprüft werden, ob die kritischen Aminosäuren des Zytokin-
rezeptorkomplexes von IL-23 denen des murinen IL-12 entsprechen. P40 wird unabhängig 
von p35 und p19 sezerniert [21] und ist in der Lage, Homodimere (p80) zu bilden [74], die 
unter bestimmten Bedingungen antagonistische Effekte aufweisen können [75]. Die 
Signaltransduktion von p80 erfolgt wahrscheinlich über IL-12Rβ1 [76]. Es soll analysiert 
werden, ob die kritischen Aminosäuren des murinen IL-23 ebenfalls für die Interaktion 
zwischen p80 und IL-12Rβ1 verantwortlich ist, auch wenn bis jetzt nicht nachgewiesen werden 
konnte, dass das IL-12Rβ1 Homodimer funktionell aktiv ist [77].  
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Während der experimentellen Analysen identifizierten Glassman et al. verschiedene kritische 
Aminosäuren der site II mittels Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM), wobei sie jedoch nicht 
näher auf ihre Funktionalität eingingen [42]. Schröder et al. und Esch et al. zeigten für IL-12 
und IL-23 bei der Charakterisierung der site I und III, dass die Mutation einzelner kritischer 
Aminosäuren ausreichend ist, um eine funktionell inaktive IL-12 bzw. IL-23 Variante zu 
generieren [34, 43]. Deshalb werden einzelne kritische Aminosäuren in der N-terminalen 
Domäne von p40 näher auf ihre Funktionalität analysiert, um neue Ansatzpunkte für klinische 
Therapien zu finden.  
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3 Diskussion 

IL-12 und IL-23 sind heterodimere Zytokine, die beide eine gemeinsame β-Untereinheit p40 
besitzen, jedoch unterschiedliche Funktionen im Immunsystem aufweisen [2]. Während IL-12 
wichtig für die Abwehr von intrazellulären Pathogenen und an der Tumorzellbekämpfung 
beteiligt ist [59], spielt IL-23 eine große Rolle für die Abwehr extrazellulärer Bakterien, Pilze 
und in der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten [56]. Daher sind IL-12 und IL-23 wichtige 
Angriffspunkte in der Antikörpertherapie [67]. Für zielgerichtete Therapien in der Medizin ist es 
wichtig, den genauen Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes zu kennen [4]. 

3.1 Die N-terminale Domäne von p40 ist wichtig für site II  

Der Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12 und IL-23 erfolgt nach dem site I-II-III 
Paradigma [34]. Dabei bindet p19 zunächst an p40 und bildet so site I [34]. Site II repräsentiert 
die Interaktion zwischen p40 und IL-12Rβ1 und p19 interagiert über site III mit dem IL-23R 
[34]. Dieses site I-II-III Paradigma wurde von der IL-6 Familie abgeleitet, wobei site II 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 über site I mit dem IL-6Rα, über site II mit 
der CHR von gp130 und über site III mit der Ig-ähnlichen Domäne 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-III Paradigma der IL-6 Familie [80-82]. Dabei interagiert p28 über site 
I mit EBI3, p28 über site IIa mit WSXWS type I cytokine receptor (WSX-1) und p28 über site 
III mit gp130 [80-82]. Die site II Interaktion wird durch die Bindung von EBI3 an WSX-1 
stabilisiert (site IIb) [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 II benötigt 
[39, 80-82]. 

