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ZUSAMMENFASSUNG

Proinflammatorische Zytokine wie IL-6 oder TNF steuern das Immunsystem und
zelluldre Prozesse. Eine Fehlfunktion kann zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen,
Entziindungen und Krebs beitragen. Therapeutische Strategien zielen darauf ab, Zytokine an
der Interaktion mit ihren jeweiligen Rezeptoren zu hindern und damit die Signaltransduktion
zu unterbinden. Wihrend die klassische IL-6 Signalantwort mit regenerativen Prozessen in
Verbindung gebracht wird, induziert das IL-6 Trans-signaling chronisch-entziindliche
Prozesse. Die Trans-signaling-Blockade mit 16slichem gpl130 (sgpl130) verbesserte in
verschiedenen préklinischen Modellen das Bild von chronisch-entziindlichen Erkrankungen.
Zudem konnte die Wirksamkeit von sgpl130Fc in einer Phase Ila Studie zur Behandlung von
Patienten mit Colitis ulcerosa gezeigt werden.

Darauf aufbauend habe ich drei verschiedene bispezifische Inhibitoren entwickelt.
Diese Inhibitoren basieren auf dem cs130Fc, einer Weiterentwicklung von sgp130, das mit
einem Nanobody (VHH) erweitert wurde. Zunichst konnte ich mit c19s130Fc die
gleichzeitige Blockade von IL-6 Trans-signaling und der SARS-CoV-2 Infektion zeigen. Mit
diesem proof-of-concept einer modularen Bauart des cs130Fc, habe ich das cs130Fc mit IL-
12/1L-23VHH ynd TNFYHH erweitert, um einen synergistischen Vorteil zu erzielen. ¢s130-IL-
12/23VHHFC neutralisierte gleichzeitig die Aktivitét von IL-6 Trans-signaling und IL-12 bzw.
IL-23, withrend cs130-TNFYHHFc die TNF-induzierte Apoptose so effektiv verhinderte wie
TNFVHH allein. Diese Targets wurden ausgewihlt, weil bei Autoimmunerkrankungen, wie in
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) oder rheumatoider Arthritis (RA),
erhohte Mengen mehrerer proinflammatorischer Zytokine gemessen werden, die zum
pathologischen Bild fiihren. Dazu gehdren die Trans-signaling-Komponenten IL-6 und sIL-
6Ro, TNF und IL-12 sowie IL-23. Erste klinische Studien untersuchten den vorteilhaften
Effekt einer Kombinationstherapie, wodurch die Inhibitoren ¢s130-TNFYHHFc und ¢s130-1L-
12/23VH8E¢ zu neuen interessanten Kandidaten werden kdnnten.

Synthetic cytokine receptors (SyCyRs) wurden filir verschiedene Rezeptoren
entwickelt, um die Signaltransduktion zu imitieren. Anstelle einer Zytokinbindestelle werden
VHHs als extrazellulire Doméne mit GFP oder mCherry adressiert, um Signale ins
Zelllinnere weiterzuleiten. Fiir eine potentielle klinische Anwendung, wie die adaptive
Immuntherapie, generierte ich im zweiten Teil der Arbeit vier anti-idiotypische VHH gegen
Palivizumab (AIPVHY), Palivizumab konnte die AIPVHH SyCyR mit gp130 nicht aktivieren,
jedoch aktivierte eine Kreuzvernetzung und das Palivizumab als single-chain variable

fragment (scFv) die AIPY"H]-3 Varianten. Zudem induzierten AIPY""1 und 3 als Fas SyCyR
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die Apoptose mit Hilfe von dimeren und tetrameren scFv Liganden. Diese Weiterentwicklung
der SyCyR-Technologie ermoglicht Signalwege von Zytokinen spezifisch und hintergrundfrei
zu aktivieren, ohne eine Immunantwort im Menschen auszuldsen.

Zuletzt analysierte ich, ob der Transfer der PPCL-Insertion aus der
Transmembrandomine von IL-7Ra von Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie in
andere Rezeptoren zu einer ligandenunabhidngigen Rezeptordimerisierung und konstitutiven
Aktivierung fiihrt. Die PPCL-Insertion in der IL-7Ra SyCyR Variante fiihrte iiber eine
Rezeptorhomodimerisierung zu einer yc-unabhingigen STATS5- und ERK-Phosphorylierung
und damit zu einer ligandenunabhéngigen Proliferation. Der Transfer der IL-7Ra
Transmembrandomédne mit der PPCL-Insertion in natiirliche und synthetische
Zytokinrezeptoren der IL-6-, IL-12- und Interferon-Familien fiihrte ebenfalls zu einer
konstitutiven  Signaltransduktion. Zusammenfassend ist die ligandenunabhéngige
Zytokinrezeptoraktivierung durch natiirlich vorkommende gain-of-function Mutanten
iibertragbar und somit ein niitzliches Werkzeug in der Synthetischen Biologie.

Im Rahmen der synthetischen Biologie beschéftigen sich beide Themenschwerpunkte
mit neuen bispezifischen Inhibitoren zur Aufkldrung der Mechanismen proinflammatorischer
Trans-signaling-Prozesse sowie mit der Weiterentwicklung synthetischer Rezeptoren fiir
therapeutische Zwecke und der Charakterisierung einer konstitutiv aktivierenden Mutation in

Zytokinrezeptoren.
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SUMMARY

Proinflammatory cytokines such as IL-6 or TNF control the immune system and
cellular processes, whose malfunctions may lead to the development of cancer, inflammatory
diseases, and autoimmune diseases. Therapeutic strategies aim to prevent cytokines from
interacting with their respective receptors, thus preventing signal transduction. While the
classic IL-6 signaling is associated with regenerative processes, IL-6 trans-signaling induces
chronic inflammatory processes. In various preclinical models, blockade with soluble gp130
(sgp130) attenuated chronic inflammatory diseases. A phase Ila study demonstrated the
efficacy of sgp130Fc in treating ulcerative colitis.

Based on this, I developed three different bispecific inhibitors. These inhibitors based
on cs130Fc, which was extended with a nanobody (VHH). Initially, I demonstrated the
simultaneous blockade of IL-6 trans-signaling and SARS-CoV-2 infection with c19s130Fc.
With this proof-of-concept of a modular design of cs130Fc, I extended cs130Fc with IL-
12/IL-23VHH and TNFYHH to achieve a synergistic advantage. cs130-I1L-12/23VHHFc
simultaneously inhibited the activity of IL-6 trans-signaling and IL-12 or IL-23, while cs130-
TNFVYHHE¢ prevented TNF-induced apoptosis as effectively as TNFVHH, These cytokines were
selected as targets in autoimmune diseases, such as inflammatory bowel disease (IBD) or
rheumatoid arthritis (RA), with elevated levels of several proinflammatory cytokines
contributing to the pathology. Among these are IL-6 and sIL-6Ra, TNF, IL-12, and IL-23.
Furthermore, clinical studies are exploring the combined effect of therapy, making cs130-
TNFYHHFc and ¢s130-1L-12/23VHHFc inhibitors promising future drug candidates.

Synthetic Cytokine Receptors (SyCyR) have been developed with different receptors
to phenocopy signal transduction. Instead of a cytokine binding domain, a VHH directed
against GFP or mCherry is addressed as extracellular domain to transmit signals. In the
context of adoptive immunotherapy and clinical application, I generated four anti-idiotypic
VHH against Palivizumab (AIPV!Y), Palivizumab failed to activate the AIPYHH SyCyR with
gp130, but cross-linking and a single-chain variable fragment (scFv) of Palivizumab activated
the AIPYH1-3 variants. In addition, AIPY""] and 3 induced apoptosis as Fas SyCyR using
dimeric and tetrameric scFv ligands. This advancement in SyCyR technology enables the
specific and background-free activation of signal pathways without triggering an immune
response in humans.

Finally, I analyzed whether transferring a PPCL insertion from the transmembrane
domain of IL-7Ra from patients with acute lymphoblastic leukemia to other receptor family

leads to ligand-independent dimerization and constitutive activation. The PPCL insertion in
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the IL-7Ra SyCyR variant induced yc-independent STATS5 and ERK phosphorylation via
receptor homodimerization and, thus, ligand-independent proliferation. The transfer of the IL-
7Ra transmembrane domain with the PPCL insertion into natural and synthetic cytokine
receptors of the IL-6, IL-12, and interferon family also induced constitutive signal
transduction. In summary, ligand-independent cytokine receptor activation by naturally
occurring gain-of-function mutants is transferable and, thus, a useful tool in synthetic biology.

The two central themes rely on synthetic biology, specifically a novel bispecific
inhibitor to elucidate the mechanisms underlying inflammatory trans-signaling-associated
processes as well as synthetic receptor development to implement therapeutic approaches and

characterization of the transfer of a constitutive activating mutation in cytokine receptors.
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EINLEITUNG

Aus der griechischen Mythologie entspringt aus Echidna und Typhon ein Ungeheuer
namens Chimaira, zu Deutsch Chimire [1, 2]. Homer beschreibt dieses feuerspeiende
Mischwesen, was iiber den Schultern den Kopf eines Lowen besal3, in ihrem Nacken sich der
Kopf einer Ziege befand und ihr Schwanzende mit dem Kopf einer Schlange bzw. eines
Drachens geziert war. So brachte die Chimére nichts als Zerstérung und Verwiistung iiber
Mensch und Tier, bis Bellerphon mit Hilfe eines anderen Mischwesens Pegasos, das von
Poseidon als gefliigeltes Pferd kreiert wurde, in den Kampf zog. Nur mit Hilfe der neuen
Flugfahigkeit von Pegasos gelang es Bellerphon, die Chimire in einem Luftangriff zu
besiegen. Die griechische Mythologie pragt bis heute Kultur und Sprache der Menschheit [1].
So versteht man im Kontext der synthetischen Biologie unter einer Chimire eine Fusion
verschiedener Proteine, die neue Funktionen mit Vorteilen aus den verschiedenen ,,Wesen*
erhalten.

Das neue Forschungsfeld synthetic immunity ist das Zusammenspiel von synthetischer
Biologie und Immunologie. Im Rahmen der Immunregulation kann die synthetische Biologie
in der personalisierten Medizin eingesetzt werden. Dabei werden chimére Fusionsproteine
kombiniert, um neuartige Rezeptoren und Zytokine mit vorteilhaften Eigenschaften
auszustatten, zu verbessern, zu spezifizieren und regulierbar zu machen. Dieser Bereich hat
ein groBes Potential fiir die Entwicklung neuer Behandlungsmoglichkeiten fiir eine Vielzahl
von Krankheiten, die das Immunsystem und chronische Krankheiten betreffen [3].

Die Grundlage der vorgestellten Projekte ist die Interleukin-6 Signalantwort, die nach
heutigem Kenntnisstand auf drei Arten stattfindet. Eine davon ist das Trans-signaling, das im
Zusammenhang mit chronischen und Autoimmunerkrankungen beschrieben wurde. In dieser
Arbeit liegt der Schwerpunkt auf dem rationalen Proteindesign zur Untersuchung der
immunologischen Relevanz des Interleukin- (IL-)6 Trans-signaling und dessen potentiellem
Interventionsansatz bei Autoimmunerkrankungen. Als Basis des Proteindesigns wurde der
Inhibitor Olamkicept verwendet und die modulare Weiterentwicklung unter Einbeziehung des
Tumornekrosefaktors (TNF), der IL-12 Familie und COVID-19 gezeigt. In den weiteren zwei
Publikationen liegt der Fokus in der Weiterentwicklung synthetischer Zytokinrezeptoren unter
Verwendung von Rezeptoren aus der IL-6-, IL-12-, Interferon-Familie und TNF-
Superfamilie, die in vitro charakterisiert wurden. Im Folgenden werden nacheinander die
Zytokin Familien vorgestellt, deren Signaltransduktion entweder durch Inhibitoren blockiert

oder durch synthetische Rezeptoren aktiviert wurde.
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1. EINE VORSTELLUNG DER ADRESSIERTEN ZYTOKINE UND IHRE INTERAKTIONEN

Unter Zytokine (griechisch zyto - Zelle und kinese - Bewegung, d.h. ,,sich zwischen
den Zellen bewegend™) werden in etwa 15-25 kDa groBle, kurzlebige, glykosylierte
Proteinmediatoren bezeichnet, die mit hormondhnlicher Wirkung an grundlegenden
biologischen Prozessen wie Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose, Homoostase und der
Entwicklung und Regulation des Immunsystems beteiligt sind. Zytokine sind entsprechend
einer strukturellen Ahnlichkeit, der biologischen Funktion oder der konvergenten Rezeptoren
klassifiziert. Auf Basis ihrer biologischen Funktion werden Zytokine klassifiziert in
Interferone (IFN), Interleukine (IL-), Chemokine, koloniestimulierende Faktoren (colony-
stimulating factor CSF), und TNF [4].

Die Klassifizierung stammt vom gemeinsamen Gebrauch bestimmter Rezeptoren
(common receptor). Dabei binden Zytokine an multimere Rezeptorkomplexe, in denen hiufig
ein gemeinsamer Rezeptor von verschiedenen Zytokinen zur intrazelluldren
Signaltransduktion geteilt wird. Die Rezeptoren werden nach ihrer strukturellen Homologie in
verschiedene Klassen eingeteilt: Typ-I- (Hdmatopoetin-Familie) und Typ-II- (IFN-Familie)
Zytokinfamilie, TNF-Rezeptor-Superfamilie, IL-1 und die 7oll-like-Rezeptoren (TLR), IL-17
Rezeptoren, die transforming growth factor p (TGF-B) Superfamilie, Rezeptortyrosinkinasen,

Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen und die Chemokinrezeptoren [5].
1.1. DIE TUMORNEKROSEFAKTORREZEPTOR-SUPERFAMILIE

Die TNF-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie besteht aus 19 trimeren Liganden und 29
Rezeptoren mit zentralen immunregulatorischen Funktionen [6, 7]. Hauptsdchlich
antigenprisentierende Zellen (APC) wie dendritische Zellen (DC), B-Zellen, Makrophagen
und natiirliche Killerzellen (NK) produzieren TNF Liganden. Die membrangebundenen
Trimere konnen bereits Signalwege induzieren. Des Weiteren iiberfithren Matrix-
Metalloproteinase TNF-converting enzyme (TACE, alternativ. 4 Disintegrin and
Metalloprotease (ADAM)17) und andere Proteasen diese Trimere in eine l6sliche Form,
welche dariiber hinaus weitere Signaltransduktionswege vermitteln [8, 9].

Die zellulire Antwort der TNF/TNFR-Superfamilie ist aufgrund umfangreicher
Signalwege auBlerordentlich pleiotrop [10, 11]. Nach der Ligandenbindung hingt die initiierte
Signalkaskade von Adaptermolekiilen ab, die mit der aktivierten intrazelluliren Domaine
(ICD) des Rezeptors assoziiert sind (Abbildung 1). Die TNFR-Superfamilie kann in drei
Gruppen unterteilt werden: Die Todesrezeptoren, Rezeptoren mit TNFR associated factor

(TRAF) interacting motif (TIM) und die Decoy-Rezeptoren. Die Todesrezeptoren (z.B.
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TNFRI, TRAIL-R 1, 2, 4 und cluster of differentation (CD) (CD95/Fas)) tragen eine
intrazellulire Todesdomine (DD). Der TNFRI reguliert ubiquitdr Zelltod und Entziindung
durch die Bindung von membrangebundenem und 16slichem TNF [12]. Die Todesdoméne
induziert tiber Adapterproteine, TNFR-associated death domain TRADD oder Fas-associated
death domain FADD, Apoptose, Nekroptose oder promitogene Wege. TRADD assoziiert nur
unter bestimmten Bedingungen mit FADD, wie z.B. bei gestorter Proteinsynthese oder
fehlenden downstream Adapterproteinen und induziert iiber den Komplex Ila eine Caspase-8-
vermittelte Apoptose [10, 12-14]. Ansonsten {iberwiegt die Aktivierung von Signalwegen, die
entziindliche Prozesse vermitteln und die Apoptose verhindern. Dazu bildet TRADD iiber den
Komplex I mit TRAF2 und der receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
(RIPK1), was zu inflammatorischen Prozessen fiihrt [15, 16]. Der Komplex I reguliert
verschiedene Signalwege wie die Aktivierung des nukledren Faktors kB (NF-kB), mitogen-
activated protein-kinase (MAPK; c-Jun-N-terminale-Kinase (JNK), p38, extracellular-signal
regulated kinase (ERK))und der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) [11]. Welche Art von
Signalkaskade mit TNFRI aktiviert wird, ist komplex reguliert und héngt von vielen Faktoren
ab, wie z.B. dem metabolischen Status der Zelle, der Stirke des TNF-Signals, der
Ubiquitinierung von RIPK1 und der Caspaseaktivitdt [10, 17].

. FasL Lésliches oder ‘ Membrangebundenes
membrangebundenes TNF TNF

TNFRII

f—aﬁ 7

Nekroptose
N Caspasc 3/7 S Apoptose ~TTIP

Abbildung 1: Ubersicht der Signaltransduktion von Fas, TNFRI und TNFRII (vereinfachtes Schema): Der Fas Rezeptor
bindet an FasL und bildet iiber DD einen Komplex aus FADD und Pro-Caspase 8, der die Apoptose induziert. Die Bindung
von l6slichem oder membrangebundenem TNF an den TNFRI leitet verschiedene Signalwege ein. Komplex I aus TRADD,
TRAF2 und RIPK1 reguliert die Aktivierung von NF-xB, MAPK (JNK, ERK, 38 und Akt/PI3K) und transkribiert Zielgene
fiir Uberleben, Apoptose oder Entziindung. Der Komplex Ila induziert iiber TRADD, FADD und Pro-Caspase-8 eine
Caspase-vermittelte Apoptose. Der Komplex IIb aktiviert ohne TRADD iiber FADD, RIPK1, RIPK3 und Pro-Caspase-8 die
Caspase-vermittelte Apoptose. Der Komplex Ilc aktiviert iiber FADD, RIPK1, RIPK3 die MLKL-vermittelte Nekroptose.
Der TNFRII induziert {iber TRAF verschiedene Signalwege fiir Homdostase, Entziindung und Regeneration. Abbildung mit
Biorender erstellt und modifiziert nach [11].

Der TNFRII als Vertreter der zweiten Gruppe agiert direkt iiber TIM mit TRAF1/2
und cellular inhibitor of apoptosis 1/2 (cIAP1/2) und reguliert Inmunzellen, Neuronen oder

Endothelzellen durch membranstindiges TNF. Der TNFRII steuert dabei viele biologische
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Prozesse wie Uberleben, Differenzierung, Geweberegeneration, Homdostase und
Inflammation [12, 18, 19]. Die dritte TNFR-Subgruppe umfasst diverse Decoy-Rezeptoren,
die keine Signaltransduktion einleiten, jedoch mit den anderen TNF-Rezeptoren um ihre
Liganden konkurrieren. Zudem kann ADAM17 die extrazelluldire Doméne von TNFRI und
TNFRII in 16sliche Formen iiberfiihren, die TNF neutralisieren [8].

Die Summe der gemeinsamen Nutzung von Liganden und Rezeptoren innerhalb dieser
Superfamilie ergibt ein komplexes Kommunikationsnetzwerk mit einer Vielzahl von
Zelltypen, die auf vielfiltige Weise mit der zentralen Regulation des Immunsystems und der
Homoostase interagieren. TNF spielt eine Schliisselrolle in der Pathogenese von
Infektionskrankheiten, indem es die Inflammation und die Akute-Phase-Reaktion im
Abwehrmechanismus reguliert [10, 20]. TNF ist somit ein entscheidender Mediator bei der
Immunantwort, wihrend eine Dysregulation an der Entstehung verschiedener chronischer
Entziindungen, Gewebeschdden und Krankheiten beteiligt ist. Tumorentstehung,
Tumorprogression und Metastasierung, sowie Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide
Arthritis (RA), Psoriasis, entziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn (crohns diesase
CD) oder Colitis wulcerosa (UC), chronische Bronchitis, chronisch obstruktive
Lungenerkrankung und Asthma werden damit in Verbindung gebracht [10, 11, 21-23].
Therapeutische Ansédtze zur Hemmung von TNF haben sich bei chronischen Entziindungen,

Autoimmunerkrankungen, Osteoporose oder TransplantatabstoBung bewiéhrt [24, 25].
1.2. DER INTERLEUKIN-7 REZEPTOR

Der IL-7Ra (CD127) wird zusammen mit dem common y-chain Rezeptor (yc, CD132)
von IL-7 zur Signalweiterleitung iiber die Phosphorylierung von signal transducer and
activator of transcription (STAT)S5 durch Januskinase (JAK)1 (CD127) und JAK3 (CD132)
verwendet und gehdrt durch den gemeinsam genutzten yc Rezeptor zusammen mit IL-2, 1L-4,
IL-9, IL-15, IL-21 und Thymus-Stroma-Lymphopoietin (TSLP) zur IL-2 Familie (Abbildung
Publikation 4) [26]. IL-7 wird von Stromazellen im Knochenmark und Thymus, DC,
Epithelzellen und Fibroblasten sezerniert und stimuliert die Differenzierung lymphoider
Progenitorzellen. IL-7 ist an der Reifung von B-Zellen, dem Uberleben von NK- und T-
Zellen, der T-Zell-Entwicklung und der Homoostase beteiligt [27]. Als Transkriptionsfaktor
fungiert aktiviertes STATS, das anti-apoptotische, proliferative, metabolische Faktoren und
negative Riickkopplungsmediatoren, darunter B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), Cyclin D1, c-Myc
und suppressor of cytokine signaling (SOCS)-1, aktiviert [28]. Alternative Signalmolekiile
von IL-7 sind STATI1, STAT3, Akt/PI3K und Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase

(MEK)/ERK. Die Regulation des MEK/ERK Signalweges ist bei der Entwicklung,
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Proliferation und Homdostase von T-Zellen abhédngig von der TCR- und IL-2R-
Aktivierung [29]. Die Aktivierung des MEK/ERK-Signalweges durch IL-7 steht dagegen im
Zusammenhang mit der akuten lymphatischen T-Vorlduferzell-Leukdmie (T-ALL) [29].

IL-7 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der T-Zell-Subpopulation iiber die
Expression von CDI27 und der T-Zell-Antwort bei  Autoimmun-  und
Infektionskrankheiten [29]. Die Deletion von IL-7Ra fiihrt zur severe combined
immunodeficiency (SCID), einer genetisch und klinisch heterogenen Gruppe angeborener
Erkrankungen, die durch eine Beeintrichtigung der humoralen und zellvermittelten
Immunitéit, Leukopenie und eine verminderte Antikorperantwort gekennzeichnet sind.
Aktivierende IL-7Ra single nucleotide polymorphism (SNP) zeigen das Ausmal} der
Dysregulation der Immunantwort in Form von Autoimmunerkrankungen wie Multipler
Sklerose, RA und Typ-1-Diabetes [30, 31]. Insbesondere gain-of-function (GOF) Mutationen
im IL-7Ra-Gen fithren zu T-ALL [32, 33]. Etwa 10% der Patienten mit T-ALL weisen
aktivierende Mutationen in der Juxtamembran- oder innerhalb der Transmembrandoméne
(TMD) des IL-7Ra auf, wobei es sich fast ausschlielich um in frame-Insertionen mit einem
ungepaarten Cystein handelt [34]. Die Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken fiihrt zu
einer Homodimerisierung von IL-7Ra, das konstitutiv unabhingig von IL-7, JAK3 oder yc,
JAK1 und STATS phosphoryliert. Shochat und Kollegen beschrieben eine somatische
Insertion mit den Aminosduren Prolin-Prolin-Cystein-Leucin (PPCL) innerhalb der TMD-
Region von IL-7Ra aus Patienten mit B cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-
ALL) [33, 35]. Diese Daten deuten darauf hin, dass die Insertion eines ungepaarten Cysteins
in der Juxtamembran oder der TMD ein Mechanismus fiir die konstitutive Aktivierung von

Klasse-I-Zytokinrezeptoren sein konnte [36].
1.3. DIE INTERLEUKIN-12 FAMILIE

Die IL-12 Familie weist strukturelle Homologien mit der I[L-6 Familie auf und besteht
aus 1L-12, IL-23, 1L-27, IL-35 und IL-39, die zu der Klasse I hdmatopoetischen Zytokine
gehort [37]. Die a-Untereinheit (p35, p19 und p28) assembliert mit einer der f-Untereinheiten
(p40 und Epstein-Barr virus-induced gene 3 EBI3) zum aktiven Zytokin (Abbildung 2) [38].
IL-12, bestehend aus p35 und p40, und IL-23, bestehend aus pl9 und p40, sind als
proinflammatorische Zytokine an der Differenzierung von T-Helferzellen (Tul und Tul7)
beteiligt [38]. Weitere Mitglieder der IL-12 Familie erfiillen sowohl proinflammatorische als
auch antiinflammatorische Funktionen, die in [38, 39] aufgefiihrt sind.

Die kombinatorische Assemblierung der o- und B-Untereinheiten der IL-12 Familie
zeigt die Verwendung gemeinsamer Rezeptoren. Die Bindung von IL-12 erfolgt mit der -
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Untereinheit p40 an den IL-12 Rezeptor f1 (IL-12RB1), wihrend die a-Untereinheit p35 mit
dem IL-12 Rezeptor P2 (IL-12RB2) interagiert [40]. IL-12RB1 ist mit der
Tyrosinkinase (Tyk) 2 und IL-12R62 mit der JAK2 assoziiert, die primdr zur STAT4-
Phosphorylierung vermittelten Signaltransduktion fiihren [38].

35 19 28 19
p @ 2 9l @° P35
IL-12 1L-23 IL-27 1L-39 IL-35 IL-35
[ p40 1 f EBI3 ] ( ( EBI3 ) )
gp130 gp130 IL-23R gp130

IL-23R

12RB2
IL- WSX-1
12Rp1
YK L (| I ]
JAK2 ? ? ?
I I | U | I 11
STAT4 STAT3/4 STAT1/3 STAT1/3 STAT1/3/4 STATI1/3 STAT3 STATI1/3
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IFN-y, IL-17
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Abbildung 2: Die Rolle der IL-12 Familie in der Regulation des Immunsystems mit Ubersicht {iber Zielzellen, Induktion und
Funktion. IL-12 Zytokine setzen sich aus einer a- (p35, p19, p28, p35) und B- (p40, EBI3) Untereinheit zusammen und
interagieren iiber gemeinsame Rezeptoren. IL-12 aktiviert IL-12RB1::IL-12RB2, IL-23 IL-12RP1::IL-23R und IL-27 WSX-
1::gp130. IL-39 aktiviert iiber IL-23R::gp130. IL-35 kann verschiedene Rezeptorkomplexe (IL-12Rp2::WSX-1, IL-
12RB2::gp130, Homodimere IL-12RB2 oder gp130) aktivieren. Die aktivierten Rezeptorkomplexe phosphorylieren kanonisch
JAK/STAT-Molekiile, die verschiedene Funktionen innerhalb des Immunsystems regulieren. Differenzierung (Diff.),
Inhibition (Inhb.), Stimulation (Stim.), Aktivierung (Akt.). Abbildung mit Biorender erstellt und modifiziert nach [40-43].

Die B-Untereinheit p40 von IL-23 interagiert ebenfalls mit IL-12Rp1, wihrend die a-
Untereinheit p19 mit dem IL-23 Rezeptor (IL-23R) interagiert [40]. Nach Ligandenbindung
erfolgt die Signaltransduktion iiber die IL-23R-assoziierte JAK2 und IL-12RB1-assoziierte
Tyk2 und die daraus resultierende STAT3- und STAT4-Phosphorylierung [43]. Die Zytokine
der IL-12 Familie, die adressierten Zellen und die Art der Signaltransduktion mit Zellantwort
sind in Abbildung 2 zusammengefasst.

IL-12 wird von Antigen-prasentierenden Zellen wie Makrophagen und dendritischen
Zellen wihrend einer akuten Entziindung produziert und ist an der Differenzierung und
Aktivierung von Tul-Zellen beteiligt. IL-12 fordert die Produktion von IFN-gamma (IFN-y),
was wiederum die Proliferation von natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Tul-Zellen
stimuliert und zu einer erhdhten Expression von IFN-y fiihrt. Dieser positive Feedbackloop
erhoht die IL-12-Sekretion, die wiederum die Differenzierung von naiven T- Zellen in Tul-

Zellen verstiarkt. Zudem verstirkt es die Makrophagenaktivitit und somit die antimikrobielle
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und antiparasitire Abwehr sowie die antitumordse Aktivitat, die unter anderem auf IL-12 und
IFN-y zuriickzufiihren ist. IL-23 wiederum induziert die Reifung und Aufrechterhaltung von
Tul7-Zellen, die durch die Sekretion von IL-17 und anderen proinflammatorischen Faktoren
wie TNF, IL-6 und IFN-y eine Rolle in der antimikrobiellen und antimykotischen Abwehr
spielen [44].

Pathologisch sind beide Zytokine an der Entwicklung entziindlicher und autoimmunen
Erkrankungen beteiligt. Eine Uberproduktion von IL-12 kann zu chronischen Entziindungen
und Autoimmunreaktionen fiithren, indem es eine libermifBige T nl-Antwort fordert. IL-23
wird mit Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis und chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) in Verbindung gebracht, da eine liberméfige Tul7-Aktivitit zu
Gewebeschdden und chronischen Entziindungen fiihrt. Die Tul7-Zellen regen die
dendritischen Zellen in den Mesenteriallymphknoten zur Sekretion von IL-12 und IL-23 an,
welche die Tul-Zellen stimulieren. In Biopsien aus pathologisch verdnderten Abschnitten von
Patienten mit CED wurden vermehrt T nl- und T nl7-Zellen nachgewiesen [45].

Therapeutische Ansitze, die auf die Hemmung dieser Zytokine abzielen, haben sich
bei der Behandlung verschiedener Autoimmunerkrankungen als wirksam erwiesen. Sie zielen
auf die Inhibition von p40 zur Blockade des IL-12R- und IL-23R-Komplexes und auf die
Inhibition von p19 zur Blockade des IL-23R-Komplexes ab und sind fiir die Behandlung von
Psoriasis und CED zugelassen [44].

1.4. DIE INTERLEUKIN-6 FAMILIE

Die IL-6 Familie ist durch eine Glykoprotein 130 (gpl130)-abhingige
Signaltransduktion definiert [46]. Eine detaillierte Interaktion von Zytokinen und Rezeptoren
mit den Signaltransduktionskomponenten ist in Abbildung 3 dargestellt. Alle Zytokine der
IL-6 Familie, mit Ausnahme von IL-31, verwenden mindestens einen gp130 B-Rezeptor zur
Signaltransduktion. Dazu gehdren IL-6, IL-11, Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Oncostatin-
M (OSM), Cardiotrophin 1 (CT-1), Ciliary Neutrophic Factor (CNTF) und Cardiotrophin-
like Cytokine Factor I (CLCF1) [47]. Abhingig vom Zytokin agiert gp130 entweder als
Homodimer oder als Heterodimer mit einem der drei f-Rezeptoren LIF-Rezeptor (LIFRp),
OSM-Rezeptor (OSMRp) oder WSX-1.

Einige Zytokine binden zur Signaltransduktion nur an zwei B-Rezeptoren, andere
Mitglieder bendtigen einen o-Rezeptor, um eine Dimerisierung der B-Rezeptoren zu
induzieren [48]. Die JAK/STAT Signaltransduktion der verschiedenen Rezeptor-
konstellationen weist zunichst eine Ahnlichkeiten auf, jedoch unterscheidet sich die Aktivitit
verschiedener JAK (JAKI, 2, 3 und Tyk2) und STAT (1, 2, 3, 4, 5A, 5B, 6) Molekiile in
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verschiedenen Rezeptorkomplexen [49]. Dariiber hinaus werden ao- und p-Rezeptoren
unterschiedlich exprimiert, was die Signalantwort von gp130 nach Bindung eines Zytokins

der IL-6 Familie spezifiziert [50].
2. DIE PHYSIOLOGIE UND SIGNALTRANSDUKTION VON IL-6

IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das an der Regulation verschiedener
immunologischer und homoostatischer Funktionen beteiligt ist. Das IL-6 wird von
Immunzellen wie B- und T-Zellen, Monozyten und Makrophagen sowie von anderen
Zellpopulationen wie Adipozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten oder
Tumorzellen sekretiert [S1]. Der pleiotrope Charakter von IL-6 zeigt sich in der Zellantwort,
die nach je Zelltyp, der Umgebung und vorliegenden Signalwegen variiert [51].

Die IL-6 Familienmitglieder besitzen pleiotrope Funktionen bei der Modulation von
Entziindungen bei akuten und chronischen Erkrankungen. Dabei entfalten die IL-6 Familie-
Zytokine antiinflammatorische Effekte in Modellen akuter Entziindungen und
proinflammatorische Effekte bei chronischen Erkrankungen [48, 52]. Der klassische IL-6
Signalweg ist an einer Vielzahl von Funktionen in der Leber beteiligt (Abbildung 3). Die
Aktivititen reichen von der Aufrechterhaltung der Homdostase, der Induktion von Akute-
Phase-Proteinen und C-reaktivem Protein (CRP) wihrend einer akuten Entziindungsreaktion
iber die Regulation der Expression des Blutgerinnungsfaktors Fibrinogen bis hin zur
Regulation des enterohepatischen Kreislaufs [53-55]. Dariiber hinaus reguliert IL-6 die
Regeneration von geschidigtem Gewebe, einschlieBlich der Leberregeneration bei akutem
Masseverlust [48].

IL-6 ist ein zentrales Protein der antigenspezifischen Antwort, indem es an der
Aktivierung und Differenzierung von T- und B-Zellen und als Bestandteil des zelluldren
Metabolismus involviert ist. In IL-6 defizienten Mausen wurde eine erhohte Pathogenlast bei
Infektion mit verschiedenen Erregern beschrieben [48, 56]. IL-6 aus Adipozyten kann eine
Insulinresistenz und Entziindung hervorrufen, wéhrend IL-6 aus Skelettmuskel die Steigerung
der Glykolyse und Insulinfreisetzung unterstiitzt [57]. Weitere Funktionen sind der Schutz der
Muskelfasern vor oxidativem Stress [58]. Diese gegensitzlichen Wirkungen kdnnen unter
anderem mit der Art des IL-6 Signalwegs zusammenhidngen. Wéhrend der klassische
Signalweg positive Effekte bei der metabolischen Regulation haben kann, zeigt das IL-6
Trans-signaling der Adipozyten negative Effekte. Sowohl die Quelle der IL-6 Produktion als
auch die Art der Signaltransduktion bestimmen die physiologische Rolle von IL-6 im
Stoffwechsel [50].
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Abbildung 3: Die Signaltransduktion der IL-6 Familie iiber klassische, Trans- und Cluster-signaling mit schematisch
vereinfachter Darstellung der JAK/STAT-, MAPK- und AKT-Signalwege und deren Funktion im Immunsystem. Bei der
klassischen Signaltransduktion erfolgt zunichst die Bindung von IL-6 bzw. IL-11 an eine spezifische a-Rezeptoruntereinheit
(IL-6Ra bzw. IL-11Ra), um anschlieBend als Komplex die Bindung an die signaliibertragenden Homodimere des gp130 f-
Rezeptors zu ermdglichen. Das Trans-signaling wird durch sIL-6Ra oder sIL-11Ra vermittelt, die durch alternatives splicing
oder ADAMI10/17 ectodomain shedding in Losung gebracht werden und alle Zielzellen mit gp130 auf der Oberfliche
aktivieren konnen. Das IL-6 Cluster-signaling wird durch dendritische Zellen (DC) induziert, die IL-6 {iber
membrangebundenes IL-6Ra binden und T-Zellen iiber gp130 aktivieren. Die Zellpopulation fiir IL-11 Cluster-signaling
noch nicht beschrieben. IL-6, IL-11 und IL-35 induzieren die Signaltransduktion ausschlieBlich iiber gp130. Die anderen
Zytokine der IL-6 Familie leiten die Signaltransduktion iiber heterodimere -Rezeptorkomplexe ein. Wahrend CLC, CNTF
den membrangebundenen oder 16slichen CNTFRa als a-Rezeptor bendtigen und als Heterodimer {iber gp130 und LIFR
signalisieren, interagieren die Zytokine LIF, OSM, IL-27 und IL-31 direkt mit zwei B-Rezeptoruntereinheiten ohne die Hilfe
eines ligandenbindenden a-Rezeptors. Losliche B-Rezeptoren (sgp130, sOSMR, sLIFR, sIL-31R, sWSX-1) sind natiirliche
Inhibitoren der Signaltransduktion, wihrend 16sliche a-Rezeptoren (sIL-6Ra, sIL-11Ra, sCTNFRa) einen agonistischen
Charakter aufweisen. Akute-Phase-Proteine (APP), Inhibition (Inh.), Differenzierung (Diff.), autoimmune diseases (AID),
cytokine release syndrome (CRS), hematopoetic progenitor cells (HPC). Abbildung mit Biorender erstellt und modifiziert
nach [47, 59-62].

2.1. DIE IL-6 SIGNALTRANSDUKTION UND DAS PUFFERSYSTEM

Die Zytokine IL-6 und IL-11 binden an den respektiven membranstindigen o-
Rezeptor, der darauthin als Komplex mit dem gp130 B-Rezeptor den klassischen Signalweg
induziert (Abbildung 3). Da diese Zytokine keine Affinitidt zum gp130 B-Rezeptor besitzen
erfolgt die Homodimerisierung erst nach der Bindung an den membranstindigen o-
Rezeptor [63, 64]. Wihrend die klassische Signaltransduktion von IL-6 auf Hepatozyten,
Megakaryozyten, sowie auf Leukozyten (B-Zellen, T-Zellen, Neutrophile, Makrophagen und
Monozyten) und einige Subpopulationen von Epithelzellen beschriankt ist, ist die klassische
Signaltransduktion von IL-11 aufgrund der exklusiven Expression des membranstdndigen o-
Rezeptors auf Osteoblasten, Megakaryozyten, Hepatozyten, Kardiomyozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen und Epithelzellen auf andere Zielzellen begrenzt [50, 65].
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Der signaltransduzierende p-Rezeptor gpl130 kommt ubiquitdir vor und kann
anderweitig angesteuert werden [63]. Entweder erreichen weitere Mitglieder der IL-6 Familie
eine Heterodimerisierung des B-Rezeptors oder die Homodimerisierung erfolgt iiber das
Trans-signaling [47]. Dabei konnen potentiell alle Zellen stimuliert werden, da ein Komplex
aus IL-6 und l6slichem IL-6Ra (soluble 1L-6Ra, sIL-6Ra) oder IL-11 und loslichem IL-11Ra
(soluble 1L-11Ra, sIL-11Ra) einen terndren Komplex mit dem mebranstindigen B-Rezeptor
gp130 bildet. Durch das Trans-signaling wird die Reichweite auf alle Zielzellen, die den B-
Rezeptor gp130 auf der Zelloberflache tragen, enorm erweitert. Im menschlichen Korper kann
das IL-6 Trans-signaling entweder durch alternatives Splicing (ca. 15%) oder durch die
posttranslationale Modifikation, das sogenannte ectodomain shedding der stalk-Region des a-
Rezeptors (ca. 85%), induziert werden [50]. Das ectodomain shedding durch die Proteasen
ADAMI10 oder ADAMI17 setzt einen streng regulierten Prozess in der inflammatorischen
Immunantwort voraus, da es nicht nur Zytokine, sondern auch membranstindige Rezeptoren
wie IL-6Ra oder TNFRI/II spaltet [ 18, 66-69]. Dariiber hinaus wurde eine erhdhte Expression
und Aktivitdit von ADAM10 und ADAMI17 mit pathologisch-inflammatorischen Prozessen
assoziiert. Dazu zéhlen die Entwicklung von CED, RA oder Morbus Alzheimer [70-73].

Die Aktivitit von ADAMI10 ist konstitutiv, wihrend ADAM17 unter bestimmten
Bedingungen durch Zytokine wie TNF, epidermal growth factor (EGF), Proteinasen,
Proteinkinase C, G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder Apoptose aktiviert wird [74]. Die
ADAMI17 Aktivitét ist in der Homdostase gering und die physiologische Konzentration von
sIL-6Ra ist auf einen Bereich von 40-75 ng/ml begrenzt. Dahingegen steigt die ADAMI17
Aktivitdt und damit die sIL-6Ra Konzentration bei akuter oder chronischer Inflammation um
das 2-10-fache an [75-77]. Unter physiologischen Bedingungen liegt die IL-6 Konzentration
im niedrigen Bereich von 1-10 pg/ml und steigt unter akuter oder chronischer Inflammation,
wie z.B. bei RA oder Castleman Syndrom, auf 20-200 pg/ml an [78]. Bei Sepsis oder
chimeric antigen receptor (CAR) T-Zell-assoziierten cytokine release syndrom (CRS) werden
erhohte Werte von 1000-3000 pg/ml IL-6 gemessen [79].

Mit dem systemischen Anstieg von sIL-6Ra und IL-6 steigt die Menge des IL-6/sIL-
6Ra Komplexes im Blut an. IL-6 zeigt im Serum eine &hnliche Affinitit zu sIL-6Ra wie zu
membranstindigem IL-6Ra (1 nM). Die Bindung von IL-6/sIL-6Ra wird mit einer sehr
niedrigen Affinitdt zu gpl130 (10 pM) stabilisiert, was zum Trans-signaling in der Zelle
fithrt [47]. Die Plasmakonzentration von sgp130 liegt bei gesunden Patienten zwischen 100-
300 ng/ml und ist bei Patienten mit Multipler Sklerose oder Melanom erhoht [80, 81].

Alternatives splicing von gpl30 fiihrt zu einer im Blut 16slichen Variante, wobei neuere
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Erkenntnisse das ectodomain shedding von gp130 durch die Protease BACE1 zeigen [82, 83].
Bei einem basalen sgp130-Level kann der Anstieg von sIL-6Ra als natiirliches Puffersystem
mit kompetitiver Wirkung fiir das IL-6 Trans-signaling fungieren. Da die Menge an sgp130
unter physiologischen Bedingungen die von sIL-6Ra nicht iibersteigt, hingt die sgp130
Pufferkapazitit von sIL-6Ra ab [84, 85]. Dabei steigt die sgp130 Menge unter
inflammatorischen Bedingungen bedingt an, so dass ein Uberschuss an sIL-6Ra zu IL-6

Trans-signaling und dauerhaft zum pathologischen Bild beitragen kann [86-88].
2.2. DIE KLINISCHE BEDEUTUNG UND INTERVENTION VON IL-6 TRANS-SIGNALING

Wihrend die klassische Signaltransduktion mit homdoostatischen Prozessen und der
Immunantwort in Verbindung gebracht wird, iiberwiegt das Trans-signaling bei chronischen
Entziindungsreaktionen, pathologischen Prozessen und der Tumorgenese [49, 60, 89].
Therapiestrategien fiir verschiedene chronisch-entziindliche Erkrankungen, COVID-19 oder
fiir CAR-T-Zell-assoziierten CRS bei Krebspatienten befinden sich in klinischen Studien [49,
90-95]. Sie richten sich als Antikorper gegen die globale IL-6 Blockade oder als small
molecule gegen einen Effektor der Signaltransduktionskaskade wie JAK [96]. Eine Vielzahl
von JAK-Inhibitoren wurde in den letzten Jahren zugelassen, um als entziindungshemmende
Medikamente die intrazelluldre Signalweiterleitung zu blockieren [49]. Obwohl JAK-
Inhibitoren als immunmodulatorische Wirkstoffe neben der IL-6 Signalkaskade weitere
intrazelluldre Signalwege blockieren, iiberwiegt bei verschiedenen inflammatorischen
Erkrankungen der Nutzen, auch wenn es mit risikobehafteten Nebenwirkungen verbunden
ist [90, 93, 97].

Eine Inhibition von IL-6 durch spezifische Antikorper ermdoglicht eine gezielte
Intervention eines Signalweges ohne Beeintrachtigung anderer Zytokine in ihrer
Signalkaskade. Dabei unterscheiden sich in der Therapie oder klinischen Studien eingesetzten
monoklonalen Antikorper (mAb) in der Art der Neutralisierung. Einige neutralisieren iiber die
Bindung an IL-6, andere mAb binden an IL-6Ra [50]. Beide Ansédtze blockieren jedoch das
klassische und Trans-signaling, was mit Nebenwirkungen verbunden ist [49]. Siltuximab
bindet an die site I von IL-6 und blockiert so die Interaktion mit IL-6Ra (Abbildung
4A) [98]. Siltuximab ist fiir die Behandlung der multizentrischen Castleman-Krankheit
zugelassen und entfaltet entziindungshemmende und immunsuppressive Eigenschaften mit
Nebenwirkungen wie Infektionen, Neutropenie, Thrombozytopenie, Gewichtszunahme,
Juckreiz oder makulopapuldsem Hautausschlag [98]. Clazakizumab bindet site I von IL-6 und
wurde in einer klinischen Studie zu RA und Psoriasis als sicher eingestuft, befindet sich
jedoch in einer Phase-III-Studie zur chronisch-aktiven Antikérper-vermittelten Abstoung
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nach Nierentransplantation [99-101]. Im Gegensatz zu den genannten mAb bindet
Olokizumab an site III von IL-6 und blockiert so die Bildung des Rezeptorkomplexes mit
gp130 (Abbildung 4A) [102]. In einer Phase-III-Studie sprachen Patienten mit RA auf die
Therapie vergleichbar mit Adalimumab an. Wie Tocilizumab und Sarilumab neigen auch IL-
6-mAb-Therapien zu Hypercholesterindmie und erhohten Leberwerten [99, 102, 103].

Ein Interventionsansatz bei Patienten mit Multiplen Myelom mit einem
neutralisierenden IL-6-mAbD fiihrte zundchst zu einer Remission. Jedoch erhohte sich aufgrund
des vergroferten IL-6-mAb Komplexes die Halbwertszeit von IL-6 mit schweren
Nebenwirkungen bis hin zur Sepsis, weshalb die Behandlung abgebrochen wurde [104-106].
Diese Erfahrung unterstiitzte die Entwicklung eines neutralisierenden IL-6Ra-mAbs, um die
Ausscheidung von IL-6 {iber die Niere zu gewéhrleisten. Heute befindet sich der IL-6Ra-mAb
Tocilizumab unter dem Handelsnamen RoActemra® in einer klinischen Phase-II-Studie bei
Patienten mit Multiplem Myelom [107]. Dartiber hinaus wurde Tocilizumab zur Behandlung
der Castleman-Krankheit (2006), der RA (2009), der juvenilen idiopathischen Arthritis (JIA)
(2011), der polyartikuldren juvenilen idiopathischen Arthritis (pJIA) (2013), der
Riesenzellarteriitis (RZA) (2017) und des CAR-T-assoziiertem CRS bei Krebspatienten
(2018) zugelassen [96]. Sarilumab wurde 2017 als IL-6Ra neutralisierender mAb ebenfalls
zur Behandlung von RA zugelassen. Dabei hat Sarilumab eine 20-fach hohere Affinitdt und
eine lingere Halbwertszeit im Blut als Tocilizumab [108, 109]. Die Nebenwirkungen von
Sarilumab sind Infektionen, Neutropenie, Anstieg der Transaminasen, Cholesterin, high
density lipoprotein (HDL) und Gewichtszunahme [109, 110]. Als Folge der Blockade des
klassischen Signalweges durch Tocilizumab sind die Nebenwirkungen durch erhohtes Risiko
fiir bakterielle Infektionen, Hyperlipiddmie oder Verdnderung der kardialen Funktion dhnlich
wie bei Sarilumab [111, 112]. In einer klinischen Studie aus dem Jahr 2004 zeigte
Tocilizumab eine Wirksamkeit bei CD mit einem Crohn’s Disease Activity Index Score von
>70. Die Studie wurde jedoch abgebrochen, da unter anderem gastrointestinale Perforationen
beobachtet wurden, die auf die Rolle von IL-6 bei der homdoostatischen Epithelproliferation
zuriickzufithren waren [113-115]. Zudem wurden 2016 Patienten mit RA auf gastrointestinale
Perforationen untersucht, die unter IL-6-mAb-Therapie mit einer Inzidenz von 2,8% hiufiger
auftraten als unter TNF-mAb-Therapie mit einer Inzidenz von 0,9% [116]. Als weitere
Nebenwirkung von Sarilumab und Tocilizumab wurde nach der Zulassung eine erhohte
Inzidenz von Pankreatitis beobachtet [117]. Die Aufkldrung des molekularen
Wirkmechanismus der IL-6 Signalwege kann zu einer verbesserten Therapie fithren. Folglich

wurden alternative Strategien entwickelt, um den Trans-signaling-Komplex IL-6Ro/sIL-6Ra
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zu inhibieren [118]. So kdnnen im Mausmodell durch spezifische IL-6 Trans-signaling-
Blockade die klassisch vermittelten homdoostatischen Prozesse aufrechterhalten werden [119,
120]. Es wird spekuliert, dass unerwiinschte Nebenwirkungen wie gastrointestinale
Perforationen, Infektionen, Gewichtszunahme, erhohte Insulinresistenz, Pankreatitis oder

kardiovaskulidre Komplikationen vermieden werden konnten [71, 86, 119-125].

2.2.1. FROM BENCH TO BEDSIDE: OLAMKICEPT BEI CHRONISCH-ENTZUNDLICHEN

DARMERKRANKUNGEN

Das umfassende Verstindnis von IL-6 im Rahmen der klassischen, Trans- und
Cluster-signaling hat zu der Erkenntnis beigetragen, dass IL-6 ein Schliisselfaktor der
Immunmodulation bei Krankheit und Homoostase ist [60]. Das Wirkungsspektrum von IL-6
Trans-signaling wurde mit der Entdeckung des sheddings bzw. alternativen splicings auf eine
ganze Reihe von Zielzellen erweitert. Damit ist die Spezifitit von IL-6 nicht mehr vom
membranstindigen o-Rezeptor abhéngig und fiihrt mit einer deutlich stirkeren Signalantwort
zu vielen pathologischen Beobachtungen [81, 126].

Das Hyper IL-6 (HIL-6), ein Fusionsprotein aus sIL-6Ra und IL-6 verbunden iiber
einen flexiblen Linker, wurde zum Nachweis der physiologischen Funktion des Trans-
signalings entwickelt. Zusitzlich wurde ein antagonistisches Fusionsprotein, namens soluble
glycoprotein 130 Fc (sgpl130Fc), bestehend aus der extrazelluliren Domidne des gp130 und
einer fragment crystallizable (Fc) Region des humanen Immunglobulin G1 Antikérpers
(IgG1) erstellt. Dieses Tool wurde zuerst 2001 zur Untersuchung der physiologischen
Funktionalitdt des Trans-signalings von der Gruppe Rose-John beschrieben (Abbildung
4B) [67, 118]. Diese Entwicklungen waren die Voraussetzung fiir eine Differenzierung
zwischen klassischem und Trans-signaling von IL-6.

Das sgp130Fc, auch Olamkicept, zeigte in einer Vielzahl vorklinischer Studien sowohl
die agonistische Wirkung von sIL-6Ra als auch den pathologischen Einfluss des Trans-
signaling im Rahmen inflammatorischer Krankheiten, darunter intestinale Inflammation, RA,
Asthma, diverse Karzinome, Sepsis, Lungendysfunktion und Lupus erythematosus [71, 114,
123, 124, 127, 128]. Da sgpl30Fc keine Affinitit zum monomeren IL-6 oder zum
membranstindigem IL-6Ra besitzt, blockiert es spezifisch das Trans-signaling ohne
Beeintriachtigung des klassischen Signalweges [118]. In einem in vivo Infektionsmodell mit
Listeria monocytogenes konnte demonstriert werden, dass die selektive Blockade des Trans-
signaling durch sgp130Fc keinen Einfluss auf die Infektionsabwehr tiber die klassische IL-6-
Signalantwort hat [119]. Dies wurde in einer weiteren Studie an Mausen mit Mykobakterien
untermauert [120]. Bei Wildtyp-Méusen mit einer high fat diet (HFD) verhinderte das
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sgp130Fc die proinflammatorische Infiltration von Makrophagen in das Fettgewebe, ohne zu
einer erhohten Insulinresistenz oder einer verringerten Glukosetoleranz zu fiihren [122, 129].
Dagegen weisen IL-6-defiziente Méduse bei HFD eine Hepatitis und Insulinresistenz auf [121].
Dies deutet auf die metabolische Funktion des IL-6 klassischen Signalweges hin.

