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Die Struktur des proallergischen Proteinhormons Interleukin-4 ist seit den friihen neunziger
Jahren bekannt (A). Durch die Aufklarung der Wechselwirkung mit seinen Rezeptorketten
(B) ist es gelungen, das Molekil zu einem antiallergischen Wirkstoff umzuformen.
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Der Interleukin-4-Rezeptor:
vom Erkennungsmechanismus zur pharmakologischen Zielstruktur

Peter Reinemer, Walter Sebald und Albert Duschl*

Die organische Synthese von Hor-
monderivaten ist heute ein etablierter
Weg zu pharmakologischen Wirkstof-
fen. War dieser Weg urspriinglich nur
fir kleine organische Verbindungen
moglich, so ist inzwischen auch die
Herstellung entsprechender Antagonis-
ten fiir groBe Proteinhormone gang-
bar. Interleukin-4 war fiir einen sol-
chen Ansatz ein besonders giinstiges

spielt eine zentrale Rolle bei Auslo-
sung und Verlauf allergischer Erkran-
kungen, sodass an der Entwicklung
von Hemmstoffen ein groBes medizi-
nisches Interesse besteht. Die Struk-
turaufkldrung des Ligand/Rezeptor-
Komplexes und ein genaues Verstdnd-
nis der Bindungs- und Aktivierungs-
mechanismen erlauben ein rationales
Design von Interleukin-4-Varianten

auf diese Weise das Interleukin-4-Re-
zeptorsystem spezifisch inhibiert wer-
den kann, wird ein vollig neuer Ansatz
fir die Entwicklung neuer Medika-
mente gegen Allergien und Asthma
geschaffen.

Stichworter: Allergien - Gentechno-
logie - Hormone - Interleukin-4 -
Wirkstoff-Forschung

Ziel. Der Interleukin-4-Rezeptor

\

mit hemmenden Eigenschaften. Da

J

1. Emasculated Hormones — entschéiirfte Hormone

James Black hat 1988 in seinem Nobelvortrag das Konzept
der ,emasculated hormones“ dargestellt — von Hormon-
derivaten, die noch an ihren Rezeptor binden, diesen aber
nicht mehr aktivieren kénnen.l! Die von ihm entwickelten
Betablocker und Antihistaminika sind besonders eindrucks-
volle Beispiele fiir eine Verwirklichung dieser Idee.

Durch das heute verfiigbare Methodenspektrum der Gen-
technologie und Biotechnologie kann dasselbe Prinzip inzwi-
schen auch auf Proteinhormone angewandt werden. In diesem
Beitrag wird ausgefiihrt, wie gezielte Mutagenese im Fall von
Interleukin-4 (IL-4) zur Entwicklung eines spezifischen Anta-
gonisten gefiihrt hat. Das IL-4-Rezeptorsystem ist ein Gliicks-
fall fiir einen solchen Ansatz, da iiber den IL-4-Rezeptor zwei
Proteinhormone signalisieren, die fiir die Entstehung von
allergischen Erkrankungen und von Asthma essentiell sind
(siehe Abschnitte 2 und 3), wobei Struktur und Erkennungs-
mechanismus dieses Rezeptors einen direkten Weg zur
Entwicklung eines ,,emasculated* IL-4-Hormons aufzeigen.

[*] Priv.-Doz. Dr. A. Duschl, Prof. Dr. W. Sebald
Biozentrum der Universitat Wiirzburg
Physiologische Chemie II
Am Hubland, 97074 Wiirzburg (Deutschland)
Fax: (+49)931-888-4113
E-mail: duschl@biozentrum.uni-wuerzburg.de
Dr. P. Reinemer
Bayer AG
Pharmaforschung (PH-R LSC-NP)

Postfach 101709, 42096 Wuppertal (Deutschland)
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Der IL-4-Rezeptor ist ein Prototyp fiir Rezeptoren, die
durch Oligomerisierung — meist Dimerisierung — von Rezep-
torketten in der Plasmamembran der Zellen aktiviert werden
und dadurch das Hormonsignal in die Zelle iibermitteln.? 3!
Die Kenngroflen des IL-4-Rezeptors — heterodimerer Auf-
bau, hochaffine Bindungsstelle nur auf der a-Kette, geringe
Kopplung zwischen den Rezeptorketten — bieten einen
direkten Zugang zur Konstruktion von antagonistischen IL-
4-Varianten, die noch hochaffin binden, aber nicht mehr die
Dimerisierung der Rezeptorketten vermitteln. Eine verfei-
nerte Mutantenanalyse liefert auch selektive Agonisten, die
nur auf besondere Rezeptorsubtypen und damit nur auf
bestimmte Zellen wirken, sowie Superagonisten, die bei
erniedrigten Konzentrationen wirken.