2015 konnte Schröder et al. zeigen, dass die Deletionsvariante p40 ΔD3 in der Co-
Immunopräzipitation IL-12Rβ1 präzipitieren kann. Die Deletionsvariante p40 ΔD1 hingegen 
kann IL-12Rβ1 nicht präzipitieren [34]. Es wurde daher vermutet, dass die kritischen 
Aminosäuren von site II im N-terminalen Bereich der Domäne 1 von p40 liegen.  Anhand von 
Strukturanalyse durch Prof. Grötzinger wurden vier verschiedene Deletionsvarianten ΔM23-
D29, ΔM23-E34, ΔM23-P39 und ΔY31-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 über einen flexiblen Linker 
verbunden sind [83]. Durch Verwendung von Hyperzytokinen wird u.a. verhindert, dass sich 
p40 Homodimere bilden, die antagonistische Eigenschaften haben können [84]. Außerdem 
wurde für Hyper IL-6, welches aus IL-6 und löslichem sIL-6Rα besteht, gezeigt, dass im 
Vergleich zur Verwendung von IL-6 niedrigere Konzentrationen zur Stimulation notwendig sind 
[83].  Nach Transfektion in CHO-Zellen wurde der Zellkulturüberstand verwendet, um Ba/F3-
gp130 Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren funktionell zu analysieren. Die Zellen sind 
nur in der Lage, intrazelluläre Signalwege zu aktivieren und zu proliferieren, wenn die 
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Deletionsvarianten noch mit IL-12β1 interagieren. Die Analyse der Aktivierung der 
intrazellulären Signalwege wurde hinsichtlich des JAK-STAT-Weges und des MAPK-Weges 
durchgeführt. Die Deletionsvarianten wurden zudem mittels Co-Immunopräzipitation 
analysiert. Hierfür wurden die cDNAs der Deletionsvarianten, welche alle einen FLAG-Tag 
besitzen und die cDNAs von IL-12Rβ1 in HEK293T-Zellen transfiziert. Nach Lyse der Zellen 
wurde das Lysat einer Deletionsvariante mit dem Lysat mit IL-12Rβ1 gemischt. Durch Zugabe 
von FLAG-Beads binden die Deletionsvarianten durch den FLAG-Tag an diese. IL-12Rβ1 kann 
nur durch die Deletionsvariante präzipitiert werden, wenn eine funktionelle site II ausgebildet 
wird. 

Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit den Deletionsvarianten HIL-
23 ΔM23-E34, ΔM23-P39 und ΔY31-T38 zeigte keine Aktivierung der intrazellulären 
Signalwege und Proliferation [84]. Im Gegensatz dazu konnte durch Stimulation von Ba/F3-
gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit der Deletionsvariante HIL-23 ΔM23-D29 eine 
Proliferation der Zellen und Aktivierung der intrazellulären Signalwege induziert werden [84]. 
Dieses Ergebnis wurde mittels Co-Immunpräzipitation bestätigt [84]. Dabei konnte IL-12Rβ1 
nur durch die Deletionsvariante HIL-23ΔM23-D29 präzipitiert werden [84]. Diese Ergebnisse 
lassen darauf schließen, dass durch Deletionen der Aminosäuren M23-E34, M23-P39 und 
Y31-T38 im murinen IL-23 die Ausbildung von site II inhibiert wird [84]. Die Deletion der 
Aminosäuren M23-D29 beeinträchtigt die site II Interaktion nicht [84]. Aufgrund der Daten 
wurde geschlussfolgert, dass der N-terminale Bereich von p40 wichtig für site II ist [84]. Die 
kritischen Aminosäuren liegen im Bereich von Y31-T38 von p40 [84]. Der monoklonale 
Antikörper Ustekinumab sowie der Nanobody Nb22E11 binden an die Domäne 1 von p40 und 
inhibieren so durch Inhibition von site II 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 überschneidet sich mit dem des 
Nanobody Nb22E11 [46]. Relevante Aminosäuren im Epitop in p40 für Nb22E11 sind D40, 
D63, F82, G83 und A85 [46]. Ustekinumab und Nb22E11 interagieren beide mit der N-
terminalen Domäne von p40 [84]. Dies bestätigt unser Ergebnis, dass der N-terminale Bereich 
von p40 für site II relevant ist [84]. 

3.2 Tryptophan (W) 37 in p40 ist wichtig für die site II Interaktion  

Um kritische Aminosäuren in dem Bereich zwischen Y31 und T38 von p40 identifizieren zu 
können, wurden nach Strukturanalysen durch Prof. Grötzinger die fünf Punktmutationen Y31E, 
E34K, D36K, W37K und T38K in p40 in murinem Hyper-IL-23 kloniert [84]. Die 
Punktmutationen wurden so gewählt, dass sich die Eigenschaften der Aminosäuren 
hinsichtlich ihrer Polarität, Ladung und Hydrophilität ändern [84]. 

Die Zytokine mit den Punktmutationen wurden mittels Ba/F3-gp130 Zellen mit den 
entsprechenden Rezeptoren funktionell analysiert. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-
12Rβ1-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 
intrazellulären Signalwege auf [84]. HIL-23 W37K kann nicht IL-12Rβ1 präzipitieren [84]. Durch 
den Aminosäureaustausch von Y31E, E34K, D36K und T38K in p40 wurde weder die 
Proliferation von Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-Zellen noch die Aktivierung von 
intrazellulären Signalwegen inhibiert [84]. Dies deutet darauf hin, dass Tryptophan 37 von p40 
eine kritische Aminosäure für die site II Interaktion zwischen p40 und IL-12Rβ1 ist [84]. 