Die Blockade des klassischen IL-6 Signalwegs, jedoch nicht die Blockade des Trans-
signalings, konnte die Ursache flir die metabolischen Nebenwirkungen bei Tocilizumab sein.
Des Weiteren wurde die regenerative Kapazitidt des Darmepitheliums, des Pankreas und der
Nieren im Gegensatz zur globalen IL-6 Blockade nicht von sgpl130Fc beeinflusst [114, 124,
130]. Die gezielte Inhibition des IL-6 Trans-signalings steht im Vordergrund, da der
klassische Signalweg weiterhin als protektive Funktion des Immunsystems zur bakteriellen
Abwehr und der Homoostase von Leber und Pankreas besteht, wiahrend der
pathophysiologische Aspekt anvisiert werden kann [46, 57, 120].

In vivo Darmkrebsmodelle zeigen eine positive Korrelation zwischen der erhohten
Menge an IL-6 und der Hemmung der T-Zellapoptose. Diese wird durch eine Deletion des
Gens fiir IL-6 oder durch eine Blockade des IL-6 Trans-signalings aufgehoben. Dadurch wird
eine Beteiligung von IL-6 Trans-signaling am Tumorwachstum gezeigt [71]. In
Mausmodellen mit CED konnte die schiitzende Wirkung einer selektiven Inhibition des IL-6
Trans-signalings durch sgp130Fc fiir die Mukosa nachgewiesen werden. Eine IL-6-Defizienz
oder eine globale IL-6-Hemmung hingegen resultierte in einer stirkeren Entziindung, die
durch eine erhohte Schiadigung der intestinalen Epithelzellen gekennzeichnet war [71, 114,
123, 131].

Die in vivo gewonnenen Erkenntnisse wurden in zwei klinischen Phase-II-Studien bei
Patienten mit CED evaluiert, welche zu vielversprechenden Ergebnissen fiihrten. In einer
open-label Phase-Ila-Studie mit 16 CED Patienten sprachen 44% der Patienten auf die
Therapie mit je 600 mg Olamkicept iiber einen Zeitraum von 12 Wochen an und 19%
erreichten eine klinische Remission ohne schwerwiegende Nebenwirkungen im
Zusammenhang mit einer behandlungsbedingten Immunsuppression [132]. FEine
Transkriptomanalyse der entziindeten Mukosa von Patienten in klinischer Remission zeigte
eine Unterdriickung des STAT3 Signalweges ohne einen negativen Einfluss auf die
Proliferation oder Gewebereparatur der Epithelzellen [132]. Die regenerative Kapazitit
beruhend auf dem klassischen IL-6 Signalweg verringerte somit das Risiko von
gastrointestinaler Perforationen, was in einer klinischen Studie mit Tocilizumab in einer

globalen IL-6 Blockade bei CD-Patienten nicht beobachtet wurde [115, 133, 134].
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Insgesamt 91 Patienten mit UC sprachen zu 58,6% in einer multizentrisch-
randomisierten Doppelblindstudie der Phase-II auf die sgpl130Fc Therapie nach 12 Wochen
im Gegensatz zur Placebogruppe mit 34,5% an (NCT03235752). Eine klinische Remission,
erhoben mit dem Mayo-Score, trat bei 20,7% der Patienten mit 600 mg Olamkicept auf. Des
Weiteren konnte bei 33,1% der Patienten eine Heilung der Mukosa beobachtet werden,
wihrend dies in der Placebo-Gruppe lediglich bei 3,4% der Fall war. Signifikante
Nebenwirkungen mit > 5% (bis 7%) waren unter der Therapie von Olamkicept - im
Gegensatz zur Placebogruppe - erhohte Bilirubinwerte, AST-Werte und Hyperurikdmie [135].
Zusammenfassend ldsst sich ein Zusammenhang zwischen Trans-signaling und einigen
Erkrankungen postulieren, da erhdhte Konzentrationen von IL-6 und sIL-6Ro im Serum
beschrieben werden [48, 71, 84, 114, 131]. Das IL-6 Trans-signaling hat somit das Potenzial
von sgpl30Fc bei zahlreichen chronisch-entziindlichen, autoimmunen oder tumordsen

Erkrankungen interveniert zu werden.
2.2.2. WEITERENTWICKLUNG DES SGP130FC ZUM DESIGNERMOLEKUL CS130FC

Der Zusammenhang zwischen einer Gewebepenetration und der Grofle eines Antikorpers
stellt eine korrelative Hiirde dar [136]. Demnach konnte die Grofle des sgpl130Fc mit 240 kDa
ein limitierender Faktor sein. Kleinere in Patienten identifizierte Varianten wie das sgp130
Monomer (120 kDa) oder die verkiirzte D1-D3 Variante sgp130-RAPS (50 kDa) sind bereits
beschrieben. Diese weisen jedoch eine verringerte inhibitorische Charakteristik auf
(Abbildung 4B) [118, 127, 137]. Die dimere sgp130Fc Variante ist um den Faktor 10-100
biologisch aktiver als das monomere sgp130 [118]. Die Aviditit des sgp30Fc kann damit
begriindet werden, dass die Domdnen D2-3 site Il binden, wihrend die Domdne D1 des
anderen sgpl30 simultan mit site [/l von IL-6/sIL-6Ra interagiert. Dagegen erreicht das
monomere sgpl30 aufgrund sterischer Hinderung jeweils entweder site II oder site 1. Dies
kann in einer hoheren Affinitit als das korpereigene sgp130 resultieren [118]. Die Basis von
sgp130Fc wurde optimiert, um eine hohere Affinitat, Spezifitidt und Bioverfiigbarkeit der next
generation 1L-6 Trans-signaling-Inhibitoren zu erreichen [138].

Da sgpl130Fc als Teil des B-Rezeptors gpl30 mit allen Zytokinen der IL-6 Familie
interagieren konnte, ist eine potentielle inhibitorische Aktivitit zu anderen Zytokinmitglieder
nicht ausgeschlossen. In hohen Konzentrationen wirkt sgpl130Fc kompetitiv hemmend und
beeinflusst dadurch die Signaltransduktion von LIF und OSM [118, 139]. Des Weiteren wird
ein Signalweg des verwandten Zytokins IL-11 ebenfalls von sgp130 inhibiert. Das IL-11 ist
an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt, darunter die Geweberegeneration,
Héamatopoese, Megakaryopoese, Thrombopoese, Reproduktion, Knochenentwicklung und -
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metabolismus, Leberfunktion, Plasmazellproliferation und die T-Zell-abhéngige Entwicklung
von Antikérper-exprimierenden B-Zellen [140]. Dem IL-11 werden auch schéddigende
Eigenschaften in Form von gastrointestinalen Magendarm-, Pankreas-, Brustkrebs, Fibrose
bei Kardiomyozyten, Lunge, Leber und Inflammation einer asthmatischen Lunge
zugeschrieben [50, 140-146]. Neue Erkenntnisse zeigen, dass ADAMI10- oder Serin-
Proteasen den l6slichen IL-11Ra und damit das IL-11 Trans-signaling induzieren [147, 148].

Die l16sliche Form von IL-11Ra (sIL-11Ra) konnte im Serum von Patienten mit
Magenkarzinom nachgewiesen werden. Die physiologische Aktivitdt von sIL-11Ra wurde
bislang lediglich in Mausmodellen gezeigt [59, 147]. Der Einfluss des IL-11 Trans-signalings
im pathologischen Kontext ist bislang ungeklért, da eine Differenzierung zwischen IL-6 und
IL-11 Trans-signaling schwierig ist [50]. sgp130Fc bindet beide Trans-signaling-Komplexe
mit dhnlicher Potenz [147, 149]. Aufgrund der liickenhaften Charakterisierung der Funktion
in vivo, kann aktuell eine wiinschenswerte Inhibition von IL-11 Trans-signaling mittels
sgpl130Fc nicht bestdtigt werden. Daher wurde eine exklusive Inhibition von IL-6 Trans-
signaling als erste Optimierung angestrebt [138, 149-151].

Das verkleinerte Molekiil, bekannt unter chimeric sgpl30Fc (cs130Fc), enthdlt die
zytokinbindenden Doménen D1-3 von sgp130 (Abbildung 4). Anstelle der Domédnen D4-6
von gpl30 stabilisiert ein Einzeldoménen-Antikérper (VHH oder Nanobody) zunichst den
IL-6-sIL-6Ra Komplex (VHH6) ohne neutralisierende Funktion. Fusioniert iiber eine TEV-
Site (tobacco etch virus) mit einem Fc des humanen IgGl zu einem dimeren Konstrukt,
zeichnet sich das cs130Fc im Vergleich zu sgp130Fc durch eine geringere Molekiilgro3e von
157 kDa aus [138, 152]. Die kompetitive Wirkung des csl130Fc resultiert aus der
Stabilisierung des IL-6/sIL-6Ra-Komplexes durch den VHH6 sowie der Maskierung der
Bindungsoberfliche durch die zytokinbindenden Doménen D1-3 des sgp130. Damit ist die
biologische Aktivitit von cs130Fc in Hinblick auf das IL-6 Trans-signaling nicht nur
vergleichbar mit sgpl130Fc, die verkleinerte Variante weist zudem eine hohere Selektivitat

aufgrund reduzierter IL-11 Trans-signaling Affinitét auf [138].
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Abbildung 4: Vergleich der Affinitdit und Spezifitit von sgpl130 Varianten und next generation Inhibitoren. Eine
Strukturaufkldrung von Boulanger und Kollegen im Jahre 2003 klirte das Bindungsparadigma von IL-6 an IL-6Ra und
gp130 auf und begriindete die spezifische Inhibition von Trans-signaling mittels sgp130 [153]. (A) Das Bindungsparadigma
von IL-6 wurde auf drei Bindestellen (site I, II und III) zuriickgefiihrt. IL-6 bindet zunéchst mit der site I die D2-3 Doméne
von IL-6Ra, woraufhin dieser praformierte Komplex iiber die site Ila von IL-6 mit geringer Affinitdt die D2-3 Doméne von
gp130 bindet. Gleichzeitig bindet hochaffin die site I1la von IL-6 die D1 Doméne von gp130. Zudem interagiert der IL-6/sIL-
6Ra Komplex mit gp130 iiber site I1Ib an D3 und iiber site I1Ib an D1. Links: Bindungsparadigma von gp130 oder sgp130.
Rechts: Stabilisierung des IL-6/sIL-6Ro Komplexes iiber einen nicht neutralisierenden Einzeldoméanenantikdrper (VHHO6)
als Teil des Fusionsproteins cs130Fc, welches mit Hilfe der D1-3 Doméne von gp130 im cs130Fc das IL-6 Trans-signaling
neutralisiert. (B) Links: Die D1-D6 Dominen von gpl30 sind iiber Disulfidbriicken des IgG1-Fc im sgp130Fc und
sgp130FCE10 kovalent dimerisiert. Trunkierte oder monomere Varianten wurden durch alternatives splicing oder
Polyadenylierung im menschlichen Serum oder Urin beschrieben, weisen jedoch laut den Autoren eine reduzierte Effektivitét
bzw. Antikorper gegen eine Sequenz (NIASF) im RAPS-Molekiil auf [127, 154]. Rechts: Next generation 1L-6 Trans-
signaling Inhibitoren: Mutationen im sgp130Fc (T102Y-Q113F-N114L: FLY, FLY + R281Q: FLYR) erhohen die Spezifitit
fiir IL-6 Trans-signaling [138, 149-151]. Die D1-D3 Doméinen von gpl130 sind mit VHH6 fusioniert, eine TEV-Sequenz
ermdglicht die Monomerisierung von cs130Fc durch Spaltung von IgGl-Fc. Zudem erhéhen die FLY Mutationen im
cs130Fc die IL-6 Trans-signaling Spezifitit. Bispezifische cs130Fc Varianten sind in dieser Arbeit beschrieben [155, 156].
Die schematische Darstellung des VHH/Nanobody besteht aus neun f-Faltblittern und drei complementarity-determining
regions (CDR) Schleifen (tiirkis), die gegen bestimmte Epitope gerichtet sind (VHH6: IL-6-sIL-6Ra [152], VHH72: RBD
vom Spike SARS-CoV-2 (PMID: 32075877) [157], VHHTNEF: TNF [158], VHHp40: p40 B-Untereinheit von IL-12 oder IL-
23 [159]. Abbildung mit Biorender erstellt und modifiziert nach [S0].

Die ersten beiden Publikationen 1 und 2 kniipfen an die Weiterentwicklung des
verkleinerten cs130Fc an, indem die modulare Eigenschaft genutzt wird, um weitere
Nanobodies fiir proinflammatorische Erkrankungen als bispezifische Blockade zu ergénzen.
Die chimidren Blocker ¢s130-TNFYHHFc und ¢s130-1L-12/23YHHFc konnten in Krankheiten
wie CED oder RA, als Vorteil einer Kombinationstherapie ihre Anwendung finden. Das
Molekiil c19s130Fc visiert die Blockade des IL-6 Trans-signalings bei Coronainfektionen an.
Bisher wurde der Einfluss des Trans-signalings unter -chronisch-inflammatorischen
Bedingungen vorgestellt. Im nachfolgenden Kapitel wird auf die Komplikation des

Zytokinsturms bei COVID-19 Patienten eingegangen.
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3. CORONAVIRUS DISEASE 2019

Die Infektionskrankheit COVID-19, ein Akronym fiir Coronavirus disease 2019, wird
durch ein Virus der Familie Coronaviridae verursacht [160]. Die Art wurde nach der
Symptomatik der Coronaviren benannt: Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus SARS, das bisher zwei Unterarten (SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2) aufweist,
die seit 2002 zwei schwere Epidemien, darunter eine Pandemie mit weltweiten
Auswirkungen, verursacht haben. Das positive-sense, single-stranded (+) ssSRNA Virus ist ein
proteinumhiilltes Virus, dessen RNA direkt an den Ribosomen zu Proteinen translatiert
wird [160]. 15 Jahre nach dem ersten SARS Ausbruch identifizierten Wissenschaftler die
Chinesische Hufeisennase, ein Fledertier, als Ursprung der schweren Viruserkrankung beim
Menschen und warnten bereits 2017, dass sich ein todlicher Ausbruch mit diesem Virus
aufgrund der Ndhe der Fledertiere zur Bevolkerung wiederholen konnte [161]. Am 5. Mai
2023 erklarte WHO-Generaldirektor Tedros Adhanom Ghebreyesus, der am 30. Januar 2020
COVID-19 zu einer gesundheitlichen Notlage internationaler Tragweite erkldrt hatte, das
Ende dieser Pandemie. Bis Januar 2024 wurden iiber 772 Millionen Infektionen mit iiber 6,9
Millionen Toten, die mit oder an SARS-CoV-2 gestorben waren, registriert. Die WHO schitzt
die Zahl der COVID-assoziierten Todesfille auf weit iiber 20 Millionen (World
Health Organization, https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019,
Aufruf 15.03.2024).

Leichte Symptome infizierter Patienten sind hauptsidchlich Pneumonie assoziiert.
Darunter 10st die akute Atemwegserkrankung Fieber, Husten, Kurzatmigkeit, Myalgie oder
Miidigkeit aus [162]. Weitere Symptome treten im Verdauungstrakt, im Nervensystem und im
Herz-Kreislauf-System auf. Dazu gehdren Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen,
Verwirrtheit, Kopfschmerzen, Tachykardie oder Myokarditis. Kritische Infektionen
manifestieren sich als Pneumonie, disseminierte intravasale Gerinnung, Hypotonie oder
akutes Atemnotsyndrom (acute respiratory distress syndrome ARDS). Das ARDS fiihrt
hiufig zu einem Multiorganversagen (19-36%) und hat daher eine sehr hohe Mortalitit (13-
90%) [95, 163]. Als Ausloser steht im Vordergrund das hyperinflammatorische Syndrom
dhnlich der Sepsis, dem ARDS oder dem CAR-T-Zell-induzierten CRS [164]. Dabei fiihrt die
Interaktion zwischen Epithelzellen und Immunzellen bei COVID-19 zu einer massiven
Produktion proinflammatorischer Zytokine und folglich zum CRS [165].

Zunichst bindet das Spike-Protein der Virushiille von SARS-CoV-2 an das humane
Angiotensin Converting Enzyme 2 (hACE2) auf der Zelloberfliche (Abbildung Publikation
2) [166]. Die Serinprotease TMPRSS2 bewirkt die Spaltung des konformationsverdnderten
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Spike-Proteins und damit die Fusion mit der Zellmembran. hACE2 wird auf Endothelzellen
im Herzen und Nieren, im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge und in Atemwegsepithelien
exprimiert [162]. Als Zink-Metallopeptidase ist hACE2 als Teil des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems am Wasserhaushalt und der Aufrechterhaltung des Blutdrucks beteiligt.
Im Tiermodell der Lungenentziindung konnte gezeigt werden, dass erniedrigte ACE2-
Konzentrationen mit einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung eines ARDS einhergehen,
wobei eine rekombinante Gabe von ACE2 die Entwicklung von ARDS verhinderte [167].
Befindet sich bei einer SARS-CoV-2-Infektion weniger hACE2 auf der Zelloberfliche, da
hACE2 mit dem Virus endozytiert wird, steigt die Angiotensin II-Konzentration im Serum an
(Abbildung Publikation 2) [168]. Angiotensin II agiert {iber den Angiotensin-II-Rezeptor
Typ I als proinflammatorisches Zytokin, indem es NF-kB mit AP-1/c-Foc iiber den MAPK-
Weg zusitzlich ADAM17 aktiviert, was zur Expression von IL-6, EGF, TNF und shedding
von sIL-6Ra fiihrt [169, 170]. Eine Blockade des Angiotensin-II-Rezeptors Typ I verhinderte
dagegen im Tiermodell die Entwicklung von SARS-CoV-induzierten ARDS [171]. Uber
Trans-signaling erfolgt darauthin die gpl30-vermittelte Aktivierung von STAT3 in
Fibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen, die weitere proinflammatorische Zytokine
und Chemokine exprimieren [170]. Dazu gehort der granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF), der Neutrophile rekrutiert. Bei Patienten mit fatalem COVID-19-ARDS Verlauf
wurden erhohte G-CSF Werte und eine broncho-alveolédre-assoziierte Neutrophilie
beobachtet [165]. Das angeborene Immunsystem interagiert mit der Infektion, indem die TLR
eine MyD88-assoziierte NF-kB Kaskade aktivieren [172]. Durch die Aktivierung von
Neutrophilen im Alveolarraum werden zytotoxische Substanzen freigesetzt, dazu gehdren
granuldre Enzyme, proinflammatorische Zytokine und extrazellulire Neutrophilenfallen.
Langfristig kommt es durch die hyperinflammatorische Immunzellaktivierung zu einer
Schiadigung der alveolarkapilliren Barriere [165]. Erhohte Werte von IL-2, IL-2R, IL-6,
MCP1, MCP-3, IL-8, IFN-y und TNF im Serum von COVID-19-Patienten korrelieren negativ
mit dem Schweregrad der Erkrankung und der Mortalitét [173].

Patienten, die schwer von der Infektion betroffen sind, haben ein dysreguliertes
Immunsystem gemeinsam, bei dem zunichst eine iiberschieende Immunantwort auftritt und
in einer Zellerschopfung endet [174]. Besonders auffillig ist bei diesen Patienten die stark
erniedrigte Gesamtzahl der T-Zell-Lymphozyten. Vor allem eine CD4+ und CD8+ T-
Zelldepletion ist bei COVID-19-Patienten im schweren Verlauf der Infektion
charakteristisch [175]. Schliisselfaktoren im pathologischen Verlauf von COVID-19 sind
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neben der Lymphopenie und Neutrophilie, eine Dysregulation von Monozyten und
Makrophagen, eine verzogerte Typ-I-IFN Antwort und CRS [165].

Rodriguez-Herndndez und Kollegen zeigten den Zusammenhang zwischen dem
sgp130-vermittelten Puffersystem und dem fatalen Verlauf bei COVID-19 Patienten [84]. Bei
den Verstorbenen war der IL-6 Serumspiegel am Meisten erhoht. Der COVID-19-assoziierte
IL-6 Serumspiegel mit 34 pg/ml war jedoch deutlich geringer als bei anderen CRS-
assoziierten Verldaufen wie bei Sepsis (983 pg/ml), ARDS (460 pg/ml) oder bei CAR-T CRS
(3110 pg/ml) [79]. Dariiber hinaus wiesen Verstorbene niedrigere Serumspiegel von sIL-6Ra
und sgp130 auf. Das sgp130 Puffersystem konnte das Trans-signaling bei fatalen Verldufen
von COVID-19 nicht inhibieren und es kam zu einer systemischen Antwort in Form von
Lymphopenie und Neutrophilie mit nachfolgender Mortalitdt. Im Gegensatz dazu zeigten
COVID-19 Patienten mit schwerem Verlauf ein niedrigeres IL-6 Level (27 pg/mL) und
signifikant erh6hte sIL-6Ra und sgp130 Mengen auf. Dadurch konnten die Trans-signaling-
Komponenten gepuffert werden. So zeigen Rodriguez-Hernandez und Kollegen eine positive
Korrelation zwischen fatalen Verldufen und reduzierten Mengen an sIL-6Ra und sgp130.
Diese Studie zeigt zundchst eine Hyperinflammation mit zunehmendem Trans-signaling, die
anschlieBend in einer Erschopfung und Lymphopenie endet [95, 170, 174]. Diese
Lymphopenie fiihrt aufgrund der verminderten T-Zellzahl zu einem verminderten IL-6Ra
shedding. Dadurch wird das komplexe Gleichgewicht zwischen IL-6 Aktivierung,
Hyperinflammation und sgp130-Puffer bei COVID-19-ARDS gestort, was fatale Folgen
haben kann [176].

Bei ARDS wird die Epithelschicht durch proinflammatorische Zytokine so stark
geschddigt, dass die Ionenkandle den alveoldren Fliissigkeitstransport nicht mehr
aufrechterhalten konnen [177]. In Folge dessen fiihrt die gestorte Funktion zu einer erhohten
Permeabilitdt und damit zu einer Flissigkeitsansammlung in den Lungenalveolen. Der
Gasaustausch ist im Rahmen der Hypoxdmie derart beeintrdchtigt, dass eine invasive
Beatmung mit sofortiger Intervention in Form von Immunsuppressiva notwendig wird [163].
Therapien bei schwerem COVID-19 greifen entweder gezielt oder im Rahmen einer
allgemeinen Immunsuppression in die Hyperinflammation und die damit verbundenen
Signalwege ein, um die Regulation des Immunsystems wieder unter Kontrolle zu
bringen [173]. Dabei sind der richtige Zeitpunkt und die Art der Intervention
entscheidend [178].

Dexamethason, ein Kortikosteroid, senkte die Mortalitdt bei Patienten mit invasiver

Beatmung von 41,4% auf 29,3% und bei Patienten mit nicht-invasiver Sauerstoffversorgung
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von 26,2% auf 23,3% [179]. Bei moderatem Krankheitsverlauf ohne Sauerstoffversorgung
war diese Therapie nicht wirksam. Kortikosteroide sind in der Therapie der CRS als
Immunsuppressiva wirksam, allerdings wird die antivirale T-Zellfunktion zu Lasten der
Viruselimination beeintréchtigt. Da insbesondere eine erhdhte IL-6 Serumkonzentration mit
fatalen COVID-19 Verldufen assoziiert ist und eine IL-6Ra-mAb-Therapie be1 CRS wirksam
ist, erhielten Patienten mit Beatmung in den REMAP-CAP- und RECOVERY-Studien
Kortikosteroide in Kombination mit Tocilizumab bzw. Sarilumab, was die Mortalitit
reduzierte [180-182]. Eine frithere Studie (COVACTA) untersuchte neben der
Kortikosteroidtherapie zudem die Effektivitit von IL-6Ra-mAb in der Monotherapie
allerdings ohne Erfolg [183]. Retrospektiv war die Behandlung von Patienten mit moderatem
Verlauf ohne Kortikosteroide kombiniert mit einer niedrigen IL-6 Serumkonzentration der
Grund fiir die fehlende Wirksamkeit [184]. Bei der Behandlung mit globalen IL-6 Blocker
wie Tocilizumab oder Sarilumab, besteht ein erhohtes Risiko fiir Atemwegsinfektionen [111].
Da der klassische IL-6-Signalweg fiir die virale Elimination notwendig ist, konnten IL-6-
Inhibitoren auch die Behandlung von COVID-19 beeintrachtigen, indem sie die Viruslast
erhohen. Autopsien von Organen verstorbener COVID-19 Patienten zeigten, dass die
Patienten entweder an einer hohen Viruslast im Gewebe oder an einer Hyperinflammation
ohne Hinweise auf SARS-CoV-2 verstorben sind [178].

Wihrend bisher der Fokus auf der klassischen und Trans-signaling-Blockade mit
Tocilizumab und Sarilumab bei COVID-19 lag, konnte die Effektivitit der selektiven Trans-
signaling Inhibition bei COVID-19 Gegenstand aktueller Forschung sein. Die Publikation 2
zeigt in einem proof-of-concept eine bispezifische Blockade der SARS-CoV-2 Infektion
durch die neutralisierende Bindung des Spike-Proteins an einen Nanobody (VHH72) und des
IL-6 Trans-signalings durch ein Fusionsprotein namens c19s130Fc [155, 157]. Eine
Kombinationstherapie kann vor allem in der Anfangsphase der Infektion von Vorteil sein, da
der Bindungspartner hACE2 fiir den Zelleintritt ein wichtiges Target fiir die therapeutische
Entwicklung darstellt. Zunichst wird der Viruseintritt verhindert, wodurch hACE2 nicht
internalisiert wird und somit im weiteren Verlauf die potentielle Fehlregulation des AnglI-
ATI1R-Signalweges stromabwérts von ACE2 zu CRS verhindert wird [168]. Akkumulieren
sich dennoch inflammatorische Bedingungen, kann das c19s130Fc praventiv das IL-6 Trans-
signaling blockieren und damit die Hyperinflammation reduzieren, dhnlich wie bei schweren

Verldaufen von COVID-19 Patienten mit kurativer Gabe von Tocilizumab.

I-21



4. SYNTHETISCHE ZYTOKINREZEPTOREN

Die synthetische Biologie entwickelt genetische Schalter und optimiert bestehende
biologische Systeme, indem die Rekonstruktion biologischer Einheiten und deren Integration
als transgene Schaltkreise neuartige Proteine und Stoffwechselnetzwerke schafft [185].
Sowohl natiirliche als auch synthetische Rezeptoren fiihren die Informationsverarbeitung aus.
Ein Input in Form eines Signals wird weitergeleitet, um als Output eine zelluldre Verdnderung
zu induzieren [186]. Die Entwicklung neuartiger Funktionen im eukaryotischen System als
Teil der biomedizinischen Forschung konzentriert sich vor allem auf die Bereiche zellbasierte
Diagnostik und personalisierte Therapie [187]. Insbesondere synthetische Rezeptoren eignen
sich zur Erkennung und Eliminierung bestimmter Krankheiten. Von genetischen bis zu
mehrstufigen  Schaltkreisen ist eine préizise synthetisch-interzelluldre, juxtrakrine
Kommunikation mit Hilfe von Rezeptoren erforderlich, um komplexe logische Operationen
basierend auf Zell-Zell-Kontakten durchfiihren zu konnen [188].

Insbesondere die Entwicklung der CAR-T-Zelltherapie hat das Repertoire
synthetischer Rezeptoren erweitert, um eine moglichst sichere und effektive Therapie des
Multiplen Myeloms und der B-Zell-Lymphome zu gewihrleisten [185]. Dieses Repertoire
umfasst die Weiterentwicklung chimirer synthetischer Rezeptoren von CAR-Generation 1 bis
5 mit anderen funktionellen CAR-Technologien (Switch CAR, Dual CAR), chimeric cytokine
Rezeptoren (single-chain variable fragment (scFv)-EpoR, chemically induced dimerization),
generalized extracellular molecule sensor (GEMS), synthetic Notch (synNotch) und andere
zusammengefasst in [186]. Aktuelle Forschungsarbeiten befassen sich mit Interferenzen
synthetischer Schaltkreise mit intrazelluldaren Komponenten, unspezifischer Aktivierung oder
Hintergrundexpression, die die Applikation synthetischer Einheiten in vivo erschweren [91,
189].

Ein zielorientiertes, in der Therapie einsetzbares System ist die Entwicklung
synthetischer Zytokinrezeptoren. Diese konnen je nach Bedarf frei kombiniert werden, z.B.
durch eine Homo- oder Heterodimerisierung/Trimerisierung [190]. Um synthetische
Zytokinrezeptoren moglichst spezifisch zu aktivieren, diirfen endogene Signale keine
Hintergrundaktivitdt hervorrufen. Nanobodies, die hochaffin die Fluoreszenzproteine green
fluorescent protein (GFP) oder mCherry binden, zeigen keine Affinitdit zu endogenen
Liganden [191, 192]. Damit qualifizieren sich diese Bindungspartner zur Entwicklung
synthetischer Rezeptoren. Die Schwere-Kette-Antikdrper aus Camelidae besitzen zwei

Antigen-bindende Doménen (VHH) und konnen einzeln isoliert oder als Fusionsproteine
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verwendet werden [193]. Daraus setzt sich die erste Generation synthetischer

Zytokinrezeptoren (Synthetic Cytokine Receptor, SyCyR) zusammen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Diversitét der synthetischen Zytokinrezeptoren (SyCyR) in der Generationsiibersicht, eingeteilt nach den
Zytokinfamilien IL-6, TNF, IL-10, IFN, IL-12 und IL-2. AuBerhalb befinden sich die unmodifizierten endogenen
Rezeptorkonstellationen und auf der Oberfliche die entsprechenden synthetisch modifizierten Rezeptoren, deren
extrazelluldrer Bereich durch ein VHHGre oder VHHmcherry ersetzt ist. Modifikationen wie AIP (gelb), Austausch zur IL-7Ra
Transmembran mit PPCL-Insertion zur konstitutiven Aktivierung (PPCL), SNP (Sterne), Trans-phosphorylierungsdeletionen
(aktivierend Pfeil, nicht aktivierend Punkt) sind markiert. Wenn nicht gekennzeichnet, besitzen alle SyCyR die TMD und
ICD des endogenen Rezeptors. Abbildung mit Biorender erstellt und modifiziert nach [190, 193-199].

Diese SyCyR weisen extrazelluldr einen Nanobody gerichtet gegen GFP (VHHgrp)
oder mCherry (VHHmcnerry) auf. Darauf folgt eine TMD und fiir die Signaltransduktion der
IL-2-, IL-6-, IL-10-, IL-12-, TNF- oder IFN-Familie die entsprechende intrazellulédre
Doméne [193]. Die Aktivierung der SyCyR erfolgt hintergrundfrei, da endogene Signale
keine unspezifische Signaltransduktion ausldsen und zudem dieses System mit synthetischen
Liganden spezifisch aktivieren werden kann. Diese SyCyR Aktivierung entspricht der
Signaltransduktion endogener Rezeptoren [193]. Durch die einfache Ubertragbarkeit dieser
Anwendung konnen unbekannte Rezeptorkonstellationen mit Fusionsproteinen aus GFP und
mCherry als Homo- oder Heteroproteine kombinatorisch forciert und somit untersucht
werden, was im Folgenden an einigen Beispielen demonstriert wird [190, 194].

Synthetische Rezeptorkonstellationen mit VHHacregpl30 und VHHmcherryFas
ermoglichen eine Regulation pro- und anti-apoptotischer Signale {iber GFP-Homodimere und

mCherry-Homotrimere, die Rezeptorkomplexe der TNF-Superfamilie phidnokopieren [195].
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Die GFP Homodimerisierung kann murine Pro-B-Zellen iiber VHHGrpgp130 zur Proliferation
anregen, wahrend die mCherry Homotrimerisierung iiber VHHmchenryFas Apoptose
induziert [195]. Die Fas SyCyR-vermittelte Apoptose kann als niitzliches Werkzeug zur
Identifizierung der Rezeptoraktivitit verwendet werden [196]. Genomsequenzierungen
beherbergen alleine im Fas-Gen 17889 SNPs, von denen nicht alle notwendigerweise mit
einer Erkrankung assoziiert sind oder noch nicht mit einer Erkrankung in Verbindung
gebracht wurden [196]. Minafra und Kollegen untersuchten mittels Fas SyCyR 35 nicht-
synonyme SNPs in der TMD und ICD von Fas, die eine verdnderte Apoptoseregulation
induzieren und daher mit Erkrankungen wie dem Autoimmunlymphoproliferativen Syndrom
oder Plattenepithelkarzinom in Verbindung gebracht werden konnten [196]. Mit diesem
Werkzeug kann die Aktivitdt der respondierenden synthetischen Zytokinrezeptoren {iber die
spezifische Regulation synthetischer Liganden untersucht werden.

Das SyCyR System ermdglicht in vivo eine zelltypspezifische und hintergrundfreie
zytokindhnliche Signaltransduktion mit Hilfe synthetischer Liganden, was eine Anwendung in
der CAR-T-Zelltechnologie interessant macht. Obwohl Nanobodies zur Behandlung von
Krankheiten wie Krebs, Autoimmunerkrankungen, Infektionen oder Leukdmie mit iiber 30
klinischen Studien eine wichtige Rolle bei der Entwicklung neuer Therapieansétze spielen,
konnten diese Xenografen bei ldngerer Exposition zu Immunogenitit fiihren [200]. Seit 2018
wurden bisher drei Nanobodies fiir solide Tumoren, RA und Blutgerinnungsstérungen von der
FDA zugelassen, wihrend die Langzeitnebenwirkungen aktuell erhoben werden [200].
Nanobodies und scFv, die als Teil der 11 als sicher und wirksam eingestuften CAR-T-
Zelltherapien seit 2017 von der FDA fiir die Behandlung des multiplen Myeloms und
bestimmter Arten von B-Zell-Lymphomen zugelassen sind, zeigen das wachsende Potenzial
in der Humanmedizin [201]. Von anderer Natur sind die synthetischen Liganden GFP und
mCherry, die bei wiederholter Anwendung beim Menschen potentiell eine Immunantwort in
Form von neutralisierenden Antikorpern auslésen und damit ihre Wirksamkeit verlieren
konnen [202].

Die nichste Generation der SyCyR-Technologie soll ein synthetisches Ligand-
Rezeptor-Paar ohne endogene Hintergrundaktivitit oder potentieller Immunogenitit des
synthetischen Liganden enthalten [198]. Hierfiir eignen sich von der FDA zugelassene
therapeutische Antikdrper, die nicht gegen humane Ziele gerichtet sind. Damit kommen mAbs
wie Infliximab, Tocilizumab oder Ustekinumab mit endogenen Zielmolekiilen nicht in Frage,
wiahrend mAbs gegen Bakterien oder SARS-CoV-2 wenig Nebenwirkungen bei einer

potentiellen Behandlung der zweiten SyCyR Generation erzeugen konnten. Palivizumab ist
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ein humanisierter monoklonaler IgG1k Antikorper, der gegen ein Epitop des Fusionsproteins
von Respiratory Syncytial Virus (RSV) gerichtet ist [203]. Es wurde 1999 von der
Europédischen Arzneimittelagentur zur Prévention von RSV-Infektionen und schweren
Erkrankungen bei Sduglingen mit hohem Risiko zugelassen, da es eine neutralisierende und
fusionshemmende Aktivitit gegeniiber den beiden RSV-Subtypen A und B besitzt [204].
Dieses Therapeutikum wurde als synthetischer Ligand fiir eine potentielle Applikation beim
Menschen auf der Grundlage von Langzeitstudien mit geringen Nebenwirkungen
ausgewdhlt [203]. Dieser Antikorper induzierte zusammen mit einem Freund-Adjuvans eine
Immunisierung eines Lamas, woraus anti-idiotypische Nanobodies isoliert wurden, die als
Teil der synthetischen Rezeptoren (gpl130 SyCyR und Fas SyCyR) zur Signaltransduktion
nach Ligandenbindung dienten. Die Spezifitit der anti-idiotypischen Nanobodies beruht auf
der Bindung der variablen Region des Antikorpers, in diesem Fall die hypervariablen
Regionen von Palivizumab [198]. Die Signalweiterleitung der neuen SyCyR durch die anti-

idiotypische Palivizumab (AIP) Bindung ist in Publikation 3 dargestellt.
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ZIELSETZUNG

Die erste Zielsetzung dieser Dissertation ist die Erweiterung des cs130Fc Inhibitors zu
einem bispezifischen chiméren Inhibitor, der das IL-6 Trans-signaling sowie die TNF- oder
IL-12/23 Signaltransduktion durch eine kovalente VHH-Fusion inhibiert. In zellbasierter in
vitro Proliferation mit IL-6/sIL-6Ra und IL-12 oder IL-23 soll die Inhibitionskapazitit des
bispezifischen cs130Fc getestet werden. Zudem soll die TNF-induzierte Apoptose durch die
Erweiterung mit einem VHH gegen TNF verhindert werden. Diese Molekiile sollen sowohl
die Hemmkapazitit der Einzelkomponenten beibehalten als auch beide Zytokin-vermittelte
Signalwege gleichzeitig inhibieren.

Das zweite Ziel dieser Dissertation ist die Entwicklung eines bispezifischen cs130Fc
Inhibitors, der sowohl die SARS-CoV-2-Infektion als auch das IL-6 Trans-signaling blockiert.
Hierfiir wird cs130Fc mit einem VHH gegen das Spike-Protein von SARS-CoV-2 fusioniert.
In zellbasierten Modellen soll dieser Inhibitor das IL-6 Trans-signaling blockieren und die
SARS-CoV-2-Infektion verhindern. Diese duale Blockade soll das pathologische
Zusammenspiel zwischen Endotheliopathie und Virusinfektion therapeutisch vorteilhaft
beeinflussen.

Die dritte Fragestellung zielt auf die Weiterentwicklung des synthetic cytokine
receptor (SyCyR) Systems mit anti-idiotypischen Rezeptor-Liganden-Paare fiir therapeutische
Anwendungen ohne zelluldre Immunantwort. Hierfiir soll Palivizumab eingesetzt werden, da
es weder mit humanen Proteinen kreuzreagiert noch immunogen ist. Fiir dieses SyCyR-Paar
sollen anti-idiotypische VHH (AIPV") aus einer Lama-Immunisierung mit Palivizumab

isoliert und charakterisiert werden. Die AIPVHH

sollen als Teil der synthetischen Rezeptoren
aktivierbar sein, wenn Palivizumab als synthetischer Ligand die SyCyR bindet und damit die
Signaltransduktion von gp130 und Fas induziert. Die variablen Regionen von Palivizumab
sollen als synthetische Fusionsproteine die AIPYHH-Rezeptoren spezifisch aktivieren.

Die vierte Fragestellung untersucht die Ubertragbarkeit der IL-7Ra
Transmembrandoméne mit PPCL-Insertion auf synthetische und natiirliche Klasse I und II
Zytokinrezeptoren (SyCyRepcL). Hierfiir sollen natiirliche und synthetische Varianten von
gpl30 aus der IL-6 Familie, IL-23R aus der IL-12 Familie und IL-7Ra als Klasse I
Zytokinrezeptorfamilie mit der PPCL-Insertion ergénzt werden. Weiterhin soll der Interferon
o/B Rezeptor 2 (IFNAR2) als Vertreter der Klasse II der Zytokinrezeptoren mit der PPCL-
Insertion erweitert werden. In in vitro Zellkulturen soll die Aktivitit der SyCyRepcL

hinsichtlich einer ligandenunabhidngigen Disulfidbriicken-forcierten Homodimerisierung

untersucht werden.
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At least 0.5% of people in the Western world develop in-
flammatory bowel disease (IBD). While antibodies that block
tumor necrosis factor (TNF) a and Interleukin (IL-)23 have been
approved for the treatment of IBD, IL-6 antibodies failed in the
phase II clinical trial due to non-tolerable side effects. However,
two clinical phase II studies suggest that inhibiting IL-6/soluble
IL-6R (sIL-6R)-induced trans-signaling via the cytokine recep-
tor gpl30 benefit IBD patients with fewer adverse events. Here
we develop inhibitors targeting a combination of IL-6/sIL-6R
and TNF or IL-12/IL-23 signaling, named cs130-TNF'7HFc
and ¢s130-I1L-12/23""MFc, Surface plasmon resonance experi-
ments showed that recombinant ¢s130-TNFY""Fc and ¢s130-
1L-12/23V7"Fc bind with high affinity to IL-6/sIL-6R com-
plexes and human TNFa (hWTNFa) or IL-12/IL-23, respectively.
Immunoprecipitation experiments have verified the higher or-
dered complex formation of the inhibitors with IL-6/sIL-6R and
IL-12. We demonstrated that cs130-TNFY""Fe and cs130-IL-
12/23Y"MF¢ block IL-6/sIL-6R trans-signaling-induced prolif-
eration and STAT3 phosphorylation of Ba/F3-gp130 cells, as
well as hTNFa- or IL-23-induced signaling, respectively. In
conclusion, €5130-TNFY"™Fc and ¢s130-1L-12/23"""'F¢ repre-
sent a class of dimeric and bispecific chimeric cytokine in-
hibitors that consist of a soluble cytokine receptor fused to anti-
cytokine nanobodies,

Tumor necrosis factor (TNF)a, Interleukin (IL-)6, IL-12,
and IL-23 are central immunomodulatory cytokines control-
ling health and disease (1-3). Over the years, the general
principle of cytokine signaling and receptor complex assem-
blies have been broadly understood. For IL-6, three receptor
assemblies were named classic, trans-, and cluster-signaling. In
classic signaling, IL-6 binds to the membrane-bound IL-6R
and induces a signal-transducing homodimer of the gp130
receptor chain (4). In trans-signaling, the soluble form of IL-6R
(sIL-6R) complexed with IL-6 activates gp130 homodimers on
cells lacking IL-6R expression (5, 6). For cluster-signaling,
cell-cell contacts by IL-6:IL-6R complexes formed on

* These authors contributed equally to this work.
* For correspondence: Jirgen Scheller, jscheller@uni-duesseldorf.de.
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transmitter cells activate gp130 homodimers on neighboring
receiver cells (7, 8).

The sIL-6R-driven IL-6 trans-signaling has been mainly
assigned as the pathological mode of IL-6 signaling that con-
tributes to inflammatory, autoimmune diseases and cancer. In
many disease models, soluble variants of gp130 (9) were shown
to inhibit IL-6 trans-signaling specifically. Treatment with
sgpl30Fc, the dimeric 1gG1-Fc tusion protein consisting of all
six extracellular domains of gpl130, was shown to be more
beneficial compared to global blockade of classic and trans-
signaling by neutralizing antibodies including sepsis (10),
cerulein-induced acute pancreatitis (11), bone fracture healing
(12, 13), and myocardial infarction (14). sgp130Fc was named
Olamkicept for clinical development by the WHO in 2016.

At least 0.5% of people in the Western world develop in-
flammatory bowel disease (IBD) with symptoms like intestinal
fibrosis, abscesses, and eventually colitis-related tumors (15).
Antibodies blocking TNFa and IL-23 were approved for IBD
(16). In contrast, IL-6 antibodies failed in phase II clinical trials
for IBD due to non-tolerable side effects (17, 18), including
intestinal perforations which were also observed for anti-IL-6R
therapy for rheumatoid arthritis (19). Of note, Olamkicept has
recently passed two phase II clinical studies for IBD with
promising results (20-22),

We have generated ¢s130, a size-reduced, highly active, and
selective trans-signaling inhibitor (23). ¢s130 consists only of
the first three extracellular cytokine binding domains D1-D3 of
sgpl30 fused to the a non-neutralizing nanobody VHH6 that
binds to IL-6:sIL-6R complexes (23-25). Based on ¢s130,
¢19s130 was the first example of a bispecific trans-signaling
inhibitor, which consists of ¢s130 plus the neutralizing nano-
body VHH72 (26) directed against the S-RBD of SARS-CoV2
enabling the inhibition of IL-6 trans-signaling and cellular
entry of SARS-CoV2 (27).

Here we refined c¢s130, resulting in a class of dimeric and
bispecific chimeric cytokine inhibitors, which simultaneously
block IL-6 trans-signaling and TNFa- or IL-12/23-signaling
via fusion to nanobodies directed against TNFa (28, 29), and
the p40 subunit of IL-12 and IL-23 (30). Such bispecific in-
hibitors of centrally invelved cytokines in IBD might be of
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therapeutic value for future therapeutic applications, especially
once sgpl30Fc has been approved for IBD.

Results

Development of the bispecific inhibitors ¢s130-TNF*""Fc and
€s130-IL-12/23""HF¢

We designed the two bispecific and dimeric inhibitors
es130-TNFY"™MEe, and  ¢s130-1L-12/23""Fc  to  simulta-
neously target IL-6:sIL-6R complexes and human TNFa
(hTNFo) (28, 29) or human IL-12/23 (hIL-12/23) via the
shared cytokine subunit p40 (30). The nanobodies directed
against hTNFa and hIL-12/23_p40 (22E11) were described

previously (29, 30). We fused the nanobodies for hNTNFa or
hIL-12/23 to ¢s130 connected vig a flexible linker sequence
(GGGGS).GGGGTG followed by a C-terminally located IgG1-
Fc (Fig, 14). cs130-TNFY"™Ec and ¢s130-T1-12/23V"Fe were
expressed and purified vig Protein A affinity chromatography
from supernatants of transiently transfected Expi293F cells.
Following affinity purification, ¢s130-TNFY""Fc and ¢s130-
1L-12/23V"""F¢ proteins were pure, as demonstrated by SDS-
PAGE analysis followed by Cocmassie brilliant blue (CBB)
staining and Western blotting (Fig. 1, B and C). The disulfide-
mediated dimerization of ¢s130-TNFY'™F¢ and cs130-1L-12/
23YHHEC was assessed by non-reducing SDS-PAGE stained by
CBB and Western blotting (Fig. 1, B and C). All inhibitory
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Figure 1. Generation of cs130-TNF"""Fc and ¢s1301L-12/23"""Fc. A, schematic overview of cs130-TNF™"rc, TNF™"Fc, c5130-1L-12/23"""F¢, and IL-12/
23"™MEc utilized in this study. B, SDS-PAGE analysis of purified ¢19s130Fc, cs130-TNF""Fc, TNF™M"Fc followed by Western blotting (anti-Fc) and Coomassie
staining in presence (+) or absence of B-mercaptoethanal. G, SDS-PAGE analysis of purified c19s130Fc, cs130-IL-12/23""F¢, 11-12/23"""Fc followed by
Western blotting (anti-Fc) and Coomassie staining in the presence (+) or absence of 3-mercaptoethanol.
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proteins demonstrated a shift to higher molecular weight
without a reducing agent, confirming disulfide-mediated
dimerization via the Fc part. As controls, we also expressed
and purified the nanobodies directed against h'T NFa and hIL-
12/23 with Fe-tag and named the dimeric fusion proteins
TNEY"ME¢ and IL-12/23Y"HEc, respectively (Fig. 1, B and C).

¢s130-TNF™™Fc and €s130-1L-12/23""Fc efficiently inhibit IL-
6 trans-signaling

The affinities of c195130Fc, es130-TNF"""'Fc, and cs130-
1L-12/23Y"Ec to human Hyper-1L-6 (HIL-6) were deter-
mined by surface plasmon resonance (SPR). The designer
cytokine HIL-6 is a fusion protein composed of IL-6 and sIL-
6R connected via a flexible peptide linker and is used as a
surrogate to induce trans-signaling (31). For all SPR experi-
ments, HIL-6 was used because it forms a stable complex
compared to the individual components IL-6 and sIL-6R.
€195130Fc, cs130-TNF"™Fe, and cs130-IL-12/23"""Fc dis-
played comparably high affinities of 34.2, 48.8, and 28.9 PM for
hHIL-6, respectively (Fig. 2, A—D and Table 1). The kinetic
analysis of the interaction revealed the foermation of a very
stable complex between ¢19s130Fc, ¢s130-TNFY™ME¢, and
cs130-1L-12/23Y""Fc with hHIL-6, which was mainly char-
acterized by the low k¢ rates of 7.5 x 1075 1/s, 8.6 x 107° 1/s,
and 7 x 107° 1/s, respectively. Next, we analyzed the inhibitory
potential of c19s130Fc, ¢s130-TNEV"E¢, and cs130-11-12/
23" towards TL-6 trans-signaling in a cell-based assay. Ba/
F3 cells stably transduced with gpl130 (Ba/F3-gp130) were
stimulated with 150 ng/ml IL-6 and 300 ng/ml sIL-6R, which
induced STAT3 phosphorylation-dependent cellular prolifer-
ation, a well-established model for IL-6 trans-signaling (25).
We observed the concentration-dependent inhibition of IL-6
trans-signaling by ¢19s130Fc, cs130-TNEY™™Fc, and cs130-
1L-12/23""7Fc, while no effects were observed for
TNFYHHEC and 11-12/23YHMHEc (Fig. 34). As a control, cs130-
TNFY™FEc, and ¢s130-1L-12/23V""Ec did not inhibit classical
IL-6 signaling induced proliferation of Ba/F3-gp130-IL-6R
cells (Fig. 3B). Half maximal inhibitory concentration (ICsy)
values of 0.57 nM, 0.51 nM, and 0.56 nM were determined for
c19s130Fc, es130-TNFY™Fe, and  ¢s130-IL-12/23FHEC,
respectively, which were in good agreement with previously
published data (23, 27). Ba/F3-gp130 and L1939 cells were
stimulated with 150 ng/ml IL-6 and 300 ng/ml sIL-6R for
20 min in the presence and absence of the inhibitors
c195130Fc, ¢s130-TNEY™Ec and TNFYMHEc (Pig. 3C) and
cs130-1L-12/23"""Ec but not by IL-12/23¥"™ (Fig. 3D) to
examine inhibition of signal transduction following IL-6 trans-
signaling. As expected, c19s130Fc and ¢s130-TNEV"FEc but
not TNFY™MFc inhibited STAT3 phosphorylation at concen-
trations above 1 nM (Fig. 3C). Furthermore, STAT3 phos-
phorylation in Ba/F3-gp130 and 1939 cells was also inhibited
by ¢s130-1L-12/23"MFc but not by 1L-12/23Y" at concen-
trations above 1 nM (Fig. 3D). Taken together, the fusion of a
second nanobody in cslSO—TNFVHHFC, and c¢s130-IL-12/
23YMHEc has no negative impact regarding affinity towards IL-
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6 trans-singaling as shown by biophysical and cell-based
assays.

cs130-TNF"MYIFc efficiently inhibits hTNFa-induced apoptosis

Next, we determined and compared the affinity of cs130-
TNEYHHEe, TNFYHFc, and recombinant human soluble
TNERIFc fusion protein (hsTNFRIFc) (32) to hTNFa by SPR
(Fig. 4, A—D and Table 1). es130-TNE"HHFc, and TNFYHHEc
displayed comparable affinities of 149.9, and 159.8 PM for
hTNFa, respectively, demonstrating that fusion to ¢s130 did
not disturb the interaction of the second nanobody with
hTNFa. Next, we performed competition experiments with
hTNFa bound to hsTNERIFc with increasing concentrations
of the inhibitors by SPR (Fig. 4E). hTNFa bound to hsTNFRIFc
with 92.49 PM (Fig. 4D and Table 1), which agrees with the
previously described affinity of 49 PM (33). 12.5 nM of ¢s130-
TNEVHHEG, and TNFYMEc, whereas 6.25 nM of Etanercept
(soluble TNFRIIFc, Enbrel) abrogated the binding of hTNF« to
immobilized hsTNERIFc (Fig. 4, E-H).