Es erscheint als realistische Perspektive, dass diese antago-
nistischen Proteine zu therapeutischen Wirkstoffen entwi-
ckelt werden konnen. Eine wissenschaftliche Herausforde-
rung fiir die Zukunft ist es, aufgrund der genauen Kenntnis
der Erkennungsmechanismen in diesem Rezeptorsystem
gezielt niedermolekulare, organisch-chemisch synthetisier-
bare a-Ketten-Blocker zu entwickeln.

2. Allergie als Fehlreaktion des Inmunsystems

Eine Allergie ist eine Hyperreaktivitit des Immunsystems
gegen Substanzen, die von den meisten Menschen vertragen
werden. Nichtimmunologisch bedingte Hyperreaktivitéiten,
etwa gegen Hitze oder UV-Licht, werden nicht zu den

0044-8249/00/11216-2955 $ 17.50+.50/0 2955



AUFSATZE

A. Duschl et al.

Allergien gerechnet. Durch die Beschriankung auf hyperrea-
gierende Menschen wird die Allergie von der Toxizitdt
abgegrenzt. Einzelne Allergene, wie etwa Bienengift, konnen
durchaus toxisch sein, doch ist diese Eigenschaft nicht kausal
fiir ihr allergenes Potential. Die allergische Reaktion wehrt
also in der Regel Substanzen ab, die fiir den Korper ohne
diese Reaktion harmlos wiren.

Atopie ist eine genetische Prédisposition, auf geeignete
Stimuli hin eine allergische Sensitivitdt zu entwickeln. Bis zu
5% aller Menschen lassen sich als Atopiker beschreiben. Die
Betroffenen haben ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung
von Allergien, leiden gehéduft unter multiplen Allergien, und
sind besonders anfillig fiir die Entwicklung von allergischem
Asthma.[ Atopie geht auf Mutationen in allergieassoziierten
Genen zuriick, nach denen besonders im Zusammenhang mit
Asthma intensiv gesucht wird.®l Es ist inzwischen klar, dass
zahlreiche Gene an der Entstehung von Asthma beteiligt sein
konnen. Eine stindig aktualisierte Ubersicht iiber den Stand
der Forschung auf diesem Gebiet bietet die Asthma Gene
Database (http://cooke.gsf.de/asthmagen/main.cfm) am GSF
Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit in Miinchen.

Unter den bekannten Asthma-Risikogenen sind auch IL-4
und die IL-4-Rezeptor-a-Kette.

IL-4 ist spezifisch fiir die Entwicklung von Soforttyp-
Allergien verantwortlich.[*®! Charakteristisch dafiir ist das
schnelle Auftreten von Symptomen nach Exposition gegen-
iiber dem Allergen. Es kommt bei vorsensibilisierten Men-
schen innerhalb von Minuten zu Odembildung, Erweiterung
von Kapillaren und Stimulierung von Schmerzrezeptoren
sowie besonders bei Asthma zur Kontraktion der glatten
Bronchialmuskulatur. Zu den Soforttyp-Allergien gehoren
allergische Rhinitis (Heuschnupfen), Allergien gegen Haus-
staub, Tierhaare oder Insektenstiche sowie das allergische
Asthma. Allergien mit verzogerter Symptombildung, wie die
Nickelallergie, gehoren nicht zum Soforttyp und gehen nicht
auf IL-4 zuriick. Bei IL-4-abhingigen Allergien wird das
gleiche Spektrum an Molekiilen und Zellen verwendet wie in
der Abwehr von helminthischen Makroparasiten, sodass man
Soforttyp-Allergien als irrtiimliche Aktivierung eines Parasi-
tenabwehr-Systems ansieht.