Eine weitere Erklärung der fehlenden site II Interaktion der Mutante p40 W37K könnten die 
gegensätzlichen Eigenschaften des Aminosäurerestes Lysin im Vergleich zum Tryptophan 
sein [84]. Deshalb wurden folgende Mutanten in p40 kloniert: D36A, W37A und T38A [84]. 
Alanin gehört zu den neutralen Aminosäuren, welche ähnliche Eigenschaften aufweist wie 
Asparaginsäure (D), Tryptophan (W) und Threonin (T) im IL-23 Wildtyp [84]. Im Stimu-
lationsassay, bei der Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-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 bestätigt W37 in p40 als kritische Aminosäure für site II [84]. Eine 
Hypothese für W37 als kritische Aminosäure der site II Interaktion ist, dass es durch die 
Mutation von W37 zu einem Verlust der hydrophoben Interaktionen mit V107, L108 und Y134 
in IL-12Rβ1 kommen könnte (s. Abb. 6) [84]. 

 
Abb. 6: Die Interaktionen der kritischen Aminosäure p40 W37 mit IL-12Rβ1.  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-12Rβ1 AlphaFold Q60837 
(https://www.uniprot.org/) und IL-23 AlphaFold Q8K4B4 (https://www.uniprot.org/). A: Die aromatische 
Aminosäure Tryptophan in p40 bildet hydrophobe Interaktionen mit L117, V116 und Y143 von IL-12Rβ1 
aus [84]. B: Durch Mutation von Tryptophan 37 von p40 in die positiv geladene Aminosäure Lysin 
können 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 für das humane IL-23 mittels Cryo-Elektronenmikroskopie 
site II und identifizierten ebenfalls W37 von p40 als kritische Aminosäure [42]. W37 ist eine 
konservierte Aminosäure, welche bei humanem p40 und murinem p40 zu finden ist (s. Abb. 
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A7). Zunächst wurde der Komplex aus IL-12Rβ1 D1D2, IL-23 und der Ektodomäne von IL-23R 
kristallisiert und anschließend analysiert [42]. Es wurde beschrieben, dass die Basis der site II 
durch eine Interaktion zwischen einer positiv geladene Schleife in p40 H216, K217 und K219 
und einem negativen Streifen in IL-12Rβ1 E28, D58 und D101 gebildet wird [42]. Des Weiteren 
wird ein hydrophober Streifen in p40, der aus den Aminosäuren p40 W37 und p40 F82 besteht, 
von den polaren Aminosäuren Q102, S106, Y109, Q132 und Y134 in IL-12Rβ1 umgeben [42]. 
Zwischen IL-12Rβ1 und p40 werden auf diese Weise Wasserstoffbrückenbindungen 
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 Aminosäuren E81 und D84 die Interaktion von p40 und 
Ustekinumab inhibiert wird und diese Aminosäuren somit wichtig für die Interaktion sind [67]. 
Im Rahmen dieser Mutationsanalyse wurde W37 nicht betrachtet [67]. Weiterhin besteht die 
Möglichkeit, dass Ustekinumab nur in der Nähe der kritischen Aminosäuren von site II bindet 
und nicht direkt mit diesen interagiert [84]. Bei Antikörpern, die gegen IL-12Rβ1 gerichtet sind 
(Patent WO20122045703A1, Novartis), konnte gezeigt werden, dass das Fab Fragment des 
Antikörpers an Domäne 3-5 von IL-12Rβ1 bindet [45]. Diese sind nicht Teil von site II [45]. Die 
Inhibition erfolgt aufgrund einer sterischen Hinderung zwischen IL-12Rβ1 und Domäne 3 von 
p40 [45]. 

3.3 p40 D36K/W37K/T38K führt zu einer inaktiven murinen HIL-23 Variante  

Glassman et al. analysierten die beschriebenen kritischen Aminosäuren nicht näher bezüglich 
ihrer Funktionalität [42]. Für die site I und III wurden durch Mutation einzelner Aminosäuren 
inaktive IL-12 bzw. IL-23 Varianten generiert [34, 43]. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-
12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit W37K in p40 führte nur zu einer verminderten Proliferation [84]. 
Deshalb sollte versucht werden, durch Kombination der Mutante W37K in p40 mit gezielten 
Mutationen der umliegenden Aminosäuren, 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-12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit D36K/W37K und 
W37K/T38K wurde eine ähnlich, signifikant reduzierte Proliferation, sowie fehlende Aktivierung 
der intrazellulären Signalwege wie nach Stimulation der Zellen mit HIL-23 W37K, 
nachgewiesen [84]. IL-12Rβ1 wurde nicht durch die Mutanten D36K/W37K und W37K/T38K 
in HIL-23 präzipitiert [84]. Im Gegensatz dazu führt die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-
12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit HIL-23 D36K/T38K zu keiner Verminderung der Proliferation der 
Zellen oder Inhibierung der intrazellulären Signalwege [84]. 