Due to the lack of TNF receptors, Ba/F3 cells did not
respond to hTNFa. hTNFo can induce cellular apoptosis of
1929 via activation of TNF receptor I (TNEFRI) (34). To
demenstrate the inhibition ef hTNFa, we chese the L929 cell
line which is commonly used for cell death assays. We treated
L929 cells with 1 ng/ml hTNFa to determine the inhibitory
capacity of es130-TNF"""'Fc, TNFY""'Fe, and Etanercept. As
depicted in Figure 54, cs130-TNEV"HEc, TNFYHHFc, and
Etanercept inhibited hTNFa-induced cell death of L929 in a
dose-dependent manner. Notably, the inhibitory profile was
comparable with ICsss of 0.28 nM, and 0.56 nM for cs130-
TNEY"™Fc and TNF'"'Fe, respectively, whereas Etanercept
was significantly better with an IC;, of 3.13 pM. Of note,
¢19s130Fc did not prevent hTNFa-induced cell death of L929
(Fig. 5A). Apoptosis of L929 cells was quantified using flow
cytometry after 24 h stimulation with 1 ng/ml hTNF« and 1,
10, and 100 nM cs130-TNFY?HFc (Fig. 5B). Ethanol treatment
served as a positive control for apoptosis, whereas TNFa-non-
treated cells served as proliferation control. L929 cells were
apoptotic after hTNFa stimulation (81%), whereas inhibition
with ¢s130-TNEY""Ec efficiently prevented apoptosis. About
82 to 84% of cells were still alive when treated with 10 or
100 nM cs130-TNEY™HEc, respectively, but also the lowest
concentration of 1 nM ¢s130-TNF'PHEC showed 64% cell
viability (Fig. 5B). L929 cells were stimulated with 0.1 ng/ml
hTNFa and ¢19s-130Fc, cs130-TNF"'Fc, and TNFY™"Fc for
12 h and cleavage of Caspase 3 (clCas3) from total non-cleaved
Caspase 3 (tCas3, pro-Caspase 3) was assessed by Western
blotting. Stimulation with hTNFa« induced cleavage of pro-
Caspase 3, whereas adding ¢s130-TNEY"™Fc or TNFVHEc
largely prevented the occurrence of cleaved Caspase. Cleaved
Caspase 3 was almost absent in untreated cells (Fig. 5C}. Taken
together, the fusion and the TNF nanobody in cs130-
TNEY™Fc did not interfere with the biological activity to-
wards hTNFa as shown by biophysical and cell-based assays.
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Figure 2. Binding of cs130-TNF'""Fc and ¢5130-1L-12/23"""Fc¢ to HIL-6.
A, schematic illustration of surface plasmon resonance experiments. B, SPR
analysis of €19s5130Fc binding to HIL-6. C, SPR ana\\x'sis of ¢s130-TNF"MHFc
binding to HIL-6. D, SPR analysis of cs130-1L-12/23"""F¢ binding to HIL-6.
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¢5130-IL-12/23""HF¢ efficiently inhibits IL-12 and IL-23
signaling

Next, we compared the affinities of cs130-IL-12/23YEc
and 1L-12/23""'Fc to human IL-12/IL-23. Soluble fusion
proteins of p40 with p35 (Hyper IL-12, HIL-12), and p40 with
pl9 (Hyper IL-23, HIL-23) connected via a flexible linker
served as analytes in SPR. ¢s130-1L-12/23Y"'"'Fc, and IL-12/
23YHHEC displayed for p40-related binding in HIL-12 compa-
rable affinities of 229.5 and 97.9 PM, respectively (Fig. 6, A and
B and Table 1). Subsequently, we compared the inhibitory
activity of ¢s130-1L-12/23Y""F¢, and 1L-12/23V""Fc towards
HIL-12, and HIL-23 signaling in cell-based assays. Ba/F3 cells
stably transduced with IL-12RpB1 and IL-12RB2 or IL-23R were
stimulated with 10 ng/ml HIL-12 or 0.5 ng/ml HIL-23 inducing
STAT3 phosphorylation and cellular proliferation. Dose-
dependent inhibition of HIL-12-induced cellular proliferation
by ¢s130-1L-12/23V"Fe and 1L-12/23V"Ec gave ICs, values
of 7.81 nM, and 642 nM, respectively (Fig. 6C). Dose-
dependent inhibition of HIL-23 cellular proliferation by
¢s130-1L-12/23Y"MF¢, and IL-12/23Y""'Fc gave the ICs, values
1.19 nM, and 2.06 nM, respectively (Fig. 6D). Ba/F3-IL-12RB1-
IL-12RP2 cells were incubated with 10 ng/ml HIL-12, and Ba/
F3-IL-12RB1-IL-23R cells with 2 ng/ml HIL-23 for 20 min in
the presence and absence of the inhibitors to determine STAT3
phosphorylation. Both inhibitors, €s130-1L-12/23Y"F¢, and
1L-12/23V"""'Fc inhibited STAT3 phosphorylation within the
same range at concentrations above 1 nM (Fig. 6E). The human
natural killer cell line NK-92 was stimulated with HIL-12 and
IL-6/sIL-6R. HIL-12-induced STAT4 phosphorylation was
inhibited by 1L-12/23"""Fc, Ustekimumab and cs130-1L-12/
23YMHEC whereas IL-6/sIL-6R-induced STAT3 phosphoryla-
tion was selectively inhibited by cs130-IL-12/23"""'Fe but not
by 1L-12/23""Fc, Signal transduction after combined stimu-
lation with HIL-12 and IL-6/sIL-6R was, however, only
inhibited by ¢s130-1L-12/23""""'Fc (Fig. 6F). Taken together,
the fusion of ¢s130-IL-12/23"""'Fc¢ did not interfere with the
biological inhibitory capacity towards HIL-12, and HIL-23 as
shown in biophysical and cell-based assays.

¢5130-1L-12/23""MF¢ simultaneously binds to and inhibits IL-6/
slL-6R and IL-23

Ba/F3gp130-IL-12RB1/IL-23R cells were cultivated with
constant amounts of HIL-6 and HIL-23 plus with increasing
concentrations of ¢19s130Fc, 1L-12/23Y""'F¢ and ¢s130-1L-12/
23V Ag shown in Figure 74, ¢s130-1L-12/23Y"™ but not
¢195130Fc or IL-12/23"""Fc inhibited the proliferation of Ba/
F3gp130-IL-12RB1/IL-23R with an ICs, of 1.36 nM. Further-
more, co-immunoprecipitation (co-IP) verified the formation
of a ternary complex with cs130-1L-12/23V""'F¢, HIL-6 and
HIL-12 (schematic illustration of the co-IP in Fig. 7B). In
detail, recombinant FLAG-tagged HIL-12 was incubated with

(B-D) c19s5130F¢, cs130-TNF""Fc, and cs130-1L-12/23Y""Fc were immobi-
lized on a Protein A chip and increasing concentrations of HIL-6 were
injected. Sensorgrams in response units (RU) over time are depicted as
colored lines, and global fit data are displayed as black lines.
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Table 1
Surface plasmon resonance analysis of the mono- and bi-specific inhibitors against HIL-6, TNF, and HIL-12
hHIL-6 hTNFa hHIL-12
195130 TNEHE
Pe es130-TNFYM¥Pc  ¢s130-IL-23VH5Pe  ¢s130-TNFYHHPe Fec hsTNFRII-Fc  ¢s130-IL-12/23V7HPe  1L-12/23VHHpe
KD {(pM) 34.18 48.80 28.90 149.9 159.8 97249 229.5 97.9
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Figure 3. cs130-TNFY""Fc, and cs130-IL-12/23Y""F¢ block IL-6 trans-signaling. A, Ba/F3-gp130 cells were stimulated with 150 ng/ml IL-6 and 300 ng/ml|
sIL-6R in the presence of increasing concentrations of ¢195130Fc, ¢s130-TNFY™FC, cs130-IL-12/23Y77F¢, IL-12/23"MFc and TNF™PFC. 72 h post-stimulation,
cellular proliferation was detected using CellTiter-Blue. Data were normalized to HIL-6 control. Assays are representative of three independent experiments.
B, Ba/F3-gp130-IL-6R cells were stimulated with 10 ng/ml IL-6 in the presence of increasing concentrations of cs136TNFY™Fc and cs130-IL-12/23"™Fc. 72 h
post stimulation, cellular proliferation was detected using CellTiter-Blue. Data were normalized to HIL-6 control. Assays are representative of three inde-
pendent experiments. , Western blot analysis of Ba/F3-gp130 and 1929 cells stimulated for 20 min with 150 ng/ml IL-6 and 300 ng/ml sIL-6R in the
presence of the indicated concentrations of ¢195130F¢, cs130-TNFYMF¢, and TNFMHFc. Western blots were stained for phosphorylated pSTAT3 and STAT3.
Western blots are representative of three inde pendent experiments. D, Western blot analysis of Ba/F3-qlp1 30 and L929 stimulated for 20 min with 150 ng/ml
IL-6 and 300 ng/ml sIL-6R in the presence of the indicated concentrations of ¢19s130F¢, cs130-IL-12/23""F¢, and IL-12/23"""Fc. Western blots were stained
for phosphorylated pSTAT3 and STAT3. Western blots are representative of three independent experiments.
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Figure 4. cs130-TNFY"FFc blocks binding of TNFa to hsTNFRIFc. A, schematic illustration of surface plasmon resonance experiments shown in (8-D). (8)
SPR analysis of cs130-TNFYHFc binding to hTNFa. €, SPR analysis of TNFY™Fe binding to hTNFa. D, SPR analysis of hsTNFRIFc binding to hTNFa. 8-, cs130-
TNFMHFC, TNF™™Fc, and hsTNFRIFc were immobilized on a Protein A chip and increasing concentrations of hTNFa were injected. Sensorgrams in response
units (RU) over time are depicted as colored lines, global fit data are displayed as black lines. £, schematic illustration of surface plasmon resonance ex-
periments shown in {F-H). SPR analysis of competitive cs130-TNF""Fc binding against immebilized hsTNFRIFC to hTNFa. hsTNFRIFC was immobilized on a

CM-5 chip and hTNFa was injected with increasing concentrations of (F) ¢s130-TNF™MFe, (G) TNFYTMFc, and (H) Etanercept. Sensorgrams in response units
(RU) over time are depicted as colored lines.
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Figure 5. ¢cs130-TNF""HF¢ blocks hTNFa induced apoptosis of L929 cells. A, L829 cells were stimulated 1 ng/ml hTNFa and Actinomycin D in the
presence of increasing concentrations of ¢195130F¢, cs130-TNF'™Fc, TNF"™MF, and Etanercept. 24 h post-stimulation, cellular proliferation was detected
using the Calcein-assay. Assays are reeresentative of three independent experiments. B, L929 cells were incubated for 24 h with 1 ng/ml hTNFa with
indicated concentrations of ¢s130-TNFY™Fc. Controls cells were either untreated or washed with 70% EtOH before the measurement for the EtOH con-
dition. Analysis of cells stained with AnnexinV and 7-AAD by flow cytometry. The mean +5D of three independent experiments was plotted in the graphs (*
p < 005; ¥¥p < 0,01; ¥ p < 0,001; **¥ p < 0,001). C, cleaved Caspase3 in L929 cells treated with 6.1 ng/ml hTNFa in the presence of indicated con-
centrations of ¢195130Fc, cs130-TNF™PFc, and TNFYHFe, RTNFa (+) or left untreated {-) for 12 h. Equal amounts of proteins (50 Wgrlane) were analyzed via
specific antibody detecting cleaved Caspase3 and total {uncleaved) Caspase3. Western blotting data show one representative experiment out of three.

recombinant cs130-1L-12/23V"H ¢, and recombinant HIL-6
with FLAG-beads. The precipitated bound fraction and the
non-precipitated unbound fraction were analyzed by Western
blotting (Fig. 7C, last two lanes). Western blotting revealed
that FLAG-tagged HIL-12 was precipitated with FLAG-beads,
which resulted in co-immunoprecipitation of cs130-1L-12/
23YMHE¢c and HIL-6 (Fig. 7C, last two lanes). cs130-IL-12/
23YHHEC, HIL-6 and HIL-12 were also incubated separately
with FLAG-beads as control. Here, only FLAG-tagged HIL-12
was detected in the bound fraction by Western blotting,
whereas cs130-11-12/23"""F¢ and HIL-6 remained in the
unbound fraction (Fig. 7C, lanes 4-9). Lanes 1 to 3 of
Figure 7C served as loading control using recombinant pro-
teins. OQur data demonstrated that cs130-1L-12/23"V"Ec
simultaneous inhibited IL-6 trans-signaling and IL-23
signaling which is mediated by the formation of a ternary
2xcytokine:cytokine inhibitor complex.

Discussion

Here, we describe the development of two dimeric and
bispecific biemolecules consisting of a basic IL-6 trans-
signaling inhibitory module fused to inhibitory nanobodies
targeting either h'TNFa or IL-12/IL-23 signaling. The basic
IL-6 trans-signaling module ¢s130 is made of the first three

ZASBMB

extracellular domains D1 to D3 of gpl130, which binds IL-
6:sIL-6R complexes. Of note, these domains alone facilitate
only low-affinity binding (35). High-affinity binding in cs130Fc
is achieved by fusion with VHHS6, a non-neutralizing IL-6:sIL-
6R selective nanobody (23). In contrast to sgp130, ¢s130 did
not inhibit IL-11 trans-signaling (23). Bispecificity toward
hTNFa, and IL-12/IL-23 was achieved by the fusion of an
additional antagonistic nanobody directed against hTNFa or
the shared p40 subunit of IL-12/IL-23 (29, 30), which are
located between the IL-6 trans-signaling inhibitor and the Fc
part of an Ig(31 antibody. The Fc part served as a dimerizer and
eased the purification of the two novel cs130Fc variants, cs130-
1L-12/23"""Fc and ¢s130-TNFY"FFc.

Initially, bispecific antibodies (bsAbs), which bind two in-
dependent epitopes on the same or different antigens, were
developed for therapeutic applications (36). Prominent ex-
amples are bsAbs as selective T cell engagers and activators
with a binding site for a tumor-associated antigen and CD3 T
cell co-receptor. Currently, more than 100 anti-cancer bsAbs
are in clinical development, that prevent bacterial and viral
infections, interfere with ligand/receptor interaction, mediate
intracellular drug delivery, or result in serum half-life exten-
sion (37). The bispecific ¢s130 fusion proteins were highly
effective in target binding due to neutralizing IL-6 trans-
signaling, TNF-induced apoptosis, and 1L-12/IL-23 signaling.
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Figure 6. cs130-1L-12/23"MF¢ inhibits HIL-12 and HIL-23. A, SPR analysis of cs130-IL-12/23""F¢ binding to HIL-12. B, SPR analysis of IL-12/23"""Fc
binding to HIL-12. cs130-1L-12/23""MF¢, and 1L-12/23"Fc were immobilized on a Protein A chip and increasing concentrations of HIL-12 were injected.
Sensorgrams in response units (RU) over time are depicted as colored lines, global fit data are displayed as biack fines. C, Ba/F3- hiL-12R(1-2A-hIL-12RB2 cells
were stimulated with 10 ng/ml HIL-12 in the presence of increasing concentrations of cs130-IL-12723""Fc and IL-12/23"""Fc. D, Ba/F3-hiL-12RB1-2A-hIL-
23R cells were stimulated with 0.5 ng/ml HIL-23 in the presence of increasing concentrations of cs130-IL-12/23V"™Fc, and IL-12/23"""Fc. 72 h post-
stimulation, cellular proliferation was detected using CellTiter-Blue. Data were normalized to HIL-12, and HIL-23, respectively. Assays are representative
of three independent experiments. £, Western blot analysis of Ba/F3- hIL-12R31-2A-hIL-12RP2, and Ba/F3-hIL-12R31-2A-hIL-23R cells stimulated for 3¢ min
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Figure 7. cs130-IL-12/23V""Fcinhibits IL-23 and IL-6 trans-signaling simultaneously. A, Ba/F3-gp130-IL-12RB1/IL-23R cells were stimulated with 0.4 ng/
mlIL-23 and 60 ng/ml IL-6 and 100 ng/ml sIL-6R in the presence of increasing concentrations of cs130-IL-12/23"""Fc, c19s130Fc and IL-12/23"""Fc. At 72 'h
post-stimulation, cellular proliferation was detected using CellTiter-Blue. Data were normalized to HIL-23/HIL-6 control. Assays are representative of three
independent experiments. B, schematic illustration of the ternary complex formation and the pull-down and detection principle. C, pull-down assay of
€5130-IL-12/23"""Fc binding to HIL-12 and HIL-6. Recombinant FLAG-tagged HIL-12 was mixed in 1 M ratio with recombinant cs130-IL-12/23"""Fc and
recombinant HIL-6. 300 ng of purified protein was loaded for Western blotting and stained with FLAG-, Fc- and slL-6R-antibodies. Shown is one repre-

sentative experiment out of two independent experiments.

We also showed that the es130-TNFY"""Fc blocks the target
cytokines simultaneously without influencing the individual
domains, which would reduce the binding affinity.

As mentioned above, sgpl30 and variants are potent IL-6
trans-signaling inhibitors largely without affecting classic
signaling (9). It seems that sgp130 also blocks inflammatory
trans-presentation (cluster signaling), albeit results are still
heterogeneous, and blocking might be context-dependent (8,
38). Therapeutic targeting of IL-6 in chronic inflammatory
diseases mainly relies on the two IL-6R antibodies tocilizumab
and sarilumab, while the siltuximab directed against IL-6 has
been approved for Castleman’s disease (39). However, Tocili-
zumab has failed in phase II clinical trials for IBD due to non-
tolerable side effects (17, 18), including intestinal perforations
that were also occasionally observed in patients during anti-1L-
6R therapy of rheumatoid arthritis (19). A recent publication

described the development of bispecific nanobodies targeting
IL-6 and TNF with additive efficacy in translational models of
rheumatoid arthritis by inhibition of classic and trans-signaling
of IL-6 and TNF signaling (40), a strategy that most likely will
not work in IBD. The first small open-label phase IIa clinical
trial with sgp130Fc (Olamkicept) included 16 patients with
IBD (EudraCT No 2016-000205-36). Olamkicept was well
tolerated and induced a clinical response in 44% and clinical
remission in 19% of the patients (41). The second double-blind
placebo-controlled phase IIb clinical study with 91 patients
focused on moderate to severe ulcerative colitis (21). Clinical
remission was not seen in the placebo group but in 6.7% of the
patients receiving the lower dose of Olamkicept (300 mg/in-
jection) and 20.7% receiving the higher dose of Olamkicept
(600 mg/injection). Of note, mucosal healing was seen in 3.4%
(placebo), 10% (Olamkicept 300 mg/injection), and 34.5%

with 10 ng/ml HIL-12 or 2 ng/ml HIL-23 in the presence of the indicated concentrations of cs130-1L-12/23"7"Fc and 1L-12/23"""Fc. Prior to stimulation, HIL-
12, HIL-23 and inhibitors were incubated separately for 30 min. Western blots were stained for phosphorylated pSTAT3, STAT3. Western blots are repre-
sentative of three independent experiments. F, Western blot analysis of NK-92 cells stimulated for 30 min with 10 ng/ml HIL-12 or 150 ng/ml IL-6 and
300 ng/ml sIL-6R in the presence of 250 nM €s130-IL-12/23"""Fc and 1L-12/23Y75Fc. Prior to stimulation, HIL-12, HIL-23 and inhibitors were incubated
separately for 60 min. Western blots were stained for phosphorylated pSTAT3, pSTAT4, and y-Tubulin. Western blots are representative of two independent
experiments.
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(Olamkicept 600 mg/injection) of the patients (20). Phase III
trials are currently in preparation (22). One motivation to
generate bispecific cs130Fc variants was based on these recent
data suggesting that selective inhibition of trans-signaling
might be superior over simultaneous blocking of classic and
trans-signaling by IL-6R antibodies in IBD.

We selected nanobodies blocking the activity of hTNFa and
IL-12/IL-23 because conventional IgG1l antibodies blocking
TNFa and Interleukin (IL-)23 have been approved for the
treatment of IBD (16), and therefore these targets are prom-
ising candidates to generate small-sized c¢s130 fusion proteins.
Anti-TNFa agents, including Adalimumab, Infliximab, Cer-
tolizumab, and Golimumab are now used as biological gold-
standard therapy for both colitis ulcerosa and Crohn’s dis-
ease management (42, 43). The TNF nanobody used in this
study is part of Ozoralizumab, a trivalent humanized antibody
consisting of two different TNFa nanobodies and a human
serum albumin nanobody to increase serum half-life (44).
Ozoralizumab was well tolerated and showed efficacy in two
recent phase III clinical studies for rheumatoid arthritis
(OHZORA and NATSURA trial) (45, 46). The IgG1 antibody
Ustekinumab, which targets IL-12/IL-23 p40 subunit, was
recently approved for Crohn’s disease (47). Like Ustekinumab,
the IL-12/IL-23 nanobody used in this study also binds to p40
and prevents interaction of IL-12 and IL-23 with the common
IL-12RB1 (30).

Taken together, the cs130Fc variants ¢s130-TNFY™HEc and
¢s130-1L-12/23VHHEc are the first bispecific cytokine inhibitor
fusion protein designs consisting of a soluble cytekine receptor
and cytokine-targeting nanobodies.

Experimental procedures
Cloning of ¢s130-TNF*™"Fc and cs130-IL-23"""Fc

The c¢cDNAs encoding the single domain antibody TNF-
VHH (28, 29) were amplified by PCR using the following
forward (5'-ACCGGTGGCGGCGGAGGAAGCAGAGTTCA
GCTTCAAGAATCTGGTGGAGG-3') and reverse (5'-GCGG
CCGCAGAAGAAACAGTCACTTG-3") primer, and 22E11-
VHH (30) was amplified using the following forward (5’- ACC
GGTGGCGGCGGAGGAAGC GAAGTTCAGCTGGTT-
GAAAGCGG-3) and reverse (5'- GCGGCCGCTGAGC-
TAAC-3') primer. The ¢DNAs were subcloned vie Agel and
Notl in the plasmid pcDNA3.1-Fc (Invitrogen) coding for an
N-terminal signal peptide and a myc tag (EQKLISEEDL) and a
C-terminal human IgG1-Fc tag. TNE-VHH, and 22E11-VHH
were subcloned into pcDNA3.1-¢19s130Fc (27) via Agel and
Notl to generate cs130-TNF"""'Fc, and cs130-1L-12/23"""'Fe,
respectively.

Cells and reagents

The generation of Ba/F3-gp130 and of Ba/F3-gp130-IL-6R
cells was described (48). Proliferation of Ba/F3-gp130 cells was
maintained in the presence of HIL-6 or IL-6/sIL-6R and of Ba/
F3-gp130-1L-6R cells by IL-6 (31). Fibrosarcoma cell line L929
was derived from normal subcutaneous areolar and adipose
tissue of a 100-day-old male C3H/An mouse. For seeding and
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subcultivation of L929 cells, cells were first washed with PBS
and incubated with trypsin/EDTA solution (Genaxxon
bioscience cat. #4261.0110) until cells detached. Cell lines were
grown in DMEM high glucose culture medium (GIBCO, Life
Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum
(GIBCO, Life Technologies), 60 mg/l penicillin and 100 mg/l
streptomycin (Genaxxon bioscience GmbH, Ulm, Germany) at
37 °C with 5% CO,. Recombinant HIL-6, human IL-6, human
sIL-6R and c19s130Fc were produced and purified as
described (27). Expi-293F cells (ThermoFisher Scientific) were
cultured in 30 ml Expi293F expression medium without an-
tibiotics in shaker flask until they reached a density of 3 to
5 x 10° ¢/ml in a 37 °C incubator with 8% CO, on an orbital
shaker at 125 rpm. NK-92 cells were cultured in RPMI con-
taining 10% fetal bovine serum, 60 mg/l penicillin and 100 mg/
1 streptomycin at 37 °C 5% CQO,. Antibodies directed against
STAT3 phosphorylated at Tyr705 (clone D3A7), STAT3
{clone 124H6), Caspase-3 (¥ 9662), and DYKDDDDK Tag
(clone D6W5B) were obtained from Cell Signaling Technol-
ogy. 4 to 11 mAb was produced as described previously (48).
Mouse anti-y-Tubulin (T5326) was obtained from Sigma-
Aldrich (Merck KgaA, Darmstadt), rabbit anti-human IgG Fc
(#31423) and peroxidase-conjugated secondary Abs (#31432,
#31462) were obtained from Pierce (ThermoFisher Scientific).

Proliferation assays

Ba/F3-gp130 cells were washed three times and 5000 cells
were cultured for 3 days in a final volume of 100 pl in the
presence of cytokines and inhibitors. The CellTiter-Blue Re-
agent was used to determine cellular viability by recording the
fluorescence (excitation 560 nm, emission 590 nm) using an
Infinite M200 PRO plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany)
immediately after adding 20 pl of reagent per well (time point
0) and up to 120 min thereafter.

Cytokine stimulation of cells and lysate preparation

10° Ba/F3-gpl30 or NK-92 cells/ml were washed and
starved in serum-free medium for 5 h. L929 cells were seeded
at a density of 5 x 10° cells per 60 mm dish 24 h prior stim-
ulation and also washed five times with PBS before starving in
serum-free DMEM for at least 5 h. Prior to stimulation, cy-
tokines and inhibitors were pre-incubated at room tempera-
ture for 30 min. Subsequently, cells were stimulated with the
indicated cytokines and inhibitor combinations for 20 min,
harvested by centrifugation at 4 °C for 1 min at 1500g, frozen
and lysed. Protein concentration of cell lysates was determined
by the BCA Protein Assay (Pierce, Thermo Scientific). Analysis
of STAT3 activation was performed by Western blotting of
50 pg of total protein from total cell lysates and subsequent
detection steps using the anti-pSTAT3 (Tyr705) (1:1000), anti-
STAT3 (1:1000), y-Tubulin (1:1000), and Caspase 3 (1:1000)
antibodies described above.

Western blotting

Proteins were separated by sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis  (SDS-PAGE) and
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transferred to nitrocellulose membrane. Membranes were
blocked and probed with the indicated primary antibodies.
After washing, membranes were incubated with secondary
peroxidase-conjugated antibodies (1:2500) or fluorescence-
labeled secondary antibodies (1:10,000). The Immobilon
Western Reagents (Millipore Corporation) and the Chemo-
Cam Imager (INTAS Science Imaging Instruments GmbH) or
the Odyssey Fc Imaging System (LI-CORE Biosciences) were
used for signal detection.

Expression and purification of cs130-TNF""Fc and cs130-
IL12/1L-23" "¢

Mammalian  expressien plasmids encoding cs130-
TNEVHHEc and ¢s130-IL-23YMMFc were transfected into
Expi-293F cells using ExpiFectamine. Reaching 4.5 to 5.5 x 10°
c/ml, the cells were diluted to a final density of 3 x 10° ¢/ml in
30 ml Expi293F expression medium for transfection. 30 pg of
the plasmid expression vectors were used for transfection.
Henceforth, the culture was harvested by centrifugation at
450g at 4 °C for 5 min, followed by centrifugation of the
resulting supernatant at 4000g at 4 °C for 20 min. The su-
pernatant of the second centrifugation step was filtered
(0.45 pm, Carl Roth cat. #P667.1) and purified by affinity
chromatography. Supernatant was loaded on a ProteinA col-
umn (1 ml HiTrap MabSelect PrismA; GE Healthcare) at a
flow rate of 1 ml/min. The column was then washed with 30
column volumes of PBS. Proteins were eluted at pH 3.2 to 3.5
using a 50 mM citric acid buffer. Fractions containing the
protein peak were pooled, and the pH was adjusted to pH 7
with 1 M Tris. Proteins were buffer exchanged to PBS using
illustra NAP25 (GE Healthcare Life Sciences) columns. Protein
cencentration was determined by measuring absorbance at
280 nm, and samples were flash-frozen in liquid nitrogen.
2.5 ug of protein were loaded per lane and separated by SDS-
PAGE under reducing (106 mM B-Mercaptoethanol, 95 °C for
10 min) and non-reducing (without p-Mercaptoethanol and
cooking) conditiens. The gel was stained with Coomassie
staining solution (80% ethanol, 20% acetic acid, 4% Coomassie
brilliant blue R250) for 1 h and was destained overnight in
destaining solution (20% ethanol, 10% acetic acid).

Surface plasmon resonance

For surface plasmon resonance experiments, the Biacore
X100 instrument (GE Healthcare Life Sciences) was used.
¢s130-TNFY"Fe, cs130-1L12/23 7" Fe, TNFY" e, and IL12/
1L-23Y"1Fc were captured to a single flow cell of a ProteinA
sensorchip to reach 100 response units (RUs) of the analyte at
maximal concentration. Three samples containing only
running buffer were injected over both ligand and reference
flow cell, followed by HIL-6, HIL-12 serially diluted from 50 to
0.1 nM, with a replicate of the 12.5 nM concentration. The
analyte was injected at a flow rate of 30 pl/min for 120 s, and
the dissociation was measured for 300 s. hsTNFRIFc (R&D
Systems, #372-RI-050/ CF) was immobilized in 10 mM acetate
buffer (pH 5.5) by amine coupling on a CM5 chip (490 RU).
After immobilization, hTNFa was injected at a flow rate of
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30 pl/min at increasing concentrations (0.2-200 nM). Asso-
ciation was monitored in periods of 120 s, and the dissociation
was measured for 400 s. Immobilized hsTNFRIFc was regen-
erated with 2 M MgCl, to remove bound hTNF« for multiple
cycle measurement. 25 nM hTNFa was injected in the pres-
ence of increasing concentrations of cs130-TNEY"HEc,
TNEYM™MFc, and Ftanercept (0.2-25 nM). Experiments were
carried out at 25 °C in PBS pH 7.4, composed of 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM HPQ,”~ und H,PO,", and 0.05%
(v/v) surfactant P20 (GE Healthcare). The resulting data were
reference subtracted and fit te a 1:1 binding model using the
Biacore X100 Evaluation software V 2.0.1.

L929-cytotoxicity assays with hTNFa

L929 cells were seeded on a 96-well plate with a density of
30.000 cells/well and cultured for 24 h. Next, the cells were
incubated for 30 min at 37 °C with 2.5 pg/ml Actinomycin D
(Thermo Fisher Scientific, cat. #15452969). Afterwards, 1 ng/
ml hTNFax (Thermo Fisher Scientific, cat. # PHC3011) was
added with or without indicated concentrations of cs130-
TNEYHHEc, TNEY""F¢, and Etanercept and cultured for
24 h at 37 °C. The cell viability was assessed with Calcein
AM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) following the
manufacturer’s instructions on an Infinite M200 PRO plate
reader.

AnnexinV/7-AAD staining

1.25 x 10° L929 cells were used per 6 well and incubated
with 1 ng/ml hTNFa with or without indicated concentrations
of ¢s130-TNF"™Ec for 24 h. Cells were washed twice with
ice-cold PBS, if indicated with 70% ethanol, and resuspended
in 300 pl Annexin V binding buffer (BD Bioscience) with 0.5 pl
Annexin V-PE (ImmunoTools) for 15 min in the dark at RT.
1 pl 7-AAD (R&D Systems) was added before analysis via flow
cytometry recording 20,000 events.

Immunoprecipitation pulldown assay

Anti-FLAG M2 affinity gel (Sigma Aldrich, FLAG-beads)
was washed twice with TBS-Tween (0.05%) at 2700g for
2 min. HIL-6, HIL-12, and ¢s130-IL-12/23Y""Fc were
adjusted to a concentration of 10 pg/ml, and 15 pg/ml,
respectively, in TBS-Tween (0.05%). Proteins were added
separately as negative control to 30 ul ANTI-FLAG M2 af-
finity gel or mixed together in 1 M ratio for pulldown and
incubated overnight at 4 °C under gentle agitation. After
centrifugation, an unbound fraction was collected, samples
were washed twice with TBS-Tween (0,05%), and proteins
were eluted with 100 pl 2.5x Laemmli buffer at 95 °C for
10 min 20 pl of supernatant with 300 ng protein was sub-
jected to Western blot analysis.

Statistical analyses

A representative experiment of n =3 proliferation assays
with comparable results is displayed. ICs values were calcu-
lated using a non-linear regression analysis as four parameters
variable slope in GraphPad Prism (version 8.0.2 for Windows,
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GraphPad Software, La Jolla California, United States). The
data are presented as means + SD. For multiple comparisons,
two-way ANOVA followed by Bonferroni correction was used
(Fig. 5) (GraphPad Prism 8.0.2). Statistical significance was set
at the level of graphs p < 0.05 (* p < 0,05; *p < 0,01; ** p <
0,001; **** p < 0,001).

Data availability

The data that support the findings of this study are available
on request from the corresponding author JS.
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ABSTRACT Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2} infection
can induce mild to life-threatening symptoms. Especially individuals over 60 years of
age or with underlying comorbidities, including heart or lung disease and diabetes,
or immunocompromised patients are at a higher risk. Fatal multiorgan damage in
coronavirus disease 2019 (COVID-19) patients can be attributed to an interleukin-6
(IL-6)-dominated cytokine storm. Consequently, IL-6 receptor {IL-6R) monoclonal anti-
body treatment for severe COVID-19 cases has been approved for therapy. High con-
centrations of soluble IL-6R (sIL-6R) were found in COVID-19 intensive care unit patients,
suggesting the involvement of IL-6 trans-signaling in disease pathology. Here, in analogy
to bispecific antibodies (bsAbs), we developed the first bispecific IL-6 trans-signaling in-
hibitor, ¢19s130F¢, which blocks viral infection and IL-6 trans-signaling. c19s130Fc is a
designer protein of the IL-6 trans-signaling inhibitor ¢s130 fused to a single-domain
nanobody directed against the receptor binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike
protein. c19s130Fc binds with high affinity to IL-6:sIL-6R complexes as well as the spike
protein of SARS-CoV-2, as shown by surface plasmon resonance. Using cell-based assays,
we demonstrate that c19s5130Fc blocks IL-6 trans-signaling-induced proliferation and
STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells as well as SARS-CoV-2 infection and STAT3
phosphotylation in Vero cells. Taken together, c195130Fc represents a new class of bis-
pecific inhibitors consisting of a soluble cytokine receptor fused to antiviral nanobadies
and principally demonstrates the multifunctionalization of trans-signaling inhibitors.

IMPORTANCE The availability of effective SARS-CoV-2 vaccines is a large step forward in
managing the pandemic situation. In addition, therapeutic options, e.q, monoclonal
antibodies to prevent viral cell entry and anti-inflammatory therapies, including gluco-
corticoid treatment, are currently developed or in clinical use to treat already infected
patients. Here, we report a novel dual-specificity inhibitor to simultaneously target
SARS-CoV-2 infection and virus-induced hyperinflammation. This was achieved by fusing
an inhibitor of viral cell entry with a molecule blocking IL-6, a key mediator of SARS-
CoV-2-induced hyperinflammation. Through this dual action, this molecule may have
the potential to efficiently ameliorate symptoms of COVID-19 in infected individuals.

KEYWGRDS IL-6, SARS-CoV-2, sgp 130, trans-signaling

ince its emergence in 2019, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) spread globally, and as of 5 May 2021, about 200 million infections
were recorded (https://coronavirus.jhu.edu/), threatening to overwhelm health care
systems in many countries. Coronavirus disease 2019 (COVID-19) resulting from
SARS-CaV-2 infection leads to a broad variety of outcomes ranging from very mild
cases to life-threatening respiratory failure, shock, or multiorgan failure (1). Even
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though SARS-CoV-2 infection in many cases leads to no or only mild symptoms, mil-
lions of hospitalizations and mortalities are associated with COVID-19 worldwide
(https://coronavirus.jhu.edu/). Mortality rates vary considerably among studies (2};
however, a clear age dependence was observed with regard to the development of
severe COVID-19 (3). Severe COVID-19 causes hyperinflammatory syndrome culmi-
nating in respiratory dysfunction and multiorgan damage (4). SARS-CoV-2-induced
hyperinflammatory syndrome is often compared to cytokine-induced conditions
known from other diseases, including sepsis (1), acute respiratory distress syn-
drome (1), and chimeric antigen receptor (CAR) T cell-induced cytokine release syn-
drome (CRS) (5). Interleukin-6 (IL-6} and soluble IL-6 receptor (sIL-6R) were identi-
fied among the key players in COVID-19-induced cytokine release syndrome (6-12).
In classic signaling, IL-6 initially binds to the membrane-bound IL-6R followed by
full receptor complex formation with the signal-transducing receptor chain gp130.
In trans-signaling, complexes of IL-6 and sIL-6R bind to cell membrane-bound
gp130 (13). During inflammation, membrane-bound IL-6R can be proteolytically
cleaved into sIL-6R by a disintegrin and metalloprotease (ADAM) proteases, mainly
ADAM10 and -17 (14-16). Consequently, serum levels of IL-6 and sIL-6R concomi-
tantly rise under inflammatory conditions (17-22). Of note, whereas IL-6 classic sig-
naling is considered beneficial, IL-6 trans-signaling has been shown to be the
mostly detrimental driving force of ongoing inflammatory reactions (13, 23), includ-
ing autoimmune disease, sepsis (24), cytokine release syndrome {24), and COVID-19
(25). Hence, antibody (Ab) IL-6R inhibitors are of great interest for the treatment of
the COVID-19-induced hyperinflammatory syndrome (12, 26). In 2017, the IL-6R
antibody tocilizumab was approved for the treatment of the CAR T cell-induced
cytokine storm (5). Tocilizumab and sarilumab bind to soluble and membrane-
bound IL-6R (27, 28), whereas siltuximab binds to IL-6 {29). However, all antibodies
prevent the binding of IL-6 to IL-6R and inhibit classic and trans-signaling equally
well (30). Consistently, the IL-6R antibodies tocilizumab and sarilumab demon-
strated beneficial effects on survival rates in severe COVID-19 cases in preclinical
and clinical studies (9-11, 31). However, IL-6 is required to control viral infection
(32); hence, global blockade of IL-6 signaling, e.g., through tocilizumab, is associ-
ated with an increased risk of airway infections (33, 34). This might be detrimental
for the treatment of COVID-19 with IL-6 inhibitors due to the potential increase in
viral replication following IL-6 blockade. Whereas antibodies did not differentiate
between classic and trans-signaling, soluble forms of gp130 (sgp130) are selective
binders of IL-6:sIL-6R complexes, thereby interfering with only IL-6 trans-signaling
(35). Therefore, inhibition of IL-6 trans-signaling by sgp130 molecules might offer
an attractive alternative inhibitory pathway for cytokine release syndrome during
severe SARS-CoV-2 infections. In mice, sgp130 prevents death caused by cecal liga-
tion puncture-induced septic shock syndrome (36), and bacterial infections are bet-
ter controllable after selective inhibition of IL-6 trans-signaling than after inhibition
of both IL-6 classic and trans-signaling by monoclonal IL-6 antibodies (37, 38).
However, the combination of IL-6 blockade with agents reducing uncontrolled viral
infection might be more beneficial in the treatment of severe COVID-19 cases. The
spike protein of SARS-CoV-2 binds to human ACE2 (hACE2} on the cell surface to
facilitate viral cell entry (39, 40). Hence, preventive strategies as well as most efforts
on the development of therapeutic antibodies focus on the inhibition of the inter-
action of the receptor binding domain (RBD) of the spike protein (S-RBD) with ACE2
(41, 42). There are more than 50 monoclonal antibodies against SARS-CoV-2 in vari-
ous developmental stages {43), many of which are directed against the spike pro-
tein (43-45). Among them, the dimeric single-domain nanobody YHH72 was shown
to efficiently block viral cell entry, whereas monomeric VHH72 was less effective
(44). Here, we functionally combined our recently developed chimeric miniaturized
sgp130 variant ¢s130 that selectively targets IL-6 trans-signaling (46) with the sin-
gle-domain antibody VHH72. We demonstrate that this dimeric hybrid soluble
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gp130/VHH72-nancbody fusion protein, ¢19s130Fc, simultaneously blocks IL-6
trans-signaling and SARS-CoV-2 infection.

RESULTS

Modular architecture of the bispecific inhibitor c19s130Fc. Several variants of
soluble gp130 were described to selectively inhibit IL-6 trans-signaling. sgp130Fc con-
sists of all six extracellular domains (ECDs) of gp130 fused to the Fc part of an IgG anti-
body. The dimerization of sgp130 increased the affinity for IL-6:sIL-6R complexes by a
factor of 10 compared to monomeric sgp130 (35). Interestingly, only the first three
extracellular domains of gp130 are needed for cytokine binding; however, sgp130 variants
consisting of only these three domains (sgp130RAPS, sgp130-ELP, and sgp130E10) showed
markedly reduced binding affinities for IL-6:sIL-6R complexes compared to sgp130 (47).
The reason for this observation is not clear. Recently, we generated the miniaturized high-
affinity sgp130 variant cs130, which consists of the first three extracellular cytokine binding
domains, D1 to D3, of sgp130 (sgp130D1-D3) fused to the nanobody VHH6E, which
showed sgp130Fc-like binding affinities and inhibitory capacity (46). VHHé specifically
binds to IL-6:5IL-6R complexes, without inhibitory capacity (22, 46, 48). In particular, the
monomeric fusion of VHHG to sgp130D1-D3 resulted in an equally potent but an approxi-
mately three-times-smaller IL-6 trans-signaling inhibitor than sgp130Fc. Like IL-6, IL-11 sig-
nals via soluble and membrane-bound IL-11R and homodimeric gp130, and sgp130Fc
inhibits IL-6 and IL-11 trans-signaling with comparable efficacy. Due to the incorporation
of VHH6, the miniaturized sgp130 variant cs130Fc demonstrated increased specificity for
IL-6 trans-signaling with diminished effects on IL-11 trans-signaling. As a consequence of
the smaller size and modular architecture of ¢s130, we wondered if this design enables fur-
ther upgrading into bispecificity with the binding of IL-6:sIL-6R complexes and a second
IL-6-connected process/protein. Due to the involvement of IL-6 pathology in severe
COVID-19 cases, we chose the binding of S-RBD to inhibit SARS-CoV-2 infection. To mini-
mize the size of the resulting bispecific inhibitor, c19s130F¢, we chose to fuse the SARS-
CoV-2 S-RBD nanobody YHH72 (44) to ¢s130 connected via a flexible linker sequence, T
{GGGGS),GGGGTS (Fig. 1A). Molecular modeling illustrated the possible complex forma-
tion of IL-6:sIL-6R/c195130F</S-RBD protein complexes (Fig. 1B). Domains 1 to 3 of sgp130
and VHH72 trap and inactivate the IL-6:sIL-6R complex, while fusion to VHH72 via a long
flexible linker allows the simultaneous blockade of S-RBD. ¢19s130Fc¢ plus the control pro-
teins VHH72 fused to IgG Fc (VHH72Fc) and ¢s130Fc were readily expressed and secreted
in HEK293T cells (Fig. 1C) and were subsequently produced and purified from the superna-
tants of Expi293 cells. Following affinity purification, the proteins were >-90% pure, as
demonstrated by SDS-PAGE analysis and subsequent Coomassie staining (Fig. 1D). The di-
sulfide-mediated dimerization of all proteins was assessed by nonreducing SDS-PAGE. In
this analysis, all Fc-fused proteins demonstrated a shift to a higher molecular weight in the
absence of a reducing agent (Fig. 1E), confirming disulfide-mediated dimerization. We did
not produce monomeric ¢19s130 because it was shown previously that YHH72 inhibited
cellular virus entry only in the dimeric form (44).

c19s5130Fc efficiently inhibits IL-6 trans-signaling. First, we determined and com-
pared the affinities of c195130Fc, ¢s130Fc, and VHH72Fc for hyper-IL-6 (HIL-6) in sur-
face plasmon resonance (SPR) experiments. The trans-signaling designer cytokine HIL-
6 is a fusion protein composed of IL-6 and the sIL-6R connected via a flexible peptide
linker (49). Both ¢19s130Fc and ¢s130Fc displayed very high and almost identical affin-
ities of 55 and 59 pM, respectively, for hyper-IL-6 (Fig. 2A). The kinetic analysis of the
interaction revealed the formation of a very stable complex characterized by a very
low k¢ rate of 7.1 % 10 > 1/s. Next, we analyzed the inhibitory potential of ¢19s130Fc
toward IL-6 trans-signaling. To this end, Ba/F3 cells stably transduced with gp130 (Ba/
F3-gp130) were stimulated with 100 ng/mL IL-6 and 200 ng/mL sIL-6R, which induced
STAT3/extracellular signal-requlated kinase (ERK) phosphorylation-dependent cellular
proliferation. This cell-based assay served as a surrogate model for the induction of IL-
6 trans-signaling. We observed concentration-dependent inhibition of IL-6 trans-signal-
ing through ¢19s130Fc and ¢s130Fc, while no effect was found for VHH72Fc (Fig. 2B).
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FIG 1 Expression and purification of ¢19s130Fc, VHH72Fc, ACE2-Fc, and S-RBD. (A} Schematic overview of recombinant proteins
utilized in this study. (B) Molecular modeling illustrating complex formation of IL-6:5L-6R/c195130Fc/spike protein complexes. The
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number 6WAQ) was superpositioned onto the structure of trimeric 5-RBD in an open conformation (PDB accession number
7CAC). Components of the ¢19s130Fc protein are depicted in a ribbon representation, and the IL-6 signal complex and S-RBD are
depicted in a surface representation using ChimeraX. (C) Western blotting of supernatants and lysates of HEK293T cells expressing
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FIG 2 <195130Fc blocks IL-6 trans-signaling. (A) SPR analysis of HIL-6 binding to c19s130Fc. <19s130Fc was immobilized
on a protein A chip, and increasing concentrations of HIL-6 were injected. Sensorgrams in response units (RU) over
time are depicted as colored lines, and global fit data are displayed as black lines. K., equilibrium dissociation
constant; k,, dissociation constant. (B) Ba/F3-gp130 cells were stimulated with 100 ng/mL IL-6 and 200 ng/mL sIL-6R in
the presence of increasing ¢19s130Fc, ¢s130Fc, or VHH72Fc concentrations. At 72 h poststimulation, cellular
proliferation was detected using CellTiter-Blue. Assay results are representative of data from three independent
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1T, (50% inhibitory concentration) values of T £ 0.3 nM and 0.6 = 0.2 nM were deter-
mined for ¢195130F¢ and ¢s130F¢, respectively. In an orthogonal experimental setup,
IL-GislL-6R-stimulated Ba/F3-gp130 cells and Vero cells were utilized to examine the
effect of €195130F¢ on STAT3 phosphorylation. In line with the proliferation data,
¢19s130F¢ and ¢s130Fc inhibited STAT3 and ERK phosphorylation at concentrations
above 5 nM in Ba/F3-gp130 cells {Fig. 2C). In Vero celis, STAT1 and STAT3 phosphoryla-
tions were blocked at concentrations above 10 nil {(Fig. 2D). Taken together, ¢19s130Fc
and ¢s130F¢ but not YHH72 are highly potent inhibitors of IL-6 trans-signaling, as shown
in biophysical and cell-based assays.

¢195130F¢ binds to SARS-CoVW-2 S-RBD and prevents viral entry. To determine
the activity of the SARS-CoV-2-neutralizing entity in €19s130Fc, we first determined the
binding kinetics with 5-RBD. We determined the VHH72F¢ binding affinity for S-R8D to
be &80 nM using SPR (Fig. 3A), which deviates from the previously described affinity of
39 nM (44). Both setups contained monomeric S-RBD as an analyte, but the weaker
binding in this study can primarily be attributed to a lower association rate constant
(1.6 » 105 /Ms [1 per molar times second]) and a higher dissociation rate constant
(0.1 1/s). This can be explained by differences in the S-RBD protein compositions used.
The previously described affinity of 39 nM was measured toward S-RBD and $-RBD sub-
domain 1 (5-RBD-SD1), in contrast to $-RBD, which was utilized in our study. This may
lead to an altered dissociation rate constant. For ¢19s130Fc, highly comparable 5-RBD
binding kinetics with an affinity of 880 nM were found. Hence, VHH72 fully retains its
activity in ¢19s130Fc. We further analyzed the affinity of purified S-RBD for immohbilized
ACE2-Fc via SPR (Fig. 3B). An affinity of 52 nM was detected, which is in good agree-
ment with the previously described affinity of 44 nM (40). In competition assays with
immaobilized ACE2-Fc, S-RBD, and increasing concentrations of ¢195130F¢, an inhibitor-
dependent reduction of the binding of S-RBD to ACE2-Fc¢ was found (Fig. 3C and D). A
concentration of 78 nM ¢19s130F¢ resulted in a reduction of ACE2:S-RBD by approxi-
mately 40%, as apparent by a reduction of the maximal binding response from 98.96
response units (RU) to 60.28 RU. This suggested that ¢19s130Fc¢ binding to SARS-CoV-2
S-RBD prevents spike protein binding to ACE2 and, hence, neutralizes this key interaction
required for viral cell entry. Next, we analyzed the effect of €19s130Fc on SARS-CoV-2-medi-
ated cytopathic effects (CPE) on Vero cells. Vero cells can be efficiently infected with SARS-
CoV-2 (50, 51} and serve as a model system for viral infection. Following incubation with
SARS-Cov-2, a reduction of virus-induced CPE was found in the presence of ¢19s130Fc and
VHH72Fc but not cs130Fc (Fig. 4A to E). IC, values of 8.1 = 0.8 nM and 323 = 186 nM
were determined for ¢19s130F¢ and VHH72F¢, respectively (Fig. 4B and ). As for SPR-
based affinity assays, 1C;, values for VHH72Fe reported previously by Wrapp et al. (2.5 nM)
differed slightly in pseudovirus neutralization assays {44}, In addition to CPE assays, we inves-
tigated the ability of ¢19s130F¢ to prevent infection of Vero cells by SARS-CoV-2. Virally
infected Verg cells were visualized via immunoflucrescence (IF) using anti-SARS-CoV-2 nu-
deocapsid antibodies (51). Vero cells treated with ¢195130Fc and VHH72Fc showed reduced
SARS-CoV-2 cell entry with comparable 1C,, values of 15,1 = 3.7 nM and 20.7 = 1.6 nM,
respectively (Fig. 5A to (. No effect was observed for cs130F¢. Next, we investigated the
time-dependent effect of the inhibitors on viral entry during eaily phases of infection.
Yero cells were incubated with SARS-CoV-2 for 5, 15, 45, or 135 min, and virus infection

FIG 2 Legend (Continued)

experiments. {C} Western blot analysis of Ba/F3-gp130 cells stimulated for 30 min with 8 nM iL-6 and T nM sIL-6R in
the presence of the indicated concentrations of c195130Fc and cs130Fc Prior to stimulation, iL-6, siL-6R, and inhibitors
were incubated separately for 30 min. Western blots were stained for pSTAT3, STAT3, pERK, and ERK Western blots are
representative of resuits from three independent experiments. Controls for unstimulated celis {=), cells in the absence
stimufated for 30 min
with 400 ng/ml IL-6 and 200 ng/mi siL-6% in the presence of the indicated concentrations of c195130Fc and ¢s130Fc
Prior 1o stiruiation, |L-6, siL-6R, and imhibitors were incubated separately for 30 min. Western bicts were stained for
PSTATZ, STAT3, pSTATY, and STAT1. Western blots are representative of resuiis from three independent experiments.
Controls for unstimuiated celis (-}, cells in the absence of ¢195130Fc (+), and stimuiation with HiL-6 are incuded.

of €195130F¢ { ), and stirmulation with HIL-6 are included. {D) Western bict analysis of Verc cell
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FIG 3 c19s5130Fc binds to 5-RBD and blocks its binding to ACE2. (A} SPR analysis of ¢19s130Fc binding to $-RBD. c19s130Fc was

captured on a protein A chip, and increasing concentrations of S-RBD were injected. Sensorgrams i

n response units (RU} over

time are depicted as colored lines, and global fit data are displayed as black lines. (B} SPR analysis of VHH72Fc binding to S-RBD.
VHH72Fc was captured on a protein A chip, and increasing concentrations of 5-RBD were injected. Sensorgrams in response units
over time are depicted as colored lines, and global fit data are displayed as black lines. (C} SPR analysis of ACE2 binding to S-RBD.
ACE2 was immobilized on a CM5 chip, and increasing concentrations of 5-RBD were injected. Sensorgrams in response units over
time are depicted as colored lines, and global fit data are displayed as black lines. (D) SPR analysis of ACE2 binding to S-RBD in

the presence of ¢19s5130Fc. ACE2 was immobilized on a CM5 chip, and 125 nM S-RBD was injected in
concentrations of c19s130Fc {colored lines}).

and uptake were then stopped by the addition of monensin. Total viral entry increased
from 5 min to 135 min of incubation (Fig. 5D). Both c19s130Fc and VHH72Fc reduced
SARS-CoV-2 uptake with very comparable IC;, values of 142 = 54 nM, 11.8 = 36 nM,
91 *= 1.4 nM, and 8.2 = 1.4 nM for c19s130Fc and 16.2 = 43 nM, 9.8 = 1.2nM, 11.9 =
08 nM, and 10.7 = 3.5 nM for VHH72F¢ (Fig. 5E to H). These IC,, values are very comparable
to the IC,, values determined for viral uptake after 48 h. Hence, the inhibitory proteins seem
to be stable and maintain activity for at least 48 h in a cell culture setting.

