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ZUSAMMENFASSUNG 
Proinflammatorische Zytokine wie IL-6 oder TNF steuern das Immunsystem und 

zelluläre Prozesse. Eine Fehlfunktion kann zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen, 

Entzündungen und Krebs beitragen. Therapeutische Strategien zielen darauf ab, Zytokine an 

der Interaktion mit ihren jeweiligen Rezeptoren zu hindern und damit die Signaltransduktion 

zu unterbinden. Während die klassische IL-6 Signalantwort mit regenerativen Prozessen in 

Verbindung gebracht wird, induziert das IL-6 Trans-signaling chronisch-entzündliche 

Prozesse. Die Trans-signaling-Blockade mit löslichem gp130 (sgp130) verbesserte in 

verschiedenen präklinischen Modellen das Bild von chronisch-entzündlichen Erkrankungen. 

Zudem konnte die Wirksamkeit von sgp130Fc in einer Phase IIa 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. Zunächst 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/IL-23VHH und TNFVHH erweitert, um einen synergistischen Vorteil zu erzielen. cs130-IL-

12/23VHHFc neutralisierte gleichzeitig die Aktivität von IL-6 Trans-signaling und IL-12 bzw. 

IL-23, während cs130-TNFVHHFc die TNF-induzierte Apoptose so effektiv verhinderte wie 

TNFVHH allein. Diese Targets wurden ausgewählt, weil bei Autoimmunerkrankungen, wie in 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) oder rheumatoider Arthritis (RA), 

erhöhte Mengen mehrerer proinflammatorischer Zytokine gemessen werden, die zum 

pathologischen Bild führen. Dazu gehören die Trans-signaling-Komponenten IL-6 und sIL-

6Rα, TNF und IL-12 sowie IL-23. Erste klinische Studien untersuchten den vorteilhaften 

Effekt einer Kombinationstherapie, wodurch die Inhibitoren cs130-TNFVHHFc und cs130-IL-

12/23VHHFc zu neuen interessanten Kandidaten werden könnten.  

Synthetic cytokine receptors (SyCyRs) wurden für verschiedene Rezeptoren 

entwickelt, um die Signaltransduktion zu imitieren. Anstelle einer Zytokinbindestelle werden 

VHHs als extrazelluläre Domäne mit GFP oder mCherry adressiert, um Signale ins 

Zelllinnere weiterzuleiten. Für eine potentielle klinische Anwendung, wie die adaptive 

Immuntherapie, generierte ich im zweiten Teil der Arbeit vier anti-idiotypische VHH gegen 

Palivizumab (AIPVHH). Palivizumab konnte die AIPVHH SyCyR mit gp130 nicht aktivieren, 

jedoch aktivierte eine Kreuzvernetzung und das Palivizumab als single-chain variable 

fragment (scFv) die AIPVHH1-3 Varianten. Zudem induzierten AIPVHH1 und 3 als Fas SyCyR 
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die Apoptose mit Hilfe von dimeren und tetrameren scFv Liganden. Diese Weiterentwicklung 

der SyCyR-Technologie ermöglicht Signalwege von Zytokinen spezifisch und hintergrundfrei 

zu aktivieren, ohne eine Immunantwort im Menschen auszulösen. 

Zuletzt analysierte ich, ob der Transfer der PPCL-Insertion aus der 

Transmembrandomäne von IL-7Rα von Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie in 

andere Rezeptoren zu einer ligandenunabhängigen Rezeptordimerisierung und konstitutiven 

Aktivierung führt. Die PPCL-Insertion in der IL-7Rα SyCyR Variante führte über eine 

Rezeptorhomodimerisierung zu einer γc-unabhängigen STAT5- und ERK-Phosphorylierung 

und damit zu einer ligandenunabhängigen Proliferation. Der Transfer der IL-7Rα 

Transmembrandomäne mit der PPCL-Insertion in natürliche und synthetische 

Zytokinrezeptoren der IL-6-, IL-12- und Interferon-Familien führte ebenfalls zu einer 

konstitutiven Signaltransduktion. Zusammenfassend ist die ligandenunabhängige 

Zytokinrezeptoraktivierung durch natürlich vorkommende gain-of-function Mutanten 

übertragbar und somit ein nützliches Werkzeug in der Synthetischen Biologie. 

Im Rahmen der synthetischen Biologie beschäftigen sich beide Themenschwerpunkte 

mit neuen bispezifischen Inhibitoren zur Aufklärung der Mechanismen proinflammatorischer 

Trans-signaling-Prozesse sowie mit der Weiterentwicklung synthetischer Rezeptoren für 

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 IIa 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 TNFVHH to achieve a synergistic advantage. cs130-IL-12/23VHHFc 

simultaneously inhibited the activity of IL-6 trans-signaling and IL-12 or IL-23, while cs130-

TNFVHHFc 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-6Rα, TNF, IL-12, and IL-23. 

Furthermore, clinical studies are exploring the combined effect of therapy, making cs130-

TNFVHHFc and cs130-IL-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 (AIPVHH). Palivizumab failed to activate the AIPVHH SyCyR with 

gp130, but cross-linking and a single-chain variable fragment (scFv) of Palivizumab activated 

the AIPVHH1-3 variants. In addition, AIPVHH1 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-7Rα 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-7Rα SyCyR variant induced γc-independent STAT5 and ERK phosphorylation via 

receptor homodimerization and, thus, ligand-independent proliferation. The transfer of the IL-

7Rα 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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kinase 
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CD Cluster of differentiation  FADD Fas-associated death domain 
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 FBS Fetal bovine serum 
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 Fc Fragment crystallizable  
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Darmerkrankungen 

 FDA Food and Drug Administration 
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CLF Cytokine-like factor-1  G-CSF Granulocyte-colony stimulating 
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CSF Colony-stimulating factor  GFP  Green fluorescent protein 

cs130Fc Chimeric sgp130Fc  GOF Gain-of-funtion 
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 EINLEITUNG 
Aus der griechischen Mythologie entspringt aus Echidna und Typhon ein Ungeheuer 

namens Chímaira, zu Deutsch Chimäre [1, 2]. Homer beschreibt dieses feuerspeiende 

Mischwesen, was über den Schultern den Kopf eines Löwen besaß, 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 Chimäre nichts als Zerstörung und Verwüstung über 

Mensch und Tier, bis Bellerphon mit Hilfe eines anderen Mischwesens Pegasos, das von 

Poseidon als geflügeltes Pferd kreiert wurde, in den Kampf zog. Nur mit Hilfe der neuen 

Flugfähigkeit von Pegasos gelang es Bellerphon, die Chimäre in einem Luftangriff zu 

besiegen. Die griechische Mythologie prägt bis heute Kultur und Sprache der Menschheit [1]. 

So versteht man im Kontext der synthetischen Biologie unter einer Chimäre 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 chimäre Fusionsproteine 

kombiniert, um neuartige Rezeptoren und Zytokine mit vorteilhaften Eigenschaften 

auszustatten, zu verbessern, zu spezifizieren und regulierbar zu machen. Dieser Bereich hat 

ein großes Potential für die Entwicklung neuer Behandlungsmöglichkeiten für 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 große, kurzlebige, glykosylierte 

Proteinmediatoren bezeichnet, die mit hormonähnlicher Wirkung an grundlegenden 

biologischen Prozessen wie Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose, Homöostase und der 

Entwicklung und Regulation des Immunsystems beteiligt sind. Zytokine sind entsprechend 

einer strukturellen Ähnlichkeit, 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 häufig 

ein gemeinsamer Rezeptor von verschiedenen Zytokinen zur intrazellulären 

Signaltransduktion geteilt wird. Die Rezeptoren werden nach ihrer strukturellen Homologie in 

verschiedene Klassen eingeteilt: Typ-I- (Hämatopoetin-Familie) und Typ-II- (IFN-Familie) 

Zytokinfamilie, TNF-Rezeptor-Superfamilie, IL-1 und die Toll-like-Rezeptoren (TLR), IL-17 

Rezeptoren, die transforming growth factor β (TGF-β) 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]. Hauptsächlich 

antigenpräsentierende Zellen (APC) wie dendritische Zellen (DC), B-Zellen, Makrophagen 

und natürliche Killerzellen (NK) produzieren TNF Liganden. Die membrangebundenen 

Trimere können bereits Signalwege induzieren. Des Weiteren überführen Matrix-

Metalloproteinase TNF-converting enzyme (TACE, alternativ A Disintegrin and 

Metalloprotease (ADAM)17) und andere Proteasen diese Trimere in eine lösliche Form, 

welche darüber hinaus weitere Signaltransduktionswege vermitteln [8, 9]. 

Die zelluläre Antwort der TNF/TNFR-Superfamilie ist aufgrund umfangreicher 

Signalwege außerordentlich pleiotrop [10, 11]. Nach der Ligandenbindung hängt die initiierte 

Signalkaskade von Adaptermolekülen ab, die mit der aktivierten intrazellulären Domäne 

(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 

intrazelluläre Todesdomäne (DD). Der TNFRI reguliert ubiquitär Zelltod und Entzündung 

durch die Bindung von membrangebundenem und löslichem TNF [12]. Die Todesdomäne 

induziert über 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 gestörter Proteinsynthese oder 

fehlenden downstream Adapterproteinen und induziert über den Komplex IIa eine Caspase-8-

vermittelte Apoptose [10, 12-14]. Ansonsten überwiegt die Aktivierung von Signalwegen, die 

entzündliche Prozesse vermitteln und die Apoptose verhindern. Dazu bildet TRADD über den 

Komplex I mit TRAF2 und der receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 

(RIPK1), was zu inflammatorischen Prozessen führt [15, 16]. Der Komplex I reguliert 

verschiedene Signalwege wie die Aktivierung des nukleären Faktors κB (NF-κB), 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 hängt von vielen Faktoren 

ab, wie z.B. dem metabolischen Status der Zelle, der Stärke des TNF-Signals, der 

Ubiquitinierung von RIPK1 und der Caspaseaktivität [10, 17].  

Abbildung 1: Übersicht der Signaltransduktion von Fas, TNFRI und TNFRII (vereinfachtes Schema): Der Fas Rezeptor 
bindet an FasL und bildet über DD einen Komplex aus FADD und Pro-Caspase 8, der die Apoptose induziert. Die Bindung 
von löslichem oder membrangebundenem TNF an den TNFRI leitet verschiedene Signalwege ein. Komplex I aus TRADD, 
TRAF2 und RIPK1 reguliert die Aktivierung von NF-κB, MAPK (JNK, ERK, 38 und Akt/PI3K) und transkribiert Zielgene 
für Überleben, Apoptose oder Entzündung. Der Komplex IIa induziert über TRADD, FADD und Pro-Caspase-8 eine 
Caspase-vermittelte Apoptose. Der Komplex IIb aktiviert ohne TRADD über FADD, RIPK1, RIPK3 und Pro-Caspase-8 die 
Caspase-vermittelte Apoptose. Der Komplex IIc aktiviert über FADD, RIPK1, RIPK3 die MLKL-vermittelte Nekroptose. 
Der TNFRII induziert über TRAF verschiedene Signalwege für Homöostase, Entzündung und Regeneration. Abbildung mit 
Biorender erstellt und modifiziert nach [11]. 
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Prozesse wie Überleben, Differenzierung, Geweberegeneration, Homöostase 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 extrazelluläre Domäne von TNFRI und 

TNFRII in lösliche Formen überführen, 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 vielfältige Weise mit der zentralen Regulation des Immunsystems und der 

Homöostase interagieren. TNF spielt eine Schlüsselrolle 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, während eine Dysregulation an der Entstehung verschiedener chronischer 

Entzündungen, Gewebeschäden und Krankheiten beteiligt ist. Tumorentstehung, 

Tumorprogression und Metastasierung, sowie Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide 

Arthritis (RA), Psoriasis, entzündliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn (crohns diesase 

CD) oder Colitis ulcerosa (UC), chronische Bronchitis, chronisch obstruktive 

Lungenerkrankung und Asthma werden damit in Verbindung gebracht [10, 11, 21-23]. 

Therapeutische Ansätze zur Hemmung von TNF haben sich bei chronischen Entzündungen, 

Autoimmunerkrankungen, Osteoporose oder Transplantatabstoßung bewährt [24, 25]. 

1.2. DER INTERLEUKIN-7 REZEPTOR 

Der IL-7Rα (CD127) wird zusammen mit dem common γ-chain Rezeptor (γc, CD132) 

von IL-7 zur Signalweiterleitung über die Phosphorylierung von signal transducer and 

activator of transcription (STAT)5 durch Januskinase (JAK)1 (CD127) und JAK3 (CD132) 

verwendet und gehört durch den gemeinsam genutzten γc Rezeptor zusammen mit IL-2, IL-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 Überleben von NK- und T-

Zellen, der T-Zell-Entwicklung und der Homöostase beteiligt [27]. Als Transkriptionsfaktor 

fungiert aktiviertes STAT5, das anti-apoptotische, proliferative, metabolische Faktoren und 

negative Rückkopplungsmediatoren, darunter B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), Cyclin D1, c-Myc 

und suppressor of cytokine signaling (SOCS)-1, aktiviert [28]. Alternative Signalmoleküle 

von IL-7 sind STAT1, STAT3, Akt/PI3K und Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase 

(MEK)/ERK. Die Regulation des MEK/ERK Signalweges ist bei der Entwicklung, 



I-5 

Proliferation und Homöostase von T-Zellen abhängig 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-Vorläuferzell-Leukämie (T-ALL) [29]. 

IL-7 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der T-Zell-Subpopulation über die 

Expression von CD127 und der T-Zell-Antwort bei Autoimmun- und 

Infektionskrankheiten [29]. Die Deletion von IL-7Rα führt zur severe combined 

immunodeficiency (SCID), einer genetisch und klinisch heterogenen Gruppe angeborener 

Erkrankungen, die durch eine Beeinträchtigung der humoralen und zellvermittelten 

Immunität, Leukopenie und eine verminderte Antikörperantwort gekennzeichnet sind. 

Aktivierende IL-7Rα single nucleotide polymorphism (SNP) zeigen das Ausmaß 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-7Rα-Gen führen zu T-ALL [32, 33]. Etwa 10% der Patienten mit T-ALL weisen 

aktivierende Mutationen in der Juxtamembran- oder innerhalb der Transmembrandomäne 

(TMD) des IL-7Rα auf, wobei es sich fast ausschließlich um in frame-Insertionen mit einem 

ungepaarten Cystein handelt [34]. Die Bildung von intermolekularen Disulfidbrücken führt zu 

einer Homodimerisierung von IL-7Rα, das konstitutiv unabhängig von IL-7, JAK3 oder γc, 

JAK1 und STAT5 phosphoryliert. Shochat und Kollegen beschrieben eine somatische 

Insertion mit den Aminosäuren Prolin-Prolin-Cystein-Leucin (PPCL) innerhalb der TMD-

Region von IL-7Rα 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 für die konstitutive Aktivierung von 

Klasse-I-Zytokinrezeptoren sein könnte [36]. 

1.3. DIE INTERLEUKIN-12 FAMILIE 

Die IL-12 Familie weist strukturelle Homologien mit der IL-6 Familie auf und besteht 

aus IL-12, IL-23, IL-27, IL-35 und IL-39, die zu der Klasse I hämatopoetischen Zytokine 

gehört [37]. Die α-Untereinheit (p35, p19 und p28) assembliert mit einer der β-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 p19 und p40, sind als 

proinflammatorische Zytokine an der Differenzierung von T-Helferzellen (TH1 und TH17) 

beteiligt [38]. Weitere Mitglieder der IL-12 Familie erfüllen sowohl proinflammatorische als 

auch antiinflammatorische Funktionen, die in [38, 39] aufgeführt sind. 

Die kombinatorische Assemblierung der α- und β-Untereinheiten der IL-12 Familie 

zeigt die Verwendung gemeinsamer Rezeptoren. Die Bindung von IL-12 erfolgt mit der β-
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Untereinheit p40 an den IL-12 Rezeptor β1 (IL-12Rβ1), während die α-Untereinheit p35 mit 

dem IL-12 Rezeptor β2 (IL-12Rβ2) interagiert [40]. IL-12Rß1 ist mit der 

Tyrosinkinase (Tyk) 2 und IL-12Rß2 mit der JAK2 assoziiert, die primär zur STAT4-

Phosphorylierung vermittelten Signaltransduktion führen [38].  

Abbildung 2: Die Rolle der IL-12 Familie in der Regulation des Immunsystems mit Übersicht über Zielzellen, Induktion und 
Funktion. IL-12 Zytokine setzen sich aus einer α- (p35, p19, p28, p35) und β- (p40, EBI3) Untereinheit zusammen und 
interagieren über gemeinsame Rezeptoren. IL-12 aktiviert IL-12Rβ1::IL-12Rβ2, IL-23 IL-12Rβ1::IL-23R und IL-27 WSX-
1::gp130. IL-39 aktiviert über IL-23R::gp130. IL-35 kann verschiedene Rezeptorkomplexe (IL-12Rβ2::WSX-1, IL-
12Rβ2::gp130, Homodimere IL-12Rβ2 oder gp130) aktivieren. Die aktivierten Rezeptorkomplexe phosphorylieren kanonisch 
JAK/STAT-Moleküle, 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 β-Untereinheit p40 von IL-23 interagiert ebenfalls mit IL-12Rβ1, während die α-

Untereinheit p19 mit dem IL-23 Rezeptor (IL-23R) interagiert [40]. Nach Ligandenbindung 

erfolgt die Signaltransduktion über die IL-23R-assoziierte JAK2 und IL-12Rß1-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-präsentierenden Zellen wie Makrophagen und dendritischen 

Zellen während einer akuten Entzündung produziert und ist an der Differenzierung und 

Aktivierung von TH1-Zellen beteiligt. IL-12 fördert die Produktion von IFN-gamma (IFN-γ), 

was wiederum die Proliferation von natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und TH1-Zellen 

stimuliert und zu einer erhöhten Expression von IFN-γ führt. Dieser positive Feedbackloop 

erhöht die IL-12-Sekretion, die wiederum die Differenzierung von naiven T- Zellen in TH1-

Zellen verstärkt. Zudem verstärkt es die Makrophagenaktivität und somit die antimikrobielle 
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und antiparasitäre Abwehr sowie die antitumoröse Aktivität, die unter anderem auf IL-12 und 

IFN-γ zurückzuführen ist. IL-23 wiederum induziert die Reifung und Aufrechterhaltung von 

TH17-Zellen, die durch die Sekretion von IL-17 und anderen proinflammatorischen Faktoren 

wie TNF, IL-6 und IFN-γ eine Rolle in der antimikrobiellen und antimykotischen Abwehr 

spielen [44]. 