Dies bestätigt, dass W37 in p40 eine kritische Aminosäure für die site II 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-12Rβ1-mIL-23R-Zellen mit 
HIL-23 D36K/W37K/T38K führte zu einer, mit der Negativkontrolle vergleichbaren Proliferation 
und keiner Aktivierung der intrazellulären Signalwege [84]. Des Weiteren kann durch die 
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Tripplemutante HIL-23 D36K/W37K/T38K IL-12Rβ1 nicht präzipitiert 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 II 
Interaktion dieser Mutante auf die gegensätzlichen Eigenschaften der Aminosäurereste 
zurückgeführt werden könnte, wurden die Aminosäuren D36, W37 und T38 in die neutrale 
Aminosäure Alanin mutiert [84]. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-Zellen 
mit HIL-23 D36A/W37A/T38A zeigt eine verringerte Proliferation und keine Aktivierung der 
intrazellulären Signalwege [84]. Dies bestätigt die Tripplemutante HIL-23 D36K/W37K/T38K 
als inaktive IL-23 Variante [84]. Die Mutationen wurden wie oben beschrieben in 
Hyperzytokinen kloniert. Um auszuschließen, dass sich durch den Peptidlinker der 
Hyperzytokine die räumliche Struktur der Zytokine im Vergleich zu dem in vivo vorkommenden 
Zytokin ändert, wurde die Mutationen D36K/W37K/T38K auch in das murine p40 Protein 
eingeführt [84]. Nach Co-Transfektion mit p19 wurden die Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R-
Zellen mit den konditionierten Zellkulturüberständen stimuliert [84]. Dabei zeigte sich eine 
vergleichbare Proliferation wie nach Stimulation mit der Negativkontrolle [84]. Zudem konnte 
keine Aktivierung der intrazellulären Signalwege gemessen werden [84]. In der Co-
Immunpräzipitationsanalyse konnte IL-12Rβ1 nicht durch p40 D36K/W37K/T38K präzipitiert 
werden [84]. Dies zeigt, dass die Verwendung des Hyperzytokins nicht die räumliche Struktur 
der site II Interaktion beeinflusst [84].  

 
Abb. 7: Interaktionen in der Umgebung der kritischen Aminosäure p40 W37. Die Darstellung des 
murinen IL-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-12Rβ1 AlphaFold Q60837 
(https://www.uniprot.org/) und IL-23 AlphaFold Q8K4B4 (https://www.uniprot.org/). A: Dargestellt sind 
die Aminosäuren D36, W37 und T38 in rot. Im Wildtyp interagiert p40 D40 mit der kritischen Aminosäure 
Q132 in IL-12Rβ1 (in grün dargestellt) [84]. B:  Dargestellt sind die mutierten Aminosäuren D36K, W37K 
und T38K in rot. Die Aminosäuren D40 und Q132 entsprechen dem Wildtyp. Durch die Mutation von 
T38 in die positiv geladene Aminosäure Lysin konnte eine Salzbrücke mit der negativ geladene 
Aminosäure p40 D40 ausgebildet werden [84]. Dies schwächt die Interaktion zwischen D40 und Q132 
ab [84]. Das Lysin in der Mutation D36K könnte die Wahrscheinlichkeit für die Ausbildung der 
Salzbrücke zwischen T38K und D40 erhöhen [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 für die inaktive HIL-23 
Variante durch Mutagenese der Aminosäuren D36, W37 und T38 gefunden werden [84]. Im 
Wildtyp interagieren die Aminosäuren D40 von der Untereinheit p40 mit der kritischen 
Aminosäure Q132 des IL-12Rβ1 (s.  

Abb. 7A) [84]. Durch die Mutation von p40 T38 in ein Lysin, welches positiv geladen ist, konnte 
so eine Salzbrücke mit der negativ geladene Aminosäure D40 von p40 ausgebildet werden 
[84]. Dies schwächt die Interaktion zwischen p40 D40 und IL-12Rβ1 Q132 ab [84]. Es wird 
davon ausgegangen, dass das Lysin in der Mutation D36K die Wahrscheinlichkeit für die 
Ausbildung der Salzbrücke zwischen p40 T38K und p40 D40 erhöht (s.  