To further confirm the effect of c19s130Fc on SARS-CoV-2 cell entry, we stably
expressed ACE2(1-615) on Ba/F3 cells (Ba/F3-ACE2). ACE2 was detected on the cell sur-
face by flow cytometry (Fig. 6A). Following incubation of Ba/F3-ACE2 cells with S-RBD,
surface binding of S-RBD was detected by flow cytometry (Fig. 6B). In the presence of
¢19s5130Fc and VHH72Fc but not ¢s130Fc, a concentration-dependent reduction of sur-
face-attached S-RBD was observed (Fig. 6C to E), indicating that ¢19s130Fc and
VHH72Fc prevent the binding of the SARS-CoV-2 spike protein to ACE2.

In summary, our data showed that c19s130Fc efficiently neutralized SARS-CoV-2
binding to ACE2 and blocked viral cell entry and infection.

DISCUSSION

Here, we define a new class of bispecific biomolecules based on a soluble cytokine
receptor fused to two nanobodies, which together inhibit IL-6 trans-signaling and
SARS-CoV-2 infection. Therapeutic bispecificity was initially described for bispecific
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FIG 4 c19s130Fc limits SARS-CoV-2-mediated CPE on Vero cells. Vero cells were treated with the indicated concentrations of ¢19s130Fc,
VHH72Fc, and cs130Fc and infected afterward with SARS-CoV-2 at an MOI of 0.03. (A) Bright-field images were taken on day 3 postinfection
(one representative out of 4 is shown) {bar = 1 mm). (B to D) CPE scores and TOX scores of ¢19s130Fc (B), VHH72Fc (C), and ¢s130Fc (D)
were determined from bright-field images from panel A by CPETOXnet and are shown in a concentration-dependent manner (n = 4). (E)
CPE scores (left) and TOX scores (right) of the negative, positive, and toxic controls calculated by CPETOXnet on images 3 days after
infection at an MOI of 0.03 or with staurosporine (S pM)-treated cells.

antibodies (bsAbs), which bind two independent epitopes on the same or different
antigens (52). Early bsAbs were selective T cell engagers with a binding site for a tu-
mor-associated antigen and CD3 from T cells, Currently, more than 100 anticancer
bsAbs are in clinical development (53). Apart from targeting tumor cells, bsAbs can
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FIG 5 c195130Fc inhibits SARS-CoV-2 infection of Vero cells. Vero cells were treated with the indicated concentrations of c19s130Fc,
VHH72Fc, and ¢s130Fc; infected afterward with SARS-CoV-2 at an MOI of 0.03; and stained with SARS-CoV-2 nucleocapsid antibodies
2 days after infection. (A) Representative fluorescence images (n = 4; bar = 1 mm). (B} IF scores were determined from fluorescence
images from panel A using IFnet and are shown in a concentration-dependent manner {n = 4). (C) IF signals of the negative- and
positive-control images calculated by IFnet (n = 24). {D to H) An entry assay was performed by adding monensin to the cells at
different time points after infection, (D) Positive control (n = 12). (E to H) Results of stopping infection after 5 min (E), 15 min (F), 45
min (G), and 135 min {H), in a concentration-dependent manner (n = 4).
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FIG 6 <19s5130Fc prevents S-RBD binding to overexpressed ACE2 in Ba/F3 cells. (A) Flow cytometric analysis of cell surface expression
of hACE2-gp130 {red population) in Ba/F3-gp130 cells detected by hACE2 antibody. The blue population indicates Ba/F3-gp130 cells
incubated without hACE antibody (control). (B) Flow cytometric analysis of S-RBD binding to Ba/F3-ACE2 cells. Following incubation
with 5-RBD, S-RBD binding was detected (blue area) using an anti-spike 51 antibody (Sino Biological). Ba/F3-gp130-hACE2-gp130 cells
without treatment served as controls (red area). (C to E} S-RBD binding in the presence of increasing concentrations of c19s130Fc,
VHH72F¢, or cs130Fc. A total of 20,000 events were recorded, and the cell count was normalized. Histograms are representative of
results from 2 independent experiments,

interfere with pathogen infection and ligand/receptor activity and mediate intracellular

drug delivery, cis- and trans-activation, or serum half-life extension. With our develop-
ment of ¢195130F¢, we expand the class of bispecific binders by the first example of a
bispecific soluble cytokine receptor. ¢195130F¢ has a complex architecture and consists
of the first three extracellular domains, D1 to D3, of gp130, which facilitates binding to
IL-6:51L-6R complexes. Since we and others have previously shown that for unknown
reasons, these domains alone facilitate only low-affinity binding (47), we have fused
sgp130D1-D3 to the nonneutralizing but IL-6:5IL-6R-selective nanobody VHH6 and
converted sgp130D1-D3 into the high-affinity IL-6 trans-signaling inhibitor ¢s130 (46).
Of note and in contrast to sgp130, fusion to VHH6 also prevents the inhibition of IL-11
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trans-signaling {46). Bispecificity toward SARS-CoV-2 was achieved by fusion to VHH72,
an antagonistic nanobody directed against the RBD of the spike protein {44). However,
the antagonistic activity of VHH72 unfolded only after dimerization; therefore, VHH72
was directly placed between the IL-6 trans-signaling inhibitor and the Fe part of an lgG
antibody, which served as a dimerizer and aided in the purification of ¢19s5130Fc. in
the future, bifunctional inhibition might also be achieved using nanobodies against
SARS-CoV-2 that do not depend on dimerization £54), thereby further reducing the size
of the bifunctional frans-signaling/SARS-CoV-2 inhibitor.

IL-6 initiates signal transduction via three different modes, termed classic, trans-,
and cluster signaling {13, 22, 55, 56}. Remarkably, these different signaling modes are
associated with different physiclogical responses. While classic signaling is attributed
mainly to regenerative functions and the induction of acute-phase responses, IL-6
trans-signaling is associated with chronic inflammatory processes {25}, and IL-6 cluster
signaling is required for the generation of pathogenic TH17 cells and thereby is also
involved in detrimental inflammatory processes (35). IL-6 is a predictor of severity in
COVID-19 patients (57-59), and the IL-6R antibodies sarllumab and tocilizumab, which
block all types of IL-6 signaling, increase the survival rates of severe COVID-19 patients
and have been approved for therapy (9-11, 311 On the other hand, sgp130 and var-
jants thereof are potent IL-& trans-signaling inhibitors without affecting dlassic signal-
ing (35}, They also inhibit trans-presentation (cluster signaling), albeit results are heter-
ogeneous, and blocking might be context dependent (22, 55). Still, therapeutic
targeting of IL-6 largely relies on the two IL-6R antibodies, while siltuximab directed
against IL-6 has been approved for Castleman’s disease {&0) and is currently being
tested for COVID-19 patients {inicalTrials.gov identifier NCT04328650). The IL-6 trans-
signaling inhibitor sgp130Fc {olamkicept] has recently shown remarkable results in
phase [l clinical studies for Crohn's disease and ulcerative colitis (UQ) {EudralT identi-
fier 2016-000205-36; CinicalTrials.gov identifier NCT03235752), and phase Il trials are
in preparation (81).

Several lines of evidence point te a crucial role of IL-6 trans-signaling and not classic
signaling in the develepment of hyperinflammatory states in severe COVID-19 {6-12),
including multiorgan damage and respiratory failure (4). High levels of soluble IL-6R
were found in COVID-19 intensive care unit patients, which was released by the increased
activity of ADAM17 {26). IL-& trans-signaling is also required for liver regeneration (62), and
recent evidence indicates a key role of excessive -6 trans-signaling during SARS-CoV-2-
induced liver damage (63-65). Mechanistically, SARS-CoV-2-induced IL-6 frans-signaling
increased procoagulants like factor VIl and Von Willebrand factor (WWF), proinflammatory
factors, platelet attachment to liver sinusoidal endothelial cells, and hepatocyte fibrinogen
exprassion and induces endotheliopathy and subsequent liver damage (64). This view is
further supported by the finding that sgp130Fc blocks SARS-CoV-2-induced increases of
blood dotting and liver injury factors (64). Thereby, one motivation to generate the bispe-
cific ©198130Fc was based on the notion that selective inhibition of trans-signaling would
be superior to the simultaneous blocking of classic and trans-signaling by L-6R antibodies
in severe COVID-19 cases.

Mechanistically, the application of tocilizumab and sarilumab results in the binding
of the antibody to siL-6R but also to cells expressing membrane-bound IL-6R, including
hepatocytes and immune cells. The life cycle of SARS-CoV-2 starts with the binding of
the viral spike protein to host ACEZ2, cleavage of the spike protein, membrane fusion,
and RNA injection. Virus-cell fusion is dependent on the cleavage of the spike protein
by TMPRSS2 at the plasma membrane or by cathepsin L in endosomes (66). An imagi-
nable bifunctional antibody for IL-6R and SARS-CoV-2 could be risky because it might
bypass natural virus infection via a redirection of antibody-SARS-CoV-2 complexes to
IL-6R-expressing cells. In this scenario, the spike protein in large iL-6R (target cell)-
antibody-spike protein (SARS-CoV-2) complexes might still be processed by TMPRS52
or cathepsin L to enable unintended drug-induced virus infection. Here, the virus-tar-
geting antibedy part would prevent the binding of the spike protein to ACE2 but not
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the binding and infection of IL-6R-expressing cells. To bypass this possibility, we opt
for the trans-signaling inhibitor c19s130Fc. After binding to ¢195130Fc, IL-6:5IL-6R com-
plexes are still soluble, and unintended viral entries via membrane-bound IL-6R target-
ing are impossible and were not seen in our experiments using ¢19s130Fc during
SARS-CoV-2 infection of Vero cells,

Taken together, ¢19s130Fc demonstrates the first example of the multifunctionali-
zation of a trans-signaling inhibitor and thereby represents the first member of a new
class of bispecific inhibitor molecules consisting of a soluble cytokine receptor fused to
antiviral nanobodies.

Antiviral antibodies are effective only very early in COVID-19 disease progression
(67). In later stages of severe COVID-19, patients develop a hyperinflammatory state,
which is associated with multiorgan damage and respiratory failure {4). In this stage of
the disease, antiviral antibodies seem to no longer be effective. Immunomodulatory
treatments, including IL-6 blockade, were described to increase survival rates and
decrease the need for mechanical oxygenation in later stages of the disease (9, 31, 58,
68, 69). Combined treatment using glucocorticoids and IL-6 blockade increased the
observed positive effects (31). However, evidence suggests that immunomodulatory
treatment, including glucocorticoid and anti-IL-6 treatments, while reducing hyperin-
flammation, may delay viral clearance (32, 70-72). Hence, immunomodulatory treat-
ments may be a double-edged sword in the treatment of COVID-19 and may benefit
from simultaneous antiviral treatment (73-75). In fact, there is evidence for the benefi-
cial effects of combined antiviral and immunomodulatory treatments for SARS-CoV-2,
hepatitis B, and influenza infections {76-80).

Here, we describe a bispecific molecule that incorporates antiviral and immunomo-
dulatory entities. Such a bifunctional molecule may reduce viral infection in early-stage
infections as well as reduce hyperinflammation observed in late-stage infections. In
addition, bispecific inhibitors like ¢19s130Fc may also be useful during the transition
state from early to late stages of COVID-19.

MATERIALS AND METHODS

Cloning of €195130Fc variants. The cDNAs enceding the single-domain antibody VHH72 (44), resi-
dues 1 to 615 of ACE2 {GenBank accession number Q9BYF1}, and residues 312 to 591 of the SARS-
CoV-2 RBD {GenBank accession number PODTC2) were synthesized by Biocat {Heidelberg, Germany}.
VHH72 was subcloned via Agel and Notl into the plasmid pcDNA3.1-Fc {Invitrogen} coding for an N-
terminal signal peptide, a Myc tag {EQKLISEEDL), and a C-terminal human IgG1 Fc tag, thereby gener-
ating expression plasmid pcDNA3.1-VHH72Fc. ¢195130Fc was cloned from pcDNA3.1-cs130Fc (46} by
the insertion of a cDNA coding for VHH6-(GGGGS),-VHH72 via Xho! and Notl. ACE2 was amplified by
PCR using forward primer 5-AGTCCTTAAGCCACCATGTCAAGCTCTTCCTGGC-3' and reverse primer 5'-
TGCGTATGCGGCCGCGTCTGCATATGGACTCCAG-3" and subcloned into pcDNA3.1-Fc via Aflll and Notl
1o generate pcDNA3.1-ACE2-Fc. The pcDNA3.1-RBD-TwinStrep expression vector was clened via
Hindlll and Notl out of the cDNA encoding residues 319 to 591 of the SARS-CoV-2 RBD to extend the
sequence with a TwinStrep tag (WSHPQFEK) connected with a (GGGS}), linker. HIL-6 was subcloned via
Hindlll and Notl into the pcDNA3.1 vector containing an N-terminal signal peptide and a C-terminal
TwinStrep tag, thereby generating pcDNA3.1-HIL-6-TS {twin Strep-tag} for expression. An analogous
cloning strategy was used to generate the expression vector for IL-6-TS.

Cells and reagents. The generation of Ba/F3-gp130 cells was described previously (81). For seeding
and cultivation of Vero cells, cells were first washed with phosphate-buffered saline (PBS} and then incu-
bated in the presence of a trypsin-EDTA solution {catalog number 4261.0110; Genaxxon Biescience) until
cells were detached. Cell Iines were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium {DMEM) high-glucose
culture medium {Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Germany} supplemented with 10% fetal bovine
serum {Gibco, Life Technologies), 60 mg/L penicillin, and 100 mg/L streptomycin (Genaxxon Bioscience
GmbH, Ulm, Germany) at 37°C with 5% CO.. The proliferation of Ba/F3-gp130 cells was maintained
the presence of HIL-6 {49). Ba/F3-gpT130 cells were retrovirally transduced with a pMOWS expression
plasmid coding for hACE2-gp130 composed of coding sequences for the ACE2 signal peptide {aminoc
acids [aa] 1 to 17} followed by ACE2 {aa 18 to 615) and hurman gp130 {GenBank accession number
P40189} comprising amino acids T607 to G908, representing 13 aa of the extracellular domain (ECD), the
complete transmembrane demain {TMD), and the intracellular domain {ICD} of the receptor. Selection of
transduced Ba/F3-gp130 cells was performed with puromycin (1.5 pg/ml) {Carl Roth, Karlsruhe, Germany}
for at least 2 weeks. Afterward, the generated Ba/F3-gp130 cell line was analyzed for receptor cell surface
expression via flow cytometry. sIL-6R was obtained from Conaris Research Institute AG (Kiel, Germany).
¢s130Fc was produced and purified as described previously {46, 62). Expi-293F cells {Thermo Fisher Scientificy
were cuftured n 30 mL Expi293 expression medium without antibiotics until they reached a density of
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3 x 10°to 5 x 10° cells/mL in a 37°C incubator with 8% CO, on an orbital shaker at 125 rpm. The Expi293-F
cells were cultured in a shaker flask until they reached a density of 3 x 10° to § x 10° cells/mL. Antibodies
directed against STAT3 phosphorylated at Tyr705 {clone D3A7) and STAT3 {clone 124H6} were obtained
from Cell Signaling Technology (Frankfurt, Germany}. StrepMAP-Classic-HRP {horseradish peroxidase} {1:
20,000} {catalog number 2-1509-001} was obtamed from IBA GmbH {Géttingen, Germany}. Peroxidase-conju-
gated secondary Abs {catalog numbers 31432, 31462, and 31423} were obtained from Pierce (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Antibodies directed against phosphorylated ERK (pERK} {catalog number
4370} and ERK {catalog number 4695} were obtained from Cell Signaling Technology.

Proliferation assays. Ba/F3-gp130 cells were washed, and 5,000 cells were cultured for 3 days ina
final volume of 100 xL in the presence of cytokines and inhibitors. The CellTiter-Blue reagent was used
to determine cellular viability by recording the fluorescence {excitation 560 nm and emission 590 nm)
using an Infinite M200 Pro plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany) immediately after the addition of
20 pl of the reagent per well {time point zero} and up to 120 min thereafter.

Cytokine stimulation of cells and lysate preparation. A total of 10° Ba/F3-gp130 cells/mL were
washed and starved in serum-free medium for 5 h. Vero cells were seeded at a density of 8 x 10° cells
per 60-mm dish 24 h prior to stimulation and alse washed five times with PBS before starvation in se-
rum-free DMEM for at least 5 h. Prior to stimulation, cytokines and inhibitors were preincubated at room
temperature for 30 min. Subsequently, cells were stimulated with the indicated cytokines and inhibitor
combinations for 30 min, harvested by centrifugation at 4°C for 5 min at 500 x g, frozen, and lysed. The
protein concentration of the cell lysates was determined by the bicinchoninic acid {BCA) protein assay
{Pierce, Thermo Scientifick. Analysis of STAT3 activation was performed by Western blotting of 25 to
75 ug of total protein from total cell lysates and subsequent detection steps using the anti-pSTAT3
{Tyr705} {1:1,000) and anti-STAT3 (1:1,000} antibodies described above.

Western blotting. Proteins were separated by SDS-PAGE and transferred onte nitrocellulese mem-
branes for 60 min {20 V, 1.0 A). Membranes were blocked and probed with the indicated primary anti-
bodies. After washing, the membranes were incubated with secondary peroxidase-conjugated antibod-
ies or flucrescence-labeled secondary antibodies (1:2,500 dilution). Immochilon Western reagents
{Millipore Corporation, Billerica, MA, USA} and the ChemoCam imager {Intas Science Imaging
Instruments GmbH, Gottingen, Germany) or the Odyssey Fc imaging system {Li-Cor Biosciences, Bad
Homburg, Germany} were used for signal detection. Control STAT3 blots were produced on separate
membranes.

Expression and purification of VHH72Fc, c19s130Fc, the RBD, and ACE2Fc. Mammalian expres-
sion plasmids encoding VHH72F¢, ¢195130Fc, the SARS-CoV-2 RBD, and ACE2-Fc were transfected into
Expi-293F cells using ExpiFectamine. After reaching 4.5 x 10° to 5.5 x 10° cells/mL, the cells were
diluted to a final density of 3 x 10° cells/mL in 30 mL Expi293 expression medium for transfection.
Thirty micrograms of the plasmid expression vectors was used for transfection. Thereafter, the culture
was harvested by centrifugation at 450 x g at 4°C for 10 min, followed by centrifugation of the resulting
supernatant at 4,000 x g at 4°C for 20 min. The supernatant from the second centrifugation step was fil-
tered (0.45-um filter, catalog number P667.1; Carl Roth) and purified by affinity chromatography.
Constructs containing an Fc tag {c19s130Fc, VHH72Fc, and ACE2-Fc} were purified using protein A resin
{1 mL} {HiTrap MabSelect PrismA} at a flow rate of 1 mL/min. The column was then washed with 30 col-
umn volumes of PBS. Proteins were eluted at pH 3.2 to 3.5 using 50 mM citric acid buffer. Fractions con-
taining the protein peak were pooled, and the pH was adjusted to pH 7 with 1 M Tris. Constructs con-
taining a C-terminal TwinStrep tag {SARS-CoV-2 RBD} were purified using Strep-Tactin resin {catalog
number 2-5025-001; IBA} according to the manufacturer’s instructions. Proteins were buffer exchanged
1o PBS using illustra NAP25 columns {(GE Healthcare Life Sciences, Munich, Germany). The protein con-
centration was determined by measuring the absorbance at 280 nm, and samples were flash-frozen in
liquid nitrogen. A total of 2.5 ug of protein was loaded per lane and separated by SDS-PAGE under
reducing {106 mM g-mercaptoethanol at 95°C fer 10 min} and nonreducing {(without 8-mercaptoetha-
nol and heating} conditions. The gel was stained with Coomassie staining sclution {80% ethanol, 20%
acetic acid, 4% Coomassie brilliant blue R250) for 1 h and destained overnight in a destaining solution
{20% ethanol, 10% acetic acid}.

Surface plasmon resonance. For surface plasmon resonance experiments, the Biacore X100 instru-
ment {GE Healthcare Life Sciences} was used. VHH72Fc or ¢19s130Fc was captured on a single flow cell
of a protein A sensorchip at a level of ~300 or 650 response units (RU), respectively, per cycle. Three
samples containing only running buffer were injected over both the ligand and reference flow cells, fol-
lowed by S-RBD serially diluted from 500 to 3.9 nM, with a replicate of the 125 nM concentration. The
analyte 5-RBD was injected at a flow rate of 30 uL/min for 120 s, and dissociation was measured for 300
s. ACE2 was immobilized in 10 mM acetate buffer (pH 4.5} by amine coupling on a CM5 chip {2,500 RU}.
After immobilization, S-RBD was injected at a flow rate of 30 pL/min at increasing concentrations (2 to
250 nM). Association was monitored in pericds of 60 s, and dissociation was measured for 600 s.
Immobilized ACE2 was regenerated with 2 M NaCl to remove bound S-RBD in multiple cycle measure-
ments. ACE2 was immobilized on a CM5 chip, and 125 nM 5-RBD was injected in the presence of increas-
ing concentrations of c19s130Fc. Experiments were carried out at 25°C in PBS {pH 7.4), composed of
137 mM NaCl, 27 mM KCl, 12 mM HPO,2 and H,PC, , and 0.05% {vol/vel} surfactant P20 (GE
Healthcare). The resulting data were reference subtracted and fit to a 1:1 binding model using Biacore
X100 Evaluation software ¥2.0.1.

Viruses. SARS-Cov-2 was used as desaibed previously (51} {sequence accession number EPI_ISL_425126;
https:/Aww gisaid.orgs). A SARS-CoV-2 stock was obtained in Vero cells by infection at a multiplicity of infection
{MCI) of 0.001. After 72 h, the supematant was collected and stored at —8C°C until use.

February 2022 Volume 96 Issued e01622-21

11-54

Journal of Virology

Jvi.asm.ory

13

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/jvi on 22 July 2024 by 134.99.184 218.



Ettich et al.

SARS-CoV-2 infection of Vero cells. Vero cells were cultured as previously desaibed (51). Vero cells
were cultured in DMEM with the addition of 10% fetal calf serum {FCS), minimal essential amine acids, and
penicillin/streptormycin at 37°C with 5% CO,. A total of 3 % 10” cells were seeded per well in a 96-well plate
1 day before infection. On the next day, the medium was changed to cell culture medium containing differ-
ent dilutions of c19s130F¢, VHH72Fc, and ¢s130Fc dissolved in PBS and staurosporine (5 uM} as a toxic con-
trol. Moreover, 6 or 12 serial 2-fold dilutions were used. The cells were infected with SARS-CoV-2 20 min later
at an MCI of 0.03. For the entry assay, monensin was added to the wells 5, 15,45, and 135 min after infection
1o stop the further entry of SARS-CoV-2 into the cells. An overlay composed of DMEM with 1% methylcellu-
lose was added at 2 h postinfection. The IC,, was measured using GraphPad Prism.

Immunofluorescence. Two days after infection, the supernatant was discarded, and 4% formalin
was added for 30 min. Hanks’ buffer containing Triten X-100 was applied to the cells for 20 min followed
by 10% FCS in PBS for 1 h to block unspecific binding sites. The cells were stained with a SARS-CoV-2 nu-
cleocapsid antibody (2019 novel coronavirus [nCoVl} {Sino Biclogy Inc., Eschborn, Germany} for 1 h.
Following washing, fluorescein isothiocyanate {FITC}-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG{H+L}
{Jackson Immuno Research, Cambridgeshire, UK} was added for 1 h. The cells were washed again and
analyzed with a Nikon Eclipse TS100 fluorescence microscope. Pictures were taken with NIS-Elements
F4.30.01 software. The images were quantified using deep transfer leaming as previously described (51).
ResNet18 was retramed to classify SARS-CoV-2-infected cell cultures. For recognizing CPE and toxic
effects {TOX}, we used CPETOXnet with three different classifications (CPE, TOX, and no CPE). For the
quantification of SARS-CoV-2 immunofluorescence pictures, we used IFnet with two different classifica-
tions {IF signal and no signal} (51}.

Cell surface detection via flow cytometry. hACE2-gp130 cell surface expression of stably trans-
fected Ba/F3-gp130 cells was detected by specificantibedies. A total of 5 x 10° cells were washed in flu-
orescence-activated cell sorter {FACS} buffer (PBS, 1% bovine serum albumin [BSA]} and then incubated
in 50 uL containing the indicated primary antibedy (anti-hACE2, catalog number AF933; Bio-Techne}
{1:80) for 1 h at room temperature. Cells were washed and resuspended in 50 uL containing the second-
ary antibody {Northern Light 495-conjugated Fab anti-goat IgG, catalog number NLOO3; Bio-Techne}
{1:100} and incubated for 1 h at room temperature. Cells were washed and resuspended in 500 ul of
FACS buffer. A total of 20,000 cells were recorded and analyzed by flow cytometry (BD FACSCanto Il flow
cytometer using FACSDiva software; BD Biosciences). Data analysis was conducted using Flowlo version
10 (Tree Star Inc., USA).

Flow cytometry inhibition experiments were conducted with 5 x 10° Ba/F3-gp130-hACE2-gp130
cells in the presence of 5 nM S-RBD, inhibitory proteins, and the primary antibody (antispike, catalog
number 40150-R007; Sino Biclogical} {1:50} for 1 h at room temperature. Cells were washed and resus-
pended i 50 ul containing a secondary antibody directed against antispike-IgG {anti-rabbit-Alexa
Fluor 488; Cell Signaling Technology} {(1:250) for 1 h at room temperature. Afterward, cells were treated
as described above.

Molecular modeling. For molecular modeling, the structure of the IL-6 signaling complex (PDB
accession number 1P9M) was superpositioned with the structure of VHH6 bound to a complex of IL-6:
sIL-6R {PDB accession number 5FUC). In addition, the structure of VHH72 bound to S-RBD {PDB accession
number 6WAQ) was superpositioned onto the structure of trimeric $-RBD in an open conformation (PDB
accession number 7CAC). Components of the c195130Fc protein are depicted in a ribbon representation,
and the IL-6 signal complex and S-RBD are depicted in a surface representation using ChimeraX (82}.

Statistical analyses. IC., values were calculated by nonlinear regression analysis in GraphPad Prism
6.1 {version 6.1 for Windows; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA} from 3 individual experiments. The
data are presented as means = standard deviations (SD).

Data availakility. All data needed to evaluate the conclusions in the paper are present in the paper.
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Synthetic cytokine receptors can modulate cellular functions
based on an artificial ligand to avoid off-target and/or unspe-
cific effects. However, ligands that can modulate receptor ac-
tivity so far have not been used clinically because of unknown
toxicity and immunity against the ligands. Here, we developed
a fully synthetic cytokine/cytokine receptor pair based on the
antigen-binding domain of the respiratory syncytial virus—
approved mAb Palivizumab as a synthetic cytokine and a set
of anti-idiotype nanobodies (AIPYM) as synthetic receptors.
Importantly, Palivizumab is neither cross-reactive with human
proteins nor immunogenic. For the synthetic receptors,
AIPYHH were fused to the activating interleukin-6 eytokine
receptor gpl30 and the apoptosis-inducing receptor Fas. We
found that the synthetic cytokine receptor AIPY™gp130 was
efficiently activated by dimeric Palivizumab single-chain vari-
able fragments. In summary, we created an in vitro non-
immunogenic full-synthetic cytokine/cytokine receptor pair as
a proof of concept for future in vivo therapeutic strategies
utilizing nonphysiological targets during immunotherapy.

Cytokine receptors are in a monomeric off-mode and
execute signal transduction in a dimeric or multimeric on-
mode after cytokine binding (1). The on-mode can be inter-
rupted and converted to the off-mode by depletion of the
cytokine from the cytokine receptor, natural cytokine antag-
onists, or intracellular negative feedback mechanisms. Among
others, antibodies as synthetic cytokine antagonists and ago-
nists are a recent but promising development representing an
own class of future therapeutic biomolecules (2, 3). Moreover,
the approved chimeric antigen receptor (CAR) T-cell therapy
for severe cases of acute lymphatic leukemia (4) is based on
synthetic receptors (5) having an extracellular single—chain
antibody fragment as a tumor antigen—binding unit.

* These authors contributed equally to this work.
* For correspondence: Jirgen Scheller, jscheller@uni-duesseldorf.de.
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Recently, we have developed a fully synthetic cytokine/cyto-
kine receptor system that mimicked natural cytokine signaling,
exemplified by the proinflammatory cytokines interleukin (IL-)
6, IL-12, IL-22, IL-23, tumor necrosis factor (TNF)a, and death
ligand Fas (6-9). This fully synthetic cytokine receptor system
(SyCyR) was based on nanobodies specifically recognizing GFP
and mCherry (10, 11) fused to the transmembrane and intra-
cellular domains of the receptor of interest. A nanobody or VHH
consists of the N-terminal variable domain of Camelidae heavy—
chain antibedy, which is sufficient for antigen binding (12).
Nanobodies are already used in diagnostic and therapeutic ap-
plications and are immunologically safe (13). GFP-mCherry
fusion proteins served as nanobody-cytokine receptor dimer-
izers (9). GFP and mCherry as synthetic cytokine ligands and
specific nanobodies as receptor entities enabled background-
free and cell-type—specific activation of synthetic cytokine re-
ceptors due to the lack of existing human equivalents for these
antigen—antibody interactions. However, the nonhuman nature
of GFP/mCherry represents a significant drawback because
repetitive therapeutic application will lead to the development
of neutralizing antibodies (14), which eventually will prevent
receptor binding of synthetic ligands. Therefore, we considered
an alternative synthetic cytokine/cytokine receptor pair, which
should be based on a nanobody as extracellular receptor moiety.
This nanobody should not bind to human proteins, and the
synthetic ligand should not be immunogenic in humans. We
considered that an antibody:anti-idiotypic nanobody pair in
which the antibody is not directed against a human protein
might be suited for this purpose. Moreover, the antibody should
be licensed for human therapeutic applications to ease later
approval.

Anti-idiotypes are antibodies or nancbodies that bind spe-
cifically to the variable regions or hypervariable loops of an
antibody (15). Accordingly, we selected Palivizumab as bait for
the development of anti-idiotypic nancbodies. Palivizumab is a
monoclonal humanized antibody (IgG) directed against an
epitope in the antigenic site of the fusion (F) protein of
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RSV mAb as synthetic receptor ligand

respiratory syncytial virus (RSV) (16). It was approved in 1998 to
prevent infection and severe disease caused by RSV in infants at
high risk. Palivizumab inhibits the entry of RSV into host cells
(16). We immunized a llama with Palivizumab, followed by the
selection of anti-idiotypic nanobodies using yeast display tech-
nology, Palivizumab and reformatted dimeric Palivizumab
single—chain variable fragment (P*™") served as synthetic
cytokine ligands to activate the synthetic anti-idiotypic Pal-

ivizumab nanobody (AIPY1'") cytokine receptor fusion protein.

Results

Generation and characterization of anti-idiotypic nanobodies
against Palivizumab (AIP"HH)

A llama was immunized with Palivizumab, peripheral B cells
were isolated, copy DNAs (¢cDNAs) coding for the VHH
nanobody repertoire were amplified by PCR and introduced by

gap repair cloning into linearized yeast display vector pCT
using yeast strain EBY100 (17). Yeast cells were incubated with
Palivizumab for flow cytometry sorting (Fig. S14). Yeast cells
were incubated with 1 mg/ml Gamunex 10% (human IgG
mixture) to exclude unspecific IgG binders, followed by a
fluorescent-labeled anti-human-fragment crystallizable (Fc)-
phycoerythrin conjugate incubation. These prestained cells
were incubated with Palivizumab (60 nM), followed by an anti-
Fab(x-chain)-allophycocyanin (APC) conjugate. Cells carrying
only the APC fluorescence (Palivizumab-specific) were
selected (Fig. S1B). After two rounds of sorting, clones were
sequenced, and four different anti-idiotypic nanobodies for
Palivizumab (AIP1-4""™) were isolated (Fig. 52), expressed as
Twin-Strep-tagged soluble proteins in Expi293F cells and
purified by affinity chromatography (Fig. 53). First, the affinity
of soluble AIP1-4Y" to Palivizumab was determined by sur-
face plasmon resonance (Fig. 14). Soluble ATP1V""™ displayed a
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Figure 1. Characterization of anti-idiotypic nanobodies against Palivizumab. A, schematic illustration of surface plasmon resonance analztes with
captured Palivizumab coated on a Protein A chip and soluble AP surface plasmon data from binding of (8) AP () AIP2YHH, (D) AIP3YHT, and (F)

AIP4“™ (concentration range: 102.4, 51.2, 25.6, 12.8, 64, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, and 0.05 nM) to Palivizumab. Sensograms in response units (RU) over time
are depicted as colored lines, global fit displayed as black lines. Analytes were injected for 120 s and dissociation rate was recorded for 500 s. F, schematic
illustration of the competitive anti-idiotypic Palivizumab ELISA. Palivizumab was coated and binding of aiPalivizumab is quantified, coincubation with
competiters AIP1-4"" should reduce signal strength. G, competitive anti-idictypic Palivizumak ELISA. Incubation of 1 nM anti-idictypic Palivizumab IgG
antibody (AbD23967) as detection antibody with increasing amounts of soluble AIP1-4""" nanobodies (0.1-100 nM). Error bars, SD. One representative
experiment with three biological replicates is shown (n = 3). AIP, anti-idiotypic nancbodies for Palivizumab.
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Ky, of 2597 pM (Fig. 1B), AIP2Y'"™ of 2,16 nM (Fig. 1C),
ATP3Y'™T of 1.11 nM (Fig. 1D), and AIP4™' of 3.14 nM
(Fig. 1E) for Palivizumab, respectively. The monomeric
ATP1Y'"" revealed a very stable complex with Palivizumab
characterized by a high k, of 2.3 x 10° 1/Ms and a low kq of
59 x 107 1/s, Next, we used the commercially available
Palivizumab-specific anti-idiotypic IgG antibody AbD23967
(aiPalivizumab) to test for anti-idiotypic binding of AIPY! to
Palivizumab, because AIPY™ should compete for binding
with aiPalivizumab to Palivizumab (Fig. 1F). Titration of
AIPIYM, ATP2YMY, and ATP3Y'™ but not of AIPA"™™ resulted
in a clear dose-dependent displacement of aiPalivizumab with
an IC;, of 1.76 nM, 440 nM, and 48.55 nM, respectively
(Figs. 1G and 54). Therefore, we conclude that AIP1YHH,

RSV mAb as synthetic receptor ligand

AIP2YM and AIP3Y™ have the same or an overlapping anti-
idiotypic binding site to Palivizumab as aiPalivizumab, while
AIP4Y™"! either has a too high &, to compete with aiPalivi-
zumab in this assay or it binds at a different epitope. Our data
showed that ATP1-3Y""" are high-affinity anti-idiotypic binders
to Palivizumab.

To further determine the anti-idiotypic character of
AIP1YMH we determined the small-angle X-ray scattering
(SAXS) profile of AIP1Y"'™ (Table S1 and Fig. 56), Palivizumab
(Table S1 and Fig. S7, A, C, and E black curves), and the
complex of both (Table $1 and Fig. $7, B, C, and E green
curves) (18-22). The AlphaFold2 models of the Fc and Fab
fragments were used as template and subsequently realigned
with CORAL until the protein tertiary structure describe the

Palivizumab

Figure 2. Small-angle X-ray scattering structural characterization of the AIP1Y"" and Palivizumab complex. A, rigid body medel of AIP1"" based on
AlphaFold from small-angle X-ray scattering with flexible N- and C-terminal parts. B, rigid body model of the IgG with flexible linkers (beige) between the Fc
and Fab domains of Palivizumab. C, docking of AIP1Y"" ta Palivizumab. Distance between the paratopes is 146 A and is indicated by a red dotted line. On the
right side, residues of AIP1"H and Palivizumab CDRs are colored yeflow. Close-up views of the interaction area highlight hot spot aming acids, distances are
indicated with blue dotted lines. Heavy chain, purple or dark biue; light chain, pink or light blue; constant region, black and coal; and AIP1Y", cyan or magenta.
AlIP, anti-idiotypic nanobodies for Palivizumab; CDR, complementarity determining region; Fab, fragment antigen-binding; Fc, fragment crystallizable.
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RSV mAb as synthetic receptor ligand

SAXS profile. We show that AIP1YM™ (Fig, 24) and Pal-
ivizumab (Fig. 2B) are folded correctly and AIP1Y™! is a
monomer and Palivizumab a dimer in solution (Table S1). The
incubation of AIP1Y"'™ and Palivizumab results in a complex,
where each monomer of Palivizumab binds one AIP1Y'"! Ag
expected AIP1Y™" binds the hypervariable antigen—binding
loops of Palivizumab and sterically covers the loops on both
heavy and light chain (Fig. 2C). We determined an important
role between R31/R54 and Y101/Y32 of AIP1Y™ and D56/
D60 and K58 of Palivizumab light chain, respectively.
Furthermore, we assume hydrophobic interactions of W105
and F95 of Palivizumab with R54 of AIP1Y"™ via cation-n
interactions (Fig. 2C) (23).

Cross-linked Palivizumab efficiently activated synthetic
AIPY"M_gp130 receptor signaling

AIP1-4Y"" were genetically fused to a cDNA coding for the
transmembrane and intracellular domain of gp130 and named
AIP1Y"Mgp130,  AIP2Y""gp130,  AIP3Y'gp130, and
AIPA""™Mgp130  (Figs. 3A and S5). The expression of
AIPVHngl?»O proteins in Ba/F3-gp130 cells was shown by
Western blotting against the N-terminal myc tag (Fig. 3B).
Flow cytometry revealed that cell surface localization of
ATP1Y™Mgp130 in Ba/F3-gpl30 cells was stronger than
AIP2Y"gp130 and AIP3Y'"'gp130, whereas AIP4Y"'gp130
was the lowest, the expression levels might have an influence
on the concentrations necessary for proliferation and might
contribute to the distinct behavior of the receptors on the cells
(Fig. 3C). Ba/F3-gp130 cells are murine pre-B cells, and due to

stable expression of gp130, these cells become responsive to
Hyper IL—6 (HIL-6, fusion protein of IL-6 and soluble IL-6
receptor a), which induces cell proliferation via Janus kinase
(JAK)/signal transducer and activator of transcription (STAT)
signaling (24). We expected that forced dimerization of the
AIPY"gp130 receptor by Palivizumab would result in syn-
thetic cytokine receptor activation, induction of signal trans-
duction, and cellular proliferation. Only minimal proliferation
of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP3"""'gp130 was observed,
albeit the highest concentration of 66 nM Palivizumab induced
only 20% of the maximal proliferation seen for 140 pM HIL-6.
In contrast, Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1,2,4"""gp130
did not proliferate in response to Palivizumab (Fig. 3D). Pal-
ivizumab also failed to induce STAT3 phosphorylation in Ba/
F3-gp130 cells expressing any of the AIPY'""'gp130 receptors
(Fig. 3E). We calculated the maximal distance between the two
antigen-binding epitopes of Palivizumab and ATP1Y™™ to be
150 A using SAXS-based tertiary structure modeling (Fig. 2C).
We hypothesized that this distance might be too spacious to
activate two synthetic gp130 receptors. Therefore, higher or-
dered multimerization vig a cross-linking human Fc—directed
mAb (hFc-mAb) was tested to force synthetic gp130 receptor
multimerization (Fig. 4A). Initially, we chose a 6-fold molar
excess of the cross-linking hFe-mAb over Palivizumab to
stimulate Ba.’FS—gplBO—AIPVHngBO cells. Cellular prolifera-
tion was observed for Ba/F3-gp130-AlP1Y"gp130 (ECs =
215 nM), AIP2Y"Hgp130  (EC, 4878 nM) and
AIP3Y"Map130 (ECs = 271 nM) cells but not for Ba/F3-
gp130-AIP4¥"ap130 cells at the highest concentration of
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Figure 3. Palivizumab is a poor activator of synthetic AIP3"™""gp130 receptor signaling. A, schematic illustration of Palivizumab blndlng to cellular
AIPY"Mgp130. B, Western blot detection of myc-tagged synthetic cytokine receptors in lysates of Ba/F3-gp130 cell lines expressing AlIP1-4"""gp130. C, flow
cytometry analy5|s of myc-tagged synthetic receptors on the surface of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-4"""gp130. D, proliferation of Ba/F3-gp130 cells
expressing AIP1-4""1gp130 with increasing concentrations of Palivizumab (0.033-66 nM). Cell praliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml)-induced
proliferation of each cell line. Error bars, SD. One representative experiment with three biological replicates out of three independent experiments is shown.
E, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-4"""gp130 cells treated with 50 nM Palivizumab, HIL-6 (10 ng/ml), or left untreated for
90 min. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3 and STAT3. Western blotting data show one
representative experiment out of three. AIP, anti-idiotypic nanobodies for Palivizumab; HIL, hyper interleukin; STAT3, signal transducer and activator of
transcription 3.
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Figure 4. Cross-linked Palivizumab efficiently activated synthetic AIP1-3V"Hgp130 receptor signaling. A, schematic illustration of cross-linked Pal-

ivizumab binding to cellular AIP*""gp130. Cross-linking is achieved by a Palivizumab Fc-binding mAb. B, proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-
4¥"Mgp130 with increasing concentrations of Palivizumab (0.033-66 nM) in the presence of a 6-fold molar excess of hFc-mAb. Cell proliferation was
normalized to HIL-6 (10 ng/ml)-induced proliferation of each cell line. Error bars, SD. One representative experiment with three biological replicates out of
three independent experiments is shown. C, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-4"""gp130 cells treated with 50 nM Palivizumab
in the presence of a 6-fold molar excess of hFc-mAb, HIL-6 (10 ng/ml), or left untreated for 90 min. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via
specific antibodies detectinc\;’fhospho-STATB and STAT3. Western blotting data show one representative experiment out of three. D, proliferation of Ba/F3-
gp130 cells expressing AIP1"""gp130 with increasing concentrations of Palivizumab (0.033-66 nM) in the presence of a 3-, 6-, and 12-fold molar excess of
hFc-mAb. Cell proliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml)-induced proliferation of each cell line. Error bars, SD. One representative experiment with
three biclogical replicates out of three independent experiments is shown. £, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells—expressing AIP1"gp130 cells
treated with 10 nM Palivizumab in the presence of a 1-, 3-, 6-, and 6-fold molar excess of hFc-mAb, HIL-6 (10 ng/ml), or left untreated for 20 min. Equal
amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3 and STAT3. Western blotting data show one repre-
sentative experiment out of three. F, proliferation of Ba/F3-gp130 cells—expressing AIP3"""gp130 with increasing concentrations of Palivizumab
(0.033-66 nM) in the presence of a 3-, 6-, and 12-fold molar excess of hFc-mAb. Cell proliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml}-induced proliferation
of each cell line. Error bars, SD. One representative ex&eriment with three biological replicates out of three independent experiments is shown. G, STAT3
phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells expressing AIP3"""gp130 cells treated with 200 nM Palivizumab in the presence of a 3-, 6-, 12-fold molar excess of
hFc-mAb, HIL-6 (10 ng/ml), or left untreated for 9¢ min. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-
STAT3 and STAT3. Western blotting data show one representative experiment out of three. AlP, anti-idiotypic nanobodies for Palivizumab; Fc, fragment
crystallizable; hFC-mAb, human Fc—directed mAb; HIL, hyper interleukin; STAT3, signal transducer and activator of transcription 3.

Palivizumab/hFe-mAb (Fig. 4B). As shown in Figure 4C,
stimulation with 50 nM Palivizumab/hFc-mAb (1:6) induced
STAT3 phosphorylation in all four Ba/F3-gpl30-
AIPV”“gplISO cell lines, whereas the intensity was strongest
for  Ba/F3-gp130-AIP1Y"'"gp130  and  Ba/F3-gpl30-
AIP3Y"gp130. Neither the unrelated IL-23 p40 antibody
Ustekinumab in combination with the cross-linking hFe-mAb

SASBMB

(1:6) nor the cross-linking hFe-mAb alone did induce STAT3
phosphorylation and proliferation of any Ba/F3-gpl30-
AIPVHngISO cell line (Fig. 59, A-C). Next, the ratio of
Palivizumab:hFc-mAb was varied from 1:0, 1:3, 1:6, to 1:12
(Fig. D-G) and tested on Ba/F3-gpl30-AIP1/
3VMgn130 cells. Proliferation was already induced by a 1:3
Palivizumab:hFc-mAb ratio. However, a 1:12 ratio was the

4,
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most efficient (Fig. 4, D and F). Moreover, stimulation of the
Ba/F3-gp130-AIP1/3V"gp130 cells with Palivizumab:hFe-
mAb from 1:3 to 1:12 M ratios resulted in sustained STAT3
phosphorylation (Fig. 4, E and G).

Taken together, our data showed that cross-linked Pal-
ivizumab efficiently activated the synthetic AIPY"'''gp130
cytokine receptors AIP1,2,3"F,

Reformatting of Palivizumab into single-chain Fv fragments,
maintained binding to AIP1"H"

Palivizumab alone is a poor activator of synthetic
ATPY™Mgp130 receptors, which might be due to the hinge
region flexibility and the determined distance of about 150 A
between the two antigen-binding sites (Fig. 2C). Therefore, we
reformatted Palivizumab into single-chain Fv fragments where
the variable domains of the light and the heavy chain were
fused by a flexible peptide linker, resulting in the ¢cDNAs
coding for P*"*LH and P*"*HL. The designation LH and HL
indicated the order of the variable domains of the light chain
(L) or the heavy chain (H). In LH, the variable domain of the
light chain is N terminally located, whereas in HL, the variable
domain of the heavy chain is N terminally located (Fig. S84).
P*"LH and P*"VHL were fused to an Fc part of an IgGl
antibody (25). The distance of P*™LH or P*"YHL to the first
N-terminal cysteine of the Fc hinge region was 23 and 15
amino acids, respectively. Further, the linker ensures a

maximal distance of the variable domains of about 90 and 114
A as defined by molecular modeling (Fig. S8, A and B).
P***LHFc and P*"VHLFe¢ were expressed in stably transfected
CHO cells and transiently transfected Expi293F cells, respec-
tively, and purified as dimers from the cell supernatants via
Protein A affinity chromatography (Fig. S10, A-F). Next, we
determined the interaction affinities of captured P***LHFc
and P**YHLFc to soluble ATP1Y"" by surface plasmon reso-
nance. AIP1Y""" binds P**""LHFc, P***YHLFc, and Palivizumab
with comparable affinities of 9.80 pM, 27.18 pM, and 25.97
pM, respectively (Figs. 1B and 5), demonstrating successful
reformatting of Palivizumab into scFv fragments.

P*FYFc are effective activators of synthetic AIPY"Hgp130
receptors

Next, we tested P*™"LHFc on Ba/F3-gp130-AIP*"'"gp130
cells to induce cell proliferation and STAT3 phosphorylation
(Fig. 6A). As only seen for cross-linked Palivizumab, P*"LHFc
alone induced cellular proliferation and STAT3 phosphorylation
via AIPY"'gp130. Dose-dependent stimulation of Ba/F3-
gp130 cells expressing AIPY"gp130 with P*™LHFc revealed
an ECs, of 021 nM for AIP1Y'"lgp130 and 6.61 nM for
AIP3Y""gp130 (Fig. 6B), which is in good agreement with natural
cytokine concentrations needed for receptor activation (6).
However, the expression of AIP2Y"gp130 was the least effective,
and AIP4Y"gp130 failed to induce cellular proliferation

A PecFv HFG::AIP1VHH B
Ko=9.795 pM 150 12.8nM
ko= 4.284°105 1/Ms 5 8.4 M
ko= 4.196*10% 1/s e 3.2nM
£ 100 1.6 nM
AP g on
£ 0.8 nM
a 0.4 nM
50
§ // 0.2nM
| - 0.1nM
E————— J0smM
Time (s)
Sensorchip
c PecFvHLFcuAlP1VHH D
Kp=27.18 pM
ka=2.415*10% 1/Ms - 150 ;-‘:linMM
ks=6.563"105 1/s 4 3.2nM
—— AIP{vHH £ 100 1.6 nM
5 0.8 nM
a 0.4nM
& // 0.2nM
A — 0.1nM
0_'_A¢:‘— l————_—.—:——;- 0.05 nM
0 200 400 600
Time (s)
Sensorchip
Figure 5. Reformatting of Palivi: b into P* d binding to AIP1Y"". Schematic illustration and surface plasmon resonance data with

captured (A and B) P*"HFc and (€ and D) P**HLFc coated on a Protein A chip and soluble AIP1YHH (concentration range: 12.8,6.4,3.2, 16,08, 04,0.2,0.1,
and 0.05 nM). Sensograms in response units (RU) over time are depicted as colored lines, global fit displayed as black lines. Analytes were injected for 120 s
and dissociation rate was recorded for 500 s. AIP, anti-idiotypic nanobodies for Palivizumab; P*™, Palivizumab single-chain variable fragment.
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Figure 6. P*"Fc are effective activators of synthetic AIPY"Hgp130 receptors. A, schematic illustration of P<™LHFc binding to cellular AIP""Hgp130. B,
proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-4"""gp130 with increasing concentrations of P*“LHFc (0.00053-93.5 nM). Cell proliferation was
normalized to HIL-6 (10 ng/ml) induced proliferation of each cell line. Error bars, SD. One representative exeeriment with three biological replicates out of
three independent experiments is shown. G, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-4""Mgp130 cells treated with 10 nM P LHFc or
left untreated for 90 min. D, schematic illustration of P**“HLFc binding to cellular AIP*™"gp130. F, proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-
4""gp130 with increasing concentrations of P*"“HLFc (0.00056-100 nM). Cell proliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml)-induced proliferation of
each cell line. F, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-4""gp130 cells treated with 10 nM P*™HLFc or HIL-6 (10 ng/ml) for 90 min. G,
schematic illustration of P*"YLHF¢, and P*™HLFc binding to cellular AIP1""Hgp130. H, proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1gp130 with
increasing concentrations of P*™LHFc and P*"HLFc (0.00563-5.77 nM). Cell proliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml) induced proliferation of each
cell line. Error bars, SD. One representative experiment with three biological replicates out of three independent experiments is shown. J, phosphaorylation of
STAT3 in Ba/F3-gp130-AIP1""gp130 cells treated with increasing concentrations of P*"“LHFc or P*™HLFc from 0.19 to 6 nM or left untreated for 90 min.
Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3 and STAT3. Western blotting data show one
representative experiment out of three. J, phosphorylation of STAT3 in Ba/F3-gp130-AIP1"""gp130 cells treated with 0.1, 1, and 10 nM P*™LHFc in the
presence and absence of 10-um P& inhibiter, HIL-6 (10 ng/ml), or left untreated for 90 min. Dimethyl sulfoxide (1% v/v)-treated cells served as control. AIP,
anti-idiotypic nanobedies for Palivizumab; Fc, fragment crystallizable; HIL, hyper interleukin; P*™, Palivizumab single-chain variable fragment; STAT3, signal
transducer and activator of transcription 3.
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(Fig. 6B). These findings were mirrored by STAT3 phosphoryla-
tion, where 10 nM P*"LHFc was most effective on
AIP1Y"Mgp130, followed by AIP3Y"Hgpi130 (Fig  60).
AIP2YMgp130 and ATPAY™gp130 were not activated by
P*F'LHFc (Fig. 6C). Next, we tested whether the alternative
heavy/light chain ordered single-chain P**'HLFc is also
biologically active (Fig. 6D). The activity of P*HLFc was
determined for Ba/F3-gp130-ATP1""gp130 and Ba/F3-gp130-
AP3Y™gp130 cells with ECy of 0.4 nM and 9.1 nM,
respectively. In contrast, cellular proliferation of Ba/F3-gp130-
AIP2Y"Mgp130 was induced with P*P"HLFc with an ECso of
0.7 nM (Fig. 6E). Stimulation with 10 nM P**"HLEc induced
STAT3 phosphorylation in Ba/F-3-gp130-ATP1-3V"gp130
cells, whereas the intensity was strongest for Ba/F3-gpl30-
A1P2Y"Hgp130, followed by Ba/F3-gp130-AIP1Y" gp130, and
AIP3YMgp130 (Fig. 6F). We found that P**"HLFc induced
proliferation of Ba/F3-gp130-ATP1Y™gp130 cells with an ECs,
of 0.50 nM (Fig. 6H), which was in the same range as seen for
P*EYLHEC (ECs, of 0.38 nM). Accordingly, low amounts starting
at 0.19 nM P**"HLEc and 1.5 nM P**'LHFc already induced
STAT3 phosphorylation of Ba/F3-gp130-A1P1Y"gp130 cells
(Fig. 65. STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gpl30-
ATP1Y"Mgp130 cells was suppressed by the pan JAK inhibitor
P6 (26), demonstrating that STAT3 activation was mediated via
the JAK/STAT pathway, following activation of AIP1Y"Hgp130
(Fig. 6)).