Pathologisch sind beide Zytokine an der Entwicklung entzündlicher und autoimmunen 

Erkrankungen beteiligt. Eine Überproduktion von IL-12 kann zu chronischen Entzündungen 

und Autoimmunreaktionen führen, indem es eine übermäßige T H1-Antwort fördert. IL-23 

wird mit Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis und chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen (CED) in Verbindung gebracht, da eine übermäßige TH17-Aktivität zu 

Gewebeschäden und chronischen Entzündungen führt. Die TH17-Zellen regen die 

dendritischen Zellen in den Mesenteriallymphknoten zur Sekretion von IL-12 und IL-23 an, 

welche die TH1-Zellen stimulieren. In Biopsien aus pathologisch veränderten Abschnitten von 

Patienten mit CED wurden vermehrt T H1- und T H17-Zellen nachgewiesen [45]. 

Therapeutische Ansätze, 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 für die Behandlung von 

Psoriasis und CED zugelassen [44].  

1.4. DIE INTERLEUKIN-6 FAMILIE 

Die IL-6 Familie ist durch eine Glykoprotein 130 (gp130)-abhängige 

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 β-Rezeptor zur 

Signaltransduktion. Dazu gehören 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]. Abhängig vom Zytokin agiert gp130 entweder als 

Homodimer oder als Heterodimer mit einem der drei β-Rezeptoren LIF-Rezeptor (LIFRβ), 

OSM-Rezeptor (OSMRβ) oder WSX-1.  

Einige Zytokine binden zur Signaltransduktion nur an zwei β-Rezeptoren, andere 

Mitglieder benötigen einen α-Rezeptor, um eine Dimerisierung der β-Rezeptoren zu 

induzieren [48]. Die JAK/STAT Signaltransduktion der verschiedenen Rezeptor-

konstellationen weist zunächst eine Ähnlichkeiten auf, jedoch unterscheidet sich die Aktivität 

verschiedener JAK (JAK1, 2, 3 und Tyk2) und STAT (1, 2, 3, 4, 5A, 5B, 6) Moleküle in 
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verschiedenen Rezeptorkomplexen [49]. Darüber hinaus werden α- und β-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 homöostatischer 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 [51]. 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 

Entzündungen bei akuten und chronischen Erkrankungen. Dabei entfalten die IL-6 Familie-

Zytokine antiinflammatorische Effekte in Modellen akuter Entzündungen 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 

Aktivitäten reichen von der Aufrechterhaltung der Homöostase, der Induktion von Akute-

Phase-Proteinen und C-reaktivem Protein (CRP) während einer akuten Entzündungsreaktion 

über die Regulation der Expression des Blutgerinnungsfaktors Fibrinogen bis hin zur 

Regulation des enterohepatischen Kreislaufs [53-55]. Darüber hinaus reguliert IL-6 die 

Regeneration von geschädigtem Gewebe, einschließlich 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 zellulären 

Metabolismus involviert ist. In IL-6 defizienten Mäusen wurde eine erhöhte Pathogenlast bei 

Infektion mit verschiedenen Erregern beschrieben [48, 56]. IL-6 aus Adipozyten kann eine 

Insulinresistenz und Entzündung hervorrufen, während IL-6 aus Skelettmuskel die Steigerung 

der Glykolyse und Insulinfreisetzung unterstützt [57]. Weitere Funktionen sind der Schutz der 

Muskelfasern vor oxidativem Stress [58]. Diese gegensätzlichen Wirkungen können unter 

anderem mit der Art des IL-6 Signalwegs zusammenhängen. Während 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 über 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 zunächst die Bindung von IL-6 bzw. IL-11 an eine spezifische α-Rezeptoruntereinheit 
(IL-6Rα bzw. IL-11Rα), um anschließend als Komplex die Bindung an die signalübertragenden Homodimere des gp130 β-
Rezeptors zu ermöglichen. Das Trans-signaling wird durch sIL-6Rα oder sIL-11Rα vermittelt, die durch alternatives splicing 
oder ADAM10/17 ectodomain shedding in Lösung gebracht werden und alle Zielzellen mit gp130 auf der Oberfläche 
aktivieren können. Das IL-6 Cluster-signaling wird durch dendritische Zellen (DC) induziert, die IL-6 über 
membrangebundenes IL-6Rα binden und T-Zellen über gp130 aktivieren. Die Zellpopulation für IL-11 Cluster-signaling 
noch nicht beschrieben. IL-6, IL-11 und IL-35 induzieren die Signaltransduktion ausschließlich über gp130. Die anderen 
Zytokine der IL-6 Familie leiten die Signaltransduktion über heterodimere β-Rezeptorkomplexe ein. Während CLC, CNTF 
den membrangebundenen oder löslichen CNTFRα als α-Rezeptor benötigen und als Heterodimer über gp130 und LIFR 
signalisieren, interagieren die Zytokine LIF, OSM, IL-27 und IL-31 direkt mit zwei β-Rezeptoruntereinheiten ohne die Hilfe 
eines ligandenbindenden α-Rezeptors. Lösliche β-Rezeptoren (sgp130, sOSMR, sLIFR, sIL-31R, sWSX-1) sind natürliche 
Inhibitoren der Signaltransduktion, während lösliche α-Rezeptoren (sIL-6Rα, sIL-11Rα, sCTNFRα) 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 membranständigen α-

Rezeptor, der daraufhin als Komplex mit dem gp130 β-Rezeptor den klassischen Signalweg 

induziert (Abbildung 3). Da diese Zytokine keine Affinität zum gp130 β-Rezeptor besitzen 

erfolgt die Homodimerisierung erst nach der Bindung an den membranständigen α-

Rezeptor [63, 64]. Während 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 beschränkt ist, ist die klassische 

Signaltransduktion von IL-11 aufgrund der exklusiven Expression des membranständigen α-

Rezeptors auf Osteoblasten, Megakaryozyten, Hepatozyten, Kardiomyozyten, Fibroblasten, 

Endothelzellen und Epithelzellen auf andere Zielzellen begrenzt [50, 65]. 
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Der signaltransduzierende β-Rezeptor gp130 kommt ubiquitär vor und kann 

anderweitig angesteuert werden [63]. Entweder erreichen weitere Mitglieder der IL-6 Familie 

eine Heterodimerisierung des β-Rezeptors oder die Homodimerisierung erfolgt über das 

Trans-signaling [47]. Dabei können potentiell alle Zellen stimuliert werden, da ein Komplex 

aus IL-6 und löslichem IL-6Rα (soluble IL-6Rα, sIL-6Rα) oder IL-11 und löslichem IL-11Rα 

(soluble IL-11Rα, sIL-11Rα) einen ternären Komplex mit dem mebranständigen β-Rezeptor 

gp130 bildet. Durch das Trans-signaling wird die Reichweite auf alle Zielzellen, die den β-

Rezeptor gp130 auf der Zelloberfläche tragen, enorm erweitert. Im menschlichen Körper 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 α-

Rezeptors (ca. 85%), induziert werden [50]. Das ectodomain shedding durch die Proteasen 

ADAM10 oder ADAM17 setzt einen streng regulierten Prozess in der inflammatorischen 

Immunantwort voraus, da es nicht nur Zytokine, sondern auch membranständige Rezeptoren 

wie IL-6Rα oder TNFRI/II spaltet [18, 66-69]. Darüber hinaus wurde eine erhöhte Expression 

und Aktivität von ADAM10 und ADAM17 mit pathologisch-inflammatorischen Prozessen 

assoziiert. Dazu zählen die Entwicklung von CED, RA oder Morbus Alzheimer [70-73]. 

Die Aktivität von ADAM10 ist konstitutiv, während 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 

ADAM17 Aktivität ist in der Homöostase gering und die physiologische Konzentration von 

sIL-6Rα ist auf einen Bereich von 40-75 ng/ml begrenzt. Dahingegen steigt die ADAM17 

Aktivität und damit die sIL-6Rα 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 

erhöhte Werte von 1000-3000 pg/ml IL-6 gemessen [79]. 

Mit dem systemischen Anstieg von sIL-6Rα und IL-6 steigt die Menge des IL-6/sIL-

6Rα Komplexes im Blut an. IL-6 zeigt im Serum eine ähnliche Affinität zu sIL-6Rα wie zu 

membranständigem IL-6Rα (1 nM). Die Bindung von IL-6/sIL-6Rα wird mit einer sehr 

niedrigen Affinität zu gp130 (10 pM) stabilisiert, was zum Trans-signaling in der Zelle 

führt [47]. Die Plasmakonzentration von sgp130 liegt bei gesunden Patienten zwischen 100-

300 ng/ml und ist bei Patienten mit Multipler Sklerose oder Melanom erhöht [80, 81]. 

Alternatives splicing von gp130 führt zu einer im Blut löslichen 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-6Rα als natürliches Puffersystem 

mit kompetitiver Wirkung für das IL-6 Trans-signaling fungieren. Da die Menge an sgp130 

unter physiologischen Bedingungen die von sIL-6Ra nicht übersteigt, hängt die sgp130 

Pufferkapazität von sIL-6Rα ab [84, 85]. Dabei steigt die sgp130 Menge unter 

inflammatorischen Bedingungen bedingt an, so dass ein Überschuss an sIL-6Rα 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 

Während die klassische Signaltransduktion mit homöostatischen Prozessen und der 

Immunantwort in Verbindung gebracht wird, überwiegt das Trans-signaling bei chronischen 

Entzündungsreaktionen, pathologischen Prozessen und der Tumorgenese [49, 60, 89]. 

Therapiestrategien für verschiedene chronisch-entzündliche Erkrankungen, COVID-19 oder 

für CAR-T-Zell-assoziierten CRS bei Krebspatienten befinden sich in klinischen Studien [49, 

90-95]. Sie richten sich als Antikörper 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 entzündungshemmende 

Medikamente die intrazelluläre Signalweiterleitung zu blockieren [49]. Obwohl JAK-

Inhibitoren als immunmodulatorische Wirkstoffe neben der IL-6 Signalkaskade weitere 

intrazelluläre Signalwege blockieren, überwiegt bei verschiedenen inflammatorischen 

Erkrankungen der Nutzen, auch wenn es mit risikobehafteten Nebenwirkungen verbunden 

ist [90, 93, 97]. 

Eine Inhibition von IL-6 durch spezifische Antikörper ermöglicht eine gezielte 

Intervention eines Signalweges ohne Beeinträchtigung anderer Zytokine in ihrer 

Signalkaskade. Dabei unterscheiden sich in der Therapie oder klinischen Studien eingesetzten 

monoklonalen Antikörper (mAb) in der Art der Neutralisierung. Einige neutralisieren über die 

Bindung an IL-6, andere mAb binden an IL-6Rα [50]. Beide Ansätze 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-6Rα (Abbildung 

4A) [98]. Siltuximab ist für die Behandlung der multizentrischen Castleman-Krankheit 

zugelassen und entfaltet entzündungshemmende und immunsuppressive Eigenschaften mit 

Nebenwirkungen wie Infektionen, Neutropenie, Thrombozytopenie, Gewichtszunahme, 

Juckreiz oder makulopapulösem 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 Antikörper-vermittelten Abstoßung 
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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 Hypercholesterinämie und erhöhten Leberwerten [99, 102, 103]. 

Ein Interventionsansatz bei Patienten mit Multiplen Myelom mit einem 

neutralisierenden IL-6-mAb führte zunächst zu einer Remission. Jedoch erhöhte sich aufgrund 

des vergrößerten 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 unterstützte die Entwicklung eines neutralisierenden IL-6Rα-mAbs, um die 

Ausscheidung von IL-6 über die Niere zu gewährleisten. Heute befindet sich der IL-6Rα-mAb 

Tocilizumab unter dem Handelsnamen RoActemra® in einer klinischen Phase-II-Studie bei 

Patienten mit Multiplem Myelom [107]. Darüber hinaus wurde Tocilizumab zur Behandlung 

der Castleman-Krankheit (2006), der RA (2009), der juvenilen idiopathischen Arthritis (JIA) 

(2011), der polyartikulären 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-6Rα neutralisierender mAb ebenfalls 

zur Behandlung von RA zugelassen. Dabei hat Sarilumab eine 20-fach höhere Affinität und 

eine längere 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 erhöhtes Risiko 

für bakterielle Infektionen, Hyperlipidämie oder Veränderung der kardialen Funktion ähnlich 

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 homöostatischen Epithelproliferation 

zurückzuführen 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% häufiger 

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 erhöhte 

Inzidenz von Pankreatitis beobachtet [117]. Die Aufklärung des molekularen 

Wirkmechanismus der IL-6 Signalwege kann zu einer verbesserten Therapie führen. Folglich 

wurden alternative Strategien entwickelt, um den Trans-signaling-Komplex IL-6Rα/sIL-6Rα 
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zu inhibieren [118]. So können im Mausmodell durch spezifische IL-6 Trans-signaling-

Blockade die klassisch vermittelten homöostatischen Prozesse aufrechterhalten werden [119, 

120]. Es wird spekuliert, dass unerwünschte Nebenwirkungen wie gastrointestinale 

Perforationen, Infektionen, Gewichtszunahme, erhöhte Insulinresistenz, Pankreatitis oder 

kardiovaskuläre Komplikationen vermieden werden könnten [71, 86, 119-125]. 

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

DARMERKRANKUNGEN  

Das umfassende Verständnis von IL-6 im Rahmen der klassischen, Trans- und 

Cluster-signaling hat zu der Erkenntnis beigetragen, dass IL-6 ein Schlüsselfaktor der 

Immunmodulation bei Krankheit und Homöostase 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 Spezifität von IL-6 nicht mehr vom 

membranständigen α-Rezeptor abhängig und führt mit einer deutlich stärkeren Signalantwort 

zu vielen pathologischen Beobachtungen [81, 126].  

Das Hyper IL-6 (HIL-6), ein Fusionsprotein aus sIL-6Rα und IL-6 verbunden über 

einen flexiblen Linker, wurde zum Nachweis der physiologischen Funktion des Trans-

signalings entwickelt. Zusätzlich wurde ein antagonistisches Fusionsprotein, namens soluble 

glycoprotein 130 Fc (sgp130Fc), bestehend aus der extrazellulären Domäne des gp130 und 

einer fragment crystallizable (Fc) Region des humanen Immunglobulin G1 Antikörpers 

(IgG1) erstellt. Dieses Tool wurde zuerst 2001 zur Untersuchung der physiologischen 

Funktionalität des Trans-signalings von der Gruppe Rose-John beschrieben (Abbildung 

4B) [67, 118]. Diese Entwicklungen waren die Voraussetzung für 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-6Rα 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 sgp130Fc keine Affinität zum monomeren IL-6 oder zum 

membranständigem IL-6Rα besitzt, blockiert es spezifisch das Trans-signaling ohne 

Beeinträchtigung 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 über die klassische IL-6-

Signalantwort hat [119]. Dies wurde in einer weiteren Studie an Mäusen mit Mykobakterien 

untermauert [120]. Bei Wildtyp-Mäusen mit einer high fat diet (HFD) verhinderte das 
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sgp130Fc die proinflammatorische Infiltration von Makrophagen in das Fettgewebe, ohne zu 

einer erhöhten Insulinresistenz oder einer verringerten Glukosetoleranz zu führen [122, 129]. 

Dagegen weisen IL-6-defiziente Mäuse 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, könnte die Ursache für die metabolischen Nebenwirkungen bei Tocilizumab sein. 

Des Weiteren wurde die regenerative Kapazität des Darmepitheliums, des Pankreas und der 

Nieren im Gegensatz zur globalen IL-6 Blockade nicht von sgp130Fc 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 Homöostase von Leber und Pankreas besteht, während der 

pathophysiologische Aspekt anvisiert werden kann [46, 57, 120]. 

In vivo Darmkrebsmodelle zeigen eine positive Korrelation zwischen der erhöhten 

Menge an IL-6 und der Hemmung der T-Zellapoptose. Diese wird durch eine Deletion des 

Gens für 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 schützende Wirkung einer selektiven Inhibition des IL-6 

Trans-signalings durch sgp130Fc für die Mukosa nachgewiesen werden. Eine IL-6-Defizienz 

oder eine globale IL-6-Hemmung hingegen resultierte in einer stärkeren Entzündung, die 

durch eine erhöhte Schädigung 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 führten. In einer 

open-label Phase-IIa-Studie mit 16 CED Patienten sprachen 44% der Patienten auf die 

Therapie mit je 600 mg Olamkicept über einen Zeitraum von 12 Wochen an und 19% 

erreichten eine klinische Remission ohne schwerwiegende Nebenwirkungen im 

Zusammenhang mit einer behandlungsbedingten Immunsuppression [132]. Eine 

Transkriptomanalyse der entzündeten Mukosa von Patienten in klinischer Remission zeigte 

eine Unterdrückung des STAT3 Signalweges ohne einen negativen Einfluss auf die 

Proliferation oder Gewebereparatur der Epithelzellen [132]. Die regenerative Kapazität 

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 sgp130Fc 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, 

während 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 - erhöhte Bilirubinwerte, AST-Werte und Hyperurikämie [135]. 

Zusammenfassend lässt sich ein Zusammenhang zwischen Trans-signaling und einigen 

Erkrankungen postulieren, da erhöhte Konzentrationen von IL-6 und sIL-6Rα im Serum 

beschrieben werden [48, 71, 84, 114, 131]. Das IL-6 Trans-signaling hat somit das Potenzial 

von sgp130Fc bei zahlreichen chronisch-entzündlichen, autoimmunen oder tumorösen 

Erkrankungen interveniert zu werden. 

2.2.2. WEITERENTWICKLUNG DES SGP130FC ZUM DESIGNERMOLEKÜL CS130FC 

Der Zusammenhang zwischen einer Gewebepenetration und der Größe eines Antikörpers 

stellt eine korrelative Hürde dar [136]. Demnach könnte die Größe des sgp130Fc mit 240 kDa 

ein limitierender Faktor sein. Kleinere in Patienten identifizierte Varianten wie das sgp130 

Monomer (120 kDa) oder die verkürzte 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 Avidität des sgp30Fc kann damit 

begründet werden, dass die Domänen D2-3 site II binden, während die Domäne D1 des 

anderen sgp130 simultan mit site III von IL-6/sIL-6Rα interagiert. Dagegen erreicht das 

monomere sgp130 aufgrund sterischer Hinderung jeweils entweder site II oder site III. Dies 

kann in einer höheren Affinität als das körpereigene sgp130 resultieren [118]. Die Basis von 

sgp130Fc wurde optimiert, um eine höhere Affinität, Spezifität und Bioverfügbarkeit der next 

generation IL-6 Trans-signaling-Inhibitoren zu erreichen [138].  

Da sgp130Fc als Teil des β-Rezeptors gp130 mit allen Zytokinen der IL-6 Familie 

interagieren könnte, ist eine potentielle inhibitorische Aktivität zu anderen Zytokinmitglieder 

nicht ausgeschlossen. In hohen Konzentrationen wirkt sgp130Fc 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, 

Hämatopoese, Megakaryopoese, Thrombopoese, Reproduktion, Knochenentwicklung und -
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metabolismus, Leberfunktion, Plasmazellproliferation und die T-Zell-abhängige Entwicklung 

von Antikörper-exprimierenden B-Zellen [140]. Dem IL-11 werden auch schädigende 

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 ADAM10- oder Serin-

Proteasen den löslichen IL-11Rα und damit das IL-11 Trans-signaling induzieren [147, 148].  