Abb. 7B) [84].  

3.4 p40 D36K/W37K/T38K führt 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 β-Untereinheit p40 und eine zytokinspezifische α-Untereinheit: IL-
23p19 und IL-12p35 [2]. Der Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes von IL-12 und IL-23 folgt 
dem nicht-kanonischen site I-II-III Paradigma [34]. Glassman et al. zeigten durch 
Komplexierung von IL-12 mit IL-12Rβ1 D1-D5 und IL-12Rβ2 D1-D3, dass die mittels Cryo-EM 
bestimmte Struktur des IL-12 Zytokinrezeptorkomplexes mit der Struktur des IL-23 
Zytokinrezeptorkomplexes übereinstimmt [42]. 

Die Trippelmutante D36K/W37K/T38K wurde in das murine Hyper-IL-12 kloniert und 
anschließend funktionell analysiert. Die Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-12Rβ2 
mit murinem Hyper-IL-12 D36K/W37K/T38K zeigte, dass die Trippelvariante weder die 
Proliferation noch die intrazellulären Signalwege induziert [84]. Außerdem ist IL-12 
D36K/W37K/T38K nicht in der Lage, an IL-12Rβ1 zu binden, da dieser nicht präzipitiert wurde 
[84]. Dies zeigt, dass auch im murinen IL-12 die Trippelmutation D36K/W37K/T38K eine 
Inaktivität des HIL-12 herbeiführt [84]. Eine mögliche Problematik durch die Mutation von 
Proteinen ist, dass sich ihre räumliche Struktur verändert. 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 räumliche Struktur 
sehr ähnlich 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 
ähnliche Bindeaffinität wie die des Wildtyps für IL-12Rβ2 beziehungsweise IL-23R aufweist 
[84]. Ein weiterer Hinweis auf die Wildtyp-ähnliche räumliche Struktur ist, dass die Mutanten 
in der Co-Immunopräzipitation den IL-23R bzw. den IL-12Rβ2 präzipitieren können [84]. Dies 
zeigt, dass die Einführung der Mutation site III nicht beeinflusst [84].  Somit ist davon 
auszugehen, dass durch die Trippelmutation keine strukturellen Änderungen innerhalb des 
Proteins bewirkt werden [84].  
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3.5 p40 D36/W37/T38 ist für die Bindung von p80 an IL-12Rβ1 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 Affinität an Ba/F3-Zellen, die IL-12Rβ1 
exprimieren, bindet [76]. Die Bindungsaffinität von p80 an Ba/F3-Zellen, die IL-12Rβ2 
exprimieren, ist sehr niedrig [76]. Daher wurde vermutet, dass die Signaltransduktion von p80 
über IL-12Rβ1 erfolgt [76]. Allerdings ist IL-12Rβ1 ein sogenannter Helferrezeptor, der eine 
Tyrosinkinase bindet, aber keine Tyrosinreste beinhaltet, die durch die Tyrosinkinase 
phosphoryliert werden können und anschließend STATs binden [48]. Im 
Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 erfolgt die Signaltransduktion durch IL-12Rβ2 und 
IL-23R [48], sodass unklar ist, wie die Signaltransduktion von p80 durch ein IL-12Rβ1 
Homodimer erfolgen soll.  Ba/F3-Zellen, die nur den IL-12Rβ1 exprimieren und mit IL-23 
stimuliert wurden, proliferieren nicht [48]. Auch Ba/F3-gp130 Zellen, die den synthetischen IL-
12Rβ1 exprimierten und mit GFP, mCherry oder Kombinationsvarianten stimuliert werden, 
proliferieren ebenfalls nicht [77]. Es sollte analysiert werden, ob durch Einführung der 
Trippelmutation in p80 die Interaktion zwischen p80 und IL-12Rβ1 inhibiert werden kann. 

Homodimere von mp40 und der Trippelmutante wurden im Western Blot unter nicht 
reduzierenden Bedingungen nachgewiesen [84]. Dies lässt darauf schließen, dass die 
Mutationen die Homodimerisierung nicht beeinflussen [84]. Bei gleichzeitiger Stimulation der 
Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-12Rβ2 beziehungsweise Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-23R 
mit mp40 und HIL-12 beziehungsweise HIL-23 zeigte sich eine signifikante Reduktion der 
Zellproliferation und Aktivierung der intrazellulären 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 führt die gleichzeitige Stimulation von Ba/F3-gp130-mIL-
12Rβ1-mIL-23R beziehungsweise Ba/F3-gp130-mIL-12Rβ1-mIL-12Rβ2 Zellen mit der 
Trippelmutante p40 D36K/W37K/T38K und HIL-12 oder HIL-23 zu einer Proliferation und 
Aktivierung der intrazellulären Signalwege, welche ein ähnlich 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-12Rβ1 interagieren kann und so nicht die Signaltransduktion 
von IL-12 und IL-23 inhibiert [84].  