Palivizumab-induced signaling was potentiated by cross-
linking. Therefore, we tested the ability to induce receptor
activation through cross-linking of P*"LHFc with hFc-mAb
(Fig. 7A). First, we showed that the hFc-mAb binds P*®LHFc.
The detection of P*"LHEc was only achieved in the presence
but not in the absence of hFe-mAb using Western blotting
(Fig. 7B). Increasing the molar ratio of hFc-mAb:P*F'LHFc
from 1:0, 1:3, 1:6, to 1:12 did, however, not enhance the prolif-
eration of Ba/F3-gp130-AIP1/3Vgp130 cells (Fig. 7, Cand E).
Cross-linking did also not increase STAT3 phosphorylation of
Ba/F3-gp130-ATP1/3V"gp130 cells (Fig. 7, D and F). As a
control, neither Palivizumab nor P*®LHEc alone induced
cellular proliferation or STAT3 phosphorylation of Ba/F3-
gp130 cells (Fig. $9, D and E).

In summary, the reformatted dimeric P variants are
efficient anti-idiotypic synthetic cytokine ligands that induce
sustained signal transduction and cell proliferation. Cress-
linking did, however, not increase the activity of the syn-
thetic gp130 cytokine receptors.

Competition of Palivizumab and P°™ inhibits synthetic
AIP1Y"gp130 signaling

Both dimeric Palivizumab scPv variants P**'LHFc and
P**HLEc efficiently activate synthetic AIP1Y""gp130 cyto-
kine receptor signaling. As depicted in Figure 84, competition
experiments with a constant concentration of P***'LHFc and
increasing concentrations of Palivizumab showed that Pal-
ivizumab is an inhibitor of P***'LHFc-induced receptor acti-
vation. 2 nM P*"LHFc was used to induce sustained
proliferation of Ba/F3-gp130-AIP1Y"Hgp130 cells (Fig. $B).

8 Biol Chem. (2023) 299(11) 105270

Adding increasing amounts of Palivizumab resulted in dose-
dependent suppression of cellular proliferation. The ICsq for
inhibition of P*™LHFc by Palivizumab was 828 nM,
demonstrating 4-fold excess of Palivizumab was sufficient te
inhibit P**®LHFc-induced cell proliferation (Fig. 8B). For
STAT3 phosphorylation, at least an 8-fold molar excess of
Palivizumab over P**'LHFc (2 nM) resulted in complete
suppression of signal transduction in Ba/F3-gpl30-
AIP1YMHgp130 cells (Fig. 8C). Next, monomeric AIPYH was
tested for inhibition of P***LHFc-induced proliferation of Ba/
F3-gp130-AIP1YMHgp130 cells (Fig. 8D). Soluble AIP1YFH
inhibited P**"LHFc (2 nM) induced cellular proliferation with
an ICy;, of 2.79 nM, whereas higher inhibitory concentrations
of AIP2Y™ and AIP3YM™ were needed (IC;, = 83.14 and
364.40 nM, respectively). AIP4”" might not function as an
antagonist because of its high k4 compared to AIP2Y"" and
AIP3YHH (Pig 8E). The high affinity of AIP1Y"™ might explain
these inhibitory differences compared to AIP2Y™, ATP3YHH,
and ATP4Y™ to Palivizumab.

Synthetic AIP"""Fas receptors efficiently induce cellular
apopftosis

The death receptor Fas induces apoptosis through initiator
Caspase 8 and effector Caspase 3/6/7 via the trimeric FasL (27,
28). Recent data, however, suggests also higher than trimeric
receptor-oligomerization upon binding induce apoptosis (29).
Using GFP/mCherry as synthetic ligands, we previously
showed that apoptosis by the Fas-SyCyR was also induced by
dimers, which was, however, less efficient than the trimeric or
oligomeric Fas—SyCyR complexes (7). Here, the anti-idiotypic
synthetic cytokine systems were adopted to Fas-induced
apoptosis. ATP1-3"7 were genetically fused to a cDNA cod-
ing for the transmembrane and intracellular domain of human
Fas, with an N-terminal signal peptide, followed by a myc tag
for detection (Fig. S5). Flow cytometry against the N-terminal
myc tag showed «cell surface expression of synthetic
AIP1,2,3""HFas receptors on Ba/F3-gp130 cells (Fig. 94). Ba/
F3-gp130-ATP1-3Y""Fas cells were analyzed for activation of
caspase 3/7 and induction of apoptosis after AIPYHHFas
stimulation in comparison to HIL6-induced gpl30 activation.
The synthetic dimeric P°**"LHEc and tetrameric 2x D**'LHFc
ligands were designed te induce dimeric and tetrameric AIP1-
3YMHEas receptor assemblies, respectively. Tetramerization of
2x P*"LHEc was achieved by linker peptide connected tan-
dem arrangement of two P***” fused to the IgG1-Fc fragment.
Higher-ordered Fas oligomerization was induced by cross-
linking of 2x P*®LHFc with hFc-mAb (1:6 M ratio). Tetra-
meric and oligomeric ligands induced caspase 3/7 activation
after 4 h in Ba/F3-gp130-AIP1Y™Fas and Ba/F3-gp130-
AIP3Y"Eas cells (Fig. 9B). Apoptosis was not induced viz
AIP2Y™MEas incubated with any of the synthetic ligands.
Compared to tetramerization, oligomerization of AIP1Y""Fas
was about 2.5- to 5-fold more effective in inducing caspase 3/7.
The amount of activated caspase 3/7 was maximal and inde-
pendent of ligand concentration, when oligomerization clus-
tered AIP1Y""Fas. For AIP3"""'Fas, 2x P*""LHFc-induced
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Figure 7. Cruss-linkir!g of P*"Fc did not enhance synthetic AIPY""gp130 receptor activation. A, schematic illustration of cross-linked P*™LHFc
binding to cellular AIP*™gp130. Cross-linking is achieved by a P*™LHFc Fc-binding mAb. B, Western blotting of P*™LHFc with and without primary Fc-
binding mAb from goat (hFc-mAb, used for cross-linking), followed by secondary anti-goat specific antibody (second Fc-mAb). C, proliferation of Ba/F3-
gp130 cells expressing AlIP1"""gp130 with increasing concentrations of P*™LHFc (0.0049-10 nM) in the presence of a 3-, 6-, and 12-fold molar excess
of hFe-mAb. Cell proliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml)-induced proliferation of each cell line. Error bars, SD. One representative experiment with
three biological replicates out of three independent experiments is shown. D, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1'""gp130 cells
treated with 10 nM P**LHFc in the presence of a 1-, 3-, and 6-fold molar excess of hFc-mAb, HIL-6 (10 ng/ml), or left untreated for 90 min. Equal amounts of
proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phoiPho-STAT} and STAT3. Western blotting data show one representative exper-
iment out of three. E, proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP3"""gp130 with increasing concentrations of P*“LHFc (0.0049-10 nM) in the
presence of a 3-, 6-, and 12-fold molar excess of hFc-mAb. Cell proliferation was normalized to HIL-6 (10 ng/ml)-induced proliferation of each cell line. Error
bars, SD. One representative experiment with three biological replicates out of three independent experiments is shown. F, STAT3 phosphorylation in Ba/F3-
gp130 cells expressing AIP3"'gp130 cells treated with 200 nM P*™"LHFc in the presence of a 1-, 3-, 6-fold molar excess of hFc-mAb, HIL-6 (10 ng/ml), or left
untreated for 90 min. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3 and STAT3. Western blotting
data show one representative experiment out of three. AP, anti-idiotypic nanobodies for Palivizumab; Fc, fragment crystallizable; hFC-mAb, human Fe-
directed mAb; HIL, hyper interleukin; ps<™ Palivizumab single-chain variable fragment; STAT3, signal transducer and activator of transcription 3.

of AIP2Y""'Fas in Ba/F3-gpl130 cells failed to induce
apoptosis, whereas Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1Y"Fas

caspase 3/7 activation upon tetramerization was as effective as
oligomerization at least for 1, 10, and 100 nM. Additionally,

dimeric P***"LHFc activated AIP3Y""'Fas up to 50% compared
to oligomerization at 100 nM (Fig. 9B).

Finally, apoptosis of Ba/F3-gp130-AIPY"""Fas cells was
quantified using flow cytometry after 24 and 48 h of stimu-
lation with synthetic cytokine ligands. Ethanol treatment
served as positive control, whereas stimulation with HIL-6
was the proliferation control (Fig. S11). Again, stimulation

SASBMB

and AIP3Y"""'Fags were apoptotic, following synthetic cytokine
stimulation. Apoptotic Ba/F3-gpl30 cells expressing
AIP1Y"MFas were, however, also found after dimeric receptor
activation with P*"**LHFc albeit not before 48 h, whereas
tetrameric and oligomeric receptor activation efficiently
induced apoptosis already after 24 h. Apoptotic Ba/F3-
gp130 cells expressing AIP3Y"'Fas were provoked after
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activator of transcription 3.

24 h stimulation with dimeric, tetrameric, and oligomeric
P*"™LHFc (100 nM) (Fig. 9C). Taken together, we have
shown that activation of synthetic Fas efficiently induced
apoptosis,

Discussion

Our data showed that the generated antibody:anti-idiotypic
nanobody-cytokine receptor pair is well-suited for synthetic
cytokine receptor assembly and signaling. An anti-idiotypic
antibody is directed against the hypervariable loops of another
antibody, which constitute the antigen-binding site of the an-
tibodies (15). In general, the fully synthetic cytokine/cytokine
receptor system presented in this study results in cellular acti-
vation via gp130 or cellular apoptosis via Fas, which allows the
assembly of up to four synthetic cytokine receptors in one
complex. This system is on/off-switchable because signal acti-
vation can be rapidly inhibited by applying soluble nanobodies
or Palivizumab, which opens up therapeutic regimes invelving

10 ) Biol. Chern. (2023} 299(11) 105270

nonphysiclogical targets in immunotherapy. Reliably inducible
death switches such as iCASP9 and our SyCyRs are anticipated
in immunotherapy and may increase the safety index of CAR T-
cell therapy (30, 31). We believe selecting an approved thera-
peutic antibody will enable the establishment of a from the shelf,
nonimmunogenic, fully synthetic receptor system for the
modulation, and selective activation of cytokine signaling in a
complex environment without the danger of unwanted activa-
tion of neighboring nontarget cells. Recently, we developed a
SyCyR based on nanobody/cytokine receptor fusion proteins
activated by dimeric GFP and mCherry ligands (6). Moreover,
we showed that the distance of the GFP/mCherry subunits in the
synthetic dimeric ligand formed through Fc-mediated dimer-
ization is crucial for effective receptor activation (9). This system
was used to phenocopy cytokine signaling for 1L-6 and IL-12
signaling, for IL-10 and interferon signaling, and also for the
trimeric receptor class of tumor necrosis factor receptor/Fas (6

8, 32). The homomeric and heteromeric ligands generally
showed high affinity and specificity. However, GFP and
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Figure 9. AIPY"H fusion to Fas efficiently induce cellular apoptosis. A, flow cytometry analysis of myc-tagged synthetic receptors on the surface of Ba/F3-
gp130 cells expressing AIP1-3"""Fas. B, relative caspase-3/7 activity after incubation of Ba/F3-gp130 cells expressing AIP1-3"""Fas with increasing con-
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J Biof. Chern. (2023) 299011y 105270 11

ZASBMB

IV-70



RSV mAb as synthetic receptor ligand

mCherry are foreign antigens to the body which eventually will
produce antibodies, resulting in the neutralization of these
synthetic ligands (14). Therefore, we envisioned that approved
commercial antibodies might serve as surrogate synthetic li-
gands for anti-idiotypic nanobody-cytokine receptors. Our
premise was that such antibodies should not have the human
bodys targets or antigens. Therefore, clinically Food and Drug
Administration (FDA)/European Medicines Agency (EMA)-
approved antibodies with anti-inflammatory or anticancer
properties, such as Tocilizumab (anti-IL-6R) (33), Infliximab
(anti-TNF«) (34), or Ipilimumab (anti-CTLA-4) (35) were un-
suitable because these target human proteins. Therefore, we
identified several FDA/EMA-approved antibodies that target
foreign viral and bacterial antigens, including anti-RSVs hu-
manized IgG1 Palivizumab (16} and the follow-up human IgG1
Nirsevimab (RSV) (2), anti-SARS-CoV2 human IgiG1s Sotrovi-
mab (36), Regdanvimab (37), Imdevimab (38) or Casirivimab
(38), anti-Ebola human IgG1 Ansuvimab (39) and the triple
antibody cocktail REGN-EB3 (atoltivimab, maftivimab, odesi-
vimab) (39), and anti-bacterial/anthrax human IgGl Rax-
ibacumab (40).

We chose Palivizumab to generate the first proof-of-
principle anti-idiotypic nanobodies because Palivizumab has
the longest-lasting positive safety history since its approval in
1998 (41). Palivizumab binds an epitope in the A antigenic site
of the fusion (F) protein of RSV and inhibits the entry of RSY
into host cells (16). Unfortunately, nanobody-cytokine recep-
tor signaling was only efficiently activated after cross-linking
Palivizumab by Fc antibodies. However, cross-linking of IgG
antibodies remains challenging i# vive. Therefore, we refor-
matted Palivizumab in dimeric and tetrameric scFv-Fc fusion
proteins, which were highly biologically active. We hypothesize
that the distance of the variable regions/complementarity
determining regions was toe large for an efficient pairing of
nanobody-cytokine receptors, which would likely be a com-
mon issue for other antibody classes. The overall structure of
antibodies can be subdivided into the fragment antigen—
binding (Fab) region and the Fc region. The Fc part is con-
nected through interchain disulfide bridges, whereas the Fab
region contains the variable domains, followed by one constant
domain of the heavy or light chain in the IgG, IgD, and IgA
antibody classes. In contrast, IgMs and IgEs contain two
constant domains in Fab. In the scFv-Fc fusion proteins, which
were the bielegically active synthetic cytokine surrogates, the
constant domains of the Fab region were deleted, thereby
resulting in synthetic antibodies with closer variable domains
(Fig. S8B). From the list of FDA/EMA -approved antibodies, all
were IgGG1 subtypes except Ibalizumab, Natalizumab, Leb-
rikizumab, Tislelizamab, Mirikizumab, and Gemtuzumab, as
humanized IgG4 subtypes (42). It remains to be seen if
reformatting Palivizumab inte other antibody formats, such as
IgA1/2, IgE, or IgM, will induce synthetic anti-idiotypic cyto-
kine signaling without cross-linking. Since they also contain at
least one constant domain within the Fab region, we assume
that these antibody classes will likely not activate our synthetic
cytokine receptors. [gMs might mimic the cross-linking effect
due to the pentameric arrangement with ten antigen-binding

12 J Biol Chem. (2023) 299(11) 105270

sites. Therefore, reformatting Palivizumab scFv into an IgM
antibody format lacking the CH1 and CL domains might be of
interest in future studies. Reliable methods for their produc-
tion have been established and the first [gM-derived antibodies
have entered clinical trials (43).

The generation of further antibody/anti-idiotypic nanobody
combinations of the listed anti-viral/bacterial antibodies might
allow the assembly of heterodimeric receptor complexes. For
now, heterodimeric receptor recruitment might also be possible
with GFP or mCherry fused to Palivizumab scFv. We have not
tested this possibility because this study generally aimed te
replace GFP/mCherry as synthetic ligands. The tetrameric
P*F_P"*_Ec fusion proteins enable the combination of two or
more synthetic receptor pairs. It was shown in this study that
Fas signaling activated apoptosis based on higher-ordered li-
gands. Notably, lower affinity between AIPY™ and P*F" leads
to higher potency, in accordance with previous studies on TNF
receptor superfamily signaling (44, 45). Alternatively, hetero-
dimeric scFv can be generated with preferentially heterodimer-
forming Fc through SEEDbodies or using the knob-into-hole
technology for generating heavy-chain heterodimers (46, 47).
Therefore, the generation of heterodimeric scFvs should be
generally feasible. In case that other than IgG full-length anti-
body subtypes might serve as efficient synthetic ligands, these
antibody subclasses might be used te generate bispecific anti-
bodies as heterodimeric/multimeric synthetic ligands. The bis-
pecific antibodies made significant progress in the last decade
and many are in clinical development (48).

Both components used in this study can be considered
nonimmunogenic since scFv is part of clinical applications’
CAR T-cell therapy. Nanobodies have a high sequence simi-
larity of 75 to 90% to the human VH3 gene family, explaining
their general low immunogenicity in clinical applications (49),
however, one or all of the ATPY™ s described in this study
might be immunogenic nonetheless. Although the SyCyR
system has been shown to function in mice (6), the presented
antibody:anti-idiotypic nanobody-cytokine receptor pair has
not been tested i1 vivo and might have to be optimized before
use in clinical applications. While various nanobodies and
scFvs are used in the clinic, no pharmacokinetic or pharma-
covigilance analysis of the compenents used in this study has
been done yet. Moreover, straightforward strategies exist to
humanize them, that is to mutate them to their human heavy—
chain variable domain equivalent (50). Caplacizumab, a
nanobody directed against von Willebrand factor to treat
thrombotic thrombocytopenic purpura, was the first clinically
approved molecule in Europe and the USA (51).

Since patient-specific autologous therapies such as CAR T
cells are advancing, new tools will be required. Tailor-made
SyCyRs either supporting or repressing the activity of CAR T
cells might help support CAR T-cell-like therapies.

Experimental procedures
Generation of anti-idiotypic VHHs

An approximately five-year-old lama (Lama glama) was
immunized with Palivizumab at preclinics GmbH. All
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experimental procedures and animal care were in accordance
with local animal welfare protection laws and regulations. In
brief, for each immunization 300 pg of Palivizumab diluted in a
volume of 1 ml PBS were emulsified with either 1 ml Complete
Freund’s Adjuvant (first immunization) or Incomplete
Freund’s Adjuvant (subsequent immunizations). Injections
were administered subcutaneously at three sites. A total of four
immunizations were performed over the course of 56 days (0,
28, 42, and 56). On day 60, blood (100 ml) was collected and
total RNA was extracted. After the study, camelids remained
alive. mRNA, isolated from peripheral B cells of the immu-
nized Lama was transcribed to cDNA utilizing SuperScript III
Reverse Transcriptase (Invitrogen) following the manufac-
turer’s instructions as described previously (52, 53). For PCR
amplification of llama VHHs, heavy chain genes were ampli-
fied using forward primer CALLO01 (5'- GTCCTGGCT
GCTCTTCTACAAGG) hybridizing in the region encoding to
the leader signal of camelid VH/VHH genes and reverse
primer CALLO02 (5 GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC)
in the region encoding the CH2 domain. Amplicon DNA was
separated by agarose gel electrophoresis and an 800-bp band
corresponding to VHH genes was excised, purified using the
Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281)
and used for a second PCR with primer pair pCT-VHH-Up (5
GGTGGTGGTGGETTCTGGTGGTGGTGGTTCTGAACAA
AAACTCATCTCAGAAGAGGATCTCGGCGGAGGGGGT
TCAGATGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGRGGAGG)  and
pCT-VHH-Lo (5 TACACTGTTGTTATCAGATCTCGAC
TATTATGAGGAGACGGTGA CCTGGGT). The resulting
DNA was introduced into yeast strain EBY100 via gap repair
of Nhel/BamHI linearized pCT vector as described (54). Yeast
cells were incubated with Palivizumab for flow cytometry
sorting (Fig. S1A4). Te exclude unspecific IgG binders, yeast
cells were preincubated with 1 mg/ml Gamunex 10%, a human
1gG mixture, followed by incubation with fluorescently labeled
anti-human-Fc-phycoerythrin  conjugate. These prestained
cells were incubated with Palivizumab (60 nM), followed by an
anti Fab (k-chain)-APC conjugate. Cells carrying only the APC
fluorescence (Palivizumab-specific) were selected (Fig. S1B).
After two rounds of sorting, clones were sequenced.

Cloning of synthetic cytokine ligands and receptors

The ¢cDNAs encoding for the scFv variant of Palivizumab
was synthesized by Biocat. The amino acid sequence of Pal-
ivizamab was taken from patent US-6955717-B2. The variable
heavy and variable light chain sequences were reverse trans-
lated into Homo sapiens—codon optimized P**®" sequences
using EMBOSS Backtranseq V6.6.0. The variable heavy and
light chains were separated by a flexible (GGGGS), linker. The
P** variants were subcloned into the pcDNA3.1-Fc vector
coding for an N-terminal signal peptide and myc tag
(EQKLISEEDL) and a C-terminal tobacco etch virus-protease
followed by a human IgGl-Fc tag, resulting in expression
plasmids pcDNA3.1-DP**"LHEc and pcDNA3.1-P**HLFc. In
the tetrameric 2x P**'LHFc, a linker peptide (GGGS) was
introduced between the first and second P*'LH. The
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pcDNA3.1 expression vectors coding for AIPY™ ariants
contained an N-terminal signal peptide and hemagglutinin-
tag, followed by ATP1-4"" and C-terminal Twin-Strep-tag
(WSHPQFEK). ATPY™ were amplified by PCR (Primer for-
ward: 5-ACTGAGTCCTTAAGGATG TGCAGCTGCAG-
GAG-3; Primer reverse: 5'-ATGCGTATGCGGCCGCTGAG
GAG ACGGTGACCTG-3') and cloned via Aflll and Notl into
pcDNA3.1. The resulting plasmids were called pcDNA3.1-
AIP1-4VHH, pcDNAB.1 expression plasmids for synthetic
cytokine receptors were generated by fusion of coding
sequence for the IL-11R signal peptide (Q14626, aa 1-22), a
myc tag followed by the anti-idiotypic single-domain nano-
body (ATPV""11-4), residues of the extracellular domain (ECD),
the transmembrane domain (TMD), and intracellular domain
(ICD) of the cytokine receptors gp130 and Fas. The amine
acids E605 to Q918 from human gpl30 (P40189) were used,
representing 15 amino acids of the ECD, the TMD, and the
ICD. The amine acids C165 to V335 from the human Fas
(P25445) were included, representing nine amino acids of the
ECD, the TMD, and ICD. AIP1-4"" were amplified by PCR
(Primer forward: 5-AGTT ACGAGGATCCGATGTG-
CAGCTGCAGGAG-3! Primer 5-TAGTACGT-
GAATT CTGAGGAGACGGTGA

CCTG-3') and cloned vie BamHI and EcoRI into pcDNA3.1-
SyCyR-gpl30, resulting in pcDNA3.1-AIP1-4YHgp130 (6).
Subsequently, gp130 cDNA was replaced by Fas cDNA using
EcoRI and Notl, resulting in pcDNA3.1-AIP1-4"""Fas. For
retroviral transduction of Ba/F3-gp130 cells with the cDNAs
coding for the synthetic receptors, the cDNAs were subcloned
into pMOW S-puro (7).

reverse:

Celis and reagents

The generation of Ba/F3-gpl130 cells was described else-
where (55). The packaging cell line Phoenix-Eco was
received from Ursula Klingmiiller (DKFZ, Heidelberg, Ger-
many). Cell lines were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium high glucese culture medium (GIBCO, Life Tech-
nologies) supplemented with 10% fetal bovine serum
(GIBCO, Life Technologies), 60 mg/l penicillin, and 100 mg/
| streptomycin (Genaxxon bioscience GmbH) at 37 °C with
5% CQ,. Proliferation of Ba/F3-gp130 cells was maintained
in the presence of 0.2% (10 ng/ml) human HIL-6 (24).
Expi293F cells (Thermo Fisher Scientific) were cultured in
Expi293 expression medium without antibiotics until they
reached a density of 3 to 5 x 10° ¢/ml in a 37 °C incubator
with 8% CO, on an orbital shaker at 125 rpm. Phospho-
STAT3 (Tyr705) (D3A7; catalog #9145; 1:1000), STAT3
(124H6; catalog #9139; 1:1000), and myc (71D10; cat. #2278)
antibodies were obtained from Cell Signaling Technology.
StrepMAP-Classic-horseradish peroxidase (HRP) (1:20,000,
cat. #2-1509-001) was obtained from IBA GmbH. Rabbit
anti-human IgG Fc (#31423) and peroxidase-conjugated
secondary mAbs (#31432, #31462) were obtained from
Pierce (Thermo Fisher Scientific). Alexa Fluor 488—conju-
gated Fab goat anti-rabbit IgG (1:500, cat. #4412) was ob-
tained from Cell Signaling Technology. Palivizumab
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antibody was from Synagis. The cross-linking goat anti-
human IgG antibody was obtained from BIOZOL Di-
agnostics (cat. # SBA-2048-01).

Transfection of cells

Ba/F3-gp130 cells were retrovirally transduced with the
pMOWS expression plasmids coding for ATP1-4""gp130 and
AIP1-3YHHEas variants as described in (7). Transduced cells
were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium as
described above supplemented with 10 ng/ml HIL-6. Selection
of transduced Ba/F3-gpl130 cells was performed with puro-
mycin (1.5 pg/mly (Carl Roth) for at least 2 weeks. Afterward,
the generated Ba/F3-gp130 cell lines were analyzed for syn-
thetic receptor cell surface expression via flow cytometry.

Mammalian expression and purification of recombinant
proteins

pcDNA3.1 encoding P**Fc variants and AIPY™-Twin-
Strep were transfected intc Expi293F cells using ExpiFect-
amine. Reaching 4.5 to 5.5 x 10° ¢/ml, the cells were diluted to
a final density of 3 x 10° ¢/ml in 30 ml Expi293 expression
medium. Thirty micrograms of the plasmid expression vectors
were used for transfection according to the manufacturer’s
instructions. After 6 days, the culture was harvested by
centrifugation at 450g at 4 °C for 5 min, followed by centri-
fugation of the resulting supernatant at 4000g at 4 °C for
20 min. The supernatant of the second centrifugation step was
filtered (0.45 pm, Carl Roth cat. #P667.1) and purified by af-
finity chromatography. Recombinant proteins containing a Fc-
tag were purified using Protein A resin (1 ml, HiTrap Mab-
Select PrismA) at a flow rate of 1 ml/min. The column was
washed with 30 column volumes of PBS. Proteins were eluted
at pH 3.2 to 3.5 using a 50 mM citric acid buffer. Fractions
containing the protein peak were pooled, and the pH was
adjusted to pH 7 with 1 M Tris, pH 11. Recombinant proteins
containing a C-terminal Twin-Strep-tag were purified using
Strep-Tactin resin (IBA cat. #2-5025-001) according to the
manufacturer’s instructions. All purified proteins were rebuf-
fered to PBS using illustra NAP-25 columns (GE Healthcare
Life Sciences). Protein concentrations were determined by
measuring absorbance at 280 nm, and samples were flash-
frozen in liquid nitrogen. Protein quality was assessed by
SDS-PAGE, Coomassie staining, and functional testing.

Surface plasmon resonance

For surface plasmon resonance experiments, the Biacore
X100 instrument (Cytiva Life Sciences) and Protein A sensor
chip (Cytiva Life Sciences, #29127558) were used. Palivizumab
and P***'Ec variants were captured to a single flow cell at a
level of about 1000 or 500 response units per cycle, respec-
tively. Three samples containing only running buffer were
injected over both ligand and reference flow cell, followed by
AIP1-4YHH serally diluted from 102.4 to 0.1 nM, with an in-
dependent final replicate with 6.4 nM. AIP1-4YMH were
injected at a flow rate of 30 pl/min for 120 s, and the disso-
clation was measured for 500 s. Experiments were carried out
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at 25 °C in PBS pH 7.4, composed of 137 mM NaCl, 27 mM
KCl, 12 mM HPO4> /H, PO, ", and 0.05% (v/v) surfactant P20
(GE Healthcare). The resulting data were reference subtracted
and fit to a 1:1 binding model using the Biacore X100 Evalu-
ation software V 2.0.1 (https://cdn.cytivalifesciences.com/api/
public/content/digi-48525-pdf).

SEC-SAXS measurement

We collect the size exclusion chromatography (SEC)-SAXS
data on the P12 beamline (PETRA III, DESY Hamburg (56)).
The sample to detector distance of the P12 beamline for was
3 m, results in an achievable q-range of 0.03 to 7 nm L. The
measurements were performed at 10 °C with a protein con-
centration of 10 mg/ml for apo Palivizumab and Palivizumab
5.5 mg/ml (37.5 uM) with 1.5 mg/ml (74 uM) AIP1VHH for the
complex. The SEC-SAXS runs were performed on a Super-
dex200 increase 10/300 GL column (100 pl inject, buffer: PBS
[137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM HPO/H,PO,", pH
7.4]) with a flowrate of 0.5 ml/min. We collected 3000 frames
for each protein sample with an exposer time of 0.995 s/frame.
Apo AIP1Y™™ was measured in batch mode with a concen-
tration of 0.21 mg/ml and an exposer time of 0.095 s/frame (40
frames). Data were scaled to absolute intensity against water.
All used programs for data processing were part of the ATSAS
software package (Version 3.0.5; https://www.embl-hamburg.
de/biosaxs/manuals/install html) (57). Primary data reduction
was performed with the programs CHROMIXS (58) and
PRIMUS (59). With the Guinier approximation (60), we
determine the forward scattering I1(0) and the R,. The program
GNOM (61) was used to estimate the maximum particle
dimension (D,,,..) with the pair-distribution function p{r).

The model of the Palivizumab IgG was generated out of the
available structures. For the FC part, we used a nearly identical
IgG (pdb code: 1IGY) as template for the Fc part alignment
and for the glycosylation’s. With AlphaFold2 (62, 63) we
created the Fc part based on the original sequence of the
Palivizumab IgG and realign the two protomers to the 1IGY
FC part. We used the glycans from the 1IGY Fc part as tem-
plate and kept them in the final model. The structure of the
Fab part of the Palivizumab IgG is available (pdb code:
2HWZ), and we used this as template for an AlphaFold2
model to fill some gaps in the original structure. The resulting
models of the Fc and Fab parts were then used as rigid bodies
for the CORAL (63, 64) modeling to obtain representative
conformations. The linker regions between the Fc and the Fab
part were used as flexible part for the modeling. This is a
similar approach as previously described in (65, 66). The
nanobody AIP1Y™™ model was created with AlphaFeld2. Only
the nanobody core domain was used as a rigid body and the
flexible N- and C-terminal parts were remodeled with CORAL
(63, 64). The rigid body Fc and Fab position results from apo
Palivizumab CORAL model were used as a starting template
for the complex docking with AIP1YH™Y, For the AIP1YHH
nanobody, we used the core domain as a rigid body and the N-
and C-terminal parts as flexible dummies in CORAL (63, 64).
After several iterations, we found the docking position of the
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AIP1Y™™ nanobody in the Fab part of the Palivizumab. In the
final step, we grouped this found position of the AIP1YHH
nanobody core domain symmetry equivalent to the Pal-
ivizumab Fab domains and did the remeodeling with respect to
the flexible parts in CORAL again (63, 64).

Anti-idiotypic (competitive) ELISA

For anti-idiotypic detection, manufacturer’s instructions
were followed. Therefore, Palivizumab was coated overnight at
4 °C with a serial dilution starting from 2 te 0.1 pg/ml in 100 ul
PBST (0.05% Tween-20). After washing five times with 250 pl
PBST, 300 pl 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS served as
blocking solution for 1 h at room temperature (RT). After
removal of blocking solution and washing five times, 100 pl of
HRP-conjugated anti-idiotypic detection antibody HCA262P
was added at 0.2 pg/ml in 1% BSA PBS for 1 h at RT. For
detection plate was washed ten times, 100 pl of detection so-
lution per well was added (Roche Diagnostics GmbH, Man-
nheim; #35930600) and stopped after 30 min incubation at RT
by adding 100 pl stop solution (1.8 M H,SOy). Infinite M200
PRO plate reader recorded the absorbance at 450 nm with
correction at 570 nm. For the refined anti-idiotypic competi-
tive detection, the procedure of commercial anti-idiotypic
ELISA was complemented by the following step: the soluble
AIP1-4YPH was added at a concentration from 100 to 0.1 nM
to the 100 pl containing HRP-conjugated anti-idiotypic
detection antibody HCA262P at 0.2 pg/ml.

Cell surface detection of AIP1-4"""gp130 and AIP1-3""Fas
via flow cytometry

5 x 10° Ba/F3-gp130 cells and variants thereof were washed
in flow cytometry buffer (PBS, 1% BSA) and then incubated in
50 pl of flow cytometry buffer containing primary myc anti-
body (1:100). After incubation for 1 h at RT, cells were washed
and resuspended in 50 pl of flow cytometry buffer containing
secondary antibody (Alexa Fluor 488—conjugated Fab anti-
rabbit IgG 1:500) and incubated for 1 h at RT. Cells were
washed and resuspended in 500 pl of flow cytometry buffer
and analyzed by flow cytometry (BD FACSCanto II flow cy-
tometer using the FACSDiva software, BD Biosciences; https://
www.bdbiosciences.com/en-us/products/software/instrument-
software/bd-facsdiva-software). Data analysis was conducted
using FlowJo Version 10 (Tree Star Inc; https://www.flowjo.
com/solutions/flowjo/downloads/previcus-versions).

Proliferation assays

Ba/F3-gp130 cells were washed and 1 x 10* cells were
cultured for 3 days in a final volume of 100 pl in the presence
of (synthetic) cytokines and antibodies. The CellTiter-Blue
Reagent was used te determine cellular viability by recording
the fluorescence (excitation 560 nm, emission 590 nm) using
an Infinite M200 PRO plate reader (Tecan) immediately after
adding 20 pl of reagent per well (time point 0) and up to
120 min thereafter. All conditions were measured in triplicate
per experiment. Fluorescence values were normalized by
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subtraction of time point 0 values. All experiments were per-
formed at least three times, and one representative experiment
was selected.

Stimulation of cells and lysate preparation

105 Ba/F3-gp130 cells and variants thereof/ml were washed
three times with PBS and starved in serum-free medium for at
least 3 h. Subsequently, cells were stimulated with the indi-
cated (synthetic) cytokines and antibodies for 90 min (or as
indicated), harvested by centrifugation at 4 °C for 5 min at
450g, frozen, and lysed. Cells were lysed for 2 h with buffer
containing 10 mM Tris-HCI, pH 7.8, 150 mM NaCl, 0.5 mM
EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM sodium vanadate, 10 mM
MgCl,, and one complete EDTA-free protease inhibitor
mixture tablet (Roche Diagnostics). For JAK inhibition, cells
were pretreated for 1 h with 10 M Pyridone 6 P6 (JAK in-
hibitor; Sigma-Aldrich #420097). Protein concentration of cell
lysates was determined by the bicinchoninic acid Protein Assay
(Pierce, Thermo Fisher Scientific).

Western blotting

Proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to
polyvinylidene difluoride or nitrocellulose membranes for
60 min (20 V, 1 A). Membranes were blocked and probed with
the indicated primary antibodies. After washing, membranes
were incubated with secondary peroxidase—conjugated anti-
bodies (1:2500) or fluorescence-labeled secondary antibodies
(1:10,000). The Immobilon Western Reagents (Millipore
Corporation) and the ChemoCam Imager (INTAS Science
Imaging Instruments GmbH) or the Odyssey Fc Imaging
System (LI-CORE Biosciences) were used for signal detection.

AnnexinV/7-aminoactinomycin D staining

Ba/F3/gp130 cell lines were washed three times with PBS.
1.25 x 10” cells were used per well and incubated with the
indicated cytokines for 24 h or 48 h. For the ethanol condition,
cells were only incubated with HIL6 (10 ng/ml). Ethanol
treatment replaced the last washing step before the measure-
ment. Cells were washed twice with ice-cold PBS and if indi-
cated with 70% ethanol. Cells were resuspended in 300 pl
Annexin V binding buffer (BD Bioscience) with 0.5 pul Annexin
V-PE (ImmunoTools) and incubated for 15 min in the dark at
RT. One microliter 7-aminoactinomycin D (R&D Systems)
was added before analysis was carried out by flow cytometry
recording 20,000 events.

Fluorimetric caspase 3/7 assay

Ba/F3-gpl130 cells were washed three times with PBS. 1.25 x
10° cells were incubated with the indicated cytokines for 6 h in
a 96-well plate in a velume of 100 pl. Subsequently, induction
of apoptosis was determined using Amplite Fluorimetric
Caspase 3/7 Assay kit (AAT Bioquest, Inc) according to
manufacturers recommendations. In brief, 100 pl of the
caspase-3/7 working solution was added to the cells and
incubated for 2 h at RT. After centrifugation at 450g for 1 min,
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the fluorescence (excitation 350 nm, emission 450 nm) using
an Infinite M200 PRO plate reader (Tecan) was determined.

Statistical analyses

For proliferation assays, a representative experiment of n >3
assays with comparable results is displayed. ECs; or IC5, values
were determined using a nonlinear regression analysis with
variable slope calculation in GraphPad Prism 8.0 (version 8.0.2
for Windows, GraphPad Software, www.graphpad.com) from
three individual experiments. The data are presented as
means = SD. For multiple comparisons, two-way ANOVA
including Bonferroni as statistical hypothesis test was used
(GraphPad Prism 8.0.2, GraphPad Software Inc). Statistical
significance was set at the level of p <0.05 (*p < 0.05;
#p < 0.01; and **p < 0.001).

Data availability

We will upload the SAXS data to the Small Angle Scattering
Biological Data Bank (67).
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Abstract: Naturally occurring gain-of-function (GOF)
mutants have been identified in patients for a variety of
cytokine receptors. Although this constitutive activation
of cytokine receptors is strongly associated with malignant
disorders, ligand-independent receptor activation is also a
useful tool in synthetic biology e.g. to improve adoptive
cellular therapies with genetically modified T-cells. Balanced
Interleukin (IL-)7 signaling via a heterodimer of IL-7 recep-
tor (IL-7Ra) and the common y-chain (yc} controls T- and
B-cell development and expansion, whereas uncontrolled
IL-7 signaling can drive acute lymphoid leukemia (ALL)
development. The ALL-driver mutation PPCL in the trans-
membrane domain of IL-7Ra is a mutational insertion of the
four amino acids proline-proline-cysteine-leucine and leads
to ligand-independent receptor dimerization and constitu-
tive activation. We showed here in the cytokine-dependent
pre-B-cell line Ba/F3 that the PPCL-insertion in a synthetic
version of the IL-7Ru induced yc-independent STATS and
ERK phosphorylation and also proliferation of the cells and
that booster-stimulation by arteficial ligands additionally
generated non-canonical STAT3 phosphorylation via the
synthetic IL-7Ra-PPCL-receptors. Transfer of the IL-7Ra
transmembrane domain with the PPCL insertion into natu-
ral and synthetic cytokine receptor chains of the IL-6, IL-12
and Interferon families also resulted in constitutive receptor
signaling. In conclusion, our data suggested that the inser-
tion of the mutated PPCL IL-7Ra transmembrane domain is
an universal approach to generate ligand-independent,
constitutively active cytokine receptors.

Keywords: gain-of-function receptors; signal transduction;
interleukin; synthetic receptors; receptor homo-dimerization

1 Introduction

The four a-helical bundle cytokine Interleukin (IL-)7 binds
class I cytokine receptors and belongs to the common
y-chain receptor (yc) family, which also includes the cyto-
kines IL-2, IL-4, [L-9, IL-15, and IL-21 (Kondo et al. 1994; Kondo
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etal. 1993; Ozaki and Leonard 2002). IL-7 activates a specific
receptor complex consisting of IL-7Ra (CD127) and the com-
mon y-chain receptor (ye, CD132), that predominantly signals
through JAKI (associated with IL-7Ra), JAK3 (associated with
yc), and STATS, but also induces signaling events through
non-canonical STATI, STATS, PI3K/AKT, and MEK/ERK
pathways (Winer et al. 2022). Additionally, heterodimers of
IL-7Ra with the cytokine receptor like factor 2 (CRLF2) con-
stitutes the receptor complex for thymic stromal lympho-
poietin (TSLP). Here, TSLP signaling results in
JAK3-independent STAT5 phosphorylation (Tsilingiri et al.
2017).

Within the hematopoietic system, IL-7 stimulates the
proliferation of B-cell precursors, thymocytes and mature
T-cells and is required during early lymphoid development
for thymocyte expansion (Peschon et al. 1994). About 10 % of
blasts from patients with T-cell and B-cell acute lympho-
blastic leukemia (T/B-ALL) have short in-frame insertions
within the IL-7Ra protein (Shochat et al. 2014; Zenatti et al.
2011; Zhang et al. 2012), that introduce an unpaired cysteine
extracellularly or within the transmembrane domain. These
unpaired cysteine residues can cause the formation of
intermolecular disulfide bonds and ligand-independent
IL-7Ra homo-dimerization, which in turn activates consti-
tutive JAK1 and STAT5 phosphorylation (Shochat et al. 2014;
Zenatti et al. 2011; Zhang et al. 2012). Importantly, these
IL-7Ra-mutant cells undergo cell death upon suppression of
JAK-STAT signaling, indicating that these ALL blasts heavily
rely on this signaling pathway for survival (Porcu et al. 2012;
Shochat et al. 2014; Zenatti et al. 2011; Zhang et al. 2012).

A prototypical activating mutation in T/B-ALL is the
insertion of the four amino acid motif proline-proline-
cysteine-leucine (PPCL) within the transmembrane domain
of the IL-7Ra which resulted in homo-dimerization of the
mutated [L-7Ra, as shown by the detection of dimeric [L-7Ra
under non-reducing conditions (Shochat et al. 2011). Here,
the mutated IL-7Ra receptor chain was still expressed at
normal levels on the cell surface, but did not require exog-
enous IL-7 for signaling (Shochat et al. 2011). Furthermore,
the IL-7Ra PPCL variant was used in a transgenic mouse
model for B-ALL as conditional mutant IL-7R knock-in gene
expressed under the normal physiological promoter
{Almeida et al. 2021} and for the in vivo expansion of human
T-cells either expressing chimeric antigen receptors (CARs)
(Perna et al. 2014; Shum et al. 2017) or being directed against
Epstein-Barr Virus (EBV) {(Sharma et al. 2023).

These findings let us hypothesize that the additien of an
unpaired cysteine into transmembrane or juxtamembrane
domains could be a general mechanism for the activation of
class I cytokine receptors. As the insertion of a few amino
acids with an unpaired cysteine into the transmembrane
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domain of a synthetic cytokine receptor is a comparably
small protein modification, the likelihood for it to sponta-
neously occur in (pre-ymalignant cells appears to be rather
high, when compared to other ligand-independent muta-
tions in constitutively active cytokine receptors, which
typically depend on larger modifications of the extracellular
domain (Floss and Scheller 2019). Designing complete
replacement of the extracellular domain by dimerizers or by
deletion of amino acids in domains of the extracellular
region (summarized in Floss and Scheller 2019), the correct
folding of the receptor chains can be disturbed and the
constitutive activation is mainly mediated by the intracel-
lularly retained receptors, as shown for mutations in the
IL-6 receptor gp130 (Rebouissou et al. 2009; Schmidt-Arras
et al. 2014).

Here, we selected the IL-7Ra transmembrane domain
with PPCL insertion (Shochat et al. 2011) to analyze if this
mutated domain has transformative capacity in the context
of unrelated class [ and II cytokine receptors. We chose
natural and synthetic gp130 chains as shared receptors of the
IL-6 cytokine family (Rose-John et al. 2023), natural and
synthetic IL-23R proteins as members of the IL-12 cytokine
family (Engelowski et al. 2018), and synthetic IFNAR2 mole-
cule as a member of the class ITIFN receptor family (Zoellner
et al. 2022). In all cases, stable expression of the IL-7Ra
transmembrane domain with the PPCL insertion conferred
ligand-independent, cell-autonomous signaling by the engi-
neered synthetic cytokine receptors.

2 Results

2.1 Insertion of the four amino acids PPCL
into the transmembrane domain of
synthetic IL-7Ra induces canonical and
non-canonical IL-7 signaling

The PPCL insertion in the IL-7Ra (Shochat et al. 2011) was
introduced into our synthetic [L-7 receptor VcIL-7Ra, where
we had replaced the complete extracellular domain of the
IL-7Ra with the single domain antibody (VHH, nancbody)
directed against mCherry called V. (Supplementary
Figure 1). As described previously, replacing the extracel-
lular domains of cytokine receptors by nancbodies directed
against green fluorescent protein (GFP) or mCherry resulted
in synthetic cytekine receptors (SyCyRs), in which receptor
activation can readily be induced by homo- and hetero-
dimeric ligands consisting of GFP and mCherry (Engelowski
et al. 2018). Albeit this principle was highly efficient for the
cytokine receptors of the IL-6, IL-23 and IFN families, we
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previously had failed to activate IL-7 signaling using syn-
thetic VIL-7Ra (Supplementary Figure 1), as no induction of
STATS phosphoerylation and no proliferation of the Ba/F3
cells after synthetic receptor stimulation occurred, suggest-
ing that functional synthetic homodimers of VcIL-7Ra
induced by the dimeric mCherry ligands (CC) or hetero-
dimeric VcIL-7Ra and Vgyc induced by heterodimeric
GFP-mCherry ligands (GC) were not formed at all or at least
not sufficiently to induce signaling (Supplementary Figure 1).

To force activation of V.IL-7Ra, we introduced the four
additional amino acids PPCL into the transmembrane
domain resulting in the variant VIL-7Roppcr, (Figure 1A) and
transiently expressed this protein in HEK293T cells. In
contrast to VeIL-7Ra, VeIL-7Roppe, conferred constitutive
and ligand-independent STAT5 and ERK phosphorylation in
the transfected HEK293T cells (Figure 1B). Of note, stimula-
tion of these cells with dimeric mCherry ligands even
boosted STATS and ERK phosphorylation above the consti-
tutive activation level.

Next, Ba/F3 cells stably expressing VcIL-7Ruppc, or the
inactive VcIL-7Rappgy, variants were generated. VeIL-7Roppgr,
cells carried a similar 4-amino acid insertion motif but with
the cysteine being replaced by glycine (Shochat et al. 2011).
As shown by flow cytometry, VIL-7Rapper, and VeIL-7Roppgr,
were stably expressed on the cell surface of Ba/F3 cells
(notably, the V¢IL-7Rappcr, construct was expressed at lower
levels on the cell surface compared to VcIL-7Roppgr)
(Figure 1C). Expression of V.IL-7Rappcr, in Ba/F3 cells led to
cellular proliferation based on ligand-independent phos-
phorylation of STATS and ERK (Figure 1D and E). Additional
stimulation of Ba/F3-VcIL-7Ropper, cells with IL-3 slightly
increased STAT5 phosphorylation, but did not lead to a
significantly increased proliferation of Ba/F3-VcIL-7Rowpcr,
cells. In contrast, stimulation with dimeric mCherry (CC) in
these cells boosted STATS and ERK phosphorylation and
cellular proliferation, and also induced phosphorylaticn of
STAT3 (Figure 1D, Supplementary Figure 2), as described by
others (Fridy et al. 2014; Lin et al. 1995). Importantly, co-
incubation with the pan-Janus kinase (JAK) inhibitor P6
inhibited STAT3, STATS5 and ERK phosphorylation as well as
cellular proliferation of Ba/F3-VIL-7Rappcy, cells (Figure 1D
and E).

In the Ba/F3-VcIL-7Roppgr, cells, STATS and ERK phos-
phorylation was strongly induced by IL-3, but only weakly
detectable after incubation with CC (Figure 1D), reflected by
the fact that CC stimulation did not have any effect on cell
proliferation (Figure 1E). Since Ba/I'3 cells lack expression
of the common y-chain (cy), it was obvious that STATS3,
STAT5 and ERK signaling was induced by homodimeric
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VcIL-7Roppcr, receptor complexes. Signaling of these homo-
dimers already occurred without any ligand present and can
be further enhanced by either IL-3 or the CC dimer exposure
of the cells. However, these homodimers can only form in
sufficient qualities, if a cysteine is present in the [L-7Ra
transmembrane domain, as the PPGL insertion completely
abrogated constitutive receptor dimerization and signaling
(Figure 1F).

2.2 Constitutive activation of synthetic type
I interferon a/f receptor 2 chain
(IFNAR2)

In a first step, we introduced the PPCL and PPGL trans-
membrane domains of the IL-7Ra into the synthetic type I
Interferon a/g receptor 2 chain (IFNAR2). Since IFN signaling
mainly induce STATI and STAT2 phosphorylation, IFN
signaling did not induce cellular proliferation of Ba/F3 cells.
Therefore, we transiently expressed the VGIFNAR2ppcy,
VCIENAR2pper, and VGIFNARZppgr, VEIENARZppgr variants
(Figure 2A) in HEK293 cells, which are better suited to
analyze [FN signaling (Zoellner et al. 2022). The expression of
HA-tagged Vo IFNARZppcr, and VcIFNARZppgr as well as myc-
tagged VGIFNARZpper and VGIFNAR2ppg; constructs was
verified by Western Blot (Figure 2B and C). VGIFNAR2ppcy,
and VJIFNARZppc;, induced sustained ligand-independent
STAT1 and STAT2 phosphorylation, which was not seen for
the PPGL variants. The addition of P6 verified that STAT
phosphorylation was dependent on JAK activation (Figure 2B
and C). Stimulation of PPCL variants with GG or CC inter-
estingly did not boost STAT1/2 phosphorylation but resulted
in STAT1/2 activation of the PPGL variants. As we recently
demonstrated that synthetic IFNAR2 chains are biologically
active as ahomodimer (Zoellner et al. 2022), we investigated
the receptor dimerization via disulfide-bridges in lysates of
transiently transfected HEK293T cells under reducing
(+-Me) and non-reducing (-§-Me) conditions. As shown in
Figure 2D, marked homodimers of V;IFNARZppq, were pre-
sent under non-reducing conditions, whereas the VgIF-
NARZppg;, receptors did not show any dimer formation.
Additionally, significant reduction of receptor dimerization
and no ligand-independent STATI and STAT2 phosphoryla-
tion were obtained with VGIFNAR2ppg;, thus confirming the
importance of the cysteine for dimerization and abnermal
signaling (Figure 2D and E).