Die lösliche Form von IL-11Rα (sIL-11Rα) konnte im Serum von Patienten mit 

Magenkarzinom nachgewiesen werden. Die physiologische Aktivität von sIL-11Rα wurde 

bislang lediglich in Mausmodellen gezeigt [59, 147]. Der Einfluss des IL-11 Trans-signalings 

im pathologischen Kontext ist bislang ungeklärt, da eine Differenzierung zwischen IL-6 und 

IL-11 Trans-signaling schwierig ist [50]. sgp130Fc bindet beide Trans-signaling-Komplexe 

mit ähnlicher Potenz [147, 149]. Aufgrund der lückenhaften Charakterisierung der Funktion 

in vivo, kann aktuell eine wünschenswerte Inhibition von IL-11 Trans-signaling mittels 

sgp130Fc nicht bestätigt werden. Daher wurde eine exklusive Inhibition von IL-6 Trans-

signaling als erste Optimierung angestrebt [138, 149-151]. 

Das verkleinerte Molekül, bekannt unter chimeric sgp130Fc (cs130Fc), enthält die 

zytokinbindenden Domänen D1-3 von sgp130 (Abbildung 4). Anstelle der Domänen D4-6 

von gp130 stabilisiert ein Einzeldomänen-Antikörper (VHH oder Nanobody) zunächst den 

IL-6-sIL-6Rα Komplex (VHH6) ohne neutralisierende Funktion. Fusioniert über eine TEV-

Site (tobacco etch virus) mit einem Fc des humanen IgG1 zu einem dimeren Konstrukt, 

zeichnet sich das cs130Fc im Vergleich zu sgp130Fc durch eine geringere Molekülgröße von 

157 kDa aus [138, 152]. Die kompetitive Wirkung des cs130Fc resultiert aus der 

Stabilisierung des IL-6/sIL-6Rα-Komplexes durch den VHH6 sowie der Maskierung der 

Bindungsoberfläche durch die zytokinbindenden Domänen D1-3 des sgp130. Damit ist die 

biologische Aktivität von cs130Fc in Hinblick auf das IL-6 Trans-signaling nicht nur 

vergleichbar mit sgp130Fc, die verkleinerte Variante weist zudem eine höhere Selektivität 

aufgrund reduzierter IL-11 Trans-signaling Affinität auf [138].  
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Abbildung 4: Vergleich der Affinität und Spezifität von sgp130 Varianten und next generation Inhibitoren. Eine 
Strukturaufklärung von Boulanger und Kollegen im Jahre 2003 klärte das Bindungsparadigma von IL-6 an IL-6Rα und 
gp130 auf und begründete die spezifische Inhibition von Trans-signaling mittels sgp130 [153]. (A) Das Bindungsparadigma 
von IL-6 wurde auf drei Bindestellen (site I, II und III) zurückgeführt. IL-6 bindet zunächst mit der site I die D2-3 Domäne 
von IL-6Rα, woraufhin dieser präformierte Komplex über die site IIa von IL-6 mit geringer Affinität die D2-3 Domäne von 
gp130 bindet. Gleichzeitig bindet hochaffin die site IIIa von IL-6 die D1 Domäne von gp130. Zudem interagiert der IL-6/sIL-
6Rα Komplex mit gp130 über site IIb an D3 und über site IIIb an D1. Links: Bindungsparadigma von gp130 oder sgp130. 
Rechts: Stabilisierung des IL-6/sIL-6Rα Komplexes über einen nicht neutralisierenden Einzeldomänenantikörper (VHH6) 
als Teil des Fusionsproteins cs130Fc, welches mit Hilfe der D1-3 Domäne von gp130 im cs130Fc das IL-6 Trans-signaling 
neutralisiert. (B) Links: Die D1-D6 Domänen von gp130 sind über Disulfidbrücken 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 Effektivität 
bzw. Antikörper gegen eine Sequenz (NIASF) im RAPS-Molekül auf [127, 154]. Rechts: Next generation IL-6 Trans-
signaling Inhibitoren: Mutationen im sgp130Fc (T102Y-Q113F-N114L: FLY, FLY + R281Q: FLYR) erhöhen die Spezifität 
für IL-6 Trans-signaling [138, 149-151]. Die D1-D3 Domänen von gp130 sind mit VHH6 fusioniert, eine TEV-Sequenz 
ermöglicht die Monomerisierung von cs130Fc durch Spaltung von IgG1-Fc. Zudem erhöhen die FLY Mutationen im 
cs130Fc die IL-6 Trans-signaling Spezifität. Bispezifische cs130Fc Varianten sind in dieser Arbeit beschrieben [155, 156]. 
Die schematische Darstellung des VHH/Nanobody besteht aus neun β-Faltblättern und drei complementarity-determining 
regions (CDR) Schleifen (türkis), die gegen bestimmte Epitope gerichtet sind (VHH6: IL-6-sIL-6Rα [152], VHH72: RBD 
vom Spike SARS-CoV-2 (PMID: 32075877) [157], VHHTNF: TNF [158], VHHp40: p40 β-Untereinheit von IL-12 oder IL-
23 [159]. Abbildung mit Biorender erstellt und modifiziert nach [50]. 

Die ersten beiden Publikationen 1 und 2 knüpfen an die Weiterentwicklung des 

verkleinerten cs130Fc an, indem die modulare Eigenschaft genutzt wird, um weitere 

Nanobodies für proinflammatorische Erkrankungen als bispezifische Blockade zu ergänzen. 

Die chimären Blocker cs130-TNFVHHFc und cs130-IL-12/23VHHFc könnten in Krankheiten 

wie CED oder RA, als Vorteil einer Kombinationstherapie ihre Anwendung finden. Das 

Molekül 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 für 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 (+) ssRNA Virus ist ein 

proteinumhülltes 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 tödlicher Ausbruch mit diesem Virus 

aufgrund der Nähe der Fledertiere zur Bevölkerung wiederholen könnte [161]. Am 5. Mai 

2023 erklärte WHO-Generaldirektor Tedros Adhanom Ghebreyesus, der am 30. Januar 2020 

COVID-19 zu einer gesundheitlichen Notlage internationaler Tragweite erklärt hatte, das 

Ende dieser Pandemie. Bis Januar 2024 wurden über 772 Millionen Infektionen mit über 6,9 

Millionen Toten, die mit oder an SARS-CoV-2 gestorben waren, registriert. Die WHO schätzt 

die Zahl der COVID-assoziierten Todesfälle auf weit über 20 Millionen (World 

Health Organization, https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019, 

Aufruf 15.03.2024).  

Leichte Symptome infizierter Patienten sind hauptsächlich Pneumonie assoziiert. 

Darunter löst die akute Atemwegserkrankung Fieber, Husten, Kurzatmigkeit, Myalgie oder 

Müdigkeit aus [162]. Weitere Symptome treten im Verdauungstrakt, im Nervensystem und im 

Herz-Kreislauf-System auf. Dazu gehören Appetitlosigkeit, Übelkeit, 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 führt 

häufig zu einem Multiorganversagen (19-36%) und hat daher eine sehr hohe Mortalität (13-

90%) [95, 163]. Als Auslöser steht im Vordergrund das hyperinflammatorische Syndrom 

ähnlich der Sepsis, dem ARDS oder dem CAR-T-Zell-induzierten CRS [164]. Dabei führt die 

Interaktion zwischen Epithelzellen und Immunzellen bei COVID-19 zu einer massiven 

Produktion proinflammatorischer Zytokine und folglich zum CRS [165].  

 Zunächst bindet das Spike-Protein der Virushülle von SARS-CoV-2 an das humane 

Angiotensin Converting Enzyme 2 (hACE2) auf der Zelloberfläche (Abbildung Publikation 

2) [166]. Die Serinprotease TMPRSS2 bewirkt die Spaltung des konformationsveränderten 



I-19 

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 Lungenentzündung konnte gezeigt werden, dass erniedrigte ACE2-

Konzentrationen mit einem erhöhten Risiko für 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 Zelloberfläche, da 

hACE2 mit dem Virus endozytiert wird, steigt die Angiotensin II-Konzentration im Serum an 

(Abbildung Publikation 2) [168]. Angiotensin II agiert über den Angiotensin-II-Rezeptor 

Typ I als proinflammatorisches Zytokin, indem es NF-κB mit AP-1/c-Foc über den MAPK-

Weg zusätzlich ADAM17 aktiviert, was zur Expression von IL-6, EGF, TNF und shedding 

von sIL-6Rα führt [169, 170]. Eine Blockade des Angiotensin-II-Rezeptors Typ I verhinderte 

dagegen im Tiermodell die Entwicklung von SARS-CoV-induzierten ARDS [171]. Über 

Trans-signaling erfolgt daraufhin die gp130-vermittelte Aktivierung von STAT3 in 

Fibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen, die weitere proinflammatorische Zytokine 

und Chemokine exprimieren [170]. Dazu gehört der granulocyte-colony stimulating factor 

(G-CSF), der Neutrophile rekrutiert. Bei Patienten mit fatalem COVID-19-ARDS Verlauf 

wurden erhöhte G-CSF Werte und eine broncho-alveoläre-assoziierte Neutrophilie 

beobachtet [165]. Das angeborene Immunsystem interagiert mit der Infektion, indem die TLR 

eine MyD88-assoziierte NF-κB Kaskade aktivieren [172]. Durch die Aktivierung von 

Neutrophilen im Alveolarraum werden zytotoxische Substanzen freigesetzt, dazu gehören 

granuläre Enzyme, proinflammatorische Zytokine und extrazelluläre Neutrophilenfallen. 

Langfristig kommt es durch die hyperinflammatorische Immunzellaktivierung zu einer 

Schädigung der alveolarkapillären Barriere [165]. Erhöhte Werte von IL-2, IL-2R, IL-6, 

MCP1, MCP-3, IL-8, IFN-γ und TNF im Serum von COVID-19-Patienten korrelieren negativ 

mit dem Schweregrad der Erkrankung und der Mortalität [173]. 

Patienten, die schwer von der Infektion betroffen sind, haben ein dysreguliertes 

Immunsystem gemeinsam, bei dem zunächst eine überschießende Immunantwort auftritt und 

in einer Zellerschöpfung endet [174]. Besonders auffällig 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]. Schlüsselfaktoren im pathologischen Verlauf von COVID-19 sind 
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neben der Lymphopenie und Neutrophilie, eine Dysregulation von Monozyten und 

Makrophagen, eine verzögerte Typ-I-IFN Antwort und CRS [165].  

Rodríguez-Hernández 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 erhöht. Der COVID-19-assoziierte 

IL-6 Serumspiegel mit 34 pg/ml war jedoch deutlich geringer als bei anderen CRS-

assoziierten Verläufen wie bei Sepsis (983 pg/ml), ARDS (460 pg/ml) oder bei CAR-T CRS 

(3110 pg/ml) [79]. Darüber hinaus wiesen Verstorbene niedrigere Serumspiegel von sIL-6Rα 

und sgp130 auf. Das sgp130 Puffersystem konnte das Trans-signaling bei fatalen Verläufen 

von COVID-19 nicht inhibieren und es kam zu einer systemischen Antwort in Form von 

Lymphopenie und Neutrophilie mit nachfolgender Mortalität. Im Gegensatz dazu zeigten 

COVID-19 Patienten mit schwerem Verlauf ein niedrigeres IL-6 Level (27 pg/mL) und 

signifikant erhöhte sIL-6Rα und sgp130 Mengen auf. Dadurch könnten die Trans-signaling-

Komponenten gepuffert werden. So zeigen Rodríguez-Hernández und Kollegen eine positive 

Korrelation zwischen fatalen Verläufen und reduzierten Mengen an sIL-6Rα und sgp130. 

Diese Studie zeigt zunächst eine Hyperinflammation mit zunehmendem Trans-signaling, die 

anschließend in einer Erschöpfung und Lymphopenie endet [95, 170, 174]. Diese 

Lymphopenie führt aufgrund der verminderten T-Zellzahl zu einem verminderten IL-6Rα 

shedding. Dadurch wird das komplexe Gleichgewicht zwischen IL-6 Aktivierung, 

Hyperinflammation und sgp130-Puffer bei COVID-19-ARDS gestört, was fatale Folgen 

haben kann [176]. 

Bei ARDS wird die Epithelschicht durch proinflammatorische Zytokine so stark 

geschädigt, dass die Ionenkanäle den alveolären Flüssigkeitstransport nicht mehr 

aufrechterhalten können [177]. In Folge dessen führt die gestörte Funktion zu einer erhöhten 

Permeabilität und damit zu einer Flüssigkeitsansammlung in den Lungenalveolen. Der 

Gasaustausch ist im Rahmen der Hypoxämie derart beeinträchtigt, 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 Mortalität 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 beeinträchtigt. Da insbesondere eine erhöhte IL-6 Serumkonzentration mit 

fatalen COVID-19 Verläufen assoziiert ist und eine IL-6Rα-mAb-Therapie bei CRS wirksam 

ist, erhielten Patienten mit Beatmung in den REMAP-CAP- und RECOVERY-Studien 

Kortikosteroide in Kombination mit Tocilizumab bzw. Sarilumab, was die Mortalität 

reduzierte [180-182]. Eine frühere Studie (COVACTA) untersuchte neben der 

Kortikosteroidtherapie zudem die Effektivität von IL-6Rα-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 für die fehlende Wirksamkeit [184]. Bei der Behandlung mit globalen IL-6 Blocker 

wie Tocilizumab oder Sarilumab, besteht ein erhöhtes Risiko für Atemwegsinfektionen [111]. 

Da der klassische IL-6-Signalweg für die virale Elimination notwendig ist, könnten IL-6-

Inhibitoren auch die Behandlung von COVID-19 beeinträchtigen, indem sie die Viruslast 

erhöhen. 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].  

Während bisher der Fokus auf der klassischen und Trans-signaling-Blockade mit 

Tocilizumab und Sarilumab bei COVID-19 lag, könnte die Effektivität 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 für den Zelleintritt ein wichtiges Target für die therapeutische 

Entwicklung darstellt. Zunächst wird der Viruseintritt verhindert, wodurch hACE2 nicht 

internalisiert wird und somit im weiteren Verlauf die potentielle Fehlregulation des AngII-

AT1R-Signalweges stromabwärts von ACE2 zu CRS verhindert wird [168]. Akkumulieren 

sich dennoch inflammatorische Bedingungen, kann das c19s130Fc präventiv das IL-6 Trans-

signaling blockieren und damit die Hyperinflammation reduzieren, ähnlich wie bei schweren 

Verläufen von COVID-19 Patienten mit kurativer Gabe von Tocilizumab.  
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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 natürliche als auch synthetische Rezeptoren führen die Informationsverarbeitung aus. 

Ein Input in Form eines Signals wird weitergeleitet, um als Output eine zelluläre Veränderung 

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 präzise synthetisch-interzelluläre, juxtrakrine 

Kommunikation mit Hilfe von Rezeptoren erforderlich, um komplexe logische Operationen 

basierend auf Zell-Zell-Kontakten durchführen zu können [188].  

Insbesondere die Entwicklung der CAR-T-Zelltherapie hat das Repertoire 

synthetischer Rezeptoren erweitert, um eine möglichst sichere und effektive Therapie des 

Multiplen Myeloms und der B-Zell-Lymphome zu gewährleisten [185]. Dieses Repertoire 

umfasst die Weiterentwicklung chimärer 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 intrazellulären 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 können je nach Bedarf frei kombiniert werden, z.B. 

durch eine Homo- oder Heterodimerisierung/Trimerisierung [190]. Um synthetische 

Zytokinrezeptoren möglichst spezifisch zu aktivieren, dürfen endogene Signale keine 

Hintergrundaktivität hervorrufen. Nanobodies, die hochaffin die Fluoreszenzproteine green 

fluorescent protein (GFP) oder mCherry binden, zeigen keine Affinität zu endogenen 

Liganden [191, 192]. Damit qualifizieren sich diese Bindungspartner zur Entwicklung 

synthetischer Rezeptoren. Die Schwere-Kette-Antikörper aus Camelidae besitzen zwei 

Antigen-bindende Domänen (VHH) und können 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 5: Diversität der synthetischen Zytokinrezeptoren (SyCyR) in der Generationsübersicht, eingeteilt nach den 
Zytokinfamilien IL-6, TNF, IL-10, IFN, IL-12 und IL-2. Außerhalb befinden sich die unmodifizierten endogenen 
Rezeptorkonstellationen und auf der Oberfläche die entsprechenden synthetisch modifizierten Rezeptoren, deren 
extrazellulärer Bereich durch ein VHHGFP oder VHHmCherry ersetzt ist. Modifikationen wie AIP (gelb), Austausch zur IL-7Rα 
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 extrazellulär einen Nanobody gerichtet gegen GFP (VHHGFP) 

oder mCherry (VHHmCherry) auf. Darauf folgt eine TMD und für die Signaltransduktion der 

IL-2-, IL-6-, IL-10-, IL-12-, TNF- oder IFN-Familie die entsprechende intrazelluläre 

Domäne [193]. Die Aktivierung der SyCyR erfolgt hintergrundfrei, da endogene Signale 

keine unspezifische Signaltransduktion auslösen und zudem dieses System mit synthetischen 

Liganden spezifisch aktivieren werden kann. Diese SyCyR Aktivierung entspricht der 

Signaltransduktion endogener Rezeptoren [193]. Durch die einfache Übertragbarkeit dieser 

Anwendung können 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 VHHGFPgp130 und VHHmCherryFas 

ermöglichen eine Regulation pro- und anti-apoptotischer Signale über GFP-Homodimere und 

mCherry-Homotrimere, die Rezeptorkomplexe der TNF-Superfamilie phänokopieren [195]. 
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Die GFP Homodimerisierung kann murine Pro-B-Zellen über VHHGFPgp130 zur Proliferation 

anregen, während die mCherry Homotrimerisierung über VHHmCherryFas Apoptose 

induziert [195]. Die Fas SyCyR-vermittelte Apoptose kann als nützliches Werkzeug zur 

Identifizierung der Rezeptoraktivität 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 veränderte Apoptoseregulation 

induzieren und daher mit Erkrankungen wie dem Autoimmunlymphoproliferativen Syndrom 

oder Plattenepithelkarzinom in Verbindung gebracht werden könnten [196]. Mit diesem 

Werkzeug kann die Aktivität der respondierenden synthetischen Zytokinrezeptoren über die 

spezifische Regulation synthetischer Liganden untersucht werden.  

Das SyCyR System ermöglicht in vivo eine zelltypspezifische und hintergrundfreie 

zytokinähnliche 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 Leukämie mit über 30 

klinischen Studien eine wichtige Rolle bei der Entwicklung neuer Therapieansätze spielen, 

könnten diese Xenografen bei längerer Exposition zu Immunogenität führen [200]. Seit 2018 

wurden bisher drei Nanobodies für solide Tumoren, RA und Blutgerinnungsstörungen von der 

FDA zugelassen, während 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 für 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 Antikörpern auslösen und damit ihre Wirksamkeit verlieren 

können [202]. 