Der Verlauf einer Allergie ist schematisch in Abbildung 1
dargestellt. Ein Antigen wird von antigenprésentierenden
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Abbildung 1. Schematische Darstellung von Sensibilisierungsphase (A) und Effektorphase (B) der allergischen Soforttyp-Reaktion. IL-4 und IL-13 sind an
beiden Vorgédngen beteiligt, da sie auf die beteiligten Zelltypen aktivierend und/oder differenzierend wirken. APZ = antigenprisentierende Zelle, THO =
T-Helferzelle Typ 0, TH2 = T-Helferzelle Typ 2, B =B-Zelle, IgE = Immunglobulin E.

Zellen aufgenommen, prozessiert und iiber den MHC-II-
Komplex T-Helferzellen priasentiert. Wenn dieser Stimulus
eine Differenzierung zu einer TH2-Zelle (T-Helferzelle
Typ 2) auslost, so wird das Antigen als Allergen behandelt.
Fiir die TH2-Differenzierung ist ausschlaggebend, dass die
T-Zelle wihrend ihrer Aktivierung mit IL-4 stimuliert wird.
Als Quelle fiir dieses frithe IL-4 werden Mastzellen und
Subsets von T-Zellen diskutiert.’) Da TH2-Zellen neben einer
Reihe weiterer Cytokine auch IL-4 produzieren, kommt es zu
einer autokrinen Verstarkung.

Zwei der TH2-Cytokine, IL-4 und IL-13, induzieren in
aktivierten B-Zellen den Klassenwechsel der Antikorper-
Produktion zum IgE-Typ.['> "I Die so hergestellten allergen-
spezifischen IgE-Antikorper binden an Rezeptoren auf der
Oberfliche von Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen.
Damit ist die Sensibilisierung erfolgt, sodass bei erneutem
Kontakt mit dem Allergen die Soforttyp-Reaktion ablduft.
Dabei bindet das Allergen an zellassoziiertes IgE, was zur
Degranulierung der Effektorzellen fiihrt. Im Fall von Heu-
schnupfen degranulieren hauptsidchlich Mastzellen in den
Schleimhéduten der Augen und Atemwege. Die dadurch
freigesetzten Wirkstoffe, wie Histamin, Serotonin und Pros-
taglandine rufen dann die typischen Symptome hervor. Bei
Asthma sind noch eine Reihe weiterer pathologischer Ver-
dnderungen zu beobachten, wie gesteigerte Produktion von
Schleim in den Bronchien, erhohte Reaktivitdt der Bron-
chialmuskulatur und die Bildung eines von Eosinophilen
dominierten entziindlichen Infiltrats im Gewebe.['Z

IL-4 und IL-13 sind nicht nur an der allergischen Sensibi-
lisierung, sondern auch an den Reaktionen der Effektorphase
beteiligt. Sie erhohen die Aktivitdt von Mastzellen,['3! Baso-
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philen"*! und Eosinophilen,!'”! fithren zu Differenzierung und
Hypertrophie von schleimproduzierenden Becherzellen!'® 7]
und sind durch die Induktion von entsprechenden Adhé-
sionsmolekiilen'®! und Chemokinen!" an der Bildung eines
eosinophilen Infiltrats beteiligt.

Die TH2-Differenzierung, die ganz am Anfang der Reak-
tionskaskade steht, ist die einzige Reaktion bei der aus-
schlielich IL-4 aktiv ist. IL-13 kann diese Aufgabe nicht
iibernehmen.?! Im spiteren Verlauf der Erkrankung scheint
jedoch IL-13 zu dominieren, da es fiir lingere Zeit und in
grofBeren Mengen produziert wird als IL-4. In der asthmati-
schen Lunge ist IL-13 in grofen Mengen nachweisbar,
wihrend IL-4 kaum messbar ist. IL-13 ist also wéhrend der
Effektorphase das wichtigere Cytokin.?24l