To verify that the dimerization of synthetic IFNARZppcy,
is mediated via a disulfide-bridge between the cysteines of
the PPCL insertions, the natural occurring cysteine at

V-81



534 =—— | AF. Baumgartner et al.: Unpaired cysteine insertions induce GOF cytokine receptors

A B
V/IL-7Ra  IL-7ROpps  VelL-7TRAppe, VolL-7RAppg,

®L7

kDa
Ll | we ww

HEK293T

- Y

VIL-TROgm0

fissery

pSTAT3

‘A"A’ * X * * 100~ s STAT3

I =

T00 | s S —

X 40—

pSTATS

STATS

W ‘ “

PERK

ERK
IL-7Re 240 PILL----TISILSFFSVALLVILACVLW 264
PPCL PILLPPCLTISILSFFSVALLVILACVLW V. IL-7TRa
PPGL PILLPPGLTISILSFFSVALLVILACVLW (a-HA)
* ok ok & 2 ko k ok ok Kok Kk Aok ok ok ok ok kR ok ok ok
C D
VoIL-7TRagpe,
| 801 Ba/F3
80 VoIL-7R0ppe; VIL-7R0ppg,
404 90 00
XX x
kDa - WP WA cCT L WPl
20+
100 S d_-.'. — pSTAT3
) 0- -
§ VeIL-TRappg, 100—----- ’" STAT3
o
3004
100 —] - _ o - |pSTATS
2001 10— en e SRS | . STATS
o) cI=ol || W= e
o- o ———— = |ere
-10° 0 10° 104 108 ’.
VcIL-7R (a-HA)
E F
OBaF3 MBalF3-VcIL-7Rappe,  EBaF3-VIL-7TR0ppg,
VIL-7Ra
G FC RN
. ka XX LR
E 170
§ 130 -
3 100 7
2 75—
= 55 '
8 —
H 40—
8
0
2 a-HA
o
T +B-Me -B-Me
wio IL-3 CC IL-3 CC w/o IL-3 CC
+ +
P6 P6

DE GRUYTER

Figure 1: Synthetic IL-7Ra induces IL-7 signaling through PPCL insertion in the transmembrane domain. {A) Schematic overview of IL-7 signaling via
natural occurring receptors yc and IL-7Ra, ligand-independent activation via PPCL insertion in the transmembrane domain of IL-7Rc homodimers, and
synthetic IL-7Ra variants containing the PPCL or PPGL insertions in the transmembrane domain. In the synthetic receptors, the extracellular domain of
IL-7Ra was replaced hy a nancbody directed against mCherry (V¢), which is activated hy dimeric mCherry ligand (CC). The alignment depicts the
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position 261 of the IL-7Ra transmembrane domain was
mutated to glycine (C261G). €261 is located 17 aa distant from
the PPCL insertion. The resulting variant Ve IFNAR2ppcr . 2616
still induced sustained ligand-independent STAT1 and STAT2
activation (Figure 2F), demonstrating the disulfide-bridge
formed between two PPCL motifs is solely responsible for
the dimerization of the receptors.

2.3 Constitutive activation of natural and
synthetic variants of the IL-6 receptor
gp130

Having shown that the PPCL insertion is also working in an
unrelated synthetic receptor, the IL-7Ra PPCL transmembrane
domain was introduced into the (natural) IL-6 signal trans-
ducing gp130 receptor (Figure 3A). Immunoblot analysis under
non-reducing conditions showed that the gp130ppcr, is mostly
present as dimer compared to the PPGL variant (Figure 3B).
Next, N-terminally myc-tagged gp130ppcr, was expressed on the
cell surface of Ba/F3-gp130 cells (Figure 3C). As shown in
Figure 3D and E, introducing gp130ppc, into Ba/F3-gpl130 cells
resulted in ligand-independent activation of STAT3 phos-
phorylation and cellular proliferation, which was blocked by
the addition of the pan-JAK inhibiter P6. As a control, cells
were stimulated with Hyper-IL-6 (HIL-6), a fusion protein of
IL-6 and the soluble IL-6R (Fischer et al. 1897), to induce
STATS phosphorylation and cellular proliferation in Ba/F3-
-gp130 cells, which was also blocked by P6 (Figure 3D and E).

The IL-7R transmembrane domain with the PPCL
insertion was also introduced in the synthetic gp130 variant
Vegp130, where the extracellular demain was exchanged
with the VHH domain directed against GFP (V) (Engelowski
et al. 2018; Scheller et al. 2023) (Figure 4A). The cDNAs coding
for Vggpl30pper, and Vegpl30ppgr, were stably introduced into
Ba/F3-gpl30cells and the surface expression of the
N-terminally myc-tagged receptors confirmed by flow
cytometry using a-myc specific antibodies (Figure 4B).
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Although Vggpl30ppe, had a lower expression level on
the Ba/F3 cell surface compared to Vggpl30ppgr cells,
Ba/F3-gp130 expressing Vqgpl30pper, but not Vegpl30ppsr
showed ligand-independent STAT3 phosphorylation and
cellular proliferation (Figure 4C and D). STAT3 phosphory-
lation and proliferation of Ba/I'3-gp130-Vegp130ppar, was only
observed after stimulation with dimeric GFP for Vgp130ppar,
or HIL-6 for natural gp130 as receptor ligand. The pan-JAK
inhibitor P6 suppressed STAT3 phosphorylation and
cellular proliferation of Ba/F3-gp130-Vgpl30ppe, and
Ba/F3-gp130-V;gpl30ppgy, cells (Figure 4C and D). Our data
showed, that natural and synthetic constitutive gpl30
receptor signaling can be achieved by the introduction of the
PPCL transmembrane domain of IL-7Rainto the gp130 chain.

2.4 Constitutive activation of synthetic and
natural IL-23 receptor

Finally, the natural transmembrane domain of the human
IL-23R was replaced by the IL-7Ra PPCL and PPGL trans-
membrane domains (Figure 5A) and the expression of
IL-23Rppcr, and IL-23Rppgr, in Ba/F3-gp130 cells verified by
flow cytometry using IL-23R specific antibodies (Figure 5B).
As expected, IL-23Rppcr, induced ligand-independent STAT3
phosphorylation and cellular proliferation (Figure 5C and D),
which was boosted by the addition of Hyper-IL-23 (HIL-23,
Figure 5C and D), a fusion protein composed of the p19 and
P40 subunits of IL-23 connected via a flexible peptide linker
(Oppmann et al. 2000). Signal transduction via IL-23Rppgr,
was only observed after the addition of HIL-23. Stimulation
by HIL-6 served as internal control and induced signal
transduction via gp130 in all Ba/F3-gp130 cell lines used,
while co-incubation with the pan-JAK inhibitor P6 sup-
pressed signal transduction of all normal and synthetic
receptors tested {Figure 5C and D).

Similar to Vggpl30pper, the PPCL and PPGL trams-
membrane domains of the IL-7Ro were transferred to

gain-cf-function insertion (PPCL) within the transmembrane domain of [L-7Ra. (B) STATS and ERK activation in HEK293T cells transiently expressing
VcIL-7Ragpc treated with 100 ng/ml CC for 30 min or left untreated. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies
detecting phospho-STAT3 and STAT3, phospho-STATS and STAT5, phospho-ERK and ERK, and VcIL-7Rapec, (HA-tagged). Western blot data shows one
representative experiment out of three. (C) Flow cytometry analysis of HA-tagged synthetic receptors on the surface of Ba/F3 cells expressing VIL-7-
Rapper, and V(IL-7Rogpq,, indicated as solid line. Gray-shade area indicates non-transfected Ba/F3 cells (negative control). (D) STAT3, STAT5, and ERK
activation in Ba/F3 cells expressing VcIL-7Rappcy (left), and VcIL-7Rappcy (right) treated with 0.2 % (v/v) [L-3, 100 ng/ml CC for 30 min, and if indicated in
presence of 10 uM pan-JAK inhibitor P6. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3, STAT3,
phosphe-STAT5, STAT5, phosphe-ERK and ERK. Western blot data shows one representative experiment out of three. (E) Proliferation of Ba/F3 cells
expressing VcIL-7Rappc. and VIL-7Rappg Without cytokine (w/o), with 0.2 % (v/v) IL-3, 100 ng/m| CC, or 10 uM pan-JAK inhibitor P6 in presence of
cytokines. Error bars, SD. One representative experiment out of three is shown. Statistical analysis used two-way ANOVA, followed by Bonferroni
correction, ***p < 0.001, ns not significant. (F) Analysis of receptor homo-dimerization under non-reducing conditions. Western blot analysis of

HEK293T cells transfected with VAL-7R0ppq, and VeIL-7Rappg. under reducing

(+8-Me) or non-reducing (-§-Me) conditions. Equal amounts of proteins

(50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting VcIL-7Ra {(HA-tagged). Western blot data shows one representative experiment cut of three.
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Figure 2: Type LIFN receptor signaling is activated ligand-independent via IL-7Ra transmembrane domain with PPCLinsertion. {A) Schematic overview of
synthetic IFNAR2 receptors. In the synthetic receptors, the extracellular domain of IFNARZ was replaced by nanobadies directed against GFP {Vg, green)
or mCherry {Vc, red). Synthetic IFNAR2 receptor (VGIFNAR2), synthetic chimeric IFNARZ with IL-7Rc transmembrane domain containing PPCL
(VGIFNARZppc), of PPGL (VGIFNARZppg ) insertion is activated by dimeric GFP{GG, upper panel). Synthetic IFNAR2 receptor (V. IFNAR2), synthetic chimeric
IFNAR? with IL-7Ra transmembrane domain containing PPCL (VeIFNARZppc), or PPGL (VIFNARZppc1) insertion is activated by dimeric mCherry (CC, lower
panel). (B) STAT1 and STATZ activation in HEK293 cells transiently expressing Vg IFNARZppc (PPCL), VGIFNARZppg, (PPGL), and VIFNAR2 (WT) were treated
with 100 ng/ml GG ligand for 30 min, and if indicated in presence of 10 uM pan-JAKinhibitor P6. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via
specific antibodies detecting phospho-STAT1, phospho-STAT2 and STAT1, STAT2, and VGIFNAR2 (myc-tagged). Western blot data shows one represen-
tative experiment out of three, (C) STAT1 and STAT2 activation in HEK293 cells transiently expressing VcIFNARZppc (PPCL), VCIFNARZRpg (PPGL), and
VIFNARZ (WT) were treated with 100 ng/m| CC ligand for 30 min, and if indicated in presence of 10 pM pan-JAK inhibitor P6. Equal amounts of proteins
(50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT1, phospho-STAT2 and STAT1, STAT2, and VIFNAR2 (HA-tagged). Western blot
data shows one representative experiment out of three. {D) Analysis of receptor homa-dimerization under non-reducing conditions. Western blot analysis
of HEK293T cells transfected with VGIFNARZppc . VGIFNARZppg or VGIFNARZps under reducing (+8-Me) or non-reducing (--Me) conditions. Equal
amounts of proteins {50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting VcIFNARZ {myc-tagged). Western blot data shows one representative
experiment out of two. (E) STAT1 and STAT2 activation in HEK293 cells transfected with VGIFNARZppcy, VGIFNARZppg, OF VGIFNARZpps, without stimulation,
and if indicated in presence of 10 yM pan-JAK inhibitor P6. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting
phosphe-STAT1, phospho-STAT2 and STAT1, STATZ, and VGIFNARZ (myc-tagged). Western blot data shows one representative experiment out of three, (F)
STAT1 and STAT2 activation in HEK293 cells transfected with V IFNARZppc (PPCL), and VIFNARZppe, with additional C261G mutation in the trans-
membrane domain were treated with 100 ng/ml CC ligand for 30 min or left untreated (w/0). Equal amounts of proteins (50 ng/lane) were analyzed via
specific antibodies detecting phospho-STAT1, phospho-STAT2 and STAT1, STAT2, and V IFNAR2 (HA-tagged). Western blot data shows one representative
experiment out of three,
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Figure 3: Constitutive activation of the full-length chimeric IL-6 receptor gp130. (A) Schematic overview of activation via natural IL-6 receptor gp130
signaling and full-length chimeric IL-6 receptor gp130 containing the IL-7Ra transmembrane domain with PPCL. (B) Analysis of receptor homo-
dimerization under non-reducing conditions. Western blot analysis of HEK293T cells transfected with gp130ppc, or gp130ppg under reducing (+f-Me} or
nen-reducing {- f-Me) conditions. Equal amounts of proteins {50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting gp130 (myc-tagged). Western
blot data shows one representative experiment out of two. {(C} Cell surface analysis of Ba/F3-gp130 cells expressing myc-tagged gp130ppc,. detected by
myc-directed antibody, indicated as solid line. Gray-shade area indicates non-transfected Ba/F3-gp130 cells (negative control). (D) STAT3 phosphorylation
in Ba/F3-gp130 expressing gp130prc without stimulation {w/o), treated with 10 ng/ml HIL-6, and if indicated in presence of 10 yM pan-JAK inhibitor P6.
Ba/F3-gp130 served as wild-type control {WT). Equal amounts of proteins {50 pa/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3,
STAT3. Western blot data shows one representative experiment out of three. (E) Proliferation of Ba/F3-gp130 cells and Ba/F3-gp130 cells expressing
gp130ppc., Without cytokine (w/o), with 10 ng/ml HIL-6, and if indicated in presence of 10 pM pan-JAK inhibitor P6. Error bars, SD. One representative
experiment out of three is shown. Statistical analysis used two-way ANOVA, followed by Bonferroni correction, ***p < 0.001, ns, not significant.

synthetic VgIL-23R resulting in VGIL-23Rppe;, and VgIL-23-
Rpper. (Figure 6A). Expression of N-terminally myc-tagged
VGIL-23Rpper. and VIL-23Rppg. in Ba/F3-gpl30 cells was
verified by flow cytometry using a-myc specific antibodies,
revealing again lower expression levels of VgIL-23Rppcr, on
the cell surface compared to V¢IL-23Rpper, (Figure 6B). Still,
Ba/F3-gp130-VIL-23Rpper, cells showed ligand-independent
STAT3 phosphorylation and cellular proliferation likely
due to IL-23R homo-dimerization (Engelowski et al. 2018).
As seen for V IL-7Rappe, stimulation with GG boostered the
phosphorylation of STAT3, albeit not the proliferation of
the cells under the conditions analyzed. VIL-23Rppg. was
not constitutively active, but STAT3 phosphorylation and
cellular proliferation was induced by stimulation with the

GG ligand (Figure 6C and D). P6 inhibited STAT3 phos-
phorylatien and cellular preliferation of Ba/F3-gp130 cells
expressing VIL-23Rpper.  Or VeIL-23Rppgr, respectively
(Figure 6C and D). The data presented here showed that the
introduction of the PPCL transmembrane domain of IL-7Ra
was also sufficient to induce ligand-independent activatien
of natural and synthetic IL-23Rs.

3 Discussion

Naturally occurring ligand-independent constitutively
active cytokine receptors were identified in patients with

direct contribution to disease development. The molecular
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Figure 4: Synthetic IL-6 receptor gp130 is constitutively activated through the IL-7Ra transmembrane domain with PPCL insertion. {A) Schematic
overview of IL-6 signaling via the synthetic gp130 receptor, and the chimeric gp130 receptor variants containing the IL-7Ra transmembrane domain with
PPCL, or PPGL insertion. The extracellular domain of gp130 was replaced by a nanobody directed against GFP (Vg), which is activated by dimeric GFP
ligand {GG). (B) Cell surface analysis of Ba/F3-gp130 cells expressing myc-tagged Vsgp130ppc. and Vegp130pps., detected by myc-directed antibody,
indicated as solid line. Gray-shade area indicates non-transfected Ba/F3-gp130 cells (negative control). (C) STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130
expressing Ygp130eecL. and Vggpl130ppa. without stimulation (w/o), treated with 100 ng/ml GG, 10 ng/ml HIL-6, and if indicated in presence of 10 uM
pan-JAK inhibitor P6. Equal amounts of proteins (50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3, STAT3. Western blot data
shows one representative experiment out of three. (D} Proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing Vsop130ppc. and Vegpl30ppg, without cytokine
(w/0), with 10 ng/m| HIL-6, 100 ng/ml GG, or 10 uM pan-JAK inhibitor P6 in presence of cytokines. Error bars, SD. One representative experiment out of
three is shown. Statistical analysis used two-way ANOVA, followed by Bonferroni correction, ***p < 0.001, ns, not significant.

basis for these gain-of-function receptors are mutations
within the extracellular, transmembrane or intracellular
domains. These natural principles were used to develop
synthetic constitutive active cytokine receptors (reviewed in
Floss and Scheller 2019).

Several constitutively active IL-7Ra variants, which
form homodimers due to cysteine insertions within the
transmembrane domain, have been reported in T-ALL
patients (Campos et al. 2019; Shochat et al. 2011; Shochat
etal. 2014; Zenatti et al. 2011; Zhang et al. 2012). One example
is the insertion of cysteine, proline and threcnine
(c.731_732insTTGTCCCAC,  p.Thr244_Tle245insCysProThr,
CPT) in the transmembrane domain of IL-7Ra (ahbreviated

as C7R), which results in censtitutive hyperactivation of
IL-7 signaling independent of yc and JAK3 (Zenatti et al.
2011). The introduction of this unpaired cysteine into the
IL-7Ra transmembrane domain leads te dimerization of
mutated receptor chains via disulfide bonds, resulting in
stable IL-7Ra homodimers that signal independently of
IL-7, yc and JAK3 (Campos et al. 2019; Zenatti et al. 2011).
Importantly, IL-7Ra CPT dimerization and constitutive
signaling were completely abregated upon substitution of
the mutated cysteine to alanine or serine (Zenatti et al
2011). Mechanistically, the C7R IL-7Ra variant with consti-
tutive STAT5 activation provides a consistent signal 3 for
optimal T-cell activity and expansion, complementing
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Figure5: Constitutive activation of the full-length chimeric IL-23R. () Schematic overview of IL-23-mediated signaling via IL-12RB1 and IL-23R, full-length
chimeric IL-23R containing the IL-7Ra transmembrane domain with PPCL, or PPGL insertion. IL-23 is a heterodimeric cytokine consisting of p40 and p19.
(B) Cell surface analysis of Ba/F3-gp130 cells expressing IL-23Reec,, and IL-23Reps. detected via IL-23R-directed antibody, indicated as solid line.
Gray-shade area indicates non-transfected Ba/F3-gp130 cells {negative control). (C) STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 expressing IL-23Rppc,, and
IL-23Rppg, without stimulation (w/o), treated with 10 ng/ml HIL-23, 10 ng/ml HIL-6, and if indicated in presence of 10 pM pan-JAK inhibitor P6. Equal
amounts of proteins (50 pg/lane)were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3 and STAT3. Western blot data shows one representative
experiment out of three. (D) Proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing IL-23Repcy, and IL-23Repg. without cytokine (w/o), with 10 ng/ml HIL-23,

10 ng/ml HIL-6, or in presence of 10 uM panJAK inhibitor P6. Error bars, SD. One representative experiment out of three is shown. Statistical analysis used
two-way ANOVA, followed by Bonferroni correction, ***p < 0.001, ns, not significant.

signal 1 from the T-cell receptor and signal 2 from a co-
stimulation unit (Etxeberria et al. 2020).

To improve their adoptive cellular product, Shum et al.
included the C7R IL-7Ra variant into their lentiviral CAR
expression vector and showed enhanced persistence and
anti-tumer activity of the CAR T-cells in xenograft models of
neurcblastoma and glioblastoma (Shum et al. 2017). C7R
co-expression also improved antitumor activity of CAR
T-cells against triple-negative breast cancer hoth in vitro and
in vive (Zhao et al. 2020). The C7R IL-7Ra chain with a
CD34-derived ectodomain was further evaluated in EBV-
specific T-cells (EBVSTs), where it enhanced EBVST prolif-
eration and maintained EBV antigen specificity in vitro and
the persistence and anti-tumor activity of EBVSTs in vivo
(Sharma et al. 2023). Currently, C/R-EBVSTSs are evaluated in

a clinical trial for the treatment of refractory or relapsed
EBV-positive lymphoma (NCT04664179). Interestingly, a
conditional kniock-in model, in which the CPT mutant IL-7Ra
is expressed at physiological levels under the endogenous
promoter, established a pre-leukemic stage in these mice
where >60 % of the animals after 80 weeks spontaneously
developed progressive B-cell leukemias (Almeida et al. 2021).
This study very elegantly demonstrated that IL-7Ra muta-
tional activation, even without overexpression, is sufficient
to trigger leukemogenesis, most likely via STATS, PI3K/mTOR
and MYC signaling (Almeida et al. 2021), and that these un-
paired cystein insertion will be helpful to characterize new
molecular and cellular players in B-ALL development.

We selected another activating mutation of the IL-7Ra in
this study, the IL-7Ra PPCL insertion (c.819ins12, p.P243insPPCL)
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Figure 6: Synthetic IL-23R is constitutively activated through the IL-7Ra transmembrane domain with PPCLinsertion. {A) Schematic overview of synthetic
IL-23 signaling via the synthetic IL-23 receptor, and the chimeric IL-23 receptor variants containing the IL-7Ra transmembrane domain with PPCL, or PPGL
insertion. The extracellular domain of IL-23R was replaced by a nanobody directed against GFP (Vg), which is activated by dimeric GFP ligand {GG). (B) Cell
surface analysis of Ba/F3-gp130 cells expressing myc-tagged VgIL-23Repcr, and VGIL-23Repq,, detected by myc-directed antibody, indicated as solid line.
Gray-shade area indicates non-transfected Ba/F3-gp130 cells (negative control). (C) STAT3 phosphorylation in Ba/F3-gp130 expressing VgIL-23Rppe, and
VgIL-23Rppg, without stimulation (w/o), treated with 100 ng/ml GG or 10 ng/ml HIL-6, and if indicated in presence of 10 pM pan-JAK inhibitor P6. Equal
amounts of proteins {50 pg/lane) were analyzed via specific antibodies detecting phospho-STAT3, STAT3. Western blot data shows one representative
experiment out of three. (D) Proliferation of Ba/F3-gp130 cells expressing VgIL-23Rppc,. and VIL-23Rppg, without cytokine (w/a), with 10 ng/ml HIL-6,
100 ng/ml GG, or 10 pM pan-JAK inhibitor P& in presence of cytokines. Error bars, SD. One representative experiment out of three is shown. Statistical
analysis used two-way ANOVA, followed by Bonferroni correction, ***p < 0.001, ns, not significant.

(Shochat et al. 2011), which also led to murine B-ALL in genet-
ically engineered mice (Thomas et al. 2022). Consistent with
previous findings (Shochat et al. 2011; Thomas et al. 2022),
IL-7Ra PPCL induced IL-3-independent growth and constitutive
STATS phesphorylation in Ba/F3 cells and ligand-independent
receptor protein dimerization under non-reducing conditions,
in contrast to IL-7Ra PPGL. We theh went a step further and
transferred the IL-7Ra PPCL into our synthetic cytokine re-
ceptor system, based on nanobodies directed against GFP or
mCherry fused to truncated cytokine receptors (Engelowski
et al. 2018), and confirmed ligand independent receptor
dimerization, STAT5 activation and proliferation of Ba/F3 cells
with VeIL-7Rdppcr. Based on an older report showing that the

erythropoietin receptor was activated by the experimental
insertion of a cysteine into its transmembrane domain, leading
to ligand-independent receptor dimerization (Lu et al. 2006), we
decided here to systematically decipher whether the inclusion
of PPCL-mutated IL-7Ra transmembrane domain as (surrogate)
replacement in natural and synthetic cytokine receptors of the
IL-6, IL-12 and Interferon families will alse generate ligand-
independent constitutively active receptors. Corresponding
receptors with the IL-7Ra transmembrane domain with PPGL
or PPSL insertion served as controls and showed no ligand-
independent receptor dimerization, no constitutive activation
of signaling pathways and no cellular proliferation. Impor-
tantly, we demonstrated here that transfer of the PPCL
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transmembrane domain from IL-7Ra induced ligand-
independent, constitutively signaling of class I and II cytokine
receptors using both native and synthetic receptor variants.
Therefore, using short unpaired cysteine insertions is an
exciting new tool for the generation and functional analysis of
gain-offunction receptors. However, a note of caution is
needed here as the insertion of a cysteine does not automati-
cally imply the generaticn of a gain-of-function cytokine re-
ceptor: The p.§185C mutation in the extracellular domain
of IL-7Ra, which was identified in T-ALL patients, still required
CRLF2 co-expression for ligand independent activation
(Shochat et al. 2011).

In the future, it will be interesting to analyze if the
cysteine positioning within the transmembrane domain of
[L-7Ra affects intracellular signaling. Theoretically, the po-
sition of the cysteine could influence the receptor chain
movement up-and-down in the lipid bilayer and thereby
eventually influence the rotation of the receptor molecules
in a productive or non-productive signaling manner
(Campos et al. 2019).

4 Materials and methods
4.1 Cloning

For synthetic HA-tagged mCherry-nanobody-IL-7Ra (VcIL-7Ra) coding
sequernces for human IL-11R signal peptide (SP) (Q14626, aa 1-24),
followed by sequences for HA tag (YPYDVPDYA}, mCherry-VHH (Fridy
et al. 2014) and human IL-7Ra (P16871, T228 to R513) have been fused
representing 15 amino acids (aa) of the extracellular domain, the
transmembrane domain and the cytoplasmic part of the IL-7Ra. Inser-
tion of the four amino acids PPCL after 1243 of the IL-7Ra trans-
membrane domain (P240 to W264) resulted in the V¢IL-7Rappey, variant
(c.819 Ins 12, p.P243insPPCL) (Shochat et al. 2011). For synthetic myc-
tagged GFP-nanobody-yc (Vgyc) coding sequences for human IL-11R
signal peptide (SP) (Q14626, aa 1-24), followed by sequences for myc
tag (EQKLISEEDL), GFP-VHH (V) (Rothbauer et al. 2008) and com-
mon gamma chain (yc, CD32, P31785, E253 to T369) have been fused
representing 15 aa of the extracellular domain, the transmembrane
domain and the cytoplasmic part of the yc. Coding sequences for the
receptors were synthesized by BioCat GmbH (Heidelberg, Germany). For
synthetic myc-tagged GFP-nanobody-IL-7Ra-PPCL-gp130 (Vegp130ppcr),
GFP-nanobody-IL-7Ra-PPCL-IFNAR2 (VGIFNARZppcr), GFP-nanobody-
1L-7Ra-PPCL-IL-23R (VGIL-23Rppcr) or synthetic HA-tagged mcCherry-
nanobody-1L-7Ra-PPCL-IFNARZ (VIFNARZppcr ), cDNAs were generated
by fusion of coding sequences for human IL-11R signal peptide (SP)
(Q14626, aa 1-24) followed by sequences for myc tag (EQKLISEEDL) or
HA tag (YPYDVPDYA), coding sequences of GFP-VHH (V) (Rothbauer
et al. 2008), or mCherry-VHH (V) (Fridy et al. 20143, 15 aa of the extra-
cellular domain of 11-7Ra (P16871, aa 228-239), the full transmembrane
domain of IL-7Ra (P16871, P240-W264) with the PPCL insertion after
L1243 (Shochat et al. 2011), the intracellular domain of human gp130
(P40189, N642-0918), murine IFNAR2 (035664, K264-R513), or human
1L-23R (Q5VWKS, N377-K62%9). Full-length gp130-1L-7Ra-PPCL (gp130ppcr)
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was generated by fusion of coding sequences for human IL-11R signal
peptide (SP) (Q14626, aa 1-24) followed by sequences for myc tag
(EQKLISEEDL), the extracellular domain of human gpl30 (P40189,
E23-E619), the IL-7Ra transmembrane domain containing the PPCL
insertion and the intracellular domain of human gpl30 (N642-Q918).
Full-length IL-23R-IL-7Ra-PPCL (JL-23Rppc;) was generated by fusion of
coding sequences for human IL-23R (Q5VWKS5, M1-G355), the IL-7Ra
transmembrane domain containing the PPCL insertion and the intra-
cellular domain of human IL-23R (N377-K629).

For the generation of the PPSL or PPGL variants of the receptors,
expression vectors containing the ¢cDNAs for the synthetic receptors
were used as templates for site-directed mutagenesis. Mutation of
cysteine to serine or glycine was generated by PCR using Phusion high-
fidelity DNA polymerase followed by Dprl digestion of methylated
template DNA (Edelheit et al. 2009). The generated expression cassettes
were transferred into the retroviral vector pMOWS-puro (Ketteler et al.
2002) or pMOWS-hygro (Suthaus et al. 2010} used for retroviral trans-
duction of Ba/F3 or Ba/F3-gp130 cells (Floss et al. 2013). The generated
expression plasmids have been verified by sequencing. All graphical
images of the constructs were created with BioRender.com.

4.2 Cells and reagents

Ba/F3 (ACC 300), HEK293 (ACC 305) and HEK293T (ACC 635) cells were
purchased from the Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Culture (Braunschweig, Germany). The
generation of Ba/F3-gp130 cells was described elsewhere (Gearing et al.
1994). Phoenix-Eco cells were obtained from Ursula Klingmiiller
(DKFZ, Heidelberg, Germany). Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) with high glucose concentration (GIBCO®, Life Technologies,
Darmstadt, Germany) containing 10 % fetal bovine serum (GIBCO®,
Life Technologies), 60 mg/l penicillin and 100 mg/l streptomycin
(Genaxxon bioscierice GmbH) was used to grow cell lines at 37 °C with
5% COs. Ba/F3 cells were maintained using IL-3 from conditioned cell
culture supernatant (0.2%) from WEHI-3B murine myelomonocytic
leukemic cells (ACC 26, DSMZ). Ba/F3-gp130 cells were grown using
Hyper-IL-6 (HIL-6} from conditioned cell culture supernatant of
HIL-6-secreting CHO-K1 cells or recombinant HIL-6 derived from Expi-
293F™ cells (Thermo Fisher Scientific). HIL-6 is a fusion protein
composed of IL-6 and the soluble IL-6R (SIL-6R} connected via a flexible
peptide linker (Fischer et al. 1997). The expression and purification of
synthetic cytokine ligands was described elsewhere (Mossner et al.
2020). Human Hyper-IL-23 (HIL-23) was expressed with Twin-Strep-
tag® (iba GmbH, Gottingen) and purified as described (Georgy et al.
2021). HIL-23 is a fusion protein of p40 and p19 connected by a flexible
peptide linker (Oppmann et al. 2000},

The following antibodies were obtained from Cell Signaling
Technology phospho-STAT1 {(Tyr701} (58D6), #9167), STATL (#9172),
phospho-STAT2 ((Tyr690) (D3P2P), #88410), STAT2 ((D9J7L), #72604),
phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7), #3145), STAT3 ((75D7), #4904), phospho-
STATS ((C11C5), #9359), STAT5 ((D206Y), #94205), myc-tag ((71D10),
#2278), HA-tag ((C29F4), #3724), phospho-p44/42 MAPK (Erk 1/2)
((Thr202/Tyr204), #4370), p44/42 MAPK (Erk 1/2) antibody (#5102) and
Alexa Fluor 488 conjugated anti-rabbit IgG (H + L), F(ab’), fragment
(#4412). Furthermore, human IL-23R biotinylated antibody (R&D Sys-
tems, #BAF1400} and Streptavidin APC (BD Pharmingen™, #554067) were
used. Goat anti-rabbit 1gG (H + L) cross-adsorbed secondary antibody,
peroxidase-conjugated (#31462) was obtained from Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA.
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4.3 Transfection of cells

HEK293, HEK293T and Phoenix-Eco cells were transiently transfected
using Turbofect transfection reagent (Fermentas, Thermo Scientific)
following the manufacturer’s manual. Ba/F3 and Ba/F3-gp130 cells were
retrovirally transduced with the pMOWS-puro or pMOWS-hygro
expression plasmids as described (Floss et al. 2013). Selection of trans-
duced Ba/F3 or Ba/F3-gp130 cells was performed with puromycin (15 pg/
ml; Carl Rothy and/or hygromycin B (1 mg/ml, Carl Roth) for at least
2 weeks.

4.4 Cell surface detection of cytokine receptors via flow
cytometry

Stably transfected Ba/F3 and Ba/F3-gp130 cells were analyzed for cell
surface expression by flow cytometry using antibodies against HA tag,
myc tag or human IL-23R. 500,000 cells were washed with PBS con-
taining 1% BSA and incubated for 1h at room temperature with the
corresponding primary antibody (c-myc 1:100, ¢-HA 1:100, ¢-1L-23R 1:50).
Afterwards, cells were washed and incubated with the secondary anti-
body (1:500 in PBS containing1% BSA) or Streptavidin APC (1:100 in PBS
containing 1% BSA) for 1h. After washing, cells were resuspended in
500l PBS containing 1% BSA to be analyzed by flow cytometry
(BD FACSCanto 11 flow cytometer using the FACSDiva software, BD
Biosciences). Data were analyzed using Flowjo™ V10 software
(BD Biosciences).

4.5 Cell viability assay

Ba/F3-gp130 cells were washed three times and adjusted to 5 10° cellsin
100l DMEM supplemented with 10% FCS, 60 mg/ penicillin, and
100 mg/l streptomycin. Ligands and inhibitors were added, and cells
were incubated for 3d at 37 °C. All values were measured in triplicates
per experiment. 20 ul of CellTiter-Blue® Reagent (Promega) was added
per well and fluorescence was immediately measured with the Infinite
M200 PRO plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany} to determine the
cell viability (emission 590 nm, excitation 560 nm). These measurements
were made every 20 min for 2 h. Fluorescence values were normalized
by subtraction of time point 0 values. All experiments were performed
at least three times, and one representative experiment was selected for
presentation. Data are presented as means + SD. For the multiple
comparisons, two-way ANOVA and Bonferroni correction were used in
GraphPad Prism 8. Statistical significance was set to p < 0.05 (*p < 0.05,
**p < 0.01, **p <0.001).

4.6 Stimulation assays

Transiently transfected HEK293 cells were washed and starved over-
nightin serum free medium. Ba/F3-gp130 cells were washed and starved
for 3-4h. One hour before stimulation, 10 uM pan-JAK inhibitor P6
(CAS 457,081-03-7, InSolution JAK-Inhibitor I, #420097, Merck) was
added to the cells. Afterwards, cells were stimulated with dimeric GFP
(GG, 100 ng/ml), dimeric mCherry (CC, 100ng/ml), GFP-mCherry
(GC, 100 ng/mD, HIL-6 (10 ng/ml), HIL-23 (10 ng/m1), 0.2 % v/v IL-3 or left
untreated depending on the variant for 30 min.

Thereafter cells were harvested by centrifugation at 1500 rpm and
4 °C for 5 min, frozen or directly lysed for 2 h in lysis buffer (10 mM Tris-
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HCl pH 7.8, 150 mM NaCl, 0.5mM EDTA, 0.5% NP-40, 1mM sodium
vanadate, and 10 mM MgCl, supplemented with complete protease
inhibitor cocktail tablets (Roche Diagnostics)). The protein concentra-
tion was determined using the BCA Proteir Assay (Pierce, Thermo Fisher
Scientific). Analysis of signaling proteins was performed by Western
blotting of 50 g total soluble protein from total cell lysates and subse-
quent detection steps using the specific antibodies described above.

4.7 Western blotting

The lysed proteins were mixed with (5x} SD$ loading buffer (125 mM
Tris-HCl pH 6.8, 50 % glycerol, 10 % $DS, 5% f-mercaptoethanol, bro-
mophenol blue) and incubated at 95°C for 10 min. To separate the
proteins by SDS-PAGE 50 pg of protein was loaded per lane. Afterwards,
proteins were transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) mem-
branes and blocked in 5 % fat-free dried skimmed milk in TBS-T (10 mM
Tris HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% Tween 20). The membranes were
saturated overnight with the primary antibodies (1:1000, HA tag 1:5000)
in 5% BSA in TBST at 4°C. After washing three times with TBS-T,
membranes were incubated with secondary peroxidase-conjugated
antibodies (1:2000) diluted in 5% fat-free dried skimmed milk for 2 h.
Afterwards the membranes were washed twice with TBS-T and once
with TBS. The Immobilon™ Western Reagents (Millipore Corporation) or
Signalfire™ ECL Reagent (Cell Signaling Technology) and the ECL
ChemoCam Imager (INTAS Science Imaging Instruments GmbH) were
used for signal detection. If samples were to be analyzed by non-
reducing SDS-PAGE, cells were washed with ice-cold PBS and cell lysis
was carried out as described. Samples were supplemented with volumes
of 5 x SDS loading buffer without fmercaptoethanol (8-Me).
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DISKUSSION

1. NEXT GENERATION TRANS-SIGNALING INHIBITOREN

Interleukin (IL-)6 reguliert iiber drei Signalwege fundamentale Entziindungsprozesse
des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Dariiber hinaus ist IL-6 am
Energiestoffwechsel der Leber und der Skelettmuskulatur beteiligt und wirkt als Myokin auf
den Typ II-Diabetes, den Stoffwechsel und das Herz-Kreislauf-System [57, 205]. Eine
Fehlfunktion kann unter anderem zu chronischen Erkrankungen oder Krebs fiihren [114, 143].
Dabei beeinflussen die drei Signalwege unterschiedliche Prozesse: Der klassische Signalweg
erfolgt iiber die Bindung an den membranstindigen IL-6R Rezeptor (IL-6Ra) und reguliert
Regeneration, Himatopoese und die Immunantwort [50]. Das Trans-signaling erfolgt iiber
den l6slichen IL-6Ra (sIL-6Ra) und wird unter anderem mit chronisch-entziindlichen
Prozessen oder Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht [48, 50].

Humanisierte monoklonale Antikorper (mAb) gegen IL-6Ra wie Tocilizumab oder
Sarilumab wurden zur Hemmung des IL-6 Signalwegs entwickelt. Durch die Hemmung des
membrangebundenen und 16slichen IL-6Ra intervenieren diese und andere IL-6-gerichtete
Medikamente in die klassische und das IL-6 Trans-signaling [106]. Tocilizumab und
Sarilumab sind fiir die Behandlung der rheumatoiden Arthritis zugelassen oder befinden sich
in klinischen Studien fiir andere chronisch-entziindliche Erkrankungen [96, 206]. Eine
unerwiinschte Nebenwirkung der Blockade des klassischen Signalwegs ist ein erhdhtes Risiko
fiir bakterielle Infektionen, Hyperlipiddmie oder Verdnderungen der Herzfunktion [50, 112].
Eine neue Therapiestrategie setzt an der spezifischen Blockade des IL-6 Trans-signalings
an [50]. Dabei handelt es sich um das Fusionsprotein sgpl30Fc mit dem Handelsnamen
Olamkicept, das in zwei Phase-II-Studien bei Colitis ulcerosa (UC) untersucht wurde [118,
132, 207]. In praklinischen Studien wurde dabei der klassische Signalweg von sgp130Fc im
Rahmen der Homoostase, der epithelialen Regeneration oder der Immunantwort auf
Infektionen im Gegensatz zu Tocilizumab nicht beeinflusst [50].

Weitere Inhibitoren des IL-6 Trans-signalings sind drei natiirlich vorkommende
Varianten des 16slichen gp130 mit einer kleineren GroBe von 50, 90 und 110 kDa [137, 208].
Diese wurden im Serum oder Urin von Patienten als Ergebnis von alternativem splicing
identifiziert, wobei ihr Ursprung noch nicht untersucht wurde [81, 154, 209]. Die kleinste
Isoform sgpl30-rheumatoid arthritis antigenic peptide-bearing soluble form (sgp130-RAPS)
mit einer Grofe von 50 kDa kommt in der Synovialfliissigkeit von Gesunden und Patienten

mit rheumatoider Arthritis (RA) vor (Abbildung 4B)[154]. Das sgp130-RAPS Molekiil
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enthilt die Zytokin-bindenden Doménen D1-3, die fiir die neutralisierende Bindung von IL-
6/sIL-6Ra notwendig sind. Die effektive Hemmung durch das monomere sgpl130-RAPS
Molekiil wurde in Mausmodellen der chronischen Antigen-induzierten Arthritis gezeigt [127].
Antikorper gegen die C-terminale Sequenz von sgpl30-RAPS wurden jedoch bei RA-
Patienten beschrieben, nicht jedoch bei Gesunden oder Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen [154]. AuBerdem korrelierte der Serumspiegel dieser Antikorper
mit dem Schweregrad der RA Symptome, weshalb die sgpl130-RAPS Variante filir eine
therapeutische Anwendung nicht weiter verfolgt wurde [154]. Mit einer geringeren Affinitét
von 6,9 nM im Vergleich zu sgp130Fc (60 pM), war die Affinitit vergleichbar mit der
monomeren Variante von sgpl30 [118, 127]. Neben zwei weiteren splicing-Varianten von
gpl130 (Diamant, Sharkey), die auf mRNA Level ohne endogenen Expressionsnachweis
beschrieben wurden, zeigte eine weitere splicing-Variante mit D1-4 von gpl30 an Fc
fusioniert (sgp130E10-Fc) eine geringere Effektivitit im Vergleich zu sgp130Fc (Kb sgp130-
E10Fc 71 pM, Kb sgp130Fc 9 pM) [137]. Insgesamt variieren die Affinititen der sgp130
Varianten in den verschiedenen Studien, was einen direkten Vergleich der Hemmkapazitit
erschwert [118, 127, 137, 149, 150, 208]. Ein Konsens besteht in der dimerisierten Variante
des sgpl130Fc, die mit einer potenteren Inhibition und erhdhten in vivo Stabilitit aus den
Studien hervorsticht [137, 138].

Eine chimdre Weiterentwicklung von sgpl130Fc zielt auf eine GroBenreduktion und
Erhohung der Spezifitit fiir die IL-6 Signaltransduktion ab [138]. Da der Grad der
Gewebepenetration mit der Proteingrofe korreliert, sollte die Penetration durch einen
groflenreduzierten sgp130-Inhibitor verbessert werden [136]. Dazu wurden die Doménen D4-
6 des sgpl30Fc durch eine variable Region eines Einzeldoménenantikdrper (Nanobody,
VHH) aus Lama ersetzt und als chimeric soluble gp130Fc (cs130Fc) bezeichnet [138]. Im
Gegensatz zum 240 kDa groBen sgpl30Fc Inhibitor, hat das cs130Fc eine kleinere
MolekiilgroBBe von 157 kDa. Zusitzlich stabilisiert der VHH6 die Bindung an den IL-6/sIL-
6Ra Komplex und erhoht somit die Inhibitionspotenz gegeniiber IL-6 Trans-signaling
(cs130Fc ICso: 0,46 nM; sgpl130Fc ICso: 0,87 nM). In einem Vergleichsexperiment erwies
sich die monomere Variante cs130 mit einer GroBe von 52 kDa sogar als dhnlich potent wie
die Vergleichsmolekiile cs130Fc und sgp130Fc (cs130 ICso: 1,46 nM) [138].

In dieser Arbeit wurde das csl130Fc um drei weitere VHH erweitert, um ecine
bispezifische Inhibition zu untersuchen und damit in einem proof-of-concept Modell die
Kombinationsmdglichkeiten des vielfaltigen cs130Fc zu zeigen (Abbildung Publikation 1).
Dabei wurde zwischen dem VHHG6 und der Fc Doméine des IgG1 Antikdrpers der TNFYHH aus
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Ozoralizumab, IL-12/*VH" ynd VHH72 inseriert, im eukaryotischen Zellsystem rekombinant
hergestellt und mittels Affinitidtschromatographie gereinigt [159, 210]. Das IL-6 Trans-
signaling wurde mit der Zugabe der einzelnen Komponenten IL-6 und sIL-6Ra ausgeldst und
damit die Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen induziert [138]. Dadurch konnte die
halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICso) der cs130Fc Varianten bestimmt und mit
dem urspriinglichen cs130Fc verglichen werden. Weiterhin wurde das IL-6 Trans-signaling
mit den cs130Fc Varianten in Stimulationsassays filir die intrazelluliren Signale signal
transducer and activator of transcription (STAT)3 und extracellular-signal regulated kinase
(ERK) getestet. Ba/F3-gp130 Zellen, die IL-12RB1 und IL-12RB2 auf der Oberflidche tragen,
proliferieren konzentrationsabhéngig mit HIL-12, einem Fusionsprotein aus p40 und p35.
Ba/F3-gp130 Zellen die IL-12RB1 und IL-23R tragen, proliferieren mit HIL-23, einem
Fusionsprotein aus p40 und pl9 [211]. Diese Zellen wurden in Proliferations- und
Stimulationsassays mit beiden Fusionsproteinen HIL-12 oder HIL-23 stimuliert, um den
inhibitorischen Effekt von cs130-IL-12/23VH#HF¢ zu beleuchten. Demgegeniiber induzierte
TNF in in vitro Experimenten Apoptose von L929-Zellen, wodurch das cs130-TNFYHHEc
hinsichtlich der ICso untersucht wurde. Vero-Zellen wurden mit SARS-CoV-2 infiziert, um
die Inhibition von c19s130Fc, VHH72Fc und cs130Fc nach verschiedenen Zeitpunkten zu
untersuchen. Der zytopathische Effekt und die intrazelluldre Farbung von SARS-CoV-2
zeigten, dass die essentielle Bindestelle des Spike-Proteins von c¢19s130Fc und VHH72Fc
neutralisiert wurde und somit die Zellen somit nicht infiziert wurden (Abbildung
Publikation 2).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der cs130Fc Inhibitor uneingeschrinkt mit
weiteren Komponenten erweitert werden kann und diese im Vergleich zu den einzelnen VHH
mit gleicher Effektivitdit hemmen. Die Vorteile von cs130Fc liegen in der geringen Grof3e, der
Stabilitdit der VHH und der Modularitit, die fiir weitere Fragestellungen in der Forschung zur
Verfligung stehen.

1.1. ERHOHUNG DER SPEZIFITAT DES SGP130FcC

Alle Zytokine der IL-6 Familie, mit Ausnahme von IL-31, induzieren die
Signaltransduktion iiber mindestens einen gpl130 B-Rezeptor. Dazu gehoren IL-6, IL-11,
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Oncostatin-M (OSM), Cardiotrophin 1 (CT-1), Ciliary
Neutrophic Factor (CNTF) und Cardiotrophin-like Cytokine Factor 1 (CLCF1) [47].
Therapiestrategien durch Hemmung der IL-6 Trans-Signaltransduktion mit sgpl130Fc sollten
die Auswirkung der IL-6 Familienmitglieder beriicksichtigen. Erhéhte Serumlevel von IL-11

werden mit einer Reihe von Pathologien in Verbindung gebracht, darunter Asthma, chronisch-
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entziindliche Darmerkrankungen (CED) oder RA [59]. IL-11 wird von verschiedenen
Zellpopulationen, wie Immunzellen, Epithelzellen und Fibroblasten sekretiert, wohingegen
krankheitsauslosenden Zellpopulationen mit dem responsiven IL-11Ra nicht umfassend
charakterisiert sind [140]. Dariiber hinaus hat sich die Komplexitdt des IL-11-Signalwegs mit
dem Nachweis des ADAMI0-vermittelten shedding von IL-11Ra erhdht [148]. Hiermit
erweitert sich die Erreichbarkeit der IL-11 vermittelten Signaltransduktion auf alle Zellen,
zudem steht das Forschungsfeld der Regulationsmechanismen der IL-11 Signaltransduktion
und deren Beeinflussung im physiologischen Kontext erst am Anfang [147, 148].

Die biologische Rolle des IL-11 Trans-signalings muss jedoch noch entschliisselt
werden [148]. Die physiologische Rolle des IL-11 Trans-signalings wurde postuliert, indem
das Fusionsprotein von IL-11 mit sIL-11Ra (Hyper-IL-11) zur experimentellen Nachahmung
des IL-11 Trans-signalings verwendet wurde [66]. Zumindest in experimentellen Mausstudien
konnte ein FEinfluss des IL-11 Trans-signalings bei gastrointestinalen Karzinomen,
embryonaler Implantation oder kraniofazialen Defekten ausgeschlossen werden [212, 213].
Der I6sliche IL-11 Rezeptor (sIL-11Ra) ist bei Patienten mit Magenkarzinom erhdht, was auf
einen Zusammenhang zwischen IL-11 Trans-signaling und Tumorprogression hinweisen
konnte [212]. Dariiber hinaus gibt es derzeit keine Untersuchungen, ob das IL-11 Trans-
signaling wie das IL-6 Trans-signaling an Entziindungen beteiligt ist [50, 140]. Das sgp130Fc
kann an den IL-6/sIL-6Ro und den IL-11/sIL-11Ra Komplex binden und dadurch die
Signaliibertragung beider Trans-Signalwege neutralisieren [138, 147, 149].

Es wurden Mutationen in sgp130Fc inseriert, um die Selektivitit fiir das IL-6 Trans-
signaling zu modellieren (Abbildung 4B). Die Mutationen T102Y/Q113F/N114L in D1 des
sgpl130Fc (sgpl130f'YFc) erhohten die Affinitit zum IL-6 Trans-signaling, indem die
Oberflicheninteraktion von D1 zu site III am IL-6/sIL-6Ra erhoht wurde [150].
Verianderungen in der Interaktionsfliche in den Domédnen D2-D3 zu der site II von gp130
verringerten die IL-6/sIL-6Ra-hemmende Wirkung von sgpl30Fc [150]. In einer neueren
Studie wurde erstmals die verminderte Affinitit von sgp130™YFc zur site III von IL-11/sIL-
11Ra beschrieben, was zu einer geringeren Inhibition von IL-11 Trans-signaling fiihrte [138].

Trotz der Fusion mit VHH6 in cs130Fc mit gesteigerter Affinitdt zu IL-6/sIL-6Ra,
blieb eine Affinitdt zu den IL-11/sIL-11Ra Komplexen erhalten (cs130Fc 1Cso: 7,14 nM,
sgp130Fc ICso: 0,22 nM) [138]. Die analogen Mutationen im monomeren cs130 (cs130fLY)
fiihrten neben einer erhdhten Affinitit zum IL-6 Trans-signaling (cs130fMY ICso: 0,48 nM;
cs130 ICso: 1,46 nM) zu einem vollstindigen Verlust der Affinitit zu IL-11/sIL-11Ra in den
cs130Y und cs130"YFc Varianten [138]. Eine R281Q Mutation in der D3 Domine von
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sgp130™-YFc (sgp130fYRFc) erhohte die IL-6 Trans-signaling-Spezifitit mit einem
vollstdndigen Verlust der Affinitdt zu IL-11 Trans-signaling, da diese homozygote Mutation
im gpl30  Rezeptor bei  Kraniosynostosepatienten den IL-11  Signalweg
beeinflusst (Abbildung 4B) [141]. Dadurch konnten Nebenwirkungen verringert werden,
indem die Variante aus dem zuvor entwickelten sgp130Fc die Selektivitdt fiir das IL-6 Trans-
signaling erhoht, ohne einen Einfluss auf das IL-11 Trans-signaling aufzuweisen [149].
Aktuelle préaklinische und klinische Studien visieren die Blockade des IL-6 Trans-signalings
im Rahmen des gut untersuchten pathologischen Einflusses an, wihrend die physiologische

Bedeutung von IL-11 Trans-signaling noch zu erforschen ist [114, 128, 140, 214].
1.2. SPEZIFISCHER IL-11 TRANS-SIGNALING SGP130FC INHIBITOR

Um die physiologische Bedeutung von IL-11 Trans-signaling zu untersuchen, ist
neben der Induktion der Signaltransduktion durch das Hyper-IL-11 auch eine spezifische IL-
11 Trans-signaling-Blockade  notwendig. Eine  Charakterisierung der relevanten
Interaktionsflichen von sgpl30 zu den IL-11/IL-11Ra Komponenten bei gleichzeitiger
Diskriminierung der IL-6/sIL-6Ra Komponenten ermdglicht die Identifizierung bestimmter
Aminoséuren, die als Kandidaten fiir Mutationsuntersuchungen hervorstechen. Eine Analyse
der 2xgp130:2xIL-6:2xsIL-6Ra Struktur im Vergleich zum 2xgp130:2xIL-11:2xsIL-11Ra
Komplex zeigte -einzigartige Interaktionsflichen von gpl130, die in Abbildung 6
hervorgehoben sind [153, 215].