Die nächste Generation der SyCyR-Technologie soll ein synthetisches Ligand-

Rezeptor-Paar ohne endogene Hintergrundaktivität oder potentieller Immunogenität des 

synthetischen Liganden enthalten [198]. Hierfür eignen sich von der FDA zugelassene 

therapeutische Antikörper, die nicht gegen humane Ziele gerichtet sind. Damit kommen mAbs 

wie Infliximab, Tocilizumab oder Ustekinumab mit endogenen Zielmolekülen nicht in Frage, 

während mAbs gegen Bakterien oder SARS-CoV-2 wenig Nebenwirkungen bei einer 

potentiellen Behandlung der zweiten SyCyR Generation erzeugen könnten. Palivizumab ist 
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ein humanisierter monoklonaler IgG1κ Antikörper, der gegen ein Epitop des Fusionsproteins 

von Respiratory Syncytial Virus (RSV) gerichtet ist [203]. Es wurde 1999 von der 

Europäischen Arzneimittelagentur zur Prävention von RSV-Infektionen und schweren 

Erkrankungen bei Säuglingen mit hohem Risiko zugelassen, da es eine neutralisierende und 

fusionshemmende Aktivität gegenüber den beiden RSV-Subtypen A und B besitzt [204]. 

Dieses Therapeutikum wurde als synthetischer Ligand für eine potentielle Applikation beim 

Menschen auf der Grundlage von Langzeitstudien mit geringen Nebenwirkungen 

ausgewählt [203]. Dieser Antikörper induzierte zusammen mit einem Freund-Adjuvans eine 

Immunisierung eines Lamas, woraus anti-idiotypische Nanobodies isoliert wurden, die als 

Teil der synthetischen Rezeptoren (gp130 SyCyR und Fas SyCyR) zur Signaltransduktion 

nach Ligandenbindung dienten. Die Spezifität der anti-idiotypischen Nanobodies beruht auf 

der Bindung der variablen Region des Antikörpers, 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 chimären 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-6Rα und IL-12 oder IL-23 soll die Inhibitionskapazität des 

bispezifischen cs130Fc getestet werden. Zudem soll die TNF-induzierte Apoptose durch die 

Erweiterung mit einem VHH gegen TNF verhindert werden. Diese Moleküle sollen sowohl 

die Hemmkapazität 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. 

Hierfür 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 für therapeutische 

Anwendungen ohne zelluläre Immunantwort. Hierfür soll Palivizumab eingesetzt werden, da 

es weder mit humanen Proteinen kreuzreagiert noch immunogen ist. Für dieses SyCyR-Paar 

sollen anti-idiotypische VHH (AIPVHH) 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 AIPVHH-Rezeptoren spezifisch aktivieren. 

Die vierte Fragestellung untersucht die Übertragbarkeit der IL-7Rα 

Transmembrandomäne mit PPCL-Insertion auf synthetische und natürliche Klasse I und II 

Zytokinrezeptoren (SyCyRPPCL). Hierfür sollen natürliche und synthetische Varianten von 

gp130 aus der IL-6 Familie, IL-23R aus der IL-12 Familie und IL-7Rα als Klasse I 

Zytokinrezeptorfamilie mit der PPCL-Insertion ergänzt werden. Weiterhin soll der Interferon 

α/β Rezeptor 2 (IFNAR2) als Vertreter der Klasse II der Zytokinrezeptoren mit der PPCL-

Insertion erweitert werden. In in vitro Zellkulturen soll die Aktivität der SyCyRPPCL 

hinsichtlich einer ligandenunabhängigen Disulfidbrücken-forcierten Homodimerisierung 

untersucht werden.  
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  DISKUSSION 

1. NEXT GENERATION TRANS-SIGNALING INHIBITOREN 

Interleukin (IL-)6 reguliert über drei Signalwege fundamentale Entzündungsprozesse 

des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Darüber 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 führen [114, 143]. 

Dabei beeinflussen die drei Signalwege unterschiedliche Prozesse: Der klassische Signalweg 

erfolgt über die Bindung an den membranständigen IL-6R Rezeptor (IL-6Rα) und reguliert 

Regeneration, Hämatopoese und die Immunantwort [50]. Das Trans-signaling erfolgt über 

den löslichen IL-6Rα (sIL-6Rα) und wird unter anderem mit chronisch-entzündlichen 

Prozessen oder Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht [48, 50]. 

Humanisierte monoklonale Antikörper (mAb) gegen IL-6Rα wie Tocilizumab oder 

Sarilumab wurden zur Hemmung des IL-6 Signalwegs entwickelt. Durch die Hemmung des 

membrangebundenen und löslichen IL-6Rα intervenieren diese und andere IL-6-gerichtete 

Medikamente in die klassische und das IL-6 Trans-signaling [106]. Tocilizumab und 

Sarilumab sind für die Behandlung der rheumatoiden Arthritis zugelassen oder befinden sich 

in klinischen Studien für andere chronisch-entzündliche Erkrankungen [96, 206]. Eine 

unerwünschte Nebenwirkung der Blockade des klassischen Signalwegs ist ein erhöhtes Risiko 

für bakterielle Infektionen, Hyperlipidämie oder Veränderungen 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 sgp130Fc mit dem Handelsnamen 

Olamkicept, das in zwei Phase-II-Studien bei Colitis ulcerosa (UC) untersucht wurde [118, 

132, 207]. In präklinischen Studien wurde dabei der klassische Signalweg von sgp130Fc im 

Rahmen der Homöostase, der epithelialen Regeneration oder der Immunantwort auf 

Infektionen im Gegensatz zu Tocilizumab nicht beeinflusst [50].  

Weitere Inhibitoren des IL-6 Trans-signalings sind drei natürlich vorkommende 

Varianten des löslichen gp130 mit einer kleineren Größe 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 sgp130-rheumatoid arthritis antigenic peptide-bearing soluble form (sgp130-RAPS) 

mit einer Größe von 50 kDa kommt in der Synovialflüssigkeit von Gesunden und Patienten 

mit rheumatoider Arthritis (RA) vor (Abbildung 4B)[154]. Das sgp130-RAPS Molekül 
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enthält die Zytokin-bindenden Domänen D1-3, die für die neutralisierende Bindung von IL-

6/sIL-6Rα notwendig sind. Die effektive Hemmung durch das monomere sgp130-RAPS 

Molekül wurde in Mausmodellen der chronischen Antigen-induzierten Arthritis gezeigt [127]. 

Antikörper gegen die C-terminale Sequenz von sgp130-RAPS wurden jedoch bei RA-

Patienten beschrieben, nicht jedoch bei Gesunden oder Patienten mit anderen 

Autoimmunerkrankungen [154]. Außerdem korrelierte der Serumspiegel dieser Antikörper 

mit dem Schweregrad der RA Symptome, weshalb die sgp130-RAPS Variante für eine 

therapeutische Anwendung nicht weiter verfolgt wurde [154]. Mit einer geringeren Affinität 

von 6,9 nM im Vergleich zu sgp130Fc (60 pM), war die Affinität vergleichbar mit der 

monomeren Variante von sgp130 [118, 127]. Neben zwei weiteren splicing-Varianten von 

gp130 (Diamant, Sharkey), die auf mRNA Level ohne endogenen Expressionsnachweis 

beschrieben wurden, zeigte eine weitere splicing-Variante mit D1-4 von gp130 an Fc 

fusioniert (sgp130E10-Fc) eine geringere Effektivität im Vergleich zu sgp130Fc (KD sgp130-

E10Fc 71 pM, KD sgp130Fc 9 pM) [137]. Insgesamt variieren die Affinitäten der sgp130 

Varianten in den verschiedenen Studien, was einen direkten Vergleich der Hemmkapazität 

erschwert [118, 127, 137, 149, 150, 208]. Ein Konsens besteht in der dimerisierten Variante 

des sgp130Fc, die mit einer potenteren Inhibition und erhöhten in vivo Stabilität aus den 

Studien hervorsticht [137, 138].  

Eine chimäre Weiterentwicklung von sgp130Fc zielt auf eine Größenreduktion und 

Erhöhung der Spezifität für die IL-6 Signaltransduktion ab [138]. Da der Grad der 

Gewebepenetration mit der Proteingröße korreliert, sollte die Penetration durch einen 

größenreduzierten sgp130-Inhibitor verbessert werden [136]. Dazu wurden die Domänen D4-

6 des sgp130Fc durch eine variable Region eines Einzeldomänenantikörper (Nanobody, 

VHH) aus Lama ersetzt und als chimeric soluble gp130Fc (cs130Fc) bezeichnet [138]. Im 

Gegensatz zum 240 kDa großen sgp130Fc Inhibitor, hat das cs130Fc eine kleinere 

Molekülgröße von 157 kDa. Zusätzlich stabilisiert der VHH6 die Bindung an den IL-6/sIL-

6Rα Komplex und erhöht somit die Inhibitionspotenz gegenüber IL-6 Trans-signaling 

(cs130Fc IC50: 0,46 nM; sgp130Fc IC50: 0,87 nM). In einem Vergleichsexperiment erwies 

sich die monomere Variante cs130 mit einer Größe von 52 kDa sogar als ähnlich potent wie 

die Vergleichsmoleküle cs130Fc und sgp130Fc (cs130 IC50: 1,46 nM) [138].   

In dieser Arbeit wurde das cs130Fc um drei weitere VHH erweitert, um eine 

bispezifische Inhibition zu untersuchen und damit in einem proof-of-concept Modell die 

Kombinationsmöglichkeiten des vielfältigen cs130Fc zu zeigen (Abbildung Publikation 1). 

Dabei wurde zwischen dem VHH6 und der Fc Domäne des IgG1 Antikörpers der TNFVHH aus 
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Ozoralizumab, IL-12/23VHH und VHH72 inseriert, im eukaryotischen Zellsystem rekombinant 

hergestellt und mittels Affinitätschromatographie gereinigt [159, 210]. Das IL-6 Trans-

signaling wurde mit der Zugabe der einzelnen Komponenten IL-6 und sIL-6Rα ausgelöst und 

damit die Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen induziert [138]. Dadurch konnte die 

halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) der cs130Fc Varianten bestimmt und mit 

dem ursprünglichen cs130Fc verglichen werden. Weiterhin wurde das IL-6 Trans-signaling 

mit den cs130Fc Varianten in Stimulationsassays für die intrazellulären Signale signal 

transducer and activator of transcription (STAT)3 und extracellular-signal regulated kinase 

(ERK) getestet. Ba/F3-gp130 Zellen, die IL-12Rβ1 und IL-12Rβ2 auf der Oberfläche tragen, 

proliferieren konzentrationsabhängig mit HIL-12, einem Fusionsprotein aus p40 und p35. 

Ba/F3-gp130 Zellen die IL-12Rβ1 und IL-23R tragen, proliferieren mit HIL-23, einem 

Fusionsprotein aus p40 und p19 [211]. Diese Zellen wurden in Proliferations- und 

Stimulationsassays mit beiden Fusionsproteinen HIL-12 oder HIL-23 stimuliert, um den 

inhibitorischen Effekt von cs130-IL-12/23VHHFc zu beleuchten. Demgegenüber induzierte 

TNF in in vitro Experimenten Apoptose von L929-Zellen, wodurch das cs130-TNFVHHFc 

hinsichtlich der IC50 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 intrazelluläre Färbung von SARS-CoV-2 

zeigten, dass die essentielle Bindestelle des Spike-Proteins von c19s130Fc und VHH72Fc 

neutralisiert wurde und somit die Zellen somit nicht infiziert wurden (Abbildung 

Publikation 2).  

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der cs130Fc Inhibitor uneingeschränkt mit 

weiteren Komponenten erweitert werden kann und diese im Vergleich zu den einzelnen VHH 

mit gleicher Effektivität hemmen. Die Vorteile von cs130Fc liegen in der geringen Größe, der 

Stabilität der VHH und der Modularität, die für weitere Fragestellungen in der Forschung zur 

Verfügung stehen. 

1.1. ERHÖHUNG DER SPEZIFITÄT DES SGP130FC 

Alle Zytokine der IL-6 Familie, mit Ausnahme von IL-31, induzieren die 

Signaltransduktion über mindestens einen gp130 β-Rezeptor. Dazu gehören 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 sgp130Fc sollten 

die Auswirkung der IL-6 Familienmitglieder berücksichtigen. Erhöhte Serumlevel von IL-11 

werden mit einer Reihe von Pathologien in Verbindung gebracht, darunter Asthma, chronisch-
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entzündliche Darmerkrankungen (CED) oder RA [59]. IL-11 wird von verschiedenen 

Zellpopulationen, wie Immunzellen, Epithelzellen und Fibroblasten sekretiert, wohingegen 

krankheitsauslösenden Zellpopulationen mit dem responsiven IL-11Rα nicht umfassend 

charakterisiert sind [140]. Darüber hinaus hat sich die Komplexität des IL-11-Signalwegs mit 

dem Nachweis des ADAM10-vermittelten shedding von IL-11Rα erhöht [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 entschlüsselt 

werden [148]. Die physiologische Rolle des IL-11 Trans-signalings wurde postuliert, indem 

das Fusionsprotein von IL-11 mit sIL-11Rα (Hyper-IL-11) zur experimentellen Nachahmung 

des IL-11 Trans-signalings verwendet wurde [66]. Zumindest in experimentellen Mausstudien 

konnte ein Einfluss des IL-11 Trans-signalings bei gastrointestinalen Karzinomen, 

embryonaler Implantation oder kraniofazialen Defekten ausgeschlossen werden [212, 213]. 

Der lösliche IL-11 Rezeptor (sIL-11Rα) ist bei Patienten mit Magenkarzinom erhöht, was auf 

einen Zusammenhang zwischen IL-11 Trans-signaling und Tumorprogression hinweisen 

könnte [212]. Darüber hinaus gibt es derzeit keine Untersuchungen, ob das IL-11 Trans-

signaling wie das IL-6 Trans-signaling an Entzündungen beteiligt ist [50, 140]. Das sgp130Fc 

kann an den IL-6/sIL-6Rα und den IL-11/sIL-11Rα Komplex binden und dadurch die 

Signalübertragung beider Trans-Signalwege neutralisieren [138, 147, 149]. 

Es wurden Mutationen in sgp130Fc inseriert, um die Selektivität für das IL-6 Trans-

signaling zu modellieren (Abbildung 4B). Die Mutationen T102Y/Q113F/N114L in D1 des 

sgp130Fc (sgp130FLYFc) erhöhten die Affinität zum IL-6 Trans-signaling, indem die 

Oberflächeninteraktion von D1 zu site III am IL-6/sIL-6Rα erhöht wurde [150]. 

Veränderungen in der Interaktionsfläche in den Domänen D2-D3 zu der site II von gp130 

verringerten die IL-6/sIL-6Rα-hemmende Wirkung von sgp130Fc [150]. In einer neueren 

Studie wurde erstmals die verminderte Affinität von sgp130FLYFc zur site III von IL-11/sIL-

11Rα beschrieben, was zu einer geringeren Inhibition von IL-11 Trans-signaling führte [138].  

Trotz der Fusion mit VHH6 in cs130Fc mit gesteigerter Affinität zu IL-6/sIL-6Rα, 

blieb eine Affinität zu den IL-11/sIL-11Rα Komplexen erhalten (cs130Fc IC50: 7,14 nM, 

sgp130Fc IC50: 0,22 nM) [138]. Die analogen Mutationen im monomeren cs130 (cs130FLY) 

führten neben einer erhöhten Affinität zum IL-6 Trans-signaling (cs130FLY IC50: 0,48 nM; 

cs130 IC50: 1,46 nM) zu einem vollständigen Verlust der Affinität zu IL-11/sIL-11Rα in den 

cs130FLY und cs130FLYFc Varianten [138]. Eine R281Q Mutation in der D3 Domäne von 
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sgp130FLYFc (sgp130FLYRFc) erhöhte die IL-6 Trans-signaling-Spezifität mit einem 

vollständigen Verlust der Affinität zu IL-11 Trans-signaling, da diese homozygote Mutation 

im gp130 Rezeptor bei Kraniosynostosepatienten den IL-11 Signalweg 

beeinflusst (Abbildung 4B) [141]. Dadurch könnten Nebenwirkungen verringert werden, 

indem die Variante aus dem zuvor entwickelten sgp130Fc die Selektivität für das IL-6 Trans-

signaling erhöht, ohne einen Einfluss auf das IL-11 Trans-signaling aufzuweisen [149]. 

Aktuelle präklinische und klinische Studien visieren die Blockade des IL-6 Trans-signalings 

im Rahmen des gut untersuchten pathologischen Einflusses an, während 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 

Interaktionsflächen von sgp130 zu den IL-11/IL-11Rα Komponenten bei gleichzeitiger 

Diskriminierung der IL-6/sIL-6Rα Komponenten ermöglicht die Identifizierung bestimmter 

Aminosäuren, die als Kandidaten für Mutationsuntersuchungen hervorstechen. Eine Analyse 

der 2xgp130:2xIL-6:2xsIL-6Rα Struktur im Vergleich zum 2xgp130:2xIL-11:2xsIL-11Rα 

Komplex zeigte einzigartige Interaktionsflächen von gp130, die in Abbildung 6 

hervorgehoben sind [153, 215].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: Aminosäurensequenz der D1-D3 von gp130 mit farblich gekennzeichneten site II und site III bei IL-6/sIL-6Rα. 
Durchgestrichene Aminosäuren sind wichtig für die Interaktion der site II und site III für IL-11/sIL-11Rα. Fett gedruckte und 
unterstrichene Aminosäuren sind relevant für IL-6/sIL-6Rα und könnten 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 IIa im Gegensatz zu IL-6 eine größere Interaktionsfläche mit 

hauptsächlich ionischen Wechselwirkungen zu gp130. IL-11 interagiert mit der site IIa über 

vier Arginine (R111, R114, R117, R118) durch eine hydrophobe Tasche (V167, W142, Y168 

und T166) zur D2-3 Domäne (Abbildung 7Ai). In der site IIa von IL-6 ist jedoch kein 

Arginin konserviert. Dazu dominieren in der site IIa von IL-6 weniger hydrophobe 

Aminosäuren 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 könnten daher diese starke Bindung auflösen (Abbildung 7Aii). 

Abbildung 7: Gegenüberstellung der site IIa Interaktionen (schwarze Verbindungen) von IL-11/sIL-11Rα Komplex (PDB: 
8DPU) und IL-6/sIL-6Rα (PDB: 1P9M). (A)(i) Site IIa Interaktion von IL-11 mit gp130 im Komplex. (ii) Zusätzliche 
ionische Bindung der site IIa von IL-6 mit gp130 im Komplex (fett gedruckt). (B)(i) Site IIa Interaktion von IL-11 mit gp130 
im Komplex. (ii) Zusätzliche Interaktionen der site IIa von IL-6 mit gp130 im Komplex (fett gedruckt). 