3. IL-4Ra - die Rezeptorkette fiir die allergische
Antwort

Der Grund fiir die weitgehend gleichen Wirkungen von IL-
4 und IL-13 ist die Verwendung einer gemeinsamen Rezep-
torkette, IL-4Ra. Transgene Miuse mit einem zerstorten IL-
4Ra-Gen zeigen keine messbaren Reaktionen auf IL-4 oder
I1L-13, was darauf hinweist, dass diese Kette fiir beide
Cytokine unverzichtbar ist.['> 2281 Aus Bindungsstudien weil3
man, dass IL-4 direkt an IL-4Ra binden kann.?-3!l Je nach
Zelltyp wird dann eine zweite Rezeptorkette rekrutiert:
Entweder y P23 oder IL-13Ra1P*+37 (Abbildung 2). TL-13
bindet zuerst an IL-13Ral und rekrutiert dann IL-4Ra. Trotz
unterschiedlicher Reihenfolge der Assoziation verwenden IL-4
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Abbildung 2. IL-4 (A) und IL-13 (B) vermitteln Signale iiber den
identischen heterodimeren Rezeptor aus IL-4Ra- und IL-13Ral-Kette.
Die Reihenfolge der Dimerisierung ist jedoch unterschiedlich (siehe Text).
Der Komplex aus IL-4 und IL-4Ra kann in der Membran entweder mit y,
oder mit IL-13Ral1 assoziieren. Das entstehende Signal ist, soweit bekannt,
gleich.

und IL-13 mit dem IL-4Ra/IL-13Ral1-Heterodimer also einen
identischen Rezeptorkomplex.2% 381

Im allergischen Geschehen kann IL-4 als Hauptschalter
betrachtet werden, der alle nachfolgenden Prozesse auslost.
In diesem Sinne ist das IL-4-System ein ideales Target fiir die
Pravention von Allergien. Transgene Mause ohne funktionel-
les Gen fiir IL-4 sind nicht in der Lage allergische Reaktionen
zu entwickeln, und auch die bereits erwdhnten transgenen
Miuse ohne IL-4Ra tun dies nicht.*”) Umgekehrt entwickeln
transgene Maéduse mit erhohter IL-4-Produktion selbst in
Abwesenheit von Allergenen allergiedhnliche Sympto-
me.***! Die Applikation von IL-4 in der Lunge von
Asthmapatienten 16st einen asthmatischen Anfall aus.[*!
Entsprechende Versuche mit IL-13 in Mdiusen fithren zu
einer sehr hohen Schleimproduktion und anderen Asthma-
symptomen.['21:22 24 TL-4 und IL-13 spielen also fiir Auslo-
sung und Unterhalt allergischer Reaktionen eine zentrale
Rolle, sodass eine Hemmung des IL-4/IL-13-Systems thera-
peutisch niitzlich sein konnte.

3.1. Die Auswahl des Zielmolekiils

Ein giinstiges Target fiir eine solche Hemmung scheint vor
allem IL-4Ra zu sein. Da der Rezeptor fiir beide Cytokine
essentiell ist, werden beide gehemmt. Eine direkte Hemmung
der Liganden wiirde dagegen nur jeweils eines der beiden
Cytokine treffen. Da die Sequenzen von IL-4 und IL-13 nur
etwa 25% Homologie aufweisen, bestehen fiir die Entwick-
lung bispezifischer Inhibitoren nur geringe Aussichten. Los-
liche Varianten der Rezeptoren binden bestenfalls nur eines
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der beiden Cytokine. IL-4Ra alleine bindet IL-4, IL-13Ral
alleine bindet IL-13, und y, alleine bindet keinen der beiden
Liganden.

Unter den Rezeptorketten bieten sich y, und IL-13Ral
nicht besonders an, da ihre Ausschaltung keine komplette
Hemmung beider Liganden zur Folge hitte. Besonders . ist
als pharmazeutisches Target kaum geeignet: Diese Rezeptor-
kette wird auch von IL-2, IL-7, IL-9 und IL-15 verwendet,
sodass man in eine ganze Reihe von Regulationssystemen
eingreifen wiirde.[*! Der genetische Verlust von y, fiihrt zu
der schweren Immunschwichekrankheit X-SCID (X chro-
mosome-linked severe combined immunodeficiency), bei der
wegen fehlender IL-7-Signale keine T-Zellen gebildet wer-
den, sodass das Immunsystem weitgehend ausfillt.*>*! Ein
Fehlen von IL-4Ra scheint dagegen zumindest von trans-
genen Miusen gut vertragen zu werden: Die Tiere sind auch
fiir die Abwehr von Bakterien und Viren normal immun-
kompetent.[?28 Aus diesen Uberlegungen heraus kann man
IL-4Ra als Schliisselprotein der allergischen Reaktion und als
bevorzugtes Ziel einer pharmazeutischen Hemmung identifi-
zieren.