(9B) 10 20 30 (9C) 40 50
ELLDPCGYIS PESPVVQLHS NFTAVCVLKE K_CM-DYFHVNA NY IVWKTNHE
60 70 80 90 (9A) 100
TIPKEQYTIT NRTASSVTEFT DIASLNISLF CRILTESOLE ONVYSIFIIS
110 (7A)120 130 140 150
GLPPEKPKNL SCIVNEGKKM RCEWDGGRET HLETNFTLKS EWATHKEADC .
site
160 170 (7B) 180 190 (7B)200  site Illa
KAKRDTPTSC TVD IEVAVEAEN ALGKVTSDHI NFDPVYKVKP . .
Site
210 220 230 240 250

NPPHNLSVIN SEELSSHLEKL TWINPSIK ITLKYNIQYR TKDASTWSQI

(8B)260 270 280 290 300
PPEBTASTRS SHFVODLKPE TEYVFRIRCM KEDGKGYWSD WSEEASGITY

Abbildung 6: Aminosdurensequenz der D1-D3 von gp130 mit farblich gekennzeichneten site II und site I1I bei IL-6/sIL-6Ra.
Durchgestrichene Aminosduren sind wichtig fiir die Interaktion der site II und site III fiir IL-11/sIL-11Ro. Fett gedruckte und
unterstrichene Aminosduren sind relevant filir IL-6/sIL-6Ra und kdnnten substituiert werden. Bereiche mit geklammerten
Zahlen (9B), .., (8D) sind in Abbildung 7, 8 und 9 als Strukturmodelle dargestellt.
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IL-11 bildet mit site Ila im Gegensatz zu IL-6 eine groBere Interaktionsfliche mit
hauptsichlich ionischen Wechselwirkungen zu gp130. IL-11 interagiert mit der site Ila {liber
vier Arginine (R111, R114, R117, R118) durch eine hydrophobe Tasche (V167, W142, Y168
und T166) zur D2-3 Domine (Abbildung 7Ai). In der site 1la von IL-6 ist jedoch kein
Arginin konserviert. Dazu dominieren in der site Ila von IL-6 weniger hydrophobe
Aminosduren als bei IL-11. Allerdings geht E110 von IL-6 eine einzigartige elektrostatische
Bindung mit G117, K118 und K119 von gp130 ein, die im IL-11 Komplex nicht existiert und
Mutationen konnten daher diese starke Bindung auflésen (Abbildung 7Aii).

gn130  (A)ii 2p130 gp130 (B)ii gp130

16

/IL-6 ‘ i
" Sitella \ Site Ila Site Ila Site Ila

Abbildung 7: Gegeniiberstellung der site Ila Interaktionen (schwarze Verbindungen) von IL-11/sIL-11Ra Komplex (PDB:
8DPU) und IL-6/sIL-6Ra (PDB: 1P9M). (A)(i) Site Ila Interaktion von IL-11 mit gpl130 im Komplex. (ii) Zusitzliche
ionische Bindung der site Ila von IL-6 mit gp130 im Komplex (fett gedruckt). (B)(i) Site Ila Interaktion von IL-11 mit gp130
im Komplex. (ii) Zusédtzliche Interaktionen der site Ila von IL-6 mit gp130 im Komplex (fett gedruckt).

Der Bereich 164-171 von gpl130 interagiert mit sife Ila von IL-6 und IL-11. Dabei
bildet D193 und Y196 eine hydrophobe Bindung mit IL-6 (L19) und F169 von gp130 n-
Kationen mit R24 von IL-6. Insbesondere F169 ist essentiell fiir die Aktivitdt anderer
Mitglieder der IL-6 Familie und eine Mutation reduziert die Aktivitdt anderer IL-6
Familienmitglieder [216]. F169 von gp130 bildet eine hydrophobe Wechselwirkung mit L.23
und L24 von IL-11 (Abbildung 7Bi). Mutationen von N171 (Wasserstoffbriicke zu R24 von
IL-6) oder D193 und Y196 (L19 von IL-6) konntten jedoch die Affinitit zu IL-6/sIL-6Ra
verringern (Abbildung 7Bii).

Die site IIb von sIL-11Ra bildet zehn ionische Wechselwirkungen mit der D3 Doméne
von gpl30, widhrend der sIL-6Ra Komplex lediglich flinf ionische Wechselwirkungen
aufweist. R213 von sIL-11Ra bildet eine Salzbriicke mit E253 von gp130 (Abbildung 8Ai).
E253 von gp130 interagiert ebenfalls mit W214 im IL-6Ra Komplex (Abbildung 8Aii) [215,
217]. Generell zeigen beide Komplexe dhnliche Interaktionspartner tliber site IIb vor allem im
Bereich 250-265 von gpl30 auf, wie Mori und Kollegen im HDX-MS Experiment
zeigten [218]. AuBerdem bildet das R259 von gpl30 eine Salzbriicke zu beiden
Rezeptorkomplexen (sIL-6Ra: D262 und sIL-11Ra: D260) [215, 217]. Die humane R281Q
Mutation (R259 in Abbdildung 8Aii) in der sgpl30"™YRFc Variante behilt jedoch die
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Affinitdit zum IL-6 Rezeptorkomplex bei und verliert die Bindung zum IL-11
Rezeptorkomplex. Dabei konnte der Austausch zu einer polaren Aminosdure (R281Q) zu
einer AbstoBung der polaren Aminosduren (Y238, T259, D260) des IL-11Ra fiihren, wihrend
weiterhin die ionische Bindungstasche des IL-6Ra iiber H261 und D262 gebildet wird [149,
217]. S257 konnte mutiert werden, da es mit sIL-6Ra iiber W249, K252 und H261
Wasserstoffbriicken bildet, sIL-11Ra hingegen nicht (Abbdildung 8B). Dieses S257
entspricht der Mutation von S2791 (Variante II) bei Tenhumberg und Kollegen. Es reduzierte
die Inhibition von IL-6/sIL-6Ra um 60% und konnte daher auf Interaktion mit IL-11/sIL-
11Ra untersucht werden [150].
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! \I‘ e /// 4
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Abbildung 8: Gegeniiberstellung der site IIb (schwarze Verbindungen) von IL-11/IL-11Ro Komplex (PDB: 8DPU) und IL-
6/sIL-6Ra (PDB: 1P9M). (A) lonische Interaktion site IIb von (i) sIL-11Ra mit gp130 im Komplex und (ii) sIL-6Ro mit
gp130 im Komplex. (B) Wasserstoffbriicken zu S257 in sife IIb (i) von sIL-11Ra mit gp130 und (ii) von sIL-6Ra mit gp130.

Beide Komplexe interagieren iiber site III mit dem Bereich 87-95 von gp130 [215,
218]. Dabei bildet site III mit der D1 Domine eines zweiten gpl30 einen Komplex. Im
Gegensatz zur site Il unterscheiden sich die interagierenden Aminosduren der site Illa am
starksten zwischen den Rezeptorkomplexen. Beide Rezeptorkomplexe bilden eine
Interaktionsflache iiber site IIIb mit dem Bereich 86-91 von gp130. Eine ionische Interaktion
ist zwischen sIL-11Ra-R184 mit Q88 von gp130 und eine hydrophobe von L185 zu F86 von
gp130 (Abbildung 9Ai). sIL-6Ra hat hingegen hydrophobe Interaktionen (F134, F168 und
T188) zu L89 und Q91 von gpl30, welche hervorgehoben sind (Abbildung 9Aii).
Bemerkenswert ist, dass vor allem der N-Terminus trunkiert und markierte Aminosiuren im
Bereich 31-37 von gp130 verdndert werden konnten. N-terminal interagiert gp130 zusétzlich
mit dem IL-6/sIL-6Ra Komplex iiber site Illa vor allem iiber hydrophobe Interaktionen,
wihrend der N-Terminus von gpl130 bis auf P5 mit dem IL-11/sIL-11Ra Komplex keine
Interaktionen aufweist (Abbildung 9B) [215]. Zudem weist der IL-6/sIL-6Ra Komplex in
site III eine zusétzliche Interaktionsfliche mit dem Bereich 31-37 von gp130 auf, die fiir den
IL-11/sIL-11Ra Komplex nicht relevant zu sein scheint [215, 218]. lonische Interaktionen
zwischen IL-6 (E59) und gp130 (K31 und C32) bilden starke Interaktionspartner. Zudem hat

VI-99



sIL-6Ra hydrophobe (P138-Y35 von gpl130, L57-F36 von gp130) und ionische (R132-H37
von gp130) Interaktionen (Abbildung 9C).
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Abbildung 9: Site I1I Interaktionen (schwarze Verbindungen) von IL-11/sIL-11Ra Komplex (PDB: 8DPU) und IL-6/sIL-6Ra
(PDB: 1P9M). (A) Site 1lIb Interaktion iiber (i) ionische und hydrophobe Aminosduren von sIL-11Ra zu gpl30. (ii)
Hydrophobe Interaktion von sIL-6Ra mit gp130 im Komplex. (B) Site Illa N-terminale Interaktion von gp130 mit (i) sIL-
11Ra und (ii) sIL-6Ra mit zusdtzlicher hydrophober Tasche. (C) Der Bereich 31-37 von gp130 geht (i) keine Interaktion mit
sIL-11Ra ein, wéhrend mit (ii) [L-6/sIL-6Ra starke hydrophobe und ionische Bindungen zu sehen sind.

Alternativ kann analog zu VHH6 eine VHH Isolation und Charakterisierung nach
Immunisierung eines Lamas mit Hyper-IL-11 erfolgen [152]. Dabei kann der VHH6 im
cs130Fc durch den VHH gegen Hyper-IL-11 ausgetauscht werden, um die Spezifitdt zu IL-11
Trans-signaling zu erhéhen. Denn derzeit existieren weder VHH noch single-chain variable
fragment (scFv) Varianten gegen den IL-11/sIL-11Ra Komplex.

Mit der Identifizierung der proteolytischen Spaltung von membrangebundenem IL-
11Ra wird das Gesamtbild des IL-11 Signalwegs komplexer. Die Aufkldrung, welche
Prozesse durch klassisches und/oder Trans-signaling von IL-11 gesteuert werden, steht erst
am Anfang [148]. Dennoch konnte die Entwicklung spezifischer IL-11 Inhibitoren, die
zwischen klassischem und Trans-signaling unterscheiden konnen, eine Untersuchung der
physiologischen Bedeutung des IL-11 Trans-signaling ermdglichen und die Bedeutung bei
entziindlichen Erkrankungen, Fibrose und Krebs erleuchten [59, 148]. In préklinischen
Mausmodellen konnte in Anlehnung an IL-6 Trans-signaling die Auswirkung der Blockade

von IL-11 Trans-signaling und dessen Bedeutung in der Physiologie und Pathologie
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untersucht werden, da gegenwértig 10sliche Rezeptoren als prognostische Biomarker und

therapeutische Targets bei pathologischen Prozessen beteiligt sind [145, 146].
1.3. ENTWICKLUNG BISPEZIFISCHER CS130FC VARIANTEN

Der Einfluss des IL-6 Trans-signalings bei chronischen Autoimmunerkrankungen
wurde intensiv studiert [S0]. Dabei hat sich das Fusionsprotein sgpl130Fc nicht nur als
niitzliches Werkzeug in der Forschung etabliert, sondern auch in klinischen Studien bei
Patienten mit UC seine Wirksamkeit unter Beweis gestellt [135, 219].

Ziel dieses Projektes war die Entwicklung von cs130Fc zum bispezifischen Molekiil
um einen kombinatorischen Vorteil durch die gleichzeitige Hemmung von Zytokinen zu
erzielen. Hierfiir wurde das cs130Fc mit einem VHH gegen TNF ergidnzt und als cs130-
TNFVHHEC bezeichnet [156, 210]. Zusitzlich wurde ein VHH, welcher sich gegen das p40 im
IL-12 und IL-23 richtet, in das cs130Fc eingebracht (cs130-IL-12/23VHHFc) [159]. Diese
Inhibitoren wurden rekombinant in einem eukaryotischen Zellsystem exprimiert, mittels
Affinitidtschromatographie gereinigt und in zellbasierten Proliferationsexperimenten auf ihre
Funktionalitdt untersucht (Abbildung Publikation 1). Die bispezifischen Inhibitoren konnten
aufgrund der Schliisselkomponenten TNF, IL-12, IL-23 und IL-6 Trans-signaling bei CED
oder RA ihre Anwendung finden. Die Pathologie von TNF und IL-12 bzw. IL-23 bei CED
und RA wird im dem Zuge diskutiert und weitere interessante Targets werden vorgestellt.

Die bispezifischen Homodimere wurden auf der Basis des Inhibitors cs130Fc
generiert. Dabei besteht das cs130 aus den zytokinbindenden Doménen D1-3, die mit geringer
Affinitdt an den IL-6 Trans-signaling-Komplex aus IL-6 und sIL-6Ra binden [137, 138]. Die
Fusion mit einem VHH6, der zunichst nicht neutralisierend an den IL-6/sIL-6Ra Komplex
bindet, erhoht die Affinitdt zum IL-6/sIL-6Ra Komplex und senkt gleichzeitig die Affinitét
zum IL-11 Trans-signaling [138, 152]. Der Fc-Tag eines IgGl Antikorpers erhoht die
Hemmkapazitdt durch Avidititseffekte und ermoglicht eine Affinitdtschromatographie
basierte Reinigung, die auch bei therapeutischen Antikdrpern angewendet wird [220]. Die
Erweiterung zum bispezifischen Inhibitor wurde durch eine Fusion eines antagonistischen
VHH gegen TNF oder die p40 Domine in IL-12/IL-23 zwischen der c¢s130- und der Fc-
Domine erreicht [158, 159].

Die zellbasierten Proliferationsexperimente zeigten die neutralisierende Wirkung der
bispezifischen Fusionsproteine gegeniiber IL-6 Trans-signaling, der TNF-induzierten
Apoptose und der IL-12/IL-23 Signaltransduktion. Die Komponente 1L-12/23VHH in der
cs130Fc Variante inhibierte mit der gleichen 1Cso wie IL-12/23VHHFc. Zusitzlich wurde die
gleichzeitige Inhibition der HIL-23 und IL-6 Trans-signaling induzierten Proliferation mit
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cs130-IL-12/23VHHFc gezeigt. Das ¢s130-TNFYHHFc blockierte die Zytokine gleichzeitig ohne
die einzelnen Doménen in ihrer Inhibition zu beeinflussen, da die ICso unverindert blieb. Die
Western Blot Analysen zeigten, dass die Erweiterung von cs130Fc mit weiteren VHH die
Inhibition im Vergleich zu cs130Fc nicht beeinflusste [138, 155, 156]. Dies wurde mit einer
Oberfldchenplasmonenresonanzspektroskopie (surface plasmon resonance, SPR) bestitigt.

Interventionen in die IL-6 Signaltransduktion richten sich als komplette Blockade
gegen den IL-6R oder gegen das IL-6 selbst. Der IL-6Ra-mAb Tocilizumab ist bei
verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen und Symptomen zugelassen, wihrend
Siltuximab als IL-6 Inhibitor bei der multizentrischen Castleman-Krankheit genehmigt
i1st [96]. Angesichts der wichtigen Rolle des klassischen Signalwegs von IL-6 in der
epithelialen Homoostase hat dessen Inhibition kontraproduktive Effekte bei Erkrankungen mit
Storungen der epithelialen Barrierefunktion, wie Psoriasis oder Morbus Crohn (CD) [221].
Dariiber hinaus wurde die Behandlung von CED-Patienten mit Tocilizumab in einer
klinischen Phase-II-Studie aufgrund von Nebenwirkungen, einschlieBlich gastrointestinaler
Ulzera und gastrointestinaler Perforation, abgebrochen [113, 134, 222].

Die sgpl130 Varianten sind potente IL-6 Trans-signaling Inhibitoren und haben bei
physiologischen  Serumkonzentrationen  keinen  Einfluss auf die  klassische
Signaltransduktion [139]. Hohere Konzentrationen der monomeren Variante wurden im Blut
gemessen, erreichen aber nicht die deutlich hoheren Konzentrationen von sgp130Fc, die in
vitro zur Hemmung der klassischen Signaltransduktion erforderlich sind [80, 84, 118, 139]. In
einer klinischen Studie der Phase II bei Patienten mit UC wurde bei einer Dosis von 600 mg
sgpl30Fc eine verbesserte Wundheilung der Mukosa und eine erhohte Remissionsrate
beobachtet [132, 219]. Ein Vorteil der bispezifischen cs130Fc Varianten ist somit, dass die
Inhibition des IL-6 Trans-signalings gegeniiber der Inhibition des kompletten IL-6
Signalwegs durch IL-6Ra-mAb bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen mit Stérung der
epithelialen Barrierefunktion iiberlegen sein konnte.

VHH, die die Aktivitit von TNF und IL-12/IL-23 blockieren, wurden fiir die
kombinatorische Inhibition mit IL-6 Trans-signaling ausgewéhlt, da therapeutische
Antikorper gegen diese Targets in Monotherapien fiir chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen zugelassen sind [45]. TNF-mAbs, darunter Adalimumab, Infliximab,
Certolizumab und Golimumab, werden als Goldstandard bei UC und CD eingesetzt [45]. Der

FVHH

hier verwendete TN ist Teil von Ozoralizumab, einem humanisierten Fusionsprotein aus

FVHH

zwei verschiedenen TN und einem VHH gegen Serumalbumin, um durch die Bindung an

Serumalbumin die Serumhalbwertszeit zu erhohen [210]. Ozoralizumab hat seine
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Wirksamkeit in zwei klinischen Studien der Phase III bei RA gezeigt (OHZORA- und
NATSURA-Studie) und ist seit 2022 in Japan zugelassen [210, 223].

TNF wurde als erster Schliisselfaktor in der Pathogenese entziindlicher Erkrankungen
identifiziert. Etanercept und Infliximab eroffneten 1998 mit der Zulassung als TNF
Inhibitoren eine neue Therapiestrategie als erste Biologika bei RA als Alternative zu den
Glukokortikoiden, nichtsteroidalen Antirheumatika oder Immunsuppressiva [224]. Die
Wirksamkeit einer Therapie mit TNF Hemmung ist jedoch begrenzt, da die Patienten
entweder nicht darauf ansprechen oder eine Toleranz entwickeln [224]. Neben des
therapeutischen Potenzials der TNF Inhibition wurde vermutet, dass verschiedene chronisch-
entzlindliche Erkrankungen eine gemeinsame Pathophysiologie aufweisen und weitere
Interventionen im Zytokinnetzwerk die Therapiestrategien grundlegend verdndern konnten.
Priklinische Studien bestétigen die klinische Relevanz verschiedener Zytokine, wie IL-1, IL-
6, IL-17, IL-23, B-Lymphozyten-Stimulator, Interferon (IFN)-o Rezeptoren, Zell-
oberflichenmarker, kostimulatorische Molekiile und Signalwege [221, 224]. Es wurden
Strategien zur Entwicklung bispezifischer Antikérper verfolgt, um mehrere Schliisselfaktoren
des Zytokinnetzwerks zu blockieren und so die klinische Wirksamkeit von
Antikorpertherapien zu verbessern [224, 225].

Therapieansidtze zur Behandlung von mittelschweren bis schweren CD sind mAbs,
Immunmodulatoren, Kombinationstherapien oder chirurgische Eingriffe. Derzeit sind vier
Klassen von Biologika zugelassen: TNF (Adalimumab, Certolizumab, Golimumab,
Infliximab), Integrinantagonisten (Natalizumab, Vedolizumab), p40 Untereinheit von IL-12
und IL -23 (Ustekinumab) und p19 Untereinheit von IL-23 (Risankizumab, Mirikizumab)
[226, 227]. Ustekinumab richtet sich gegen die p40 Untereinheit von IL-23 und IL-12 und
wird zur Behandlung von Psoriasis, Psoriasis-Arthritis, UC und CD eingesetzt, wihrend
Risankizumab als alternativer p19 Inhibitor seit 2022 zur Behandlung von CD zugelassen ist.
Mirikizumab ist seit 2023 als zweiter IL-23 spezifischer mAb zur Behandlung der UC
zugelassen [227]. Eine Studie mit Guselkumab befindet sich derzeit in der dritten Phase zur
Behandlung von Patienten mit CD (GALAXI, NCT03466411) und UC (QUASAR,
NCT04033445) [226].

Die Behandlung mit Immunsuppressiva und Infliximab als TNF-mAb zeigt einen
synergistischen Effekt bei Patienten mit CED oder RA, die mit einer Monotherapie keine
Remission erreichen [228, 229]. Aktuelle klinische Studien befassen sich mit dualen
Therapien mit zwei Biologika bei CED, da synergistische, tiberlappende oder komplementére

Effekte beobachtet wurden [230]. In kleinen Kohorten wurden 83% der Patienten mit einer
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Kombination aus Ustekinumab, TNF-mAb oder beiden in Kombination untersucht [230].
Davon erreichten 73% der Patienten eine klinische Remission mit einer 67%igen Reduktion
der Steroidmedikation [231]. Die bisherigen Beobachtungen aus case reports und case studies
deuten darauf hin, dass eine duale Therapie bei CED-Patienten, die auf eine Monotherapie
refraktir sind, zu einer klinischen Verbesserung fiihrt. Dariiber hinaus hat der Erfolg
bispezifischer Antikorper (bsAbs) fiir therapeutische Zwecke in den letzten Jahren neue
Strategien fiir chronisch-entziindliche Immunerkrankungen eréffnet [232].

Mehr als 100 bsAbs befinden sich in klinischen Studien gegen Tumore [233]. Die
meisten dieser bsAbs rekrutieren Effektorzellen, um Tumorzellen anzugreifen, indem der
bsAbs zunichst eine Antigenbindungsstelle auf Tumoren bindet und gleichzeitig durch die
Bindung an einen T-Zell-spezifischen (Co-)Rezeptor T-Zellen rekrutiert und aktiviert. Eine
neue klinische Anwendung von bsAbs erstreckt sich auch auf chronische, autoimmune und
neurodegenerative Erkrankungen [225]. Im Jahr 2020 befanden sich 12 bsAbs in frithen
klinischen Studien zu chronisch-entziindlichen Erkrankungen, wie zum Beispiel UC oder RA.
Dabei haben bsAbs im Gegensatz zu mAbs den Vorteil, dass sie mit einem Molekiil die
Signaltransduktion verschiedener Zytokine inhibieren [44]. Inflammatorische Prozesse, die
durch TNF, IL-17, IL-1, IL-4 oder IL-13 induziert werden, sollen durch bsAbs iiber
verschiedene Signalwege unterdriickt werden um die komplexe und heterogene Erkrankung
effektiver zu behandeln [225]. So zeigen experimentelle Mausmodelle fiir Kolitis, RA und
allergisches Asthma einen synergistischen Effekt bei gleichzeitiger Inhibition von IL-6Ra und
TNF [71, 234-236]. In einer Studie (REBONE) mit RA-Patienten hatte eine duale
Behandlung gegen TNF und IL-6Ra einen positiven Effekt auf die Reparatur von
Knochenerosionen, was die Wirksamkeit einer simultanen Inhibition von IL-6 und TNF bei
RA unterstiitzt [229]. Entsprechend konnte das ¢s130-TNFYHHFc einen synergistischen Effekt
bei RA zeigen, da die proinflammatorischen Biomarker IL-6, sIL-6Ra und TNF nachweislich
einen Einfluss auf den Verlauf der RA haben [221]. Somit hat das cs130-TNFYHHFc das
Potential, ein wirksamer Inhibitor bei rheumatischen Erkrankungen zu sein [237].

Die globale Inhibition von IL-6 mit TNF kann bei CED mit dieser Strategie nicht
verfolgt werden, da eine Behandlung mit IL-6Ro-mAb in klinischen Studien aufgrund
intestinaler Perforationen versagte [116]. Zugelassene mAb Therapien bei CED erzielen durch
eine Inhibition von TNF oder IL-12/IL-23 eine Remission bei CED-Patienten, wiahrend
Olamkicept in einer klinischen Phase II-Studie ohne gastrointestinale Nebenwirkungen
wirksam war [52, 135]. Somit kénnten die beiden Inhibitoren cs130-TNFY"HEFc und cs130-1L-

12/23VHHEC einen kombinatorischen Vorteil bei CED-Erkrankungen bieten.
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1.4. POTENTIELLE KANDIDATEN FUR DIE ERWEITERUNG VON CS130FC

Das Zytokinnetzwerk induziert proinflammatorische und gewebeschidigende
Mediatoren im Synovium von RA-Patienten [238]. Die Mediatoren TNF und IL-6 zeigen eine
Schliisselfunktion in der Leukozytenaktivierung, MMP-Produktion, Angiogenese bei der
Inititerung und Progression der RA-Pathogenese, die durch zugelassene Biologika gehemmt
werden [238]. Andere downstream Akteure wie IL-17 oder IL-1 wurden in klinischen Studien
aufgrund geringer Wirksamkeit nicht weiterverfolgt [239]. Im Folgenden werden Kandidaten
fiir eine potentielle bispezifische Inhibition vorgestellt, die im Kontext chronisch-
entziindlicher Erkrankungen einen kombinatorischen Vorteil mit der IL-6 Trans-signaling-
Blockade haben konnten.

IFN-y: Tul Zellen sekretieren IFN-y nach Aktivierung durch antigenprisentierende
Makrophagen oder andere antigenprésentierende Zellen (APC) und zeichnen sich durch ihre
immunstimulierende Wirkung aus [240]. Die Effekte von IFN-y sind komplex und pleiotrop,
da proinflammatorische Signale inhibiert oder starke Entziindungsprozesse induziert werden
konnen [240]. Lymphozyten sekretieren IFN-y in der Lamina propria von Patienten mit
CD [232]. Eine Schliisselrolle wurde IFN-y in einem Mausmodell der Kolitis zugeschrieben,
da ein T-Zelltransfer mit einem IFN-y-Knockout aufgrund einer Unterdriickung der Tul
Zelldifferenzierung zu keiner Pathogenese fiihrte [241, 242]. Dariiber hinaus sprachen
Patienten mit CD in einer klinischen Studie auf die Behandlung mit einem IFN-y-mAb
an [243].

OSM: OSM st in entziindeten Kolonldsionen bei Patienten mit aktiver CED erhoht,
was zundchst zu der Annahme fiihrte, dass OSM zum Aufbau der intestinalen Epithelbarriere
beitragt [244]. Im Mausmodell der induzierten Kolitis verbesserte OSM die
Pathophysiologie [245, 246]. Nicht-synonyme single nucleotide polymorphism (SNP) im
OSM- oder OSMRB-Lokus erhohen jedoch das Risiko fiir CED, da eine daraus resultierende
hohere Affinitit von OSMRB zu OSM im Kolon mit einer schlechteren Prognose assoziiert
ist [246, 247]. AuBerdem wurde eine Korrelation zwischen erhohter OSM-Expression im
entziindeten Gewebe und dem Versagen einer TNF-mAb-Therapie bei CED-Patienten
beobachtet [247]. Ein Knockout Mausmodell und die medikamentése Blockade von OSM
reduzierten signifikant eine anti-TNF resistente Kolitis. Diese priklinische Daten deuten
darauf hin, dass die Hemmung von OSM eine therapeutische Strategie fiir CED sein
konnte [44].

LIF: In zwei Kolitis-induzierten Mausmodellen und in Patienten mit UC wurde eine

erhohte Expression von LIF beobachtet [248-250]. Die Funktion von LIF wurde jedoch nicht
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geklart. Ein weiteres Mausmodell mit Kolitis-induzierter Entziindung zeigte, dass LIF von
intestinalen Epithelzellen sezeniert wird [251]. Die intestinale Entziindung wurde durch eine
Gabe von LIF reduziert, indem die Tul7 Differenzierung unterdriickt und die Proliferation der
intestinalen Epithelzellen gefordert wurde. Bis auf eine Publikation ist die Rolle von LIF bei
CED weitgehend ungeklart, so dass die Funktion von LIF durch einen Inhibitor untersucht
werden konnte [251].

IL-11: Eine deregulierte gp130 Signaltransduktion fiihrt zur Hyperaktivierung von
STAT3 und damit zu gastrointestinalen, kolorektalen, und Pankreaskarzinomen [142, 252,
253]. Bei der Entstehung und Progression dieser inflammationsassoziierten Tumoren spielen
IL-6 und IL-11 eine wichtige Rolle. Wihrend eine Uberexpression von IL-11 zu Tumoren
fiihrt, sind Méuse mit einem IL-11Ra Knockout nicht davon betroffen [254]. Dariiber hinaus
zeigen Patientenbiopsien von Magenkarzinomen eine erhdhte IL-11, IL-11Ra Expression und
eine STAT3 Hyperaktivierung [255]. CED-Patienten zeigen ebenfalls erhohte IL-11 Level
von inflammatorischen Stromazellen in der entziindeten Mukosa und sprechen nicht auf anti-
TNF Therapien an [256]. Priklinische Studien in CED-induzierten Mausmodellen zeigen,
dass eine Behandlung mit IL-11 zwar positive Effekte hat, das von der Mukosa sekretiertes
IL-11 jedoch die Pathogenese induziert [257, 258]. Trotz kontroverser Hypothesen im Bereich
der IL-11 Forschung konnte IL-11, insbesondere die Rolle des IL-11 Trans-signalings, ein
Kandidat fiir die Evaluation einer therapeutischen Blockade sein [44, 52].

Erste duale Kombinationstherapien mit bsAbs zeigten Wirksamkeit in experimentellen
Mausmodellen der RA. bsAbs kombinierten die Inhibition von IL-17 und TNF, IL-17A und
IL-6, IL-17A und IL-23, IL-23 und TNF und zeigten einen synergistischen Vorteil bei der
Modulation inflammatorischer Mechanismen [235, 259-261]. Einige Monotherapien gegen
IL-17 wie Brodalumab, Secukinumab, Ixekizumab, Bimekizumab zeigten in klinischen
Studien bei RA keine Wirksamkeit und wurden daher nicht weiter verfolgt [238]. Trotz
kombinatorischer Effekte in préklinischen Studien hatte die gleichzeitige Blockade von IL-17
und TNF durch Remtolumab in der zweiten klinischen Studie bei RA und Psoriasis-Arthritis
keine erhohte Wirksamkeit gegeniiber Adalimumab [262, 263]. Diese klinische Studie zeigt,
dass nicht alle bsAbs eine synergistische Wirksamkeit wie in préiklinischen Studien
aufweisen. Dennoch sind die klinischen Daten dieser bsAbs von grofem Wert fiir das
Verstindnis der pathologischen Rolle von inflammatorischen Mediatoren bei
Autoimmunerkrankungen. Diese neuartigen Molekiile stellen die nédchste Generation
therapeutischer Optionen dar, da Behandlungen von Autoimmunerkrankungen mit einer

dualen Therapie im Vergleich zu Monotherapien erste Effekte zeigen [225].
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Dementsprechend konnten sowohl bsAbs als auch die cs130Fc Varianten durch die Inhibition

unterschiedlicher Signalwege einen verbesserten Therapieerfolg erzielen.
1.5. INHIBITION VON IL-6 TRANS-SIGNALING UND SARS-CoOV-2 MIT C19s130FC

Die Infektion und Vermehrung von SARS-CoV-2 erfolgt in der Lunge [264]. Infizierte
Epithelzellen und Lungenkapillaren fiihren zu einer massiven Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, TNF, IL-1B und Chemokinen. Dies fiihrt zur
Infiltration von Neutrophilen und Makrophagen, die eine Funktionsstérung der
alveolarkapilldren Barriere verursachen [264, 265]. Die Akkumulation von Immunzellen am
Entziindungsort verstirkt die Immunantwort, wihrend andere Organe vom Virus befallen
werden und es zu einer liberschieBenden Immunreaktion im Sinne eines Zytokinsturms
kommt. Der Zytokinsturm verursacht schwere Infektionen und Multiorganversagen [177].

IL-6 wird als Reaktion auf Infektionen und Gewebeschdden ausgeschiittet und weist
einen komplexen Mechanismus auf, da die Signaltransduktion iiber verschiedene Signalwege
vermittelt werden kann. In der klassischen Signaltransduktion bindet IL-6 den
membrangebunden IL-6Ra, der hauptsidchlich auf Hepatozyten und Immunzellen exprimiert
wird und induziert die Homodimerisierung von gp130 [47, 50].

Bei COVID-19 Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf wurden erhohte Spiegel
von sIL-6Ra gemessen [170]. Epithelzellen zeigen nach einer SARS-CoV-2 Infektion eine
erhohte ADAMI17 Aktivitdt, die wiederum die Menge an sIL-6Ra erhoht [170]. Dieser
Signalweg induziert entziindungsfordernde Prozesse (Abbildung Publikation 2). Neuere
Erkenntnisse beobachten eine Schliisselrolle des IL-6 Trans-signalings beim letalen Verlauf
von COVID-19 in Form einer iiberschieflenden Entziindungsreaktion,
Endothelzellaktivierung, Koagulation und Thrombose [265-267]. Das IL-6 Trans-signaling
aktiviert dysregulativ mikrovaskuldre Endothelzellen, was zur Infiltration von Immunzellen
fiihrt [57, 268]. Die Endothelaktivierung ist mit der Endotheliopathie bei COVID-19
assoziiert und spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese von ARDS und
Multiorganversagen [95, 268, 269]. Das IL-6 Trans-signaling induziert eine erhohte
Prokoagulanzienbildung, eine hepatozelluldre Fibrinogenexpression, die zu einer
nachfolgenden Leberschadigung fiihrt [95, 268]. In sinusoidalen Endothelzellen wurde die
durch IL-6 Trans-signaling vermittelte Erhohung der Gerinnungsfaktoren durch sgp130Fc
gehemmt [95].

Das Ziel dieses Projektes war die Entwicklung einer bispezifischen sgpl30Fc
Variante, die gleichzeitig eine Inhibition des Spike-Proteins von SARS-CoV-2 und des IL-6
Trans-signalings verfolgt. Dabei konnte die selektive Blockade des IL-6 Trans-signalings
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gegeniiber der globalen Blockade durch IL-6Ra-mAb einen vorteilhaften Mechanismus
beinhalten, da die Infektion bei einem schweren COVID-19 Verlauf weiterhin tber den
klassischen IL-6 Signalweg eliminiert wahrend der hyperinflammatorische Prozess reprimiert
werden kann.

Hierbei handelt es sich um einen bispezifischen Inhibitor, der aus einem l6slichen
Rezeptor und zwei VHH besteht, um gleichzeitig das IL-6 Trans-signaling und die Infektion
mit SARS-CoV-2 zu hemmen (Abbildung Publikation 2). Das sogennante c19s130Fc
erweiterte das Repertoire der bsAb als erstes Beispiel eines bispezifischen 16slichen
Zytokinrezeptors. Das ¢19s130Fc basiert auf dem oben beschriebenen cs130Fc
Molekiil [138]. Die Bispezifitit gegeniiber SARS-CoV-2 wurde durch die Fusion mit VHH72
erreicht [157]. Dieser neutralisierende VHH richtet sich gegen die receptor binding domain
des Spike-Proteins (S-RBD), verhindert die Bindung an hACE2 und damit die
Internalisierung von SARS-CoV-2 [266]. Das Fusionsprotein c¢19s130Fc wurde generiert,
indem VHH72 zwischen dem VHH6 und dem Fc-Anteil eines 1gG1 Antikorpers platziert
wurde. Mit Hilfe des Fc-Anteils konnte c¢19s130Fc gereinigt und die Dimerisierung
gewihrleistet werden, da die antagonistische Aktivitit von VHH72 auf seiner Dimerisierung
beruht [157].

Zusitzlich diente VHH72, fusioniert an den Fc-Anteil, als Kontrolle fiir die Inhibition
von SARS-CoV-2 mit c¢19s130Fc. Beide Proteine wurden rekombinant exprimiert und mit
Hilfe der Affinititschromatographie gereinigt. In zellbasierten Experimenten wurden die
Inhibitoren cs130Fc, c19s130Fc und VHH72Fc hinsichtlich des IL-6 Trans-signalings
untersucht. Dazu wurden die Einzelkomponenten IL-6 und sIL-6Ra in Anwesenheit der
Inhibitoren zu Ba/F3-gp130 Zellen gegeben und die Proliferation gemessen. Die Ba/F3-gp130
Zellen wachsen in Abhidngigkeit der IL-6 und sIL-6Ra Komponenten, da der
signaltransduzierende gpl130 Rezeptor ein STAT3-abhéngiges Wachstum vermittelt [138].
Die ICso von ¢19s130Fc (1,0 £ 0,3 nM) und cs130Fc (0,6 = 0,2 nM) zeigten eine potente
Hemmkapazitit, wihrend VHH72Fc das Wachstum iiber die IL-6 Signaltransduktion nicht
inhibierte [155].

Als néchstes wurde das Mal} der Bindung von c19s130Fc und VHH72Fc¢ zu S-RBD
von SARS-CoV-2 in einem zellbasierten Modellsystem mit viraler Infektion untersucht.
Hierfiir eigneten sich Vero-Zellen, die mit dem isolierten SARS-CoV-2 Virus fiir drei Tage in
Kultur gehalten und der zytopathische Effekt (CPE) gemessen wurde [270]. Der VHH72 in
VHH72Fc¢ und ¢19s130Fc bindet dabei die Schliisselkomponente S-RBD des SARS-CoV-2

Virus, die iiber ACE2 fiir den Zelleintritt interagiert, und verhinderte so die Infektion der
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Zellen. Ahnliche ICso Werte wurden fiir c19s130Fc (8,1 + 0,8nM) und VHH72Fc
(32,3 £ 18,6 nM) bestimmt. Virusinfizierte Vero-Zellen wurden mit einem anti-SARS-CoV-2-
Nukleokapsid mAb fiir die Immunfluoreszenz (IF) angefarbt, um die Blockade der Infektion
durch SARS-CoV-2 in Abhidngigkeit von c19s130Fc zu zeigen. Mit c19s130Fc und
VHH72Fc behandelte Vero-Zellen zeigten einen reduzierten Eintritt von SARS-CoV-2 mit
vergleichbaren ICso Werten (c19s130Fc: 15,1 + 3,7 nM; VHH72Fc: 20,7 + 1,6 nM), wéhrend
cs130Fc den Eintritt des Virus nicht verhindern konnte. Zusammenfassend sind die
Fusionsproteine in der Zellkultur stabil und konnen ihre Aktivitdt fiir mindestens 48 Stunden
aufrechterhalten. Ein limitierender Faktor dieser Studie ist, dass die gleichzeitige Blockade
durch das c19s130Fc nicht gezeigt wurde.

Das cs130Fc hat den Vorteil, dass die Hemmkapazitit der monomeren Variante cs130
mit einer reduzierten Molekiilmasse von 52 kDa im Vergleich zu den dimeren Varianten
unverdndert bleibt. Daher konnte die GroBe von c19s130Fc durch die Generierung einer
monomeren Variante ohne Fc-Anteil halbiert werden. Dafiir wird allerdings ein Austausch
von VHH72 mit einem anderen VHH gegen SARS-CoV-2 benétigt, dessen neutralisierende
Aktivitit nicht auf Dimerisierung beruht [157]. Da das SARS-CoV-2 Spike-Protein hACE2
fiir den viralen Zelleintritt bindet, konzentrieren sich prdventive Strategien auf die
Entwicklung therapeutischer Antikorper, die die Interaktion von S-RBD mit hACE2
unterbinden [271]. Aufgrund des enormen Bedarfs an therapeutischen Inhibitoren in der
Pandemie wurden hochaffine VHH entwickelt, die auf das c19s130Fc iibertragen werden
konnten [272].

Studien mit IL-6Ra-mAb wie Tocilizumab oder Sarilumab zeigen die Wirksamkeit
der Therapie durch die globale IL-6 Blockade [273]. Die Behandlung mit globalen IL-6
Blocker birgt ein erhohtes Infektionsrisiko, da der klassische IL-6 Signalweg zur viralen
Elimination inhibiert wird und somit die Viruslast ansteigen kann [94, 111, 274]. Rodriguez-
Herndndez und Kollegen zeigten in Studien mit fatalen COVID-19 Verlaufen, dass vor allem
Komponenten des IL-6 Trans-signalings mit dem Schweregrad und der Gewebeschidigung
zunahmen, wenn nicht ausreichend sgpl30 als Puffersystem zur Verfligung stand [84].
Dieselbe Gruppe zeigte auch in COVID-19 Mausmodellen, dass eine Infektion mit SARS-
CoV-2 das IL-6 Trans-signaling induziert und dadurch Endothelzellschidigung,
Kapillarentziindung und Thrombose ausldst [95, 170, 275]. Dabei wurde gezeigt, dass das IL-
6 Trans-signaling im proinflammatorischen Zustand bei COVID-19 Erkrankungen

pathologisch sein kann. Die Inhibition von IL-6 Trans-signaling mit sgp130Fc reduzierte
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signifikant Lungenschdden und Endotheliopathie im Mausmodell und verbesserte somit das
Uberleben [275].

Im frithen Verlauf der COVID-19 Erkrankung sind antivirale Antikérper wirksam
gegen den Viruseintritt [276]. In spéteren Stadien einer schweren COVID-19 Erkrankung sind
antivirale Antikorper nicht mehr wirksam, da der Organismus bereits infiziert ist. Es
entwickeln sich ein hyperinflammatorischer Zustand, Endothelzellaktivierung, Neutrophilie,
Multiorganschdden und respiratorische Insuffizienz. In diesem Stadium koénnen
immunsuppressive Therapien die Uberlebensrate erhdhen und den Bedarf an mechanischer
Sauerstoffzufuhr verringern [277]. Eine immunmodulatorische Behandlung verzogert jedoch
die Viruselimination [273, 278, 279]. Daher konnen immunmodulatorische und antivirale
Therapien kombiniert werden, um synergistische Effekte bei SARS-CoV-2-, Hepatitis-B- und
Influenza-Infektionen zu erzielen [280-282]. Theoretisch konnte c19s130Fc beide Stadien der
Infektion bei COVID-19-Patienten abdecken und somit einen Vorteil gegeniiber einer
Monotherapie bieten. Im frithen Stadium verhindert ¢19s130Fc eine unkontrollierte Infektion.
Sobald sich hyperinflammatorische Zustinde im spiteren Stadium entwickeln, hat ¢19s130Fc
zusitzlich das Potenzial diesen Zustand zu reduzieren, da es bereits systemisch vorhanden ist.
Somit koénnten bispezifische Inhibitoren wie c19s130Fc wihrend des Ubergangs vom friihen
zum spiten Stadium von COVID-19 einen Vorteil bieten. Die spezifische IL-6 Trans-
signaling Inhibition mit sgp130Fc oder ¢c19s130Fc konnte ein alternatives therapeutisches Ziel
zur globalen IL-6 Blockade darstellen. So kann die durch IL-6 Trans-signaling induzierte
Endotheliopathie mit nachfolgender Lungen- und Leberschidigung verhindert werden,
wihrend der klassische IL-6 Signalweg regenerative und viruseliminierende Prozesse
einleiten kann [55, 275].

Zusammenfassend zeigt c19s130Fc als erstes Mitglied einer neuen Klasse
bispezifischer Inhibitoren die multifunktionale Strategie, durch die Fusion mit einem weiteren
VHH mafigeschneiderte Funktionen zu kreieren. Dabei entsteht ein bispezifisches Molekiil,
das antivirale und immunmodulatorische Einheiten enthilt. Die Inhibition durch sgp130Fc
zeigte, dass es eine Alternative zur Behandlung von SARS-CoV-2 Komplikationen sein
konnte. Des Weiteren zeigte sgpl130Fc, dass das IL-6 Trans-signaling in der Pathogenese von
COVID-19 involviert ist [275]. Dariiber hinaus konnte die bispezifische Blockade mit
c19s130Fc neben der Inhibition des IL-6 Trans-signaling auch die virale Replikation und

damit die Viruslast und deren Folgeschdden reduzieren.
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2. WEITERENTWICKLUNG SYNTHETISCHER ZYTOKINREZEPTOREN

Die Féhigkeit, neue Funktionen fiir Zellen zu entwickeln, ist zu einer herausragenden
Aufgabe der biomedizinischen Forschung geworden und hat den Bereich der zellbasierten
Diagnostik und Therapie revolutioniert [185]. Ein Gebiet der synthetischen Biologie ist die
kontrollierte Regulation genetischer Netzwerke, die durch Signale ohne unspezifische
Hintergrundaktivitidt gesteuert werden konnen. Insbesondere synthetische Rezeptoren
ermoglichten die Entwicklung von Designerzellen, die Krankheitszustdnde verbessern sollen.
Die Entwicklung solcher genetischer Regulatoren im eukaryotischen System ermdglichte die
chimire Antigenrezeptor (CAR)-T-Zelltherapie zur gezielten Interaktion von T-Zellen bei
Bindung durch ein bestimmtes Antigen [185]. Durch das gezielte Intervenieren in das
Immunsystem kann diese Strategie verschiedene metabolische und autoimmune
Erkrankungen regulieren und eliminieren. Um die Spezifitit dieser therapeutischen
Anwendung weiter zu verbessern, werden stindig neue Schaltkreise zur kombinatorischen
Erkennung eingefiihrt und ausprobiert. Die Herausforderung besteht nach wie vor darin,
unspezifische Signale der synthetischen Rezeptoren zu reduzieren oder off-target Effekte zu

eliminieren [186].

2.1.DIE SYCYR-TECHNOLOGIE WIRD ZUR THERAPEUTISCHEN APPLIKATION

ANGEPASST

Die Technologie der synthetischen Rezeptoren aus dieser Arbeit basiert auf der
Synthetic Cytokine Receptor (SyCyR) Entwicklung von Engelowski und Kollegen [193]. Das
System ist modular aufgebaut und kann mit verschiedenen Rezeptoren versehen werden. Die
extrazellulire Doméne ist mit einem Nanobody gegen GFP oder mCherry mit einer TMD und
ICD des zu analysierenden Rezeptors fusioniert [193]. Diese Technologie kann {iber
synthetische Liganden, hier frei kombinierbare GFP oder mCherry Fusionsproteine,
spezifisch aktiviert werden. Vorherige Arbeiten beschiftigten sich mit dem SyCyR System
zur Untersuchung alternativer Rezeptorkomplexe oder SNP Aktivitdtsanalysen [193, 194,
196].

Eine davon war die effiziente, selektive und phinokopierende IL-23
Signaltransduktion des SyCyR Systems, die in einer detaillierten Analyse der
Signaltransduktionswege und Transkriptomprofile untersucht wurde [193, 194]. Die
synthetischen Liganden aktivierten spezifisch liber dimere GFP-mCherry Fusionproteine.
Eine klinische Anwendung zur gezielten Adressierung von CAR-T-Zellen ist langfristig

problematisch, da GFP oder mCherry als Antigene von der zelluldren Immunabwehr erkannt
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und humoral neutralisiert werden konnen [283]. Da vor allem GFP als Reportermolekiil zur
Genexpression und Proteinlokalisation in vivo und in situ eingesetzt wird, gibt es eine
Vielzahl von Publikationen mit intrazelluldr fluoreszierenden Reporterproteinen [283].
Allerdings beeinflussen die Fluoreszenzproteine kontextabhidngig endogene Signale in
Wachstum und Metabolismus, die bertiicksichtigt werden miissen [284, 285]. So untersuchten
Stripecke und Kollegen die Immunogenitit von intrazellulirem GFP in Tu Zellen, die
Zytotoxizitit und die  Gedichtnisantwort unter der  Beriicksichtigung des
Genexpressionssignals verdnderte [202]. Im immunkompetenten Mausmodell wurde eine
immuninduzierte Elimination von GFP {iber die T-Zellantwort gezeigt, die eine Applikation
von GFP in der klinischen Gentherapie ausschlieBt [283]. Die Immunogenitit bzw.
Zytotoxizitit von mCherry wurde sporadisch untersucht und befindet sich derzeit im
Anfangsstadium der Forschung [286]. Was eine mehrmalige Injektion von GFP oder mCherry
in regelmifigen Abstinden bei einer begleitenden T-Zellantwort bewirkt, wurde nach dem
aktuellen Kenntnisstand nicht untersucht [287].

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das SyCyR System auf extrazelluldrer Ebene
modifiziert, um langfristig eine Anwendung in der klinischen Therapie zu ermdoglichen.
Hierfiir soll ein zugelassener mAb als synthetischer Ligand zur Aktivierung der SyCyR-
Technologie im menschlichen Korper ohne Hintergrundaktivitit eingesetzt werden.
Dementsprechend fiel die Wahl auf die Reformation eines Antikdrper:anti-idiotypischen-
VHH Interaktionspaares. Ein Hauptmerkmal des mAbs war das Ziel nicht-humaner Epitope.
Dabei stehen Kandidaten gegen bakterielle oder virale Antigene zur Verfligung. Potentiell
konnen anti-idiotypische VHH gegen Palivizumab, Nirsevimab, Sotrovimab, Regdanvimab,
Imdevimab, Ansuvimab, REGN-EB3 (Atoltivimab, Maftivimab, Odesivimab) und
Raxibacumab entwickelt werden, aus denen eine groe Vielfalt synthetischer
Zytokinrezeptoren hervorgehen kann [198]. Da die Pharmakodynamik und Sicherheit von
Palivizumab mit seiner Zulassung seit 1998 am besten beschrieben ist, wurde dieser
humanisierte IgG1l Antikérper zur Immunisierung eines Lamas und Isolation anti-
idiotypischer VHH verwendet [203]. Beide in dieser Studie verwendeten Komponenten
konnten als nicht-immunogen angesehen werden, da als extrazelluldre Komponente der VHH
humanisiert werden kann, um die Immunogenitét zu reduzieren [288]. Generell werden VHH
bereits in diagnostischen und therapeutischen Anwendungen eingesetzt und sind
immunologisch sicher [288]. Bei den CARs handelt es sich ebenfalls um Fusionsproteine, die
aus einem extrazelluldren, nicht-natiirlichen single chain variable fragment (scFv) bestehen

und als klinisch sicher eingestuft werden [185].
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Mit der Yeast Display Technologie wurden in zwei Selektionsrunden vier anti-
idiotypische Nanobody (AIP1-4"V1) identifiziert, die Palivizumab mit niedriger Kp (< 4 nM)
binden. Die geringste Dissoziation zeigte AIP1V"H, welcher im kompetitiven ELISA einen
anti-idiotypischen Palivizumab-Antikorper (aiPalivizumab) in &quimolarem Verhiltnis
neutralisierte. AuBerdem wurde der anti-idiotype Charakter von AIPYHH im kompetitiven
ELISA nachgewiesen. Lediglich AIP4VHH neutralisierte die Signalstirke von aiPalivizumab
im kompetitiven ELISA nicht, was entweder auf die Dissoziationsrate oder die nicht

4VHH ynd aiPalivizumab zuriickzufiihren ist. Der

iiberlappende Epitopenbindung von AIP
Hintergrund dafiir wurde jedoch nicht weiterverfolgt [198]. Eine small angle X-ray scattering
(SAXS) Profilanalyse von AIP1YHH und Palivizumab identifizierte 4 Aminosduren in
AIP1VHH die mit der hypervariablen Region von Palivizumab interagierten. Im

4VHH war insbesondere Y101 einzigartig in AIP1VHH, Die

Multisequenzalignment von AIP1-
hochste Ubereinstimmung in den interagierenden Aminosiuren der AIPVHH wies AIP3VHH

auf, welcher auch in zellbasierten Analysen eine biologische Aktivitit zeigte.
2.2. DIE AIPYHHSYCYR SIND BIOLOGISCH AKTIV

Die AIP1-4VHH wurden iiber eine Rezeptorfusion der TMD und ICD zur Diversitit des
SyCyR Systems hinzugefiigt und retroviral in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert [195]. Die
Nanobodies GFPYH" oder mCherry¥V"™ wurden gegen AIP1-4VHH getauscht, um die
Signalweiterleitung iiber gp130 und Fas zu untersuchen (Abbildung Publikation 3). Die
Funktionalitdt und Spezifitit des SyCyR Systems wurde bereits gezeigt [193, 195]. Die
natiirliche IL-6 Signalweiterleitung basiert auf der Bindung von IL-6 an den IL-6Ra und
anschlieBend an den [-Rezeptor gpl130. Die Signaltransduktion erfolgt iiber die
Homodimerisierung von gpl130 und damit iiber die Aktivierung der gpl30-assoziierten
Januskinasen [49]. Diese phosphorylieren die Tyrosinreste des gpl30 Rezeptors, die
Signalmolekiile der Januskinase (JAK)/STAT-, mitogen-activated protein-kinase (MAPK)-
und Akt/Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)-Signalwege regulieren [49]. Ba/F3-gp130 Zellen
eignen sich fiir die Analyse der AIPYMHgp130 Aktivitit, da diese Zellen ausschlieBlich
zytokinabhéngig tiber die gp130 Homodimerisierung wachsen. Dementsprechend wurde die
Stimulation mit HIL-6 {iber endogenes gp130 als Vergleichsstudie herangezogen [195]. Die
Varianten der Ba/F3-gp130 Zellen wurden hinsichtlich ihrer Proliferation und
Signaltransduktionswege untersucht.