Der Bereich 164-171 von gp130 interagiert mit site IIa von IL-6 und IL-11. Dabei 

bildet D193 und Y196 eine hydrophobe Bindung mit IL-6 (L19) und F169 von gp130 π-

Kationen mit R24 von IL-6. Insbesondere F169 ist essentiell für die Aktivität anderer 

Mitglieder der IL-6 Familie und eine Mutation reduziert die Aktivität anderer IL-6 

Familienmitglieder [216]. F169 von gp130 bildet eine hydrophobe Wechselwirkung mit L23 

und L24 von IL-11 (Abbildung 7Bi). Mutationen von N171 (Wasserstoffbrücke zu R24 von 

IL-6) oder D193 und Y196 (L19 von IL-6) könntten jedoch die Affinität zu IL-6/sIL-6Rα 

verringern (Abbildung 7Bii). 

Die site IIb von sIL-11Rα bildet zehn ionische Wechselwirkungen mit der D3 Domäne 

von gp130, während der sIL-6Rα Komplex lediglich fünf ionische Wechselwirkungen 

aufweist. R213 von sIL-11Rα bildet eine Salzbrücke mit E253 von gp130 (Abbildung 8Ai). 

E253 von gp130 interagiert ebenfalls mit W214 im IL-6Rα Komplex (Abbildung 8Aii) [215, 

217]. Generell zeigen beide Komplexe ähnliche Interaktionspartner über site IIb vor allem im 

Bereich 250-265 von gp130 auf, wie Mori und Kollegen im HDX-MS Experiment 

zeigten [218]. Außerdem bildet das R259 von gp130 eine Salzbrücke zu beiden 

Rezeptorkomplexen (sIL-6Rα: D262 und sIL-11Rα: D260) [215, 217]. Die humane R281Q 

Mutation (R259 in Abbdildung 8Aii) in der sgp130FLYRFc Variante behält jedoch die 
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Affinität zum IL-6 Rezeptorkomplex bei und verliert die Bindung zum IL-11 

Rezeptorkomplex. Dabei könnte der Austausch zu einer polaren Aminosäure (R281Q) zu 

einer Abstoßung der polaren Aminosäuren (Y238, T259, D260) des IL-11Rα führen, während 

weiterhin die ionische Bindungstasche des IL-6Rα über H261 und D262 gebildet wird [149, 

217]. S257 könnte mutiert werden, da es mit sIL-6Rα über W249, K252 und H261 

Wasserstoffbrücken bildet, sIL-11Rα hingegen nicht (Abbdildung 8B). Dieses S257 

entspricht der Mutation von S279I (Variante II) bei Tenhumberg und Kollegen. Es reduzierte 

die Inhibition von IL-6/sIL-6Rα um 60% und könnte daher auf Interaktion mit IL-11/sIL-

11Rα untersucht werden [150].  

Abbildung 8: Gegenüberstellung der site IIb (schwarze Verbindungen) von IL-11/IL-11Rα Komplex (PDB: 8DPU) und IL-
6/sIL-6Rα (PDB: 1P9M). (A) Ionische Interaktion site IIb von (i) sIL-11Rα mit gp130 im Komplex und (ii) sIL-6Rα mit 
gp130 im Komplex. (B) Wasserstoffbrücken zu S257 in site IIb (i) von sIL-11Rα mit gp130 und (ii) von sIL-6Rα mit gp130. 

  Beide Komplexe interagieren über site III mit dem Bereich 87-95 von gp130 [215, 

218]. Dabei bildet site III mit der D1 Domäne eines zweiten gp130 einen Komplex. Im 

Gegensatz zur site II unterscheiden sich die interagierenden Aminosäuren der site IIIa am 

stärksten zwischen den Rezeptorkomplexen. Beide Rezeptorkomplexe bilden eine 

Interaktionsfläche über site IIIb mit dem Bereich 86-91 von gp130. Eine ionische Interaktion 

ist zwischen sIL-11Rα-R184 mit Q88 von gp130 und eine hydrophobe von L185 zu F86 von 

gp130 (Abbildung 9Ai). sIL-6Rα hat hingegen hydrophobe Interaktionen (F134, F168 und 

T188) zu L89 und Q91 von gp130, welche hervorgehoben sind (Abbildung 9Aii). 

Bemerkenswert ist, dass vor allem der N-Terminus trunkiert und markierte Aminosäuren im 

Bereich 31-37 von gp130 verändert werden könnten. N-terminal interagiert gp130 zusätzlich 

mit dem IL-6/sIL-6Rα Komplex über site IIIa vor allem über hydrophobe Interaktionen, 

während der N-Terminus von gp130 bis auf P5 mit dem IL-11/sIL-11Rα Komplex keine 

Interaktionen aufweist (Abbildung 9B) [215]. Zudem weist der IL-6/sIL-6Rα Komplex in 

site III eine zusätzliche Interaktionsfläche mit dem Bereich 31-37 von gp130 auf, die für den 

IL-11/sIL-11Rα Komplex nicht relevant zu sein scheint [215, 218]. Ionische Interaktionen 

zwischen IL-6 (E59) und gp130 (K31 und C32) bilden starke Interaktionspartner. Zudem hat 
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sIL-6Rα hydrophobe (P138-Y35 von gp130, L57-F36 von gp130) und ionische (R132-H37 

von gp130) Interaktionen (Abbildung 9C).  

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 9: Site III Interaktionen (schwarze Verbindungen) von IL-11/sIL-11Rα Komplex (PDB: 8DPU) und IL-6/sIL-6Rα 
(PDB: 1P9M). (A) Site IIIb Interaktion über (i) ionische und hydrophobe Aminosäuren von sIL-11Rα zu gp130. (ii) 
Hydrophobe Interaktion von sIL-6Rα mit gp130 im Komplex. (B) Site IIIa N-terminale Interaktion von gp130 mit (i) sIL-
11Rα und (ii) sIL-6Rα mit zusätzlicher hydrophober Tasche. (C) Der Bereich 31-37 von gp130 geht (i) keine Interaktion mit 
sIL-11Rα ein, während mit (ii) IL-6/sIL-6Rα 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 Spezifität zu IL-11 

Trans-signaling zu erhöhen. Denn derzeit existieren weder VHH noch single-chain variable 

fragment (scFv) Varianten gegen den IL-11/sIL-11Rα Komplex.  

Mit der Identifizierung der proteolytischen Spaltung von membrangebundenem IL-

11Rα wird das Gesamtbild des IL-11 Signalwegs komplexer. Die Aufklärung, welche 

Prozesse durch klassisches und/oder Trans-signaling von IL-11 gesteuert werden, steht erst 

am Anfang [148]. Dennoch könnte die Entwicklung spezifischer IL-11 Inhibitoren, die 

zwischen klassischem und Trans-signaling unterscheiden können, eine Untersuchung der 

physiologischen Bedeutung des IL-11 Trans-signaling ermöglichen und die Bedeutung bei 

entzündlichen Erkrankungen, Fibrose und Krebs erleuchten [59, 148]. In präklinischen 

Mausmodellen könnte 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 gegenwärtig lösliche 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 [50]. Dabei hat sich das Fusionsprotein sgp130Fc nicht nur als 

nützliches 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 Molekül 

um einen kombinatorischen Vorteil durch die gleichzeitige Hemmung von Zytokinen zu 

erzielen. Hierfür wurde das cs130Fc mit einem VHH gegen TNF ergänzt und als cs130-

TNFVHHFc bezeichnet [156, 210]. Zusätzlich 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 

Affinitätschromatographie gereinigt und in zellbasierten Proliferationsexperimenten auf ihre 

Funktionalität untersucht (Abbildung Publikation 1). Die bispezifischen Inhibitoren könnten 

aufgrund der Schlüsselkomponenten 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 Domänen D1-3, die mit geringer 

Affinität an den IL-6 Trans-signaling-Komplex aus IL-6 und sIL-6Rα binden [137, 138]. Die 

Fusion mit einem VHH6, der zunächst nicht neutralisierend an den IL-6/sIL-6Rα Komplex 

bindet, erhöht die Affinität zum IL-6/sIL-6Rα Komplex und senkt gleichzeitig die Affinität 

zum IL-11 Trans-signaling [138, 152]. Der Fc-Tag eines IgG1 Antikörpers erhöht die 

Hemmkapazität durch Aviditätseffekte und ermöglicht eine Affinitätschromatographie 

basierte Reinigung, die auch bei therapeutischen Antikörpern angewendet wird [220]. Die 

Erweiterung zum bispezifischen Inhibitor wurde durch eine Fusion eines antagonistischen 

VHH gegen TNF oder die p40 Domäne in IL-12/IL-23 zwischen der cs130- und der Fc-

Domäne erreicht [158, 159].  

Die zellbasierten Proliferationsexperimente zeigten die neutralisierende Wirkung der 

bispezifischen Fusionsproteine gegenüber IL-6 Trans-signaling, der TNF-induzierten 

Apoptose und der IL-12/IL-23 Signaltransduktion. Die Komponente IL-12/23VHH in der 

cs130Fc Variante inhibierte mit der gleichen IC50 wie IL-12/23VHHFc. Zusätzlich 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 cs130-TNFVHHFc blockierte die Zytokine gleichzeitig ohne 

die einzelnen Domänen in ihrer Inhibition zu beeinflussen, da die IC50 unverändert 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 

Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (surface plasmon resonance, SPR) bestätigt. 

Interventionen in die IL-6 Signaltransduktion richten sich als komplette Blockade 

gegen den IL-6R oder gegen das IL-6 selbst. Der IL-6Rα-mAb Tocilizumab ist bei 

verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen und Symptomen zugelassen, während 

Siltuximab als IL-6 Inhibitor bei der multizentrischen Castleman-Krankheit genehmigt 

ist [96]. Angesichts der wichtigen Rolle des klassischen Signalwegs von IL-6 in der 

epithelialen Homöostase hat dessen Inhibition kontraproduktive Effekte bei Erkrankungen mit 

Störungen der epithelialen Barrierefunktion, wie Psoriasis oder Morbus Crohn (CD) [221]. 

Darüber hinaus wurde die Behandlung von CED-Patienten mit Tocilizumab in einer 

klinischen Phase-II-Studie aufgrund von Nebenwirkungen, einschließlich gastrointestinaler 

Ulzera und gastrointestinaler Perforation, abgebrochen [113, 134, 222].  

Die sgp130 Varianten sind potente IL-6 Trans-signaling Inhibitoren und haben bei 

physiologischen Serumkonzentrationen keinen Einfluss auf die klassische 

Signaltransduktion [139]. Höhere Konzentrationen der monomeren Variante wurden im Blut 

gemessen, erreichen aber nicht die deutlich höheren 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 

sgp130Fc eine verbesserte Wundheilung der Mukosa und eine erhöhte Remissionsrate 

beobachtet [132, 219]. Ein Vorteil der bispezifischen cs130Fc Varianten ist somit, dass die 

Inhibition des IL-6 Trans-signalings gegenüber der Inhibition des kompletten IL-6 

Signalwegs durch IL-6Rα-mAb bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen mit Störung der 

epithelialen Barrierefunktion überlegen sein könnte. 

VHH, die die Aktivität von TNF und IL-12/IL-23 blockieren, wurden für die 

kombinatorische Inhibition mit IL-6 Trans-signaling ausgewählt, da therapeutische 

Antikörper gegen diese Targets in Monotherapien für chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen zugelassen sind [45]. TNF-mAbs, darunter Adalimumab, Infliximab, 

Certolizumab und Golimumab, werden als Goldstandard bei UC und CD eingesetzt [45]. Der 

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

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

Serumalbumin die Serumhalbwertszeit zu erhöhen [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 Schlüsselfaktor in der Pathogenese entzündlicher Erkrankungen 

identifiziert. Etanercept und Infliximab eröffneten 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-

entzündliche Erkrankungen eine gemeinsame Pathophysiologie aufweisen und weitere 

Interventionen im Zytokinnetzwerk die Therapiestrategien grundlegend verändern könnten. 

Präklinische Studien bestätigen die klinische Relevanz verschiedener Zytokine, wie IL-1, IL-

6, IL-17, IL-23, B-Lymphozyten-Stimulator, Interferon (IFN)-α Rezeptoren, Zell-

oberflächenmarker, kostimulatorische Moleküle und Signalwege [221, 224]. Es wurden 

Strategien zur Entwicklung bispezifischer Antikörper verfolgt, um mehrere Schlüsselfaktoren 

des Zytokinnetzwerks zu blockieren und so die klinische Wirksamkeit von 

Antikörpertherapien zu verbessern [224, 225].  

Therapieansätze 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, während 

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, überlappende oder komplementäre 

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 

refraktär sind, zu einer klinischen Verbesserung führt. Darüber hinaus hat der Erfolg 

bispezifischer Antikörper (bsAbs) für therapeutische Zwecke in den letzten Jahren neue 

Strategien für chronisch-entzündliche Immunerkrankungen eröffnet [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 zunächst 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 frühen 

klinischen Studien zu chronisch-entzündlichen Erkrankungen, wie zum Beispiel UC oder RA. 

Dabei haben bsAbs im Gegensatz zu mAbs den Vorteil, dass sie mit einem Molekül 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 über 

verschiedene Signalwege unterdrückt werden um die komplexe und heterogene Erkrankung 

effektiver zu behandeln [225]. So zeigen experimentelle Mausmodelle für Kolitis, RA und 

allergisches Asthma einen synergistischen Effekt bei gleichzeitiger Inhibition von IL-6Rα und 

TNF [71, 234-236]. In einer Studie (REBONE) mit RA-Patienten hatte eine duale 

Behandlung gegen TNF und IL-6Rα einen positiven Effekt auf die Reparatur von 

Knochenerosionen, was die Wirksamkeit einer simultanen Inhibition von IL-6 und TNF bei 

RA unterstützt [229]. Entsprechend könnte das cs130-TNFVHHFc einen synergistischen Effekt 

bei RA zeigen, da die proinflammatorischen Biomarker IL-6, sIL-6Rα und TNF nachweislich 

einen Einfluss auf den Verlauf der RA haben [221]. Somit hat das cs130-TNFVHHFc 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-6Rα-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, während 

Olamkicept in einer klinischen Phase II-Studie ohne gastrointestinale Nebenwirkungen 

wirksam war [52, 135]. Somit könnten die beiden Inhibitoren cs130-TNFVHHFc und cs130-IL-

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

Das Zytokinnetzwerk induziert proinflammatorische und gewebeschädigende 

Mediatoren im Synovium von RA-Patienten [238]. Die Mediatoren TNF und IL-6 zeigen eine 

Schlüsselfunktion in der Leukozytenaktivierung, MMP-Produktion, Angiogenese bei der 

Initiierung 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 

für eine potentielle bispezifische Inhibition vorgestellt, die im Kontext chronisch-

entzündlicher Erkrankungen einen kombinatorischen Vorteil mit der IL-6 Trans-signaling-

Blockade haben könnten.  

IFN-γ: TH1 Zellen sekretieren IFN-γ nach Aktivierung durch antigenpräsentierende 

Makrophagen oder andere antigenpräsentierende Zellen (APC) und zeichnen sich durch ihre 

immunstimulierende Wirkung aus [240]. Die Effekte von IFN-γ sind komplex und pleiotrop, 

da proinflammatorische Signale inhibiert oder starke Entzündungsprozesse induziert werden 

können [240]. Lymphozyten sekretieren IFN-γ in der Lamina propria von Patienten mit 

CD [232]. Eine Schlüsselrolle wurde IFN-γ in einem Mausmodell der Kolitis zugeschrieben, 

da ein T-Zelltransfer mit einem IFN-γ-Knockout aufgrund einer Unterdrückung der TH1 

Zelldifferenzierung zu keiner Pathogenese führte [241, 242]. Darüber hinaus sprachen 

Patienten mit CD in einer klinischen Studie auf die Behandlung mit einem IFN-γ-mAb 

an [243]. 

OSM: OSM ist in entzündeten Kolonläsionen bei Patienten mit aktiver CED erhöht, 

was zunächst zu der Annahme führte, dass OSM zum Aufbau der intestinalen Epithelbarriere 

beiträgt [244]. Im Mausmodell der induzierten Kolitis verbesserte OSM die 

Pathophysiologie [245, 246]. Nicht-synonyme single nucleotide polymorphism (SNP) im 

OSM- oder OSMRβ-Lokus erhöhen jedoch das Risiko für CED, da eine daraus resultierende 

höhere Affinität von OSMRβ zu OSM im Kolon mit einer schlechteren Prognose assoziiert 

ist [246, 247]. Außerdem wurde eine Korrelation zwischen erhöhter OSM-Expression im 

entzündeten Gewebe und dem Versagen einer TNF-mAb-Therapie bei CED-Patienten 

beobachtet [247]. Ein Knockout Mausmodell und die medikamentöse Blockade von OSM 

reduzierten signifikant eine anti-TNF resistente Kolitis. Diese präklinische Daten deuten 

darauf hin, dass die Hemmung von OSM eine therapeutische Strategie für CED sein 

könnte [44]. 

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

erhöhte Expression von LIF beobachtet [248-250]. Die Funktion von LIF wurde jedoch nicht 
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geklärt. Ein weiteres Mausmodell mit Kolitis-induzierter Entzündung zeigte, dass LIF von 

intestinalen Epithelzellen sezeniert wird [251]. Die intestinale Entzündung wurde durch eine 

Gabe von LIF reduziert, indem die TH17 Differenzierung unterdrückt und die Proliferation der 

intestinalen Epithelzellen gefördert wurde. Bis auf eine Publikation ist die Rolle von LIF bei 

CED weitgehend ungeklärt, so dass die Funktion von LIF durch einen Inhibitor untersucht 

werden könnte [251]. 

IL-11: Eine deregulierte gp130 Signaltransduktion führt 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. Während eine Überexpression von IL-11 zu Tumoren 

führt, sind Mäuse mit einem IL-11Rα Knockout nicht davon betroffen [254]. Darüber hinaus 

zeigen Patientenbiopsien von Magenkarzinomen eine erhöhte IL-11, IL-11Rα Expression und 

eine STAT3 Hyperaktivierung [255]. CED-Patienten zeigen ebenfalls erhöhte IL-11 Level 

von inflammatorischen Stromazellen in der entzündeten Mukosa und sprechen nicht auf anti-

TNF Therapien an [256]. Präklinische 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 könnte IL-11, insbesondere die Rolle des IL-11 Trans-signalings, ein 

Kandidat für 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 präklinischen Studien hatte die gleichzeitige Blockade von IL-17 

und TNF durch Remtolumab in der zweiten klinischen Studie bei RA und Psoriasis-Arthritis 

keine erhöhte Wirksamkeit gegenüber Adalimumab [262, 263]. Diese klinische Studie zeigt, 

dass nicht alle bsAbs eine synergistische Wirksamkeit wie in präklinischen Studien 

aufweisen. Dennoch sind die klinischen Daten dieser bsAbs von großem Wert für das 

Verständnis der pathologischen Rolle von inflammatorischen Mediatoren bei 

Autoimmunerkrankungen. Diese neuartigen Moleküle stellen die nächste 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 könnten 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-COV-2 MIT C19S130FC 

Die Infektion und Vermehrung von SARS-CoV-2 erfolgt in der Lunge [264]. Infizierte 

Epithelzellen und Lungenkapillaren führen zu einer massiven Freisetzung von 

inflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, TNF, IL-1β und Chemokinen. Dies führt zur 

Infiltration von Neutrophilen und Makrophagen, die eine Funktionsstörung der 

alveolarkapillären Barriere verursachen [264, 265]. Die Akkumulation von Immunzellen am 

Entzündungsort verstärkt die Immunantwort, während andere Organe vom Virus befallen 

werden und es zu einer überschießenden Immunreaktion im Sinne eines Zytokinsturms 

kommt. Der Zytokinsturm verursacht schwere Infektionen und Multiorganversagen [177].  