Die IL-4/IL-13-abhingige Signaliibertragung wird in erster
Linie von IL-4Ra organisiert, mit dem eine Reihe von
Signalmolekiilen assoziieren konnen.® Ein Komplex aus
IRS-2 (Insulin Rezeptor Substrat-2) und daran ankoppelnden
Proteinen scheint fiir die Zellproliferation und fiir die
Hemmung von Apoptose verantwortlich zu sein.*! Ein
zweiter Signalweg beinhaltet die Aktivierung von Kinasen
aus der Jak-Familie und die Phosphorylierung von Stat6./]
Stat6 ist ein Transkriptionsfaktor, der vor allem die Expres-
sion von Genen aus dem Bereich der Zelldifferenzierung
reguliert. Dazu gehoren die Verstdarkung der IL-4-Produktion
withrend der TH2-Differenzierung,°!) der Klassenwechsel der
B-Zellen zu IgE,P>>4 die Expression des IgE-Rezeptors
CD23 auf B-Zellen und Monozyten®> > und die Induktion
des entziindungshemmenden Proteins IL-1RA in Makro-
phagen.B]

Betrachtet man diese Signalwege auf der Suche nach
aussichtsreichen Targets, so scheidet der IRS-2-Weg vermut-
lich aus, da die IL-4/IL-13-induzierte Kontrolle von Prolifera-
tion und Apoptose im Rahmen von Allergien nicht aus-
schlaggebend ist, wihrend die Zelldifferenzierung eine grof3e
Rolle spielt. In der Jak/Stat-Signalstrecke erscheinen die Jak-
Kinasen wenig aussichtsreich, da sie von zahlreichen anderen
Rezeptoren ebenfalls aktiviert werden, sodass eine Hemmung
ohne wesentliche Nebenwirkungen kaum moglich sein diirf-
te.’® > Dagegen ist Stat6 zumindest im Bereich der Cytokine
fir die Signaltibertragung von IL-4 und IL-13 spezifisch,
sodass es als interessante Zielstruktur gelten kann.[ >

Eine Hemmung von IL-4Ra oder von Stat6 eroffnet fiir die
Therapie allergischer Erkrankungen vollig neue Perspekti-
ven. Bisher gibt es nur die Moglichkeit, durch spezifische
Immuntherapie eine Desensibilisierung gegen ein definiertes
Allergen zu versuchen oder durch Wirkstoffe wie Antihista-
minika, Cromoglicinsdure, Nedocromil oder Corticosteroide
den Verlauf der Effektorphase wihrend eines akuten Krank-
heitszustandes zu beeinflussen. Die Ausschaltung der IL-4/IL-
13-Wirkungen wiirde dagegen eine spezifische Immunsup-
pression des allergischen Systems bewirken.

Angew. Chem. 2000, 112, 2954 -2966
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4. Strukturaufklirung der
IL-4/IL-4Rea-Bindungsoberfliache

Die rationale Entwicklung eines Hemmstoffs fiir das IL-4/
IL-13-System beruht auf dem strukturellen Verstdndnis seiner
Komponenten. Aus strukturbiologischer Sicht erfordert die
cytokinvermittelte, sequentielle Assoziation verschiedener
Rezeptorketten ein fein aufeinander abgestimmtes System
von molekularen Erkennungsschritten zwischen dem Cytokin
und den extrazelluldiren Doménen seiner Rezeptorketten. Fiir
die Intervention im IL-4-System ist die Bindungsaktivitét der
IL-4Ra-Kette von zentraler Bedeutung. Ein Verlust der
Bindungsfihigkeit wiirde IL-4 und IL-13 effektiv hemmen.