Selbst hohe Mengen von Palivizumab induzierten keine Proliferation oder
Signaltransduktion der Ba/F3-gp130-AIPVHtgp130 i{iber den JAK/STAT Signalweg.
Umfangreiche Studien zeigen, dass die Signalstirke eines dimeren Rezeptors von
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extrazelluldren Parametern wie der Ligandenaffinitit oder Halbwertszeit des Komplexes auf
der Zelloberfliche bestimmt wird [289]. Allerdings ist die Rolle topologischer Effekte im
Detail ungekldrt [290]. Um einen Zusammenhang zwischen der Topologie und der
aktivierenden Dimerisierung des gp130 Rezeptors zu untersuchen, wurde die Publikation zur
EpoR Dimerisierung herangezogen [290]. Mit Hilfe verschiedener Diabodies, die
unterschiedliche Distanzen beider Rezeptoren hervorrufen, wurde die Aktivierung der EpoR
hinsichtlich der Dimerisierung und seiner Signalaktivitidt untersucht. Die naive Bindung
mittels EPO zeigte die geringste Distanz der ECDs, wéhrend die agonistischen Diabodies eine
groBere Distanz von 127 bzw. 148 A zwischen den dimerisierten EpoR aufwiesen [290]. Die
hypervariablen Regionen von Palivizumab wurden mittels SAXS auf 146A

determiniert [198]. Eine Dimerisierung und Aktivierung iiber die AIPVHH

gp130 wire daher
plausibel. Moraga und Kollegen stellten jedoch fest, dass Distanz, Topologie oder eine
Kombination beider Faktoren fiir die Unterschiede in der Signaliibertragung zwischen den
alternativen Topologien der dimeren ECD von EpoR verantwortlich sind, die die relative
Ausrichtung und Néhe der JAKs intrazellulir beeinflussen [290]. Selbst geringfiligige
strukturelle Unterschiede in der relativen Orientierung des extrazelluliren Rezeptors, die
durch unterschiedliche Liganden induziert wurden, wurden in der Signalantwort differenziell
vermittelt [291, 292].

Um AIPYHHgp130 SyCyR durch eine Anderung der Orientierung oder Geometrie zu
aktivieren, kdnnten andere Antikorperklassen wie IgG4, IgA, IgD, IgE oder IgM untersucht
werden. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass diese Formate den groen Abstand bewahren
und optimale Dimerisierungsgeometrien verhindern. Im Falle der AIPYHHgp130 SyCyR waren
vermutlich die hypervariablen Regionen von Palivizumab mit 146 A zu weit voneinander
entfernt, um durch geometrische Umorientierung die Distanz der Dimere zu iiberbriicken. Erst
eine Kreuzvernetzung mit einem Fc-mAb im 12 molaren Uberschuss zu Palivizumab
induzierte eine dosisabhingige Proliferation von AIP1-3VMHgp130 und zeigte damit die
Funktionalitit des SyCyR Systems mit anderen VHH [198]. Da die Kreuzvernetzung mit zwei
synthetischen Liganden im in vivo Modell oder in der humanen Therapie ein Hindernis
darstellt und der anti-humane-Fc Antikorper sich gegen humane Antikoérper im Menschen
richtet, kann diese Art der Applikation in vivo nicht verfolgt werden.

Erst eine Reformatierung von Palivizumab zu scFvFc Fusionsproteinen in zwei
Orientierungen heavy chain-light chain (HL, P**"YHLFc) oder light chain-heavy chain (LH,
Ps"LHFc)) aktivierte die AIPY'"gp130 zur gpl30-induzierten Proliferation von Ba/F3-
gpl130 Zellen. Die Distanz der hypervariablen Regionen von P*"LHFc (90 A) oder

VI-114



P"HLFc (114 A) wurde durch Deletion der CH1 Doméne verkiirzt und mit AlphaFold zur
Veranschaulichung modelliert [293]. Die gp130 Signalweiterleitung mittels SyCyR erfolgte
erst nach Bindung der synthetischen Liganden ohne autonome Aktivierung. Der humanisierte
mAb Ustekinumab induzierte keine Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen mit AIP1-
4VHHgn130. Damit wurde die spezifische Aktivierung der AIPVHHSYCyR gezeigt.
Interessanterweise zeigten die AIPYHHgp130 SyCyR Varianten unterschiedliche
Aktivierungsmuster in  Abhingigkeit der P*®YFc¢ Liganden. AIP1YHHgp130 und
AIP3VMHgp130 induzierten in Anwesenheit von P*FLHFc eine effiziente dosisabhingige
Proliferation und Signaltransduktion der Ba/F3-gp130 Zellen. Im Gegensatz dazu wurden
Ba/F3-gp130 Zellen mit AIP2VH¥Hgp130 nur von P*"YHLFc¢ mit vergleichbarer Proliferation

und Signaltransduktion angeregt. Dabei unterscheiden sich die AIPVHH

gp130 Varianten nur in
den complementarity-determining regions (CDR) der AIPV"H, Die Anzahl der Aminoséuren
in der Juxtaposition, der TM und der ICD des gp130 Rezeptors wurde nicht verdndert [193,
195, 198]. Die Beobachtung, dass die spezifische Aktivierung von AIP2VHHgp130 allein
durch P**YHLFc reguliert wird, spricht fiir eine verinderte Topologie der Rezeptorkomplexe

im SyCyR System.

2.3. DIE ARCHITEKTUR BEEINFLUSST DIE SIGNALTRANSDUKTION DER
AIPYHHSYCYR

Wie Zytokine iiber ihre Bindung an den extrazelluliren Bereich des Rezeptors die
Signaliibertragung koordinieren und iiber die strukturelle Geometrie ihre Signalantwort
initiieren, ist Gegenstand aktueller Forschung und kann durch hochprizise biophysikalische
Messungen zunehmend besser untersucht werden. Dabei ist die Ubertragung der
Bindungsgeometrie iiber die Transmembran auf die ICD zur Aktivierung der JAK Teil der
Fragestellung [4].

Es spielen viele Faktoren eine wichtige Rolle, die nach der Bindung eines Zytokins
den Signalweg beeinflussen: Die Bindungsaffinitét, die Effizienz und Art der Dimerisierung,
die Rezeptordynamik, andere beteiligte Ko-Rezeptoren und die Art und Dauer der
Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes [217, 289]. Wie von Martinez-Fabregas und
Kollegen gezeigt, konnen sich die Phosphorylierungsmuster und die Signalstirke zwischen
STATI1 und STAT3 je nach Affinitit des Zytokins unterscheiden [289]. Dabei kann die
Signaltransduktion sowohl durch die Geometrie als auch die Distanz der Liganden verdndert
werden. Im Falle der Bindungskinetik des IL-6:gp130 Komplexes fiihren IL-6 Mutationen mit
hoherer Affinitit zu einer verdnderten Aktivierung von Signalwegen und deren
Intensitdt [289]. Beispielsweise beeinflusst HIL-6 durch die hohe Affinitit zu gp130 nicht nur
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die Signalstirke von STATI, sondern auch das STAT1/STAT3 Phosphorylierungsverhéltnis
und den Phosphorylierungsgrad von Y701 und Y705 bei STAT3, was insgesamt zu einer
verdnderten Zellantwort und Genexpression fiihrt [289]. Dies unterstreicht die entscheidende
Rolle der Stabilitdt des Zytokin-gp130-Komplexes fiir die Signalaktivitit.

Die AIP1VHHgp130 und AIP2VHHgp130 zeigen ein dhnliches Proliferationsverhalten
wie HIL-6 (AIP1V1gp130 ECso: 0,21 nM, AIP2Vgp130 ECso: 0,7 nM). Die in Publikation
3 verwendete Vergleichskontrolle wurde mit 10 ng/ml HIL-6 angesetzt und entspricht
0,17 nM [138, 149]. Im Gegensatz dazu zeigte die AIP3VHgp130 Variante eine hhere ECso
(6,6 nM, 9,1 nM) im Proliferationsverhalten. Neben dem &hnlichen Proliferationsverhalten
der AIPVMHgp130, wurde die Imitierung des Signaltransduktionweges untersucht. Dabei
zeigten AIP1-4VMHgp130 nach der Stimulation mit 10 nM P*F"LHFc, jedoch nicht mit
Palivizumab, eine Aktivierung von STAT3-Y705 als Teil des JAK/STAT
Signaltransduktionweges. Weitere Signalmolekiile, wie ERK1/2 und Akt/PI3K sollten im
Rahmen der IL-6-typischen Signaltransduktion in ihrer zeitabhdngigen Aktivitét untersucht
werden [193, 289]. Dabei kann das kinetische Aktivierungsprofil zwischen pSTAT3 und
SOCS3 von HIL-6 als Vergleichskontrolle dienen und sollte mit den AIPY"Hgp130
iibereinstimmen. Solch ein kinetischer Verlauf wurde bereits mit dem synthetischen IL-23
Signalweg iiber 8 h untersucht und damit die Imitierung der typischen Signalwege
gezeigt [193]. Der Austausch der extrazelluliren Dominen von Zytokinrezeptoren durch
Nanobodies beeinflusste dabei nicht die Signalstirke und Kinetik. Dies zeigte sich in einer
Transkriptomanalyse zwischen natiirlichem und synthetischem IL-23-Rezeptorkomplex mit
einer hohen Ubereinstimmung der Genregulation von 97%, die in einer pathway-Analyse den
gleichen Signalwegen zugeordnet werden konnten [193]. Da die Signaltransduktion nicht nur
durch die ICD definiert wird, sondern die Art und Genauigkeit der gesamten
Rezeptorarchitektur die Signaltransduktion und -stirke beeinflusst, sollten die neuen
AIPVHHgp130 SyCyR Varianten in einem zeitabhiingigen Aktivierungsprofil detaillierter mit
dem Profil von gp130 verglichen werden [289].

Im Falle des EpoR, korrelierten die Abstinde der Dimere mit der Signalstirke und
Varianz in dem Sinne, dass agonistische Liganden die ECD des EpoR ndher beieinander
assemblierten, wihrend die nicht-agonistische Liganden eine grofere Entfernung der ECD
zeigten [290]. Da die Bindung von STAT und damit die Signaltransduktionswege vom
Rezeptorkomplex und der Architektur der Assemblierung mit dem Zytokin abhéngen, kann
die Zellantwort in Abhingigkeit von der Ligandenaffinitit und somit der Liganden-Rezeptor
Kinetik maBigeschneidert moduliert werden [290, 294].
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Um die Signaltransduktion von AIPYHH SyCyR zu modifizieren, konnten die
synthetischen Liganden optimiert werden. FEine systematische Untersuchung konnte
topologische Unterschiede in der Dimerisierung von gp130 SyCyR im Zusammenhang mit
der Dimerarchitektur und Signaltransduktion und -Funktion ermdglichen. Die P*Fc
Liganden weisen trotz groflerer Abstinde zwei Bindungsstellen fiir die Dimerisierung und
Signaliibertragung des gp130 SyCyR auf. Die P!V kdnnten durch eine Deletion in der
Gelenkregion des Fc-Tags ndher zusammengefithrt werden oder unterschiedliche
Linkerformate konnten eine aktive Rezeptorkonstellation beglinstigen [295]. Des Weiteren
konnte die flexible Gelenkregion des Fc-Tags ein Grund flir eine unglinstige
Rezeptorkonstellation sein. Die Formatierung des Antikorpers erfordert fiir die
Rezeptoraktivierung zwei Aufgaben: (I) die Dimerisierung und (II) die Einstellung einer
rigiden Rezeptorformation fiir die Signaltransduktion [296, 297]. Soll ein mAb weiterhin als
dimerer Ligand verwendet werden, konnen Gelenkregionen anderer humaner IgG-Klassen in
der Aktivierung untersucht werden. Dabei konnte die Gelenkregion des IgG3 mit der héchsten
Flexibilitdt vermutlich die geringste Aktivierung hervorrufen, wihrend die Hingeregion des
IgG2 mit der hdchsten rigiden Struktur eine verénderte Aktivierung zeigen konnte [298].

Obwohl AIP4YHH eine biophysikalisch hohe Affinitit zu Palivizumab aufwies
(Kp: 3,14 nM), zeigte die Konstellation dieses AIPYH" SyCyRs in Kombination mit
verschiedenen P*f'Fc Liganden keine zellulire Aktivierung durch den JAK/STAT-
Signalweg. In einer Studie wurde berichtet, dass ein agonistisches EPO-Peptid durch eine
einzige chemische Modifikation in ein antagonistisches Peptid umgewandelt wurde [291,
292]. Die Kiristallstrukturen beider Peptidliganden, die an EpoR gebunden waren, zeigten
zwar dimere Komplexe, jedoch fiihrte eine leichte Drehung des Rezeptors um etwa 15° dazu,
dass der Antagonist den dimeren Rezeptorkomplex nicht aktivieren konnte [291, 292]. Die
Bindung an EpoR und die dimere Konstellation konnten gezeigt werden, jedoch war die
Rezeptorkonstellation nicht in der Lage, die Signaltransduktion zu initiieren. Moglicherweise
kann AIP4YHH durch eine ungiinstige Rezeptorkonstellation trotz Bindung und Rekrutierung
beider gpl30 die Signaltransduktion von gpl130 SyCyR nicht initiieren, was durch

mikroskopische Kolokalisationsuntersuchungen geklért werden konnte [299].
2.4. ATIPVHH AKTIVIEREN APOPTOSE MIT FAS SYCYR

Der Fas Rezeptor ist als der Todesrezeptor unter der TNFR-Superfamilie beschrieben
und wird durch einen homotrimeren, membrangebundenen FasL aktiviert [10]. Innerhalb der
TNFR-Superfamilie ist bekannt, dass dieser und andere Rezeptoren in einem Cluster von

mehr als drei Rezeptoren eine Verstirkung der Apoptose induzieren [7]. Der Fas Rezeptor
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initiiert iiber die intrazelluldre death domain (DD) nach Aktivierung durch das trimere FasL
die apoptotische Kaskade, die eine katalytische Aktivierung der Pro-Caspase-8 auslost. Eine
Konformationsédnderung durch die Aktivierung von FasL bildet einen Fas-FADD Komplex,
der als death inducing signaling complex (DISC) bezeichnet wird [300]. Diese DISC fiihrt
zum clustern, indem weitere Rezeptoren zusammengefiihrt werden und die Pro-Caspase-8 in
rdumliche Ndhe mit weiteren Pro-Caspasen-8 kommt. Durch dieses clustern wird die
Apoptose in den Zellen schneller und effektiver induziert [301].

Das SyCyR System wurde von Mossner und Kollegen weiterentwickelt, indem hohere
Strukturen in der Assemblierung anvisiert wurden [195]. Die VHH gegen GFP und mCherry
wurden mit den Rezeptoren der TNFR-Superfamilie fusioniert, um die Funktionalitit der
SyCyR als trimeres System zu demonstrieren (Abbildung Publikation 2). In dieser Arbeit
wurden die funktionellen AIP1-3VH" ym den Fas Rezeptor zur Regulation der Apoptose
erweitert [198]. Eine hohergeordnete Rezeptoraktivierung in trimerer Form bzw. Cluster-

PVHH yntersucht werden, indem multimere

Assemblierung sollte auf die Funktionalitit der Al
Liganden erzeugt wurden. Die AIP1-3VHHFas SyCyR wurden in Ba/F3-gp130 Zellen
transduziert, um die zelluldre Proliferation und die Aktivierung der Caspase-3 zu analysieren.
Zusitzlich wurde die Viabilitit der Ba/F3-gp130 Zellen mit AIP1-3VH! Fas nach 24-48 h
durch Farbung mit Annexin V und 7-AAD untersucht. Die Ba/F3-gp130 Zellen proliferierten
mit 10 ng/mL HIL-6 um die Vitalitidt liber diesen Zeitraum zu erhalten. Die dimeren
P*"LHFc und tetrameren 2xP*™LHFc¢ Liganden wurden entwickelt, um dimere bzw.
tetramere AIP1-3YMHFas Rezeptoranordnungen zu induzieren. Der tetramere Ligand
2xP*"LHFc wurde durch eine Tandemanordnung von zwei P*™V iiber einen Peptidlinker
erreicht und mit einem IgGl-Fc Fragment fusioniert. Die Cluster-Assemblierung der
AIPVMHFas SyCyR wurde durch Vernetzung von 2xP*FLHFc mit hFc-mAb in einem
Molverhéltnis von 1:6 induziert.

Es zeigte sich, dass die Aktivierung von Fas SyCyR durch die synthetischen
P*FVLHFc Liganden zu einem Verlust der zelluliren Proliferation und zu einer Aktivierung
von Caspase-3 fiihrte [198, 302]. Sowohl in friiheren Arbeiten als auch in dieser Publikation
fiihrte bereits die Aktivierung von Fas SyCyR als Dimer zu einem Verlust der Proliferation
nach 24 h. Die Farbung apoptotischer Vorgéinge in Ba/F3-gp130 Zellen mit Annexin V und 7-
AAD zeigte, dass die aktivierten Fas SyCyR tiber Dimere zwar Apoptose induzieren, jedoch
in geringerem Ausmall und zeitlich verzogert [195]. Eine Analyse der Ba/F3-gp130 Zellen
nach 24 h zeigte eine schwache Induktion von Apoptose durch AIP1VHHFas, wobei mehr als

50% der Zellen apoptotisch waren. Eine dimere Aktivierung von Fas wird in einer
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abgeschwichter Form beschrieben, wéhrend die Rekrutierung und autokatalytische
Aktivierung von Pro-Caspase-8 durch die Cluster-Assemblierung im Vergleich mit der
trimeren Variante verstirkt wird [301]. Wihrend der DISC Bildung interagieren zwei
vorassemblierte trimere Fas Rezeptoren, um die Konformationsédnderung zu stabilisieren und
damit die FADD Bindung zu ermoglichen [7]. Durch diese initiale dimere Anordnung
summieren sich hoher geordnete Oligomere [7]. Dennoch konnte eine dimere Anordnung fiir
die Aktivierung der Pro-Caspase 8 ausreichen, die durch Dimerisierung autokatalytisch
aktiviert werden kann [303]. Ein Indiz der dimeren Aktivierung zeigte Boschert und
Kollegen. Dabei zeigte eine chimére Fusion aus TNFR und Fas eine dimere Induktion von
Apoptose, indem der Ligand mit einer oder zwei Rezeptorbindungsstellen die TNFR-Fas-
Chimére aktivierte [304]. Diese Hypothese konnte zum erstmals von Mossner und Kollegen
mit dem Fas SyCyR System bestétigt werden, da die Rezeptoren nun gezielt mit einem
synthetischen Dimer aktiviert werden konnten [195]. Die Aktivierung als Dimer im
weiterentwickelten AIPYH'HFas unterstiitzte diese Art der Konstellation [198].

Dariiber hinaus wurden die AIP1V""Fas und AIP3V"HFas SyCyR effektiv durch die
tetrameren Liganden in die Apoptose gefiihrt. Im Gegensatz dazu wurde AIP2VHHFas
weiterhin nicht durch den P**VLHFc Liganden aktiviert. Die Caspase3/7 Aktivitit wurde nach
6 h untersucht und soll das Mall von Apoptose widerspiegeln [196]. Dabei wurde der
AIP3VHHFas SyCyR bereits mit den niedrigsten Konzentrationen mit 2xP*fVLHFc effektiv
zur Caspase3/7 Aktivierung angeregt. Die Aktivitdt unterschied sich bereits ab einer
Konzentration von 1 nM 2xP*"VLHFc nicht von der Cluster-Assemblierung bei gleicher
Konzentration. AIP1Y"HFas wurde nur mit der Cluster-Assemblierung effektiv zur Apoptose
angeregt.

Hiermit wurde gezeigt, dass die Effektivitit der Apoptosestirke eine oligomere
Rezeptoranordnung begiinstigt, jedoch Fas das Potenzial hat als Dimer aktiviert zu werden.
Um die genauere Geometrie der Fas SyCyR Aktivierung zu untersuchen, konnten Studien mit
spatio-temporaler Dynamik angestrebt werden [300]. Damit konnte die Frage beantwortet
werden, ob es sich tatsdchlich um eine Dimeraktivierung oder um Spezies hdherer
Clusterordnung handelt. Die Rezeptoren konnten mit GFP erweitert werden, welche mit
einem Nanobody (GFPV!H) detektiert werden [290]. Zwei verschiedene Fluoreszenzmolekiile
werden an jeweils einen Nanobody gebunden, so dass die Bewegung und Lokalisation der
Rezeptorkomplexe iiber einen bestimmten Zeitraum untersucht werden kann [289]. Dies

konnte zur grundlegenden Aufklarung der Fas Rezeptoraktivierung beitragen.
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2.5. DIE FAS SYCYR-TECHNOLOGIE IN DER AUFKLARUNG VON FAS SIGNALWEGEN

Eine niedrige Dosis eines agonistischen Fas Antikorpers induzierte bereits nach 2 h
starke Blutungen in der Leber, die nach 8 h zum Tod der Méuse mit massivem Leberschaden
filhrten [305]. Ob die Hepatozyten aufgrund des Antikdrpers apoptotisch waren oder ein
indirekter Mechanismus zum Leberversagen fiihrte, konnte mit der Fas SyCyR-Technologie
iiber eine zelltyp-spezifische Expression gezielt untersucht werden [306].

Viele Studien konzentrieren sich nun auf den Einfluss von Fas bei Inflammation,
Wachstum, Proliferation oder Differenzierung [302]. Wird FADD iiber eine starke Aktivitdt
der PI3K-Signalkaskade unterdriickt, wird der DISC Komplex und damit die Apoptose
verhindert [307]. Weitere Signalwege, wie MAPK und NF«B sind aktiv, aber in ihrem
Mechanismus unbekannt [308, 309]. Die Hauptakteure in der Induktion von Apoptose durch
Fas sind durch die Aktivierung der Caspase-8-Kaskade gut beschrieben [196]. Allerdings ist
die Zahl der Publikationen, die sich mit der Beteiligung des Fas Rezeptors an der Rolle der
proinflammatorischen Expression von Zytokinen befassen, iberschaubar [302].

Die Beteiligung von Fas fordert die proinflammatorische Aktivitdt von Makrophagen,
dendritischen Zellen, Fibroblasten, Epithelzellen, Hepatozyten und Keratinozyten. Dabei
umfasst die Fas Aktivierung die Induktion der Zytokine und Chemokine IL-6, IL-8, CXCLI,
RANTES, IL-1B, TNF, MCP-1 und GM-CSF [302]. Weitere biologische Funktionen scheinen
im Zusammenhang mit der Aktivierung und Maturation dendritischer Zellen, Zellmigration
und Proliferation zu stehen. Die Funktion von Fas bei der Induktion von Apoptose in
Tumorzellen wandelte sich im Laufe der Zeit zum Tumoraktivator, so dass die Rolle von Fas
in der alleinigen Apoptoseaktivierung liberdacht wurde [307].

Das FLICE-like inhibitory protein (c-FLIP) kann ebenfalls zur DD rekrutiert werden
und blockiert die Aktivierung von Caspase-8 und damit die Induktion von Apoptose [308]. Es
ist unbekannt, ob der Einfluss von c-FLIP nicht nur zwischen Leben und Tod unterscheidet,
sondern auch an der alternativen Aktivierung verschiedener Signalwege involviert ist
(Abbildung 1) [310]. Zusitzlich wurden die Signalmolekiile RIPK1, TRAF2, cIAP-1 und
cIAP-2 im Fas Signalkomplex nachgewiesen [302]. Diese Signalmolekiile sind fiir die
Induktion der Entziindung und Zelliiberleben in der TNFR Signaltransduktion bekannt,
jedoch ist die Funktion im Komplex des Fas Rezeptors unbekannt [302].

So kann mit dem SyCyR System der Einfluss des Todesrezeptors bei
inflammatorischen Krankheitsbildern wie Arthritis, Dermatitis oder Krebs untersucht werden,
indem durch Aktivierung von Fas SyCyR bestimmte Zelltypen selektiv angesprochen werden

konnen [311]. Dies ist bisher nicht im Detail beschriecben, was unter anderem an der
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Redundanz von Fasl, FasL-interagierender Decoy-Rezeptoren, alternativen splicing
Varianten von Fas und der Aktivierung weiterer Zelltypen liegen kénnte [10, 312, 313]. Die
Aktivierung von Fas SyCyR erfolgt spezifisch ohne Hintergrundaktivierung durch endogenes
FasL aus anderen Zellpopulationen und ohne Aktivierung anderer Rezeptoren wie dem decoy
receptor 3. Beispielsweise konnte man den gezielten Einfluss der Fas-induzierten JNK-
Aktivierung als Signalkaskade in der Tumorprogression untersuchen, die im molekularen
Detail noch unklar ist [309].

Eine Studie konnte zwar einen Zusammenhang zwischen loslichem FasL und der
Entwicklung hepatischer Tumoren und erhohter Inflammation herstellen, ohne jedoch den
genauen Mechanismus zu identifizieren [314]. Es wurde iiber eine Beteiligung des NFkB-
Signalweges spekuliert und diese Spekulation stellt eine Herausforderung dar, die iiber eine
spezifische Fas SyCyR Regulation untersucht werden konnte. So konnen in einem in vivo
Tumormodell die Tumorzellen iiber mCherry oder P**VFc¢ mit Fas aktiviert werden und damit
die Frage beantwortet werden, ob Fas iiber die Induktion von Zytokinen und Chemokinen
eine autokrine wachstumsférdernde Wirkung auf den Tumor haben kann. Weiterhin konnte
der hypothetische Zusammenhang zwischen der Aktivierung von NFkB und der Expression
von Apoptose-inhibierenden Molekiilen im Tumor wie c-FLIP, Bcl-xL und cIAP, untersucht
werden [310]. Dartiber hinaus konnen Faktoren fiir die Rekrutierung von Tumor-Associated
Macrophages (TAMs) und Myeloid-derived Suppressor Cells (MDSC) iiber die Stimulation

von Fas SyCyR auf transformierten Zellen untersucht werden [302].
2.6. DIE ANWENDUNG VON FAS SYCYR IN DER CAR-T-ZELLTHERAPIE

In vitro wurde bereits die Funktionalitit des SyCyR Systems fiir verschiedene
Rezeptorarten gezeigt [193-195, 315]. In vivo evaluierte eine hydrodynamische Injektion die
Aktivitdt, Spezifitit und Nontoxizitit der gpl30 SyCyR. In Zukunft werden CAR-T-
Zelltherapien neue Tools benétigen, die mit aktivierenden oder supprimierenden Rezeptoren
die Aktivitit von CAR-T-Zellen regulieren konnen, da eine Behandlung mit schweren
Nebenwirkungen verbunden sein kann [316]. Systemische akute Toxizitdten treten hiufig in
Form einer iiberschiefenden Immunaktivierung auf, die sehr hdufig zu einem cytokine release
syndrome (CRS) fiihren kann [187]. Zwei Methoden adressieren die Regulation neuer CAR-
T-Zelltechnologien durch die Verwendung von OFF-switches oder Suizidgenen zur
Ausschaltung der CAR-Aktivitdt bei Zytokin-vermittelter Toxizitdt oder off-target Effekten
[185]. Die Implementierung von Suizidgenen zur CAR-T-Zelldepletion durch Injektion von
small molecules ist ein Ansatz zur Sicherheit und Verminderung der Toxizitdt und wird als

iCasp9 zur Induktion von Apoptose eingesetzt [187]. Induzierbare Todesrezeptoren wie
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iCasp9 oder Fas SyCyR konnten die Sicherheit der CAR-T-Zelltherapie in der Immuntherapie
erhohen [185].

Die Proof-of-concept Evaluierung der Apoptose durch das Fas SyCyR System erfolgte
bisher ausschlieBlich im gentechnisch verdnderten Ba/F3 Zellsystem [155, 195, 196]. Zum
Nachweis der Funktion sollte der Fas SyCyR in weiteren Zellsystemen, wie z.B. Jurkat T-
Zellen, getestet werden. Ferner konnte das SyCyR System mit Hilfe der LoxP Technologie
unter einem CD4 Promoter T-Zell-spezifisch exprimiert werden, um eine in vivo
Charakterisierung des SyCyR Systems zu ermoglichen [317]. Nicht nur die Aktivitit der
Rezeptoren, sondern auch die hintergrundfreie und spezifische Aktivierung konnte evaluiert
werden. Weiterhin konnte die Toxizitdt von Teilkomponenten, wie synthetische Liganden
oder VHH, im Mausmodell untersucht und die Ubertragbarkeit auf eine therapeutische
Anwendung gezeigt werden. Da das Ziel von Fas SyCyR in der CAR-T-Zelltherapie die
Induktion von Apoptose sein konnte, konnten Vorarbeiten mit Méausen, die Antikorper-
vermittelte Apoptose induzieren als Vergleichsstudien zur T-Zelldepletion Aufschluss iiber
die Effektivitit geben [318]. Ferner sollte das Endergebnis bei der Induktion von Fas SyCyR
untersucht werden, was zu kontroversen Ergebnissen fiihren konnte, die im weiteren Verlauf
vertieft werden [307].

Der membranstindige FasL ist entscheidend fiir die Regulation der Apoptose,
wihrend der 16sliche FasL zwar an den Rezeptor bindet, aber ohne aktivierende Wirkung an
proinflammatorischen und proliferativen Prozessen beteiligt ist [10]. Im Allgemeinen ist die
Signalregulation durch Fas an der Funktion zytotoxischer T-Zellen beteiligt und reguliert die
T-Zellhomoostase. Ferner wurde fiir T-Zellen gezeigt, dass der membranstindige FasL fiir die
Fas-induzierte Apoptose notwendig ist, wihrend die l9sliche Variante keinen Einfluss auf den
Zelltod hat [319]. Interessanterweise entwickelten Maiuse, die nur den 16slichen FasL
exprimierten, einen proinflammatorischen Phénotyp, der durch erhohte Serumkonzentrationen
von IL-6 und TNF gekennzeichnet war [314]. Diese Tiere starben schlieBlich an einer
Autoimmunerkrankung und damit verbundener Tumorbildung in Leber und Milz [314]. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass Fas-induziertes IL-6 das Uberleben von T-Zellen fordert, indem
es die STAT3-abhingige Expression der Bcl-2 Familie erhoht [302, 320]. Die TCR-induzierte
Proliferation von T-Zellen wurde mit der Aktivierung von Caspasen in Verbindung gebracht,
die durch Caspaseninhibitoren blockiert wurde [321]. Die TCR-Stimulation und damit
aktivierte T-Zellen zeigten eine erhohte Expression von FasL [322]. Diese stimulierende

Rolle von Fas bei der Aktivierung von T-Zellen deutet auf die Mdglichkeit eines autokrinen
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Loops hin. Dieser konnte die TCR-induzierte Fas-Regulation iiber einen nicht-apoptotischen
Caspase-abhédngigen Signalweg in der T-Zellproliferation regulieren [323].

Welchen Effekt letztlich der losliche synthetische Ligand im in vivo Fas SyCyR
Modell ausldst, bleibt ungekléart. Die Depletion von CAR-T-Zellen iiber die Fas SyCyR-
Technologie kénnte im CRS Szenario angewendet werden. Entscheidend fiir den Erfolg von
Fas SyCyR bei der Depletion von CAR-T-Zellen wire eine effiziente und schnelle Apoptose
und der Ausschluss der Fas-induzierten IL-6 Sekretion, die nicht nur die Apoptose der CAR-
T-Zellen verhindern wiirde, sondern auch zum pathologischen CRS Bild beitragen konnte.

Zusammenfassend ermdglicht die SyCyR-Technologie eine maligeschneiderte
Aktivierung durch die Rekrutierung definierter Rezeptoren und Analyse redundanter
Signalwege im Hinblick auf eine potenzielle therapeutische Anwendung. Das SyCyR System
induziert die Signaltransduktion ohne Hintergrund, Toxizitdt oder Immunogenitit der
synthetischen Liganden. Das System ist regulierbar durch die Anwendung von l6slichen VHH
Inhibitoren, die gegen die synthetischen Liganden gerichtet sind und somit die

Signaltransduktion inaktivieren.
2.7. KONSTITUTIV AKTIVE REZEPTOREN UBER EINE PPCL-INSERTION

Als Hormone des Immunsystems sind Zytokine an der Differenzierung, Viabilitdt und
Zellwachstum beteiligt. Eine Familie von Typ-1 Zytokinrezeptoren teilt sich den common
cytokine receptor y-chain (yc, CD132, IL-2Ry) und beherbergt die IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-
15 und IL-21 [29]. Nach einer Bindung des Zytokins an den entsprechenden Rezeptor erfolgt
die Signalweiterleitung innerhalb der Zelle tiber den JAK/STAT-, Akt/PI3K- oder MAPK-
Signalweg [27]. Das IL-7 bindet an den IL-7 Rezeptor (IL-7Ra) und yc und reguliert die T-
und B-Zell Homoostase sowie die Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen in
lymphatische Vorlduferzellen (Abbildung Publikation 4). Eine exzessive Aktivierung des
IL-7 Signalweges fiihrt zur akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) und kann durch
somatische gain-of-function (GOF) Mutationen in IL-7Ra verursacht werden [27]. Die
Mehrzahl der konstitutiv aktivierenden Mutationen kodieren fiir ein zusdtzliches Cystein in
der Transmembrandomine (TMD) oder in der Juxtamembrandomine, was zu einer
ligandenunabhédngigen Homodimerisierung iiber intermolekulare Disulfidbriicken fiihrt [324].
Eine dieser somatischen Mutationen, die in ALL resultiert, ist die Insertion PPCL in der TMD
von IL-7Ra [33, 35, 325].

In Publikation 4 wurde die funktionelle Ubertragbarkeit der IL-7Ra. TMD mit der
PPCL-Insertion auf Klasse I und II Zytokinrezeptoren untersucht [199]. Hierfiir wurden
jeweils die natiirliche und synthetische Variante des signaltransduzierenden B-Rezeptors
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gp130 aus der IL-6 Familie, des IL-23R aus der IL-12 Familie und IL-7Ra als Teil der Klasse
I Zytokinrezeptorfamilie mit der PPCL-Insertion modifiziert. Weiterhin wurde der Typ I
Interferon o/f Rezeptor 2 (IFNAR2) als Vertreter der Klasse II der Zytokinrezeptoren als
SyCyR mit der IL-7Ra TMD inklusive der PPCL-Insertion ergénzt [4, 193, 197]. Die SyCyR-
Technologie wurde als Phianokopie natiirlicher Signalwege iiber Zytokinrezeptoren genutzt
und mit synthetischen Liganden (GFP oder mCherry) spezifisch aktiviert.

Die natiirliche IL-7 Signalweiterleitung basiert auf der Bindung von IL-7 an den IL-
7Ra und yc. Das SyCyR System wurde zunichst fiir eine Phinokopie der natiirlichen IL-7
Signaltransduktion verwendet. Dazu wurde der extrazelluldre Teil von IL-7Ra und yc durch
einen mCherry VHH (Vc) bzw. GFP VHH (V) ersetzt. AnschlieBend wurden die SyCyR
(VcIL-7Ra und Vayc) retroviral in Ba/F3-Zellen transduziert und mittels FACS auf der
Oberfliche detektiert. Die Ba/F3 Zellen wurden hinsichtlich ihrer Proliferation und
Signaltransduktionswege untersucht. Das SyCyR System aktivierte spezifisch die jeweilige
Signaltransduktion in den Zytokinrezeptoren der IL-6-, IL-23- und IFN Familie in vorherigen
Studien, jedoch konnten die IL-7 SyCyR Varianten keine Proliferation oder
Signaltransduktion iiber 2xmCherry (CC), 2xGFP (GG), oder GFP-mCherry (GC)
induzieren [190, 193, 315]. Es wurden weder funktionelle synthetische VcIL-7Ra (CC) oder
Vayc (GG) Homodimere, noch VcIL-7Ra-Vayc (GC) Heterodimere gebildet.

Die PPCL Mutation wurde in das VcIL-7Ra nach L243 in die TMD (c.819ins12,
p.P243insPPCL) inseriert, um eine konstitutive IL-7 Signaltransduktion {iber Homodimere zu
forcieren [35]. Die Signaltransduktionswege wurden nach Insertion der VcIL-7RappcL SyCyR
Variante hinsichtlich der Imitierung untersucht. VcIL-7Rappct  induzierte  ein
ligandenunabhéngiges Wachstum iiber STATS und ERK1/2 Phosphorylierung, welches durch
den dimeren CC Liganden zusétzlich verstirkt wurde. Da Ba/F3 Zellen kein yc besitzen,
wurde die Aktivierung der STAT3, STATS5 und ERKI1/2 Signaltransduktion iiber den
homodimeren  VcIL-7Roapprc  Rezeptorkomplex — vermittelt [199].  Die  forcierte
Homodimeriserung durch die Cysteinmutation wurde von Schochat und Kollegen durch eine
Mutation zu Glycin (PPGL) aufgehoben [35]. Die gleiche unter nicht-reduzierenden
Bedingungen vorherrschende monomere VcIL-7RappcL Variante wurde weder konstitutiv
noch durch die CC Liganden aktiviert. Somit konnte gezeigt werden, dass das Cystein der
PPCL-Insertion die Homodimerisierung von IL-7Ra  forciert und somit die
ligandenunabhéngige Signaltransduktion induziert [199].

Zoellner und Kollegen transferierten die SyCyR-Technologie auf die Typ-I-Interferon-

o/B-Rezeptoren 1 und 2 und phédnokopierten iliber die spezifische Aktivierung mit den
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synthetischen Ligangen die IFN Signaltransduktion [197]. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass der synthetische IFNAR2 biologisch aktive Homodimere bilden kann [197,
326]. Vor diesem Hintergrund wurde die Funktionalitit der IL-7Ra TMD mit PPCL und
PPGL im synthetischen IFNAR2 (VGIFNAR2ppcL, VcIFNAR2ppcr, VGIFNAR2ppGL,
VcIFNAR2ppGL) hinsichtlich der IFN-Signaltransduktion iiber STATI und STAT2
Phosphorylierung untersucht [199]. Die PPCL-Insertion in VGIFNAR2ppcL und
VcIFNAR2ppcL induzierte eine ligandenunabhéngige STAT1 und STAT2 Phosphorylierung,
wihrend die PPGL Variante keine ligandenunabhéngige Signaltransduktion vermittelte. Die
Stimulation von VGIFNAR2ppGL, VcIFNAR2ppcL mit GG oder CC zeigte eine Aktivierung der
IFN-typischen Signaltransduktionswege STATI und STAT2 und bestitigte damit die
Funktionalitdt der synthetischen Rezeptorkomplexe mit PPGL Mutation [199]. Zwei weitere
Kontrollvarianten (VGIFNAR2pps. und VcIFNAR2ppcL+C261G)  zeigten, dass die
Disulfidbriicke zwischen zwei PPCL Motiven fiir die Dimerisierung der Rezeptoren und
damit fiir die ligandenunabhéngige Signaltransduktion verantwortlich ist [199].

SyCyR Systeme phédnokopierten die IL-23 Signaltransduktion und zeigten, dass der
homodimere IL-23R Komplex ohne IL-12RB1 biologisch aktiv ist [193]. Einige Studien
postulierten eine homodimere IL-23R Aktivierung der IL-23 Signaltransduktion iiber diverse
biologische Funktionsanalysen [193, 327]. Jedoch konnte der synthetische IL-23R spezifisch
iiber einen synthetischen Liganden angesteuert werden und bestétigte vorherige Hypothesen,
dass der IL-23R keinen weiteren Rezeptor bendtigt um eine Signaltransduktion initiieren
[193]. Die IL-7Ro. TMD mit der PPCL oder PPGL Insertion wurde in IL-23R und gp130 als
natiirliche und synthetische Klasse I Zytokinrezeptor Familie inseriert. Sowohl die natiirlichen
Chimiéren (gp130ppcL und IL-23RppcL) als auch die synthetischen Varianten (Vagpl30ppcL
und VGIL-23RppcL) induzierten eine ligandenunabhingige STAT3 Phosphorylierung und eine
damit verbundene zelluldire Ba/F3-Proliferation. Im Gegensatz dazu konnte eine
Zellproliferation bei den PPGL-Rezeptorkomplexen nur nach Zugabe der natiirlichen (HIL-6,
HIL-23) oder synthetischen Liganden (GG) beobachtet werden. Zusammenfassend zeigen
diese Daten, dass durch die Insertion der IL-7Ro TMD mit PPCL natiirliche und synthetische
Klasse 1 Zytokinrezeptoren ligandenunabhéngig {iber eine Disulfidbriicken-forcierte
Homodimerisierung aktiviert werden kénnen.

Ligandenunabhéngige, konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren werden bei Patienten mit
Krankheiten in Verbindung gebracht [27]. Diese Mutationen sind in der extrazelluldren,
transmembranen oder intrazelluldiren Doméne und konnen in der synthetischen Biologie zur

Untersuchung von Pathologien genutzt werden [41]. Konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren
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konnen in transgenen Méiusen zur Analyse von Erkrankungen eingesetzt werden, um
Krankheiten zu analysieren und therapeutische Strategien zu entwickeln [328]. Somatische
GOF Mutationen in IL-7Ra bei T-ALL Patienten beherbergen zumeist eine Cysteininsertion
(14 von 17 GOF), die konstitutiv aktive IL-7Ra Varianten bildet und zu einer exzessiven
Aktivierung des IL-7 Signalweges fithrt [33, 35, 325]. Interessanterweise existieren keine
natiirlich vorkommende konstitutiv aktive Varianten von yc [324].

Ein Beispiel fiir eine Cystein-vermittelte Rezeptorhomodimerisierung in der IL-7Ra
TMD ist die Insertion CPT (p.Thr244 Ile245insCysProThr), die unabhingig von IL-7 oder yc
zu einer konstitutiven Hyperaktivierung fiihrt [33]. Die Dimerisierung von IL-7Ra durch die
CPT Insertion konnte mit einer Substitution von Cystein vollstindig aufgehoben und dabei
die konstitutive Signaltransduktion unterbrochen werden. Dieses Beispiel wurde in der
Forschung als Werkzeug eingesetzt (C7R: Chimére aus CD34 und CPT-IL-7Ra), indem die
C7R Variante die Antitumoraktivitit von CAR-T-Zellen in Xenograftmodellen mit
Neuroblastomen und Glioblastomen erhohte [329]. Dariiber hinaus verbesserte die C7R
Variante die Antitumoraktivitdit von CAR-T-Zellen in einem Mausmodell mit dreifach
negativem Brustkrebs [330]. In einer klinischen Studie (NCT04664179) wurde die C7R
Variante in Epstein-Barr Virus (EBV)-spezifischen T-Zellen bei Patienten mit EBV-positivem
Lymphom evaluiert [331]. Die C7R CAR-T-Zellen zeigten in vitro kein
ligandenunabhingiges Wachstum oder Uberleben, obwohl die konstitutiv aktive IL7Ral
Variante zu ALL fiihrte. Die somatischen Mutationen wurden in T-Vorlduferzellen und nicht
in reifen T-Zellen nachgewiesen, die in CAR-T-Zelltherapien eingesetzt werden [329, 332].
Dadurch konnten sich Unterschiede in der Wachstumskinetik ergeben, welche kritisch
evaluiert werden sollten.

Die CPT-IL-7Ro Variante wurde als Werkzeug in transgenen Maéusen zur
Untersuchung der progressiven B-ALL eingesetzt [36]. In diesem Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass eine CPT-forcierte IL-7 Rezeptorhomodimerisierung iiber eine STATS- und
PI3K/mTOR-Signalaktivierung zur B-ALL Entstehung beitrigt [36]. In Ubereinstimmung mit
fritheren Studien induzierte die hier verwendete Insertion (p.P243insPPCL) Ba/F3-Zellen zum
ligandenunabhdngigen =~ Wachstum  ebenfalls  iiber eine  konstitutive = STATS
Phosphorylierung [35]. Transgene Maéuse mit der IL-7Ra PPCL-Insertion in B-
Progenitorzellen entwickelten B-ALL [333]. Indem konstitutiv aktive Rezeptoren in
priklinischen Modellen untersucht wurden, konnte eine Korrelation zwischen den
Cysteininsertionen und der Rolle des homodimeren IL-7Ra bei Leukdmieerkrankungen

gezeigt werden. Dariiber hinaus konnen in Zukunft Kombinationstherapien und andere
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biologische Ereignisse, die durch diese Insertionen ausgelost werden, untersucht werden, um

Patienten mit ALL besser mit fundiertem Wissen helfen zu kénnen [36, 331, 333].
2.8. EINSATZMOGLICHKEITEN DER SYCYRppcL

Als proof-of-concept Modell konnte die aktiverende PPCL-TMD-Variante auf andere
Zytokinrezeptoren iibertragen werden, um somit eine konstitutive Signalantwort mit boosting
Effekt zu erhalten. Diese Eigenschaft kann auf Rezeptorfamilien anderer Arten iibertragen
werden oder zur Funktionsuntersuchungen zur Bedeutung des Rezeptors genutzt werden [324,
334, 335]. Die Anwendungsmoglichkeiten dieser SyCyRepcr sind vielféltig. Bahnbrechende
Forschungsleistungen an unzihligen synthetischen Rezeptoren haben in den letzten drei
Jahrzehnten vor allem in der Immuntherapie zur Behandlung von Krebs ihr Einsatzgebiet
gefunden, weshalb das Repertoire an synthetischen Schaltkreisen fiir das eukaryotische
System stindig wichst [185]. Die neuen Generationen der CAR-T-Zelltherapie entwickeln
Strategien um die drei Hauptprobleme zu minimieren: (I) T-Zell Proliferation oder
Erschopfung nach wiederholter Stimulation, (II) Steigerung der Antitumoraktivitdt durch
Zytotoxizitdt und (IIT) CRS. Die CAR Generation (G) 2 bis 3G enthalten eine zusitzliche
Doméne zu CD3{ (CD28 und 4-1BB) um die Proliferation und Zytotoxizitit zu
erhohen [185]. 4G CARs exprimieren nach der Aktivierung konstitutiv Zytokine (IL-12, IL-7,
IL-15, IL-18 und IL-23), um sich selbst und die Wirtsimmunzellen fiir die Antitumorantwort
zu verstirken [185]. Dariiber hinaus konzentriert sich die Entwicklung von 5G CAR auf die
Steigerung der Antitumoraktivitit durch eine zusitzliche ICD von IL-2Rf, die die STAT3/5-
Signaltransduktion aktiviert [185]. Die IL-23RppcL Varianten konnten nach Aktivierung von
4G CAR anstelle oder mit der Zytokinsekretion exprimiert werden und somit die proliferative
Kapazitit durch die Sekretion von IL-12 und IL-23 zu ergénzen [185, 336].

Die IL-7RarpcL SyCyR Variante findet ihre Anwendung in der Stimulation und
Proliferation von CAR-T-Zellen sobald diese erschopft sind. Die C7R-Variante hat bereits das
Potenzial gezeigt, die Wirksamkeit von CAR-T-Zellen gegen Neuroblastome und
Glioblastome zu erhéhen [329]. Immunstimulierende Zytokine, wie IL-2, IL-12, IL-15, IL-18
oder IFN-o/B unterstiitzen die Differenzierung, Expansion und Persistenz von CAR-T-
Zellen [185, 337]. Nach der Aktivierung der CAR-T-Zellen konnte die IL-7RappcL SyCyR
Variante exprimiert werden, um eine zusitzliche Stimulation zu induzieren [338]. Analog zu
5G CAR konnte die SyCyRepcr auf den IL-2Rf iibertragen werden [339]. Offen bleibt die
Frage, welchen Effekt die IFNAR2 SyCyR auf die Aktivitdit von CAR-T-Zellen haben

konnten, da wenig dariiber bekannt ist [340]. Von Interesse wird sein, ob der gleiche Ansatz
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zur Steigerung der T-Zellaktivitit auf die CAR-NK-Therapie iibertragen werden kann, um die
kurzlebigen NK-Zellen persistenter und effektiver zu machen [341].

IL-6 spielt eine zentrale Rolle bei der Induktion des CRS nach einer CAR-T-
Zellinfusion [89, 342]. Nach der Aktivierung der CAR-T-Zellen durch die Targetzellen
kommt es hiufig zum heftigen Uberschuss an proinflammatorischen Zytokinen, wobei vor
allem IL-6 massiv erhoht ist. Tocilizumab ist daher seit 2018 fiir die Behandlung der
Nebenwirkungen von CRS bei der CAR-T-Zelltherapie zugelassen [316]. Die Behandlung
mit Tocilizumab beeintrachtigt die Wirksamkeit der CAR-T-Zellen nicht, was darauf
hindeutet, dass die Funktion der CAR-T-Zellen ohne IL-6 Signaltranduktion verbleibt [343].
Um die IL-6 Menge zu reduzieren, wurden CAR-T-Zellen in vivo mit einem Decoy-Rezeptor
gegen IL-6 getestet [344]. Die Zytotoxizitit blieb in vivo erhalten [344]. Es bleibt offen, ob
diese CAR-T-Zellstrategie CRS verhindern kann [344]. Ob eine IL-6 vermittelte
Signaltransduktion jedoch relevant fiir die Zytotoxizitdt, Proliferation und Persistenz von
CAR-T-Zellen ist unklar [344, 345]. Die SyCyR Varianten gp130ppcL bzw. AIPVHHgp130
konnten in der CAR-T-Zelltherapie auf die Wirkung der gpl130-Signaltransduktion in T-
Zellen untersucht werden.

Die Verwendung von natiirlich vorkommenden Cysteininsertionen ist ein niitzliches
Werkzeug fiir die Entwicklung von GOF Rezeptoren. Der Transfer der PPCL TMD von IL-
7Ra induzierte eine ligandenunabhingige konstitutive Signaltransduktion in natiirlichen und
synthetischen Rezeptoren als Vertreter der Klasse I und Il Zytokinrezeptoren. Synthetische
Zytokinrezeptoren konnten als therapeutische Strategie niitzlich sein, z.B. zur Verbesserung
der CAR-T-Zelltherapie. Konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren sollten jedoch eine zusétzliche
Kontrolle {iiber die Expression besitzen um die konstitutive Aktivierung bei Bedarf
auszuschalten. Unter der Kontrolle von ON- und OFF-switch CARs konnte die Aktivitdt der

konstitutiv aktiven Zytokinrezeptoren reguliert werden [91, 189].
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