IL-6 wird als Reaktion auf Infektionen und Gewebeschäden ausgeschüttet und weist 

einen komplexen Mechanismus auf, da die Signaltransduktion über verschiedene Signalwege 

vermittelt werden kann. In der klassischen Signaltransduktion bindet IL-6 den 

membrangebunden IL-6Rα, der hauptsächlich auf Hepatozyten und Immunzellen exprimiert 

wird und induziert die Homodimerisierung von gp130 [47, 50].  

Bei COVID-19 Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf wurden erhöhte Spiegel 

von sIL-6Rα gemessen [170]. Epithelzellen zeigen nach einer SARS-CoV-2 Infektion eine 

erhöhte ADAM17 Aktivität, die wiederum die Menge an sIL-6Rα erhöht [170]. Dieser 

Signalweg induziert entzündungsfördernde Prozesse (Abbildung Publikation 2). Neuere 

Erkenntnisse beobachten eine Schlüsselrolle des IL-6 Trans-signalings beim letalen Verlauf 

von COVID-19 in Form einer überschießenden Entzündungsreaktion, 

Endothelzellaktivierung, Koagulation und Thrombose [265-267]. Das IL-6 Trans-signaling 

aktiviert dysregulativ mikrovaskuläre Endothelzellen, was zur Infiltration von Immunzellen 

führt [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 erhöhte 

Prokoagulanzienbildung, eine hepatozelluläre Fibrinogenexpression, die zu einer 

nachfolgenden Leberschädigung führt [95, 268]. In sinusoidalen Endothelzellen wurde die 

durch IL-6 Trans-signaling vermittelte Erhöhung der Gerinnungsfaktoren durch sgp130Fc 

gehemmt [95].  

Das Ziel dieses Projektes war die Entwicklung einer bispezifischen sgp130Fc 

Variante, die gleichzeitig eine Inhibition des Spike-Proteins von SARS-CoV-2 und des IL-6 

Trans-signalings verfolgt. Dabei könnte die selektive Blockade des IL-6 Trans-signalings 
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gegenüber der globalen Blockade durch IL-6Rα-mAb einen vorteilhaften Mechanismus 

beinhalten, da die Infektion bei einem schweren COVID-19 Verlauf weiterhin über den 

klassischen IL-6 Signalweg eliminiert während der hyperinflammatorische Prozess reprimiert 

werden kann. 

Hierbei handelt es sich um einen bispezifischen Inhibitor, der aus einem löslichen 

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 löslichen 

Zytokinrezeptors. Das c19s130Fc basiert auf dem oben beschriebenen cs130Fc 

Molekül [138]. Die Bispezifität gegenüber 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 c19s130Fc wurde generiert, 

indem VHH72 zwischen dem VHH6 und dem Fc-Anteil eines IgG1 Antikörpers platziert 

wurde. Mit Hilfe des Fc-Anteils konnte c19s130Fc gereinigt und die Dimerisierung 

gewährleistet werden, da die antagonistische Aktivität von VHH72 auf seiner Dimerisierung 

beruht [157].  

Zusätzlich diente VHH72, fusioniert an den Fc-Anteil, als Kontrolle für die Inhibition 

von SARS-CoV-2 mit c19s130Fc. Beide Proteine wurden rekombinant exprimiert und mit 

Hilfe der Affinitätschromatographie 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-6Rα in Anwesenheit der 

Inhibitoren zu Ba/F3-gp130 Zellen gegeben und die Proliferation gemessen. Die Ba/F3-gp130 

Zellen wachsen in Abhängigkeit der IL-6 und sIL-6Rα Komponenten, da der 

signaltransduzierende gp130 Rezeptor ein STAT3-abhängiges Wachstum vermittelt [138]. 

Die IC50 von c19s130Fc (1,0 ± 0,3 nM) und cs130Fc (0,6 ± 0,2 nM) zeigten eine potente 

Hemmkapazität, während VHH72Fc das Wachstum über die IL-6 Signaltransduktion nicht 

inhibierte [155]. 

Als nächstes wurde das Maß der Bindung von c19s130Fc und VHH72Fc zu S-RBD 

von SARS-CoV-2 in einem zellbasierten Modellsystem mit viraler Infektion untersucht. 

Hierfür eigneten sich Vero-Zellen, die mit dem isolierten SARS-CoV-2 Virus für drei Tage in 

Kultur gehalten und der zytopathische Effekt (CPE) gemessen wurde [270]. Der VHH72 in 

VHH72Fc und c19s130Fc bindet dabei die Schlüsselkomponente S-RBD des SARS-CoV-2 

Virus, die über ACE2 für den Zelleintritt interagiert, und verhinderte so die Infektion der 
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Zellen. Ähnliche IC50 Werte wurden für c19s130Fc (8,1 ± 0,8 nM) und VHH72Fc 

(32,3 ± 18,6 nM) bestimmt. Virusinfizierte Vero-Zellen wurden mit einem anti-SARS-CoV-2-

Nukleokapsid mAb für die Immunfluoreszenz (IF) angefärbt, um die Blockade der Infektion 

durch SARS-CoV-2 in Abhängigkeit von c19s130Fc zu zeigen. Mit c19s130Fc und 

VHH72Fc behandelte Vero-Zellen zeigten einen reduzierten Eintritt von SARS-CoV-2 mit 

vergleichbaren IC50 Werten (c19s130Fc: 15,1 ± 3,7 nM; VHH72Fc: 20,7 ± 1,6 nM), während 

cs130Fc den Eintritt des Virus nicht verhindern konnte. Zusammenfassend sind die 

Fusionsproteine in der Zellkultur stabil und können ihre Aktivität für 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 Hemmkapazität der monomeren Variante cs130 

mit einer reduzierten Molekülmasse von 52 kDa im Vergleich zu den dimeren Varianten 

unverändert bleibt. Daher könnte die Größe von c19s130Fc durch die Generierung einer 

monomeren Variante ohne Fc-Anteil halbiert werden. Dafür wird allerdings ein Austausch 

von VHH72 mit einem anderen VHH gegen SARS-CoV-2 benötigt, dessen neutralisierende 

Aktivität nicht auf Dimerisierung beruht [157]. Da das SARS-CoV-2 Spike-Protein hACE2 

für den viralen Zelleintritt bindet, konzentrieren sich präventive Strategien auf die 

Entwicklung therapeutischer Antikörper, 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 übertragen werden 

könnten [272].  

Studien mit IL-6Rα-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 erhöhtes Infektionsrisiko, da der klassische IL-6 Signalweg zur viralen 

Elimination inhibiert wird und somit die Viruslast ansteigen kann [94, 111, 274]. Rodríguez-

Hernández und Kollegen zeigten in Studien mit fatalen COVID-19 Verläufen, dass vor allem 

Komponenten des IL-6 Trans-signalings mit dem Schweregrad und der Gewebeschädigung 

zunahmen, wenn nicht ausreichend sgp130 als Puffersystem zur Verfügung 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 Endothelzellschädigung, 

Kapillarentzündung und Thrombose auslöst [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 Lungenschäden und Endotheliopathie im Mausmodell und verbesserte somit das 

Überleben [275].  

Im frühen Verlauf der COVID-19 Erkrankung sind antivirale Antikörper wirksam 

gegen den Viruseintritt [276]. In späteren Stadien einer schweren COVID-19 Erkrankung sind 

antivirale Antikörper nicht mehr wirksam, da der Organismus bereits infiziert ist. Es 

entwickeln sich ein hyperinflammatorischer Zustand, Endothelzellaktivierung, Neutrophilie, 

Multiorganschäden und respiratorische Insuffizienz. In diesem Stadium können 

immunsuppressive Therapien die Überlebensrate erhöhen und den Bedarf an mechanischer 

Sauerstoffzufuhr verringern [277]. Eine immunmodulatorische Behandlung verzögert jedoch 

die Viruselimination [273, 278, 279]. Daher können immunmodulatorische und antivirale 

Therapien kombiniert werden, um synergistische Effekte bei SARS-CoV-2-, Hepatitis-B- und 

Influenza-Infektionen zu erzielen [280-282]. Theoretisch könnte c19s130Fc beide Stadien der 

Infektion bei COVID-19-Patienten abdecken und somit einen Vorteil gegenüber einer 

Monotherapie bieten. Im frühen Stadium verhindert c19s130Fc eine unkontrollierte Infektion. 

Sobald sich hyperinflammatorische Zustände im späteren Stadium entwickeln, hat c19s130Fc 

zusätzlich das Potenzial diesen Zustand zu reduzieren, da es bereits systemisch vorhanden ist. 

Somit könnten bispezifische Inhibitoren wie c19s130Fc während des Übergangs vom frühen 

zum späten Stadium von COVID-19 einen Vorteil bieten. Die spezifische IL-6 Trans-

signaling Inhibition mit sgp130Fc oder c19s130Fc könnte ein alternatives therapeutisches Ziel 

zur globalen IL-6 Blockade darstellen. So kann die durch IL-6 Trans-signaling induzierte 

Endotheliopathie mit nachfolgender Lungen- und Leberschädigung verhindert werden, 

während 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 maßgeschneiderte Funktionen zu kreieren. Dabei entsteht ein bispezifisches Molekül, 

das antivirale und immunmodulatorische Einheiten enthält. Die Inhibition durch sgp130Fc 

zeigte, dass es eine Alternative zur Behandlung von SARS-CoV-2 Komplikationen sein 

könnte. Des Weiteren zeigte sgp130Fc, dass das IL-6 Trans-signaling in der Pathogenese von 

COVID-19 involviert ist [275]. Darüber hinaus könnte die bispezifische Blockade mit 

c19s130Fc neben der Inhibition des IL-6 Trans-signaling auch die virale Replikation und 

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

Die Fähigkeit, neue Funktionen für 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 

Hintergrundaktivität gesteuert werden können. Insbesondere synthetische Rezeptoren 

ermöglichten die Entwicklung von Designerzellen, die Krankheitszustände verbessern sollen. 

Die Entwicklung solcher genetischer Regulatoren im eukaryotischen System ermöglichte die 

chimäre 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 Spezifität dieser therapeutischen 

Anwendung weiter zu verbessern, werden ständig neue Schaltkreise zur kombinatorischen 

Erkennung eingeführt 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 

extrazelluläre Domäne ist mit einem Nanobody gegen GFP oder mCherry mit einer TMD und 

ICD des zu analysierenden Rezeptors fusioniert [193]. Diese Technologie kann über 

synthetische Liganden, hier frei kombinierbare GFP oder mCherry Fusionsproteine, 

spezifisch aktiviert werden. Vorherige Arbeiten beschäftigten sich mit dem SyCyR System 

zur Untersuchung alternativer Rezeptorkomplexe oder SNP Aktivitätsanalysen [193, 194, 

196].  

Eine davon war die effiziente, selektive und phänokopierende IL-23 

Signaltransduktion des SyCyR Systems, die in einer detaillierten Analyse der 

Signaltransduktionswege und Transkriptomprofile untersucht wurde [193, 194]. Die 

synthetischen Liganden aktivierten spezifisch über 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 zellulären Immunabwehr erkannt 
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und humoral neutralisiert werden können [283]. Da vor allem GFP als Reportermolekül zur 

Genexpression und Proteinlokalisation in vivo und in situ eingesetzt wird, gibt es eine 

Vielzahl von Publikationen mit intrazellulär fluoreszierenden Reporterproteinen [283]. 

Allerdings beeinflussen die Fluoreszenzproteine kontextabhängig endogene Signale in 

Wachstum und Metabolismus, die berücksichtigt werden müssen [284, 285]. So untersuchten 

Stripecke und Kollegen die Immunogenität von intrazellulärem GFP in TH Zellen, die 

Zytotoxizität und die Gedächtnisantwort unter der Berücksichtigung des 

Genexpressionssignals veränderte [202]. Im immunkompetenten Mausmodell wurde eine 

immuninduzierte Elimination von GFP über die T-Zellantwort gezeigt, die eine Applikation 

von GFP in der klinischen Gentherapie ausschließt [283]. Die Immunogenität bzw. 

Zytotoxizität von mCherry wurde sporadisch untersucht und befindet sich derzeit im 

Anfangsstadium der Forschung [286]. Was eine mehrmalige Injektion von GFP oder mCherry 

in regelmäßigen Abständen bei einer begleitenden T-Zellantwort bewirkt, wurde nach dem 

aktuellen Kenntnisstand nicht untersucht [287].  

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das SyCyR System auf extrazellulärer Ebene 

modifiziert, um langfristig eine Anwendung in der klinischen Therapie zu ermöglichen. 

Hierfür soll ein zugelassener mAb als synthetischer Ligand zur Aktivierung der SyCyR-

Technologie im menschlichen Körper ohne Hintergrundaktivität eingesetzt werden. 

Dementsprechend fiel die Wahl auf die Reformation eines Antikörper:anti-idiotypischen-

VHH Interaktionspaares. Ein Hauptmerkmal des mAbs war das Ziel nicht-humaner Epitope. 

Dabei stehen Kandidaten gegen bakterielle oder virale Antigene zur Verfügung. Potentiell 

können anti-idiotypische VHH gegen Palivizumab, Nirsevimab, Sotrovimab, Regdanvimab, 

Imdevimab, Ansuvimab, REGN-EB3 (Atoltivimab, Maftivimab, Odesivimab) und 

Raxibacumab entwickelt werden, aus denen eine große 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 IgG1 Antikörper zur Immunisierung eines Lamas und Isolation anti-

idiotypischer VHH verwendet [203]. Beide in dieser Studie verwendeten Komponenten 

könnten als nicht-immunogen angesehen werden, da als extrazelluläre Komponente der VHH 

humanisiert werden kann, um die Immunogenität 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 extrazellulären, nicht-natürlichen 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 (AIP1-4VHH) identifiziert, die Palivizumab mit niedriger KD (< 4 nM) 

binden. Die geringste Dissoziation zeigte AIP1VHH, welcher im kompetitiven ELISA einen 

anti-idiotypischen Palivizumab-Antikörper (aiPalivizumab) in äquimolarem Verhältnis 

neutralisierte. Außerdem wurde der anti-idiotype Charakter von AIPVHH im kompetitiven 

ELISA nachgewiesen. Lediglich AIP4VHH neutralisierte die Signalstärke von aiPalivizumab 

im kompetitiven ELISA nicht, was entweder auf die Dissoziationsrate oder die nicht 

überlappende Epitopenbindung von AIP4VHH und aiPalivizumab zurückzuführen ist. Der 

Hintergrund dafür wurde jedoch nicht weiterverfolgt [198]. Eine small angle X-ray scattering 

(SAXS) Profilanalyse von AIP1VHH und Palivizumab identifizierte 4 Aminosäuren in 

AIP1VHH, die mit der hypervariablen Region von Palivizumab interagierten. Im 

Multisequenzalignment von AIP1- 4VHH war insbesondere Y101 einzigartig in AIP1VHH. Die 

höchste Übereinstimmung in den interagierenden Aminosäuren der AIPVHH wies AIP3VHH 

auf, welcher auch in zellbasierten Analysen eine biologische Aktivität zeigte.  

2.2. DIE AIPVHHSYCYR SIND BIOLOGISCH AKTIV 

Die AIP1-4VHH wurden über eine Rezeptorfusion der TMD und ICD zur Diversität des 

SyCyR Systems hinzugefügt und retroviral in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert [195]. Die 

Nanobodies GFPVHH oder mCherryVHH wurden gegen AIP1-4VHH getauscht, um die 

Signalweiterleitung über gp130 und Fas zu untersuchen (Abbildung Publikation 3). Die 

Funktionalität und Spezifität des SyCyR Systems wurde bereits gezeigt [193, 195]. Die 

natürliche IL-6 Signalweiterleitung basiert auf der Bindung von IL-6 an den IL-6Rα und 

anschließend an den β-Rezeptor gp130. Die Signaltransduktion erfolgt über die 

Homodimerisierung von gp130 und damit über die Aktivierung der gp130-assoziierten 

Januskinasen [49]. Diese phosphorylieren die Tyrosinreste des gp130 Rezeptors, die 

Signalmoleküle der Januskinase (JAK)/STAT-, mitogen-activated protein-kinase (MAPK)- 

und Akt/Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)-Signalwege regulieren [49]. Ba/F3-gp130 Zellen 

eignen sich für die Analyse der AIPVHHgp130 Aktivität, da diese Zellen ausschließlich 

zytokinabhängig über die gp130 Homodimerisierung wachsen. Dementsprechend wurde die 

Stimulation mit HIL-6 über 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-AIPVHHgp130 über den JAK/STAT Signalweg. 

Umfangreiche Studien zeigen, dass die Signalstärke eines dimeren Rezeptors von 
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extrazellulären Parametern wie der Ligandenaffinität oder Halbwertszeit des Komplexes auf 

der Zelloberfläche bestimmt wird [289]. Allerdings ist die Rolle topologischer Effekte im 

Detail ungeklärt [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 Signalaktivität untersucht. Die naive Bindung 

mittels EPO zeigte die geringste Distanz der ECDs, während die agonistischen Diabodies eine 

größere Distanz von 127 bzw. 148 Å zwischen den dimerisierten EpoR aufwiesen [290]. Die 

hypervariablen Regionen von Palivizumab wurden mittels SAXS auf 146 Å 

determiniert [198]. Eine Dimerisierung und Aktivierung über die AIPVHHgp130 wäre daher 

plausibel. Moraga und Kollegen stellten jedoch fest, dass Distanz, Topologie oder eine 

Kombination beider Faktoren für die Unterschiede in der Signalübertragung zwischen den 

alternativen Topologien der dimeren ECD von EpoR verantwortlich sind, die die relative 

Ausrichtung und Nähe der JAKs intrazellulär beeinflussen [290]. Selbst geringfügige 

strukturelle Unterschiede in der relativen Orientierung des extrazellulären Rezeptors, die 

durch unterschiedliche Liganden induziert wurden, wurden in der Signalantwort differenziell 

vermittelt [291, 292]. 