Innerhalb der IL-4Ra-Kette wird die molekulare Erken-
nung des Liganden ausschlieBlich durch die 207 Aminosiu-
rereste umfassende extrazelluldre Doméne vermittelt, die als
separat exprimiertes Protein — das IL-4-Bindeprotein (IL4-
BP) — die gleiche Affinitét, Spezifitdit und Geschwindigkeit
der IL-4-Bindung zeigt wie die vollstindige Rezeptor a-Kette
(Kq=~150 pMm, K, ~107m1s7!).[0.61 Vor kurzem gelang die
Rontgenstrukturanalyse des bindren Komplexes aus IL4-BP
und IL-4.?l Voraussetzung dafiir war die Entwicklung von
Verfahren fiir die Expression von IL-4BP in E. coli und fiir die
Riickfaltung des Proteins in die funktionelle Struktur.[l Da
nun die Struktur und die rdumliche Anordnung der Bin-
dungspartner und ihre Wechselwirkungen im bindren Kom-
plex bekannt sind, wird zusammen mit der Mutations- und
quantitativen Interaktionsanaly-
sel® ein besseres Verstindnis der
molekularen Erkennung zwischen &
IL-4 und IL-4Ra moglich. Daraus
ergeben sich Schlussfolgerungen
fir eine Hemmstoffentwicklung
und fiir Rezeptor/Ligand-Wech-
selwirkungen in der Cytokinre-
zeptor-Superfamilie.

4.1. Die Cytokinrezeptor- \
Superfamilie

Cytokinrezeptoren werden zu
einer Superfamilie zusammenge-
fasst, da sie konservierte Sequenz- i,
bereiche — die ,,cytokine receptor
homology (CRH) region“ - in !
extrazelluldiren Doménen aufwei-
sen.®! Die ca. 200 Aminosédurere-
ste umfassende CRH trédgt die

ne und ein streng konserviertes Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser-Se-
quenzmotiv in der C-terminalen Doméne. Rezeptoren mit
diesem Merkmalen, zu denen auch IL-4Ra gehort, werden als
Cytokinrezeptoren der Klasse I bezeichnet. Die eng verwand-
ten Klasse-II-Rezeptoren weisen ein CRH mit vier unter-
schiedlichen konservierten Cysteinen, aber kein Trp-Ser-Xaa-
Trp-Ser-Motiv auf.[®]

4.2. Die Struktur von IL4-BP

Das IL-4-Bindeprotein hat eine L-formige Struktur und
besteht aus den Doménen D1 (Aminosdurerest 1 —91) und D2
(Aminosdurerest 97-197), die iiber ein kurzes, helicales
Segment miteinander verbunden sind (Abbildung 3). Die
beiden Doménen gehoren zur Immunglobulin-Superfamilie
und dhneln strukturell dem Fibronectin-Typ-III-Modul.[*® 7]
Ihre Faltung ist durch eine ,Sandwich“-artige Struktur
charakterisiert, die sieben antiparallele (-Stringe umfasst,
welche in einem dreistringigen (Stringe SA, B, SE) und
einem vierstriangigen (-Faltblatt (Stringe SG, SF, SC, fC)
organisiert und gegeneinander um ca. 40° verdreht sind. Die
Faltung der Domiine D1 gehort zum Subtyp ,h«l! der
Immunglobulin-Familie, wo der 8-Strang C’ zunéchst mit dem
p-Strang C wechselwirkt und dann in seiner direkten Ver-
langerung, die nun S-Strang D genannt wird, mit dem S-
Strang E des anderen Faltblattes gepaart ist. Die Doméne