3.6 Struktureller Vergleich der site II 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 bestätigt [84]. Glassman et al. beschrieben im humanen IL-23 und 
IL-12 Zytokinrezeptorkomplex einen hydrophoben Streifen aus W37 und F82, der über 
Wasserstoffbrückenbindungen mit polaren Aminosäuren Q102, S106, Y109, Q132 und Y134 
des IL-12Rβ1 interagiert (s. Abb. 8A) [42]. Durch Kombination der Mutationen W37K mit den 
benachbarten Aminosäuren D36K und T38K konnte eine inaktive murine IL-23, IL-12 und p80 
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Variante generiert werden [84]. Die Ausbildung der site II wird durch den Verlust der Interaktion 
von p40 D40 mit IL-12Rβ1 Q132 inhibiert [84]. Schröder et al. zeigten bereits, dass durch die 
Kombination der Mutationen V116E, L117E, S118E und Y134E in IL-12Rβ1 die Ausbildung 
der site II verhindert wurde [34]. Dies bestätigt die Relevanz der Wasserstoffbrückenbindungen 
zwischen p40 W37, F82 und IL-12Rβ1 Q102, S106, Y109, Q132 und Y134 für die 
Funktionalität der site II. 

Des Weiteren wurden weitere Interaktionen zwischen p40 und IL-12Rβ1 im humanen 
Zytokinrezeptorkomplex wie zwischen den positiv geladenen Aminosäuren H216, K217 und 
K219 in p40 und den negativ geladenen Aminosäuren E28, D58 und D101 in IL-12Rβ1 [42] 
und zwischen p40 E108 und IL-12Rβ1 R54 beschrieben [40]. Diese kritischen Aminosäuren 
wurden nicht näher untersucht, da im Rahmen dieser Doktorarbeit der Fokus nicht auf der 
Analyse der Funktionalität aller kritischer Aminosäuren lag, sondern darauf, durch 
Punktmutation beziehungsweise Kombination dieser, eine Zerstörung von site II zu erreichen 
[84]. 