Um AIPVHHgp130 SyCyR durch eine Änderung der Orientierung oder Geometrie zu 

aktivieren, könnten andere Antikörperklassen wie IgG4, IgA, IgD, IgE oder IgM untersucht 

werden. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass diese Formate den großen Abstand bewahren 

und optimale Dimerisierungsgeometrien verhindern. Im Falle der AIPVHHgp130 SyCyR waren 

vermutlich die hypervariablen Regionen von Palivizumab mit 146 Å zu weit voneinander 

entfernt, um durch geometrische Umorientierung die Distanz der Dimere zu überbrücken. Erst 

eine Kreuzvernetzung mit einem Fc-mAb im 12 molaren Überschuss zu Palivizumab 

induzierte eine dosisabhängige Proliferation von AIP1-3VHHgp130 und zeigte damit die 

Funktionalität 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 Antikörper sich gegen humane Antikörper 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, PscFvHLFc) oder light chain-heavy chain (LH, 

PscFvLHFc)) aktivierte die AIPVHHgp130 zur gp130-induzierten Proliferation von Ba/F3-

gp130 Zellen. Die Distanz der hypervariablen Regionen von PscFvLHFc (90 Å) oder 
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PscFvHLFc (114 Å) wurde durch Deletion der CH1 Domäne verkürzt 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-

4VHHgp130. Damit wurde die spezifische Aktivierung der AIPVHHSyCyR gezeigt. 

Interessanterweise zeigten die AIPVHHgp130 SyCyR Varianten unterschiedliche 

Aktivierungsmuster in Abhängigkeit der PscFvFc Liganden. AIP1VHHgp130 und 

AIP3VHHgp130 induzierten in Anwesenheit von PscFvLHFc eine effiziente dosisabhängige 

Proliferation und Signaltransduktion der Ba/F3-gp130 Zellen. Im Gegensatz dazu wurden 

Ba/F3-gp130 Zellen mit AIP2VHHgp130 nur von PscFvHLFc mit vergleichbarer Proliferation 

und Signaltransduktion angeregt. Dabei unterscheiden sich die AIPVHHgp130 Varianten nur in 

den complementarity-determining regions (CDR) der AIPVHH. Die Anzahl der Aminosäuren 

in der Juxtaposition, der TM und der ICD des gp130 Rezeptors wurde nicht verändert [193, 

195, 198]. Die Beobachtung, dass die spezifische Aktivierung von AIP2VHHgp130 allein 

durch PscFvHLFc reguliert wird, spricht für eine veränderte Topologie der Rezeptorkomplexe 

im SyCyR System.  

2.3. DIE ARCHITEKTUR BEEINFLUSST DIE SIGNALTRANSDUKTION DER 

AIPVHHSYCYR 

Wie Zytokine über ihre Bindung an den extrazellulären Bereich des Rezeptors die 

Signalübertragung koordinieren und über die strukturelle Geometrie ihre Signalantwort 

initiieren, ist Gegenstand aktueller Forschung und kann durch hochpräzise biophysikalische 

Messungen zunehmend besser untersucht werden. Dabei ist die Übertragung der 

Bindungsgeometrie über 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 Bindungsaffinität, 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, können sich die Phosphorylierungsmuster und die Signalstärke zwischen 

STAT1 und STAT3 je nach Affinität des Zytokins unterscheiden [289]. Dabei kann die 

Signaltransduktion sowohl durch die Geometrie als auch die Distanz der Liganden verändert 

werden. Im Falle der Bindungskinetik des IL-6:gp130 Komplexes führen IL-6 Mutationen mit 

höherer Affinität zu einer veränderten Aktivierung von Signalwegen und deren 

Intensität [289]. Beispielsweise beeinflusst HIL-6 durch die hohe Affinität zu gp130 nicht nur 
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die Signalstärke von STAT1, sondern auch das STAT1/STAT3 Phosphorylierungsverhältnis 

und den Phosphorylierungsgrad von Y701 und Y705 bei STAT3, was insgesamt zu einer 

veränderten Zellantwort und Genexpression führt [289]. Dies unterstreicht die entscheidende 

Rolle der Stabilität des Zytokin-gp130-Komplexes für die Signalaktivität.   

Die AIP1VHHgp130 und AIP2VHHgp130 zeigen ein ähnliches Proliferationsverhalten 

wie HIL-6 (AIP1VHHgp130 EC50: 0,21 nM, AIP2VHHgp130 EC50: 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 AIP3VHHgp130 Variante eine höhere EC50 

(6,6 nM, 9,1 nM) im Proliferationsverhalten. Neben dem ähnlichen Proliferationsverhalten 

der AIPVHHgp130, wurde die Imitierung des Signaltransduktionweges untersucht. Dabei 

zeigten AIP1-4VHHgp130 nach der Stimulation mit 10 nM PscFvLHFc, jedoch nicht mit 

Palivizumab, eine Aktivierung von STAT3-Y705 als Teil des JAK/STAT 

Signaltransduktionweges. Weitere Signalmoleküle, wie ERK1/2 und Akt/PI3K sollten im 

Rahmen der IL-6-typischen Signaltransduktion in ihrer zeitabhängigen Aktivität untersucht 

werden [193, 289]. Dabei kann das kinetische Aktivierungsprofil zwischen pSTAT3 und 

SOCS3 von HIL-6 als Vergleichskontrolle dienen und sollte mit den AIPVHHgp130 

übereinstimmen. Solch ein kinetischer Verlauf wurde bereits mit dem synthetischen IL-23 

Signalweg über 8 h untersucht und damit die Imitierung der typischen Signalwege 

gezeigt [193]. Der Austausch der extrazellulären Domänen von Zytokinrezeptoren durch 

Nanobodies beeinflusste dabei nicht die Signalstärke und Kinetik. Dies zeigte sich in einer 

Transkriptomanalyse zwischen natürlichem und synthetischem IL-23-Rezeptorkomplex mit 

einer hohen Übereinstimmung 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 -stärke beeinflusst, sollten die neuen 

AIPVHHgp130 SyCyR Varianten in einem zeitabhängigen Aktivierungsprofil detaillierter mit 

dem Profil von gp130 verglichen werden [289].  

Im Falle des EpoR, korrelierten die Abstände der Dimere mit der Signalstärke und 

Varianz in dem Sinne, dass agonistische Liganden die ECD des EpoR näher beieinander 

assemblierten, während die nicht-agonistische Liganden eine größere Entfernung der ECD 

zeigten [290]. Da die Bindung von STAT und damit die Signaltransduktionswege vom 

Rezeptorkomplex und der Architektur der Assemblierung mit dem Zytokin abhängen, kann 

die Zellantwort in Abhängigkeit von der Ligandenaffinität und somit der Liganden-Rezeptor 

Kinetik maßgeschneidert moduliert werden [290, 294].  
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Um die Signaltransduktion von AIPVHH SyCyR zu modifizieren, könnten die 

synthetischen Liganden optimiert werden. Eine systematische Untersuchung könnte 

topologische Unterschiede in der Dimerisierung von gp130 SyCyR im Zusammenhang mit 

der Dimerarchitektur und Signaltransduktion und -Funktion ermöglichen. Die PscFvFc 

Liganden weisen trotz größerer Abstände zwei Bindungsstellen für die Dimerisierung und 

Signalübertragung des gp130 SyCyR auf. Die PscFv könnten durch eine Deletion in der 

Gelenkregion des Fc-Tags näher zusammengeführt werden oder unterschiedliche 

Linkerformate könnten eine aktive Rezeptorkonstellation begünstigen [295]. Des Weiteren 

könnte die flexible Gelenkregion des Fc-Tags ein Grund für eine ungünstige 

Rezeptorkonstellation sein. Die Formatierung des Antikörpers erfordert für die 

Rezeptoraktivierung zwei Aufgaben: (I) die Dimerisierung und (II) die Einstellung einer 

rigiden Rezeptorformation für die Signaltransduktion [296, 297]. Soll ein mAb weiterhin als 

dimerer Ligand verwendet werden, können Gelenkregionen anderer humaner IgG-Klassen in 

der Aktivierung untersucht werden. Dabei könnte die Gelenkregion des IgG3 mit der höchsten 

Flexibilität vermutlich die geringste Aktivierung hervorrufen, während die Hingeregion des 

IgG2 mit der höchsten rigiden Struktur eine veränderte Aktivierung zeigen könnte [298].  

Obwohl AIP4VHH eine biophysikalisch hohe Affinität zu Palivizumab aufwies 

(KD: 3,14 nM), zeigte die Konstellation dieses AIPVHH SyCyRs in Kombination mit 

verschiedenen PscFvFc Liganden keine zelluläre 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 Kristallstrukturen beider Peptidliganden, die an EpoR gebunden waren, zeigten 

zwar dimere Komplexe, jedoch führte 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. Möglicherweise 

kann AIP4VHH durch eine ungünstige Rezeptorkonstellation trotz Bindung und Rekrutierung 

beider gp130 die Signaltransduktion von gp130 SyCyR nicht initiieren, was durch 

mikroskopische Kolokalisationsuntersuchungen geklärt werden könnte [299].  

2.4. AIPVHH 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 Verstärkung der Apoptose induzieren [7]. Der Fas Rezeptor 
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initiiert über die intrazelluläre death domain (DD) nach Aktivierung durch das trimere FasL 

die apoptotische Kaskade, die eine katalytische Aktivierung der Pro-Caspase-8 auslöst. Eine 

Konformationsänderung durch die Aktivierung von FasL bildet einen Fas-FADD Komplex, 

der als death inducing signaling complex (DISC) bezeichnet wird [300]. Diese DISC führt 

zum clustern, indem weitere Rezeptoren zusammengeführt werden und die Pro-Caspase-8 in 

räumliche Nähe 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 höhere 

Strukturen in der Assemblierung anvisiert wurden [195]. Die VHH gegen GFP und mCherry 

wurden mit den Rezeptoren der TNFR-Superfamilie fusioniert, um die Funktionalität der 

SyCyR als trimeres System zu demonstrieren (Abbildung Publikation 2). In dieser Arbeit 

wurden die funktionellen AIP1-3VHH um den Fas Rezeptor zur Regulation der Apoptose 

erweitert [198]. Eine höhergeordnete Rezeptoraktivierung in trimerer Form bzw. Cluster-

Assemblierung sollte auf die Funktionalität der AIPVHH untersucht werden, indem multimere 

Liganden erzeugt wurden. Die AIP1-3VHHFas SyCyR wurden in Ba/F3-gp130 Zellen 

transduziert, um die zelluläre Proliferation und die Aktivierung der Caspase-3 zu analysieren. 

Zusätzlich wurde die Viabilität der Ba/F3-gp130 Zellen mit AIP1-3VHH Fas nach 24-48 h 

durch Färbung mit Annexin V und 7-AAD untersucht. Die Ba/F3-gp130 Zellen proliferierten 

mit 10 ng/mL HIL-6 um die Vitalität über diesen Zeitraum zu erhalten. Die dimeren 

PscFvLHFc und tetrameren 2×PscFvLHFc Liganden wurden entwickelt, um dimere bzw. 

tetramere AIP1-3VHHFas Rezeptoranordnungen zu induzieren. Der tetramere Ligand 

2×PscFvLHFc wurde durch eine Tandemanordnung von zwei PscFv über einen Peptidlinker 

erreicht und mit einem IgG1-Fc Fragment fusioniert. Die Cluster-Assemblierung der 

AIPVHHFas SyCyR wurde durch Vernetzung von 2×PscFvLHFc mit hFc-mAb in einem 

Molverhältnis von 1:6 induziert. 

Es zeigte sich, dass die Aktivierung von Fas SyCyR durch die synthetischen 

PscFvLHFc Liganden zu einem Verlust der zellulären Proliferation und zu einer Aktivierung 

von Caspase-3 führte [198, 302]. Sowohl in früheren Arbeiten als auch in dieser Publikation 

führte bereits die Aktivierung von Fas SyCyR als Dimer zu einem Verlust der Proliferation 

nach 24 h. Die Färbung apoptotischer Vorgänge in Ba/F3-gp130 Zellen mit Annexin V und 7-

AAD zeigte, dass die aktivierten Fas SyCyR über Dimere zwar Apoptose induzieren, jedoch 

in geringerem Ausmaß und zeitlich verzögert [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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abgeschwächter Form beschrieben, während die Rekrutierung und autokatalytische 

Aktivierung von Pro-Caspase-8 durch die Cluster-Assemblierung im Vergleich mit der 

trimeren Variante verstärkt wird [301]. Während der DISC Bildung interagieren zwei 

vorassemblierte trimere Fas Rezeptoren, um die Konformationsänderung zu stabilisieren und 

damit die FADD Bindung zu ermöglichen [7]. Durch diese initiale dimere Anordnung 

summieren sich höher geordnete Oligomere [7]. Dennoch könnte eine dimere Anordnung für 

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 chimäre Fusion aus TNFR und Fas eine dimere Induktion von 

Apoptose, indem der Ligand mit einer oder zwei Rezeptorbindungsstellen die TNFR-Fas-

Chimäre aktivierte [304]. Diese Hypothese konnte zum erstmals von Mossner und Kollegen 

mit dem Fas SyCyR System bestätigt werden, da die Rezeptoren nun gezielt mit einem 

synthetischen Dimer aktiviert werden konnten [195]. Die Aktivierung als Dimer im 

weiterentwickelten AIPVHHFas unterstützte diese Art der Konstellation [198].  

Darüber hinaus wurden die AIP1VHHFas und AIP3VHHFas SyCyR effektiv durch die 

tetrameren Liganden in die Apoptose geführt. Im Gegensatz dazu wurde AIP2VHHFas 

weiterhin nicht durch den PscFvLHFc Liganden aktiviert. Die Caspase3/7 Aktivität wurde nach 

6 h untersucht und soll das Maß von Apoptose widerspiegeln [196]. Dabei wurde der 

AIP3VHHFas SyCyR bereits mit den niedrigsten Konzentrationen mit 2×PscFvLHFc effektiv 

zur Caspase3/7 Aktivierung angeregt. Die Aktivität unterschied sich bereits ab einer 

Konzentration von 1 nM 2×PscFvLHFc nicht von der Cluster-Assemblierung bei gleicher 

Konzentration. AIP1VHHFas wurde nur mit der Cluster-Assemblierung effektiv zur Apoptose 

angeregt. 

Hiermit wurde gezeigt, dass die Effektivität der Apoptosestärke eine oligomere 

Rezeptoranordnung begünstigt, jedoch Fas das Potenzial hat als Dimer aktiviert zu werden. 

Um die genauere Geometrie der Fas SyCyR Aktivierung zu untersuchen, könnten Studien mit 

spatio-temporaler Dynamik angestrebt werden [300]. Damit könnte die Frage beantwortet 

werden, ob es sich tatsächlich um eine Dimeraktivierung oder um Spezies höherer 

Clusterordnung handelt. Die Rezeptoren könnten mit GFP erweitert werden, welche mit 

einem Nanobody (GFPVHH) detektiert werden [290]. Zwei verschiedene Fluoreszenzmoleküle 

werden an jeweils einen Nanobody gebunden, so dass die Bewegung und Lokalisation der 

Rezeptorkomplexe über einen bestimmten Zeitraum untersucht werden kann [289]. Dies 

könnte zur grundlegenden Aufklärung der Fas Rezeptoraktivierung beitragen.  
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2.5. DIE FAS SYCYR-TECHNOLOGIE IN DER AUFKLÄRUNG VON FAS SIGNALWEGEN 

Eine niedrige Dosis eines agonistischen Fas Antikörpers induzierte bereits nach 2 h 

starke Blutungen in der Leber, die nach 8 h zum Tod der Mäuse mit massivem Leberschaden 

führten [305]. Ob die Hepatozyten aufgrund des Antikörpers apoptotisch waren oder ein 

indirekter Mechanismus zum Leberversagen führte, könnte mit der Fas SyCyR-Technologie 

über 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 über eine starke Aktivität 

der PI3K-Signalkaskade unterdrückt, wird der DISC Komplex und damit die Apoptose 

verhindert [307]. Weitere Signalwege, wie MAPK und NFκB 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, überschaubar [302].  

Die Beteiligung von Fas fördert die proinflammatorische Aktivität von Makrophagen, 

dendritischen Zellen, Fibroblasten, Epithelzellen, Hepatozyten und Keratinozyten. Dabei 

umfasst die Fas Aktivierung die Induktion der Zytokine und Chemokine IL-6, IL-8, CXCL1, 

RANTES, IL-1β, 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 überdacht 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]. Zusätzlich wurden die Signalmoleküle RIPK1, TRAF2, cIAP-1 und 

cIAP-2 im Fas Signalkomplex nachgewiesen [302]. Diese Signalmoleküle sind für die 

Induktion der Entzündung und Zellüberleben 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 

können [311]. Dies ist bisher nicht im Detail beschrieben, 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 könnte [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 könnte 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 löslichem FasL und der 

Entwicklung hepatischer Tumoren und erhöhter Inflammation herstellen, ohne jedoch den 

genauen Mechanismus zu identifizieren [314]. Es wurde über eine Beteiligung des NFκB-

Signalweges spekuliert und diese Spekulation stellt eine Herausforderung dar, die über eine 

spezifische Fas SyCyR Regulation untersucht werden könnte. So können in einem in vivo 

Tumormodell die Tumorzellen über mCherry oder PscFvFc mit Fas aktiviert werden und damit 

die Frage beantwortet werden, ob Fas über die Induktion von Zytokinen und Chemokinen 

eine autokrine wachstumsfördernde Wirkung auf den Tumor haben kann. Weiterhin könnte 

der hypothetische Zusammenhang zwischen der Aktivierung von NFκB und der Expression 

von Apoptose-inhibierenden Molekülen im Tumor wie c-FLIP, Bcl-xL und cIAP, untersucht 

werden [310]. Darüber hinaus können Faktoren für die Rekrutierung von Tumor-Associated 

Macrophages (TAMs) und Myeloid-derived Suppressor Cells (MDSC) über 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 Funktionalität des SyCyR Systems für verschiedene 

Rezeptorarten gezeigt [193-195, 315]. In vivo evaluierte eine hydrodynamische Injektion die 

Aktivität, Spezifität und Nontoxizität der gp130 SyCyR. In Zukunft werden CAR-T-

Zelltherapien neue Tools benötigen, die mit aktivierenden oder supprimierenden Rezeptoren 

die Aktivität von CAR-T-Zellen regulieren können, da eine Behandlung mit schweren 

Nebenwirkungen verbunden sein kann [316]. Systemische akute Toxizitäten treten häufig in 

Form einer überschießenden Immunaktivierung auf, die sehr häufig zu einem cytokine release 

syndrome (CRS) führen kann [187]. Zwei Methoden adressieren die Regulation neuer CAR-

T-Zelltechnologien durch die Verwendung von OFF-switches oder Suizidgenen zur 

Ausschaltung der CAR-Aktivität bei Zytokin-vermittelter Toxizität 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 Toxizität und wird als 

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

erhöhen [185].  