L3 ¥

ligandenbindenden Determinan-
ten des Rezeptors. Sie besteht
aus zwei Proteindominen, die
iiber ein kurzes Zwischensegment
kovalent verbunden sind. Dariiber
hinaus ist die CRH in den meisten
Rezeptoren gekennzeichnet
durch vier konservierte Cystein-
reste in der N-terminalen Domé-
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Abbildung 3. Struktur der extrazelluliren Domine von IL-4Ra (IL4-BP). A) Ribbon-Darstellung von IL4-
BP. a-Helices sind in Rot, 5-Strdnge in Blau und verbindende Schleifen in Gelb dargestellt. Amino- und
Carboxyterminus sind mit N bzw. C markiert, die -Stringe der beiden Doménen des Bindeproteins sind
gemiB Lit. [66] bezeichnet und die Markierung der Schleifen, die zum Liganden hin orientiert sind, folgt
Lit. [76]. B) Topologisches Diagramm des Aufbaus von IL4-BP. Die beiden Dominen gehoren faltungs-
topologisch zur Immunglobulin-Superfamilie und dhneln in struktureller Hinsicht dem Fibronectin-Typ-III-
Modul.[”! Sekundérstrukturelemente sind als Pfeile (3-Stringe) und Rechtecke (a/3,,-Helices) dargestellt.
Die Positionen der sechs Cysteinreste, die zu drei Disulfidbriicken verkniipft sind (Cys’-Cys', Cys®-Cys*,
Cys®-Cys®), sind als blaue Streifen angezeigt. Die Position des konservierten WSXWS-Motivs in D2, das
Strang G vorausgeht, ist eingezeichnet, und die zur Wechselwirkung mit dem Liganden beitragenden fiinf
Schleifen (L1-L3, L5 und L6) sind in Rot hervorgehoben.
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enthilt sechs Cysteinreste, die zu den drei Disulfidbriicken
Cys’-Cys!?, Cys*-Cys® und Cys*-Cys® verkniipft sind, von
denen die ersten beiden in Klasse-I-CRHs konserviert sind, %!
wihrend die dritte nur in IL-4Ra auftritt. Doméne D2 weist
die Fibronectin-Typ-1II-Topologie auf (,,s“-Typ der Immun-
globulinfaltung).[!l Sie enthilt keine Disulfidbriicken und
trdgt das konmservierte Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser-Motiv, das in
einer Ausbuchtung vor Strang SG lokalisiert ist (Abbil-
dung 3). Im Bindeprotein sind die beiden Doménen so
zueinander orientiert, dass das C-terminale Ende von Domé-
ne D1 und das N-terminale Ende von D2 zum Losungsmittel-
raum hin weisen und nicht direkt aufeinander zu (Abbil-
dung 3). Diese Orientierung, die zu einer relativ offenen
Gesamtstruktur mit einem Doménen-Doménen-Winkel von
ca. 90° und einem kleinen Doménen-Doménen-Interface
fiihrt, hat wichtige Konsequenzen fiir die Ligandenbindung,
da so die Schleifen ABp, (als L1 in Abbildung 3 markiert),
CCp, (=L2), EFp, (=L3), BCp, (=L5), CEp, (nicht markiert
in Abbildung 3) und FGp, (=L6) in der Nihe des Verbin-
dungssegmentes angeordnet und weitgehend zum Losungs-
mittelraum hin exponiert sind.

4.3. Die Struktur von IL-4

Reifes, humanes IL-4 ist ein monomeres Protein von 129
Aminosduren, dessen Struktur unabhingig durch NMR-
Spektroskopie und Rontgenkristallographie aufgeklirt wur-
de.l*71] Das Molekiil besteht aus vier biindelférmig ange-
ordneten a-Helices, die in sequentieller Reihenfolge mit A -
D bezeichnet werden (Abbildung 4). Sie sind so angeordnet,
dass die Helices A und B nach oben und die Helices C und D
nach unten zeigen. Diese ungewohnliche Anordnung wird als
»up-up-down-down“-Topologie bezeichnet. Sie fiihrt dazu,
dass jede Helix antiparallel zu den beiden benachbarten