Die kritischen Aminosäuren p40 D36/W37/T38 der site II sind im humanen p40 konserviert (s. 
Abb. A7). Um site II im humanen IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplex hinsichtlich der 
Relevanz von p40 D36/W37/T38 zu charakterisieren, müssten weitergehende funktionelle 
Analyse mittels Ba/F3-gp130, die die entsprechenden Rezeptoren exprimieren, durchgeführt 
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 führt dazu, dass eine Induktion der Proliferation nicht nur auf eine funktionelle site II 
Interaktion zurückzuführen wäre, sondern auch auf eine Homodimerisierung von IL-23R. Somit 
müsste zunächst 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, IL-39 
und IL-Y [6]. Dabei bestehen die Zytokine IL-12, IL-23 und IL-Y aus der β-Untereinheit p40, 
während IL-27, IL-35 und IL-39 die β-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 Ähnlichkeiten unterscheidet sich der Aufbau des 
Zytokinrezeptorkomplexes von IL-6 und IL-12/IL-23 in der Struktur von site II [34]. Im 
Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 nimmt IL-6 eine zentrale Rolle ein und bindet an IL-6Rα (site 
I), gp130 (site IIa) und den zweiten gp130 Rezeptor (site IIIa) [36-38]. Die site II und III wird 
zusätzlich durch Bindung von dem IL-6Rα an gp130 (site IIb und IIIb) stabilisiert [36-38]. Ein 
weiteres Mitglied der IL-6 Familie, IL-11, bindet wie IL-6, nach Interaktion mit seinem α-
Rezeptor, IL-11Rα, an ein gp130 Homodimer [86]. Im Gegensatz dazu bindet im 
Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 p40, welche dem α-Rezeptor der IL-6 Familie 
entspricht, an IL-12Rβ1 (site II). P19 oder p35 sind an dieser Interaktion nicht beteiligt [34]. 
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Abb. 8: Struktureller Vergleich der site II 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 Aminosäuren von site II. Es interagieren p40 W37 und F82 mit IL-12Rβ1 
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 Aminosäuren, die bei der site II Interaktion beteiligt sind. Die 
site IIa 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 Aminosäuren von site II. Die Aminosäuren 
gp130 W164 und F191 bilden eine aromatische Tasche, mit der die Aminosäuren IL-6 Q56, Y59, K55 
(Helix A) und Q152, K156, M145, V149, F153 (Helix C) interagieren (site IIa) [37]. Diese Interaktion wird 
durch die site IIb stabilisiert: Es binden IL-6Rα 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 Aminosäuren von site II. Am wichtigsten für die site IIa Interaktion ist die Bindung von IL-11 
R114 an gp130 W142 und F147 [86]. Weitere beteiligte Aminosäuren sind gp130 W142-F147 und Y164-
I172, die mit IL-11 R111, R114, R117 und R118 interagieren (nicht dargestellt) [86]. Diese Interaktion 
wird durch die site IIb stabilisiert: IL-11Rα 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 IIa Interaktion wie auch im 
Zytokinrezeptorkomplex von IL-12 und IL-23 durch hydrophobe Wechselwirkungen [37, 86]. 
Im humanen Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 bilden die Aminosäuren gp130 W164 und F191 
eine aromatische Tasche [37]. Diese entsprechen im humanem Zytokinrezeptorkomplex von 
IL-11 den kritischen Aminosäuren gp130 W142-F147 und Y164-I172 [86]. Die Aminosäu-
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 über elektro-
statische Wechselwirkungen zwischen IL-6Rα R232, D281, W283 und gp130 E235, D276, 
R281 bzw. IL-11Rα 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 β-
Untereinheit EBI3 (s. Tabelle 1). Im Vergleich zu p40 fehlt in EBI3 die N-terminale Ig-Domäne, 
die für die besondere site II im IL-12 und IL-23 Zytokinrezeptorkomplex benötigt wird [42]. 
Deshalb wurde vermutet, dass der Aufbau von site II im IL-27 Zytokinrezeptorkomplex dem 
des IL-6 Zytokinrezeptorkomplexes ähnlich 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 II Interaktion des 
Zytokinrezeptorkomplexes von IL-27 basiert ähnlich wie in der IL-6 Familie auf der Interaktion 
zwischen p28 und WSX-1 [37]. Es erfolgt zusätzlich eine Stabilisierung durch die site IIb 
Interaktion zwischen EBI3 und WSX-1 [37]. Für die site IIa Interaktion interagieren die A und 
C-Helix von p28 mit den N-terminalen FnIII Domänen von WSX-1 [37, 80, 81]. Diese 
Interaktion basiert anders als im Zytokinrezeptorkomplex von IL-6 und IL-11 auf 
Wasserstoffbrückenbindungen und Salzbrücken [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 IIa 

https://www.rcsb.org/
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einnimmt [81]. p28 Y48 ragt in die Tasche aus folgenden aromatischen Aminosäuren in WSX-
1: P153, P152 und W151 (s. Abb. 8B) [81]. Der kritische Aminosäurerest Tyrosin Y48 ist im 
IL-6 konserviert: Y31 [38, 81]. Zusätzlich wird site IIa durch die Bindung der D2 von EBI3 an 
die D2 von WSX-1 stabilisiert (site IIb) [82]. Site IIb basiert vor allem auf elektrostatischen 
Wechselwirkungen wie in der IL-6 Familie [37]. Dabei interagieren die positiv geladenen 
Aminosäuren R143, R171, K194 in EBI3 mit den negativ geladenen Aminosäuren D142, E146 
und E192 in WSX-1 (s. Abb. 8B) [81]. Der Aufbau des IL-27 Zytokinrezeptorkomplexes ähnelt 
dem IL-6 Zytokinrezeptorkomplex [38, 80-82]. Site II 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 ähneln und der Aufbau des 
Zytokinrezeptorkomplexes von IL-35 und IL-39 dem Aufbau des Zytokinrezeptorkomplexes 
von IL-6, IL-11 und IL-27 ähneln. Dies müsste nach weiteren Analysen hinsichtlich des in vivo 
und in vitro Vorkommens dieser Zytokine genauer untersucht werden [1]. 

3.7 Klinische Relevanz der charakterisierten site II von p40 

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

Anti-p19 Antikörper werden bevorzugt verwendet, da nur IL-23 inhibiert wird und diese 
effektiver sind [62]. Dies könnte 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]. Außerdem kann die Inhibition von IL-12 zu Nebenwirkungen wie schweren Infektionen 
führen [62]. Zur möglichst spezifischen Weiterentwicklung von möglichen therapeutischen 
Strategien gegen Autoimmunerkrankungen, bei denen IL-23 involviert ist, sind also vor allem 
die genauen Kenntnisse von site III von Bedeutung.   