Die Proof-of-concept Evaluierung der Apoptose durch das Fas SyCyR System erfolgte 

bisher ausschließlich im gentechnisch veränderten 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 könnte 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 ermöglichen [317]. Nicht nur die Aktivität der 

Rezeptoren, sondern auch die hintergrundfreie und spezifische Aktivierung könnte evaluiert 

werden. Weiterhin könnte die Toxizität von Teilkomponenten, wie synthetische Liganden 

oder VHH, im Mausmodell untersucht und die Übertragbarkeit auf eine therapeutische 

Anwendung gezeigt werden. Da das Ziel von Fas SyCyR in der CAR-T-Zelltherapie die 

Induktion von Apoptose sein könnte, könnten Vorarbeiten mit Mäusen, die Antikörper-

vermittelte Apoptose induzieren als Vergleichsstudien zur T-Zelldepletion Aufschluss über 

die Effektivität geben [318]. Ferner sollte das Endergebnis bei der Induktion von Fas SyCyR 

untersucht werden, was zu kontroversen Ergebnissen führen könnte, die im weiteren Verlauf 

vertieft werden [307].  

Der membranständige FasL ist entscheidend für die Regulation der Apoptose, 

während der lösliche 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-Zellhomöostase. Ferner wurde für T-Zellen gezeigt, dass der membranständige FasL für die 

Fas-induzierte Apoptose notwendig ist, während die lösliche Variante keinen Einfluss auf den 

Zelltod hat [319]. Interessanterweise entwickelten Mäuse, die nur den löslichen FasL 

exprimierten, einen proinflammatorischen Phänotyp, der durch erhöhte Serumkonzentrationen 

von IL-6 und TNF gekennzeichnet war [314]. Diese Tiere starben schließlich an einer 

Autoimmunerkrankung und damit verbundener Tumorbildung in Leber und Milz [314]. Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass Fas-induziertes IL-6 das Überleben von T-Zellen fördert, indem 

es die STAT3-abhängige Expression der Bcl-2 Familie erhöht [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 erhöhte Expression von FasL [322]. Diese stimulierende 

Rolle von Fas bei der Aktivierung von T-Zellen deutet auf die Möglichkeit eines autokrinen 
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Loops hin. Dieser könnte die TCR-induzierte Fas-Regulation über einen nicht-apoptotischen 

Caspase-abhängigen Signalweg in der T-Zellproliferation regulieren [323].  

Welchen Effekt letztlich der lösliche synthetische Ligand im in vivo Fas SyCyR 

Modell auslöst, bleibt ungeklärt. Die Depletion von CAR-T-Zellen über die Fas SyCyR-

Technologie könnte im CRS Szenario angewendet werden. Entscheidend für den Erfolg von 

Fas SyCyR bei der Depletion von CAR-T-Zellen wäre eine effiziente und schnelle Apoptose 

und der Ausschluss der Fas-induzierten IL-6 Sekretion, die nicht nur die Apoptose der CAR-

T-Zellen verhindern würde, sondern auch zum pathologischen CRS Bild beitragen könnte.  

Zusammenfassend ermöglicht die SyCyR-Technologie eine maßgeschneiderte 

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, Toxizität oder Immunogenität der 

synthetischen Liganden. Das System ist regulierbar durch die Anwendung von löslichen VHH 

Inhibitoren, die gegen die synthetischen Liganden gerichtet sind und somit die 

Signaltransduktion inaktivieren.  

2.7. KONSTITUTIV AKTIVE REZEPTOREN ÜBER EINE PPCL-INSERTION 

Als Hormone des Immunsystems sind Zytokine an der Differenzierung, Viabilität und 

Zellwachstum beteiligt. Eine Familie von Typ-I Zytokinrezeptoren teilt sich den common 

cytokine receptor γ-chain (γc, CD132, IL-2Rγ) 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 über den JAK/STAT-, Akt/PI3K- oder MAPK-

Signalweg [27]. Das IL-7 bindet an den IL-7 Rezeptor (IL-7Rα) und γc und reguliert die T- 

und B-Zell Homöostase sowie die Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen in 

lymphatische Vorläuferzellen (Abbildung Publikation 4). Eine exzessive Aktivierung des 

IL-7 Signalweges führt zur akuten lymphatischen Leukämie (ALL) und kann durch 

somatische gain-of-function (GOF) Mutationen in IL-7Rα verursacht werden [27]. Die 

Mehrzahl der konstitutiv aktivierenden Mutationen kodieren für ein zusätzliches Cystein in 

der Transmembrandomäne (TMD) oder in der Juxtamembrandomäne, was zu einer 

ligandenunabhängigen Homodimerisierung über intermolekulare Disulfidbrücken führt [324]. 

Eine dieser somatischen Mutationen, die in ALL resultiert, ist die Insertion PPCL in der TMD 

von IL-7Rα [33, 35, 325].  

In Publikation 4 wurde die funktionelle Übertragbarkeit der IL-7Rα TMD mit der 

PPCL-Insertion auf Klasse I und II Zytokinrezeptoren untersucht [199]. Hierfür wurden 

jeweils die natürliche und synthetische Variante des signaltransduzierenden β-Rezeptors 
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gp130 aus der IL-6 Familie, des IL-23R aus der IL-12 Familie und IL-7Rα als Teil der Klasse 

I Zytokinrezeptorfamilie mit der PPCL-Insertion modifiziert. Weiterhin wurde der Typ I 

Interferon α/β Rezeptor 2 (IFNAR2) als Vertreter der Klasse II der Zytokinrezeptoren als 

SyCyR mit der IL-7Rα TMD inklusive der PPCL-Insertion ergänzt [4, 193, 197]. Die SyCyR-

Technologie wurde als Phänokopie natürlicher Signalwege über Zytokinrezeptoren genutzt 

und mit synthetischen Liganden (GFP oder mCherry) spezifisch aktiviert.  

Die natürliche IL-7 Signalweiterleitung basiert auf der Bindung von IL-7 an den IL-

7Rα und γc. Das SyCyR System wurde zunächst für eine Phänokopie der natürlichen IL-7 

Signaltransduktion verwendet. Dazu wurde der extrazelluläre Teil von IL-7Rα und γc durch 

einen mCherry VHH (VC) bzw. GFP VHH (VG) ersetzt. Anschließend wurden die SyCyR 

(VCIL-7Rα und VGγc) retroviral in Ba/F3-Zellen transduziert und mittels FACS auf der 

Oberfläche 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 über 2xmCherry (CC), 2xGFP (GG), oder GFP-mCherry (GC) 

induzieren [190, 193, 315]. Es wurden weder funktionelle synthetische VCIL-7Rα (CC) oder 

VGγc (GG) Homodimere, noch VCIL-7Rα-VGγc (GC) Heterodimere gebildet.  

Die PPCL Mutation wurde in das VCIL-7Rα nach L243 in die TMD (c.819ins12, 

p.P243insPPCL) inseriert, um eine konstitutive IL-7 Signaltransduktion über Homodimere zu 

forcieren [35]. Die Signaltransduktionswege wurden nach Insertion der VCIL-7RαPPCL SyCyR 

Variante hinsichtlich der Imitierung untersucht. VCIL-7RαPPCL induzierte ein 

ligandenunabhängiges Wachstum über STAT5 und ERK1/2 Phosphorylierung, welches durch 

den dimeren CC Liganden zusätzlich verstärkt wurde. Da Ba/F3 Zellen kein γc besitzen, 

wurde die Aktivierung der STAT3, STAT5 und ERK1/2 Signaltransduktion über den 

homodimeren VCIL-7RαPPCL 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-7RαPPGL Variante wurde weder konstitutiv 

noch durch die CC Liganden aktiviert. Somit konnte gezeigt werden, dass das Cystein der 

PPCL-Insertion die Homodimerisierung von IL-7Rα forciert und somit die 

ligandenunabhängige Signaltransduktion induziert [199].  

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

α/β-Rezeptoren 1 und 2 und phänokopierten über die spezifische Aktivierung mit den 
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synthetischen Ligangen die IFN Signaltransduktion [197]. Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass der synthetische IFNAR2 biologisch aktive Homodimere bilden kann [197, 

326]. Vor diesem Hintergrund wurde die Funktionalität der IL-7Rα TMD mit PPCL und 

PPGL im synthetischen IFNAR2 (VGIFNAR2PPCL, VCIFNAR2PPCL, VGIFNAR2PPGL, 

VCIFNAR2PPGL) hinsichtlich der IFN-Signaltransduktion über STAT1 und STAT2 

Phosphorylierung untersucht [199]. Die PPCL-Insertion in VGIFNAR2PPCL und 

VCIFNAR2PPCL induzierte eine ligandenunabhängige STAT1 und STAT2 Phosphorylierung, 

während die PPGL Variante keine ligandenunabhängige Signaltransduktion vermittelte. Die 

Stimulation von VGIFNAR2PPGL, VCIFNAR2PPGL mit GG oder CC zeigte eine Aktivierung der 

IFN-typischen Signaltransduktionswege STAT1 und STAT2 und bestätigte damit die 

Funktionalität der synthetischen Rezeptorkomplexe mit PPGL Mutation [199]. Zwei weitere 

Kontrollvarianten (VGIFNAR2PPSL und VCIFNAR2PPCL+C261G) zeigten, dass die 

Disulfidbrücke zwischen zwei PPCL Motiven für die Dimerisierung der Rezeptoren und 

damit für die ligandenunabhängige Signaltransduktion verantwortlich ist [199]. 

SyCyR Systeme phänokopierten die IL-23 Signaltransduktion und zeigten, dass der 

homodimere IL-23R Komplex ohne IL-12Rβ1 biologisch aktiv ist [193]. Einige Studien 

postulierten eine homodimere IL-23R Aktivierung der IL-23 Signaltransduktion über diverse 

biologische Funktionsanalysen [193, 327]. Jedoch konnte der synthetische IL-23R spezifisch 

über einen synthetischen Liganden angesteuert werden und bestätigte vorherige Hypothesen, 

dass der IL-23R keinen weiteren Rezeptor benötigt um eine Signaltransduktion initiieren 

[193]. Die IL-7Rα TMD mit der PPCL oder PPGL Insertion wurde in IL-23R und gp130 als 

natürliche und synthetische Klasse I Zytokinrezeptor Familie inseriert. Sowohl die natürlichen 

Chimären (gp130PPCL und IL-23RPPCL) als auch die synthetischen Varianten (VGgp130PPCL 

und VGIL-23RPPCL) induzierten eine ligandenunabhängige STAT3 Phosphorylierung und eine 

damit verbundene zelluläre Ba/F3-Proliferation. Im Gegensatz dazu konnte eine 

Zellproliferation bei den PPGL-Rezeptorkomplexen nur nach Zugabe der natürlichen (HIL-6, 

HIL-23) oder synthetischen Liganden (GG) beobachtet werden. Zusammenfassend zeigen 

diese Daten, dass durch die Insertion der IL-7Rα TMD mit PPCL natürliche und synthetische 

Klasse I Zytokinrezeptoren ligandenunabhängig über eine Disulfidbrücken-forcierte 

Homodimerisierung aktiviert werden können.  

Ligandenunabhängige, konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren werden bei Patienten mit 

Krankheiten in Verbindung gebracht [27]. Diese Mutationen sind in der extrazellulären, 

transmembranen oder intrazellulären Domäne und können in der synthetischen Biologie zur 

Untersuchung von Pathologien genutzt werden [41]. Konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren 
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können in transgenen Mäusen zur Analyse von Erkrankungen eingesetzt werden, um 

Krankheiten zu analysieren und therapeutische Strategien zu entwickeln [328]. Somatische 

GOF Mutationen in IL-7Rα bei T-ALL Patienten beherbergen zumeist eine Cysteininsertion 

(14 von 17 GOF), die konstitutiv aktive IL-7Rα Varianten bildet und zu einer exzessiven 

Aktivierung des IL-7 Signalweges führt [33, 35, 325]. Interessanterweise existieren keine 

natürlich vorkommende konstitutiv aktive Varianten von γc [324].   

Ein Beispiel für eine Cystein-vermittelte Rezeptorhomodimerisierung in der IL-7Rα 

TMD ist die Insertion CPT (p.Thr244_Ile245insCysProThr), die unabhängig von IL-7 oder γc 

zu einer konstitutiven Hyperaktivierung führt [33]. Die Dimerisierung von IL-7Rα durch die 

CPT Insertion konnte mit einer Substitution von Cystein vollständig aufgehoben und dabei 

die konstitutive Signaltransduktion unterbrochen werden. Dieses Beispiel wurde in der 

Forschung als Werkzeug eingesetzt (C7R: Chimäre aus CD34 und CPT-IL-7Rα), indem die 

C7R Variante die Antitumoraktivität von CAR-T-Zellen in Xenograftmodellen mit 

Neuroblastomen und Glioblastomen erhöhte [329]. Darüber hinaus verbesserte die C7R 

Variante die Antitumoraktivität 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 

ligandenunabhängiges Wachstum oder Überleben, obwohl die konstitutiv aktive IL7Rα 

Variante zu ALL führte. Die somatischen Mutationen wurden in T-Vorläuferzellen und nicht 

in reifen T-Zellen nachgewiesen, die in CAR-T-Zelltherapien eingesetzt werden [329, 332]. 

Dadurch könnten sich Unterschiede in der Wachstumskinetik ergeben, welche kritisch 

evaluiert werden sollten. 

Die CPT-IL-7Rα Variante wurde als Werkzeug in transgenen Mäusen zur 

Untersuchung der progressiven B-ALL eingesetzt [36]. In diesem Mausmodell konnte gezeigt 

werden, dass eine CPT-forcierte IL-7 Rezeptorhomodimerisierung über eine STAT5- und 

PI3K/mTOR-Signalaktivierung zur B-ALL Entstehung beiträgt [36]. In Übereinstimmung mit 

früheren Studien induzierte die hier verwendete Insertion (p.P243insPPCL) Ba/F3-Zellen zum 

ligandenunabhängigen Wachstum ebenfalls über eine konstitutive STAT5 

Phosphorylierung [35]. Transgene Mäuse mit der IL-7Rα PPCL-Insertion in B-

Progenitorzellen entwickelten B-ALL [333]. Indem konstitutiv aktive Rezeptoren in 

präklinischen Modellen untersucht wurden, konnte eine Korrelation zwischen den 

Cysteininsertionen und der Rolle des homodimeren IL-7Rα bei Leukämieerkrankungen 

gezeigt werden. Darüber hinaus können in Zukunft Kombinationstherapien und andere 
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biologische Ereignisse, die durch diese Insertionen ausgelöst werden, untersucht werden, um 

Patienten mit ALL besser mit fundiertem Wissen helfen zu können [36, 331, 333]. 

2.8. EINSATZMÖGLICHKEITEN DER SYCYRPPCL 

Als proof-of-concept Modell konnte die aktiverende PPCL-TMD-Variante auf andere 

Zytokinrezeptoren übertragen werden, um somit eine konstitutive Signalantwort mit boosting 

Effekt zu erhalten. Diese Eigenschaft kann auf Rezeptorfamilien anderer Arten übertragen 

werden oder zur Funktionsuntersuchungen zur Bedeutung des Rezeptors genutzt werden [324, 

334, 335]. Die Anwendungsmöglichkeiten dieser SyCyRPPCL sind vielfältig. Bahnbrechende 

Forschungsleistungen an unzähligen 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 für das eukaryotische 

System ständig wächst [185]. Die neuen Generationen der CAR-T-Zelltherapie entwickeln 

Strategien um die drei Hauptprobleme zu minimieren: (I) T-Zell Proliferation oder 

Erschöpfung nach wiederholter Stimulation, (II) Steigerung der Antitumoraktivität durch 

Zytotoxizität und (III) CRS. Die CAR Generation (G) 2 bis 3G enthalten eine zusätzliche 

Domäne zu CD3ζ (CD28 und 4-1BB) um die Proliferation und Zytotoxizität zu 

erhöhen [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 für die Antitumorantwort 

zu verstärken [185]. Darüber hinaus konzentriert sich die Entwicklung von 5G CAR auf die 

Steigerung der Antitumoraktivität durch eine zusätzliche ICD von IL-2Rβ, die die STAT3/5-

Signaltransduktion aktiviert [185]. Die IL-23RPPCL Varianten könnten nach Aktivierung von 

4G CAR anstelle oder mit der Zytokinsekretion exprimiert werden und somit die proliferative 

Kapazität durch die Sekretion von IL-12 und IL-23 zu ergänzen [185, 336].  

Die IL-7RαPPCL SyCyR Variante findet ihre Anwendung in der Stimulation und 

Proliferation von CAR-T-Zellen sobald diese erschöpft sind. Die C7R-Variante hat bereits das 

Potenzial gezeigt, die Wirksamkeit von CAR-T-Zellen gegen Neuroblastome und 

Glioblastome zu erhöhen [329]. Immunstimulierende Zytokine, wie IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 

oder IFN-α/β unterstützen die Differenzierung, Expansion und Persistenz von CAR-T- 

Zellen [185, 337]. Nach der Aktivierung der CAR-T-Zellen könnte die IL-7RαPPCL SyCyR 

Variante exprimiert werden, um eine zusätzliche Stimulation zu induzieren [338]. Analog zu 

5G CAR könnte die SyCyRPPCL auf den IL-2Rβ übertragen werden [339]. Offen bleibt die 

Frage, welchen Effekt die IFNAR2 SyCyR auf die Aktivität von CAR-T-Zellen haben 

könnten, da wenig darüber bekannt ist [340]. Von Interesse wird sein, ob der gleiche Ansatz 
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zur Steigerung der T-Zellaktivität auf die CAR-NK-Therapie übertragen 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 häufig zum heftigen Überschuss an proinflammatorischen Zytokinen, wobei vor 

allem IL-6 massiv erhöht ist. Tocilizumab ist daher seit 2018 für die Behandlung der 

Nebenwirkungen von CRS bei der CAR-T-Zelltherapie zugelassen [316]. Die Behandlung 

mit Tocilizumab beeinträchtigt 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 Zytotoxizität 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 für die Zytotoxizität, Proliferation und Persistenz von 

CAR-T-Zellen ist unklar [344, 345]. Die SyCyR Varianten gp130PPCL bzw. AIPVHHgp130 

könnten in der CAR-T-Zelltherapie auf die Wirkung der gp130-Signaltransduktion in T-

Zellen untersucht werden.  

Die Verwendung von natürlich vorkommenden Cysteininsertionen ist ein nützliches 

Werkzeug für die Entwicklung von GOF Rezeptoren. Der Transfer der PPCL TMD von IL-

7Rα induzierte eine ligandenunabhängige konstitutive Signaltransduktion in natürlichen und 

synthetischen Rezeptoren als Vertreter der Klasse I und II Zytokinrezeptoren. Synthetische 

Zytokinrezeptoren könnten als therapeutische Strategie nützlich sein, z.B. zur Verbesserung 

der CAR-T-Zelltherapie. Konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren sollten jedoch eine zusätzliche 

Kontrolle über die Expression besitzen um die konstitutive Aktivierung bei Bedarf 

auszuschalten. Unter der Kontrolle von ON- und OFF-switch CARs könnte die Aktivität der 

konstitutiv aktiven Zytokinrezeptoren reguliert werden [91, 189].  
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