Glassman et al. zeigten, dass die Kenntnisse über den strukturellen Aufbau von site II auch 
für die Tumortherapie verwendet werden können [42]. IL-12 fördert durch Aktivierung von T-
Zellen und NK-Zellen die Immunantwort gegen Tumorzellen [59]. Würde IL-12 systemisch 
verabreicht werden, würden sich starke Nebenwirkungen durch eine starke IFN-γ 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 
höherer Affinität an CD8+-T-Zellen als an NK-Zellen. Die Kombination der Mutanten 
E81A/F82A und E81A/F82A/K106A zeigte eine Verträglichkeit im Mausmodell [42].  

Die therapeutischen Möglichkeiten werden sich in Zukunft durch immer genauere strukturelle 
Kenntnisse der IL-6/IL-12-Familie weiterentwickeln können.    
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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/).  

https://www.uniprot.org/
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Abb. A1: Vergleich der Aminosäuresequenz von murinen und humanen p40.  Das Signalpeptid 
von M1-A22 ist gepunktet unterstrichen. Glassman et al. charakterisierten kritische Aminosäuren der 
site II W37, F82, H216, K217 und K219, die in rot dargestellt sind [42]. Es wurden Alaninmutationen 
generiert, die die Funktionalität von IL-12 und IL-23 reduzierten (orange) [42]. Die generierten 
Deletionsvarianten ΔM23-D29 ist blau dargestellt und ΔY31-T38 ist grün [84]. Die 3 Loops stellen die 
Bindungsepitope von Ustekinumab da [67]. Innerhalb der Aminosäuresequenz sind die kritischen 
Aminosäuren von site I in rotumrandet dargestellt. Dies sind D312, Y136, Y268 [28]. Modifiziert nach 
Georgy et al. [84]. 
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Abb. A2: Vergleich der Aminosäuresequenz von murinen und humanen p35.  Innerhalb der 
Aminosäuresequenz sind die kritischen Aminosäuren von site I in rot und von site III in grün dargestellt. 
Kritische Aminosäure der humanen site I ist R211 [28, 29] und kritische Aminosäuren der humanen site 
III sind Y189 und I193 [40, 43]. 
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Abb. A3: Vergleich der Aminosäuresequenz von murinen und humanen p19.  Innerhalb der 
Aminosäuresequenz sind die kritischen Aminosäuren von site I in rot und von site III in grün dargestellt. 
An der humanen site I ist p19 R178 beteiligt [28] und an der humanen site III sind p19 W156, L160 und 
L161 beteiligt [43, 46]. 
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Abb. A4: Vergleich der Aminosäuresequenz von murinen und humanen IL-12Rβ1.  Dargestellt ist 
ein Ausschnitt der Aminosäuresequenz. Innerhalb der Aminosäuresequenz sind die kritischen 
Aminosäuren von site II in blau dargestellt. Die humane site II in IL-12Rβ1 wird durch die Aminosäuren 
Q102, S106, V107, L108, Y109, Q132, Y134 gebildet [42]. 
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Abb. A5: Vergleich der Aminosäuresequenz von murinen und humanen IL-12Rβ2.  Dargestellt ist 
ein Ausschnitt der Aminosäuresequenz. Innerhalb der Aminosäuresequenz sind die kritischen 
Aminosäuren von site III in grün dargestellt. Aminosäuren der humanen site III sind F99 und A27 [40]. 
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Abb. A6: Vergleich der Aminosäuresequenz von murinen und humanen IL-23R.  Dargestellt ist ein 
Ausschnitt der Aminosäuresequenz. Innerhalb der Aminosäuresequenz sind die kritischen Aminosäuren 
von site III in grün dargestellt. An der humanen site III sind G116, Y100, L113 und I28 beteiligt [43]. 
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Abb. A7: Vergleich der Aminosäuresequenzen von p40 von verschiedenen Spezies. Dargestellt 
ist ein Ausschnitt des Alignment von p40 von verschiedenen Spezies. Die Aminosäuren 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: Übersicht über ausgewählte Zytokinrezeptorkomplexe der IL-6 Familie.   

 IL-6 IL-11 CNTF OSM 
α-Rezeptor IL-6R IL-11R CNTF-R - 

Rezepordimer gp130/gp130 gp130/gp130 gp130/LIFR 
gp130/LIFR 

oder 
gp130/OSMR 

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