Helices orientiert ist und es zwei lange Verbindungssegmente
nach den Helices A und C gibt, die jeweils das gesamte
Molekiil iberspannen, sowie ein kurzes Verbindungssegment
nach Helix B, das zwei aufeinanderfolgende Helices verbin-
det. Die beiden langen Verbindungssegmente enthalten
dariiber hinaus zwei kurze (-Strange, die ein kleines, anti-
paralleles 3-Faltblatt bilden, das gegen die Helices B und D
gepackt ist. Die sechs vorhandenen Cysteinreste sind zu drei
Disulfidbriicken miteinander verkniipft, Cys’-Cys'”, Cys*-
Cys® und Cys*-Cys®. Eine solche Struktur — als Vier-Helix-
Biindel bezeichnet — wird auch bei anderen Cytokinen
beobachtet. Es konnen zwei Varianten unterschieden werden:
die kurzkettigen Vier-Helix-Biindel, zu denen neben IL-4
auch IL-2, -3, -5, -7, -9, -13 und -15 sowie GM-CSF gehoren,
und die langkettigen, zu denen das Wachstumshormon,
Prolaktin, G-CSF, Erythropoietin, IL-6, IL-11, Oncostatin M,
LIF und CNTF ziihlen.™ Mitglieder der kurzkettigen Familie
sind durch Kettenldngen von 105 bis 145 Aminoséureresten,
kurze a-Helices (ca. 15 Aminosdurereste) und einen Winkel
von ca. 35° zwischen den Helixpaaren A/D und B/C charak-
terisiert, wiahrend Mitglieder der langkettigen Familie zwi-
schen 160 und 200 Aminosdurereste, lange a-Helices (ca. 25
Aminosdurereste) und eine stirkere Ausrichtung der helica-
len Achsen (Winkel von ca. 20° zwischen den Helixpaaren
A/D und B/C) aufweisen.

IL-4 hat je eine Bindungsstelle fiir beide Rezeptorketten.
Das Bindungsepitop von IL-4 fiir die hochaffine Bindung der
a-Kette wurde auf der von den Helices aA und aC gebildeten
Oberfliche (nachfolgend als ,,Helix-AC-Fliche* bezeichnet,
vgl. Abbildung 4) lokalisiert,[ 73] wihrend das fiir die Bin-
dung von y, verantwortliche Epitop auf der von den Helices
aA und aD gebildeten Oberfliche (,,Helix-AD-Fliache®)
lokalisert wurde.[> 74

Untersuchungen mit IL-4-Mutanten auf Zellen, die den
Typ-2-IL-4-Rezeptor tragen, weisen darauf hin, dass auf dem
IL-4-Molekiil die Bindungsstellen fiir IL-
13Ral und y. iiberlappen.’> 79 1L4-BP
bindet mit den oben bezeichneten Schlei-
fen an die Helix-AC-Fliache von IL-4,
wobei die Quartérstruktur des Komplexes
durch anndhernd senkrecht zueinander
angeordnete Molekiilhauptachsen ge-
kennzeichnet ist. Die bindenden Schleifen
von IL4-BP sind dabei leiterformig iiber-
einander und anndhernd kollinear mit den
helicalen Achsen der Helices von IL-4
angeordnet (Abbildung 5).

4.4. Der IL-4/IL4-BP-Komplex

Abbildung 4. Struktur von Interleukin-4. A) Ribbon-Darstellung von IL-4. a-Helices sind in Rot
(vorn liegende a-Helices aA und aD) und Orange (hinten liegende a-Helices aB und aC), -
Stringe in Blau und verkniipfende Schleifen in Gelb dargestellt. B) Topologisches Diagramm des
Aufbaus von IL-4. Sekundirstrukturelemente sind als Zylinder (Helices) und Pfeile (8-Stridnge)
dargestellt. Die Positionen der sechs Cysteinreste, die in drei Disulfidbriicken verkniipft sind
(Cys*-Cys!?, Cys*-Cys®, Cys*-Cys®), sind in Rot eingezeichnet. Die Positionen der Bindungs-

Die Struktur des rezeptorgebundenen
IL-4 ist der des nicht gebundenen sehr
dhnlich, die kristallographische Analysel®
zeigt jedoch eine leicht geénderte relative
Konformation der Helices von 1L-4, wobei
die helicalen Achsen der Helices aA und

stellen der beiden Rezeptorketten sind zusdtzlich durch gestrichelte Ellipsen angezeigt: das

Bindungsepitop der Rezeptor-a-Kette auf der Helix-AC-Fliche und das von y. auf der Helix-

AD-Fliche.
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aD eine gegeneinander verkippte Anord-
nung einnehmen, wéhrend die Anordnung
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sduren, wiahrend das Rezeptorepitop aus
Aminosdureresten von fiinf Schleifen auf-
gebaut ist und eine hydrophobe Mittellinie
aufweist, um die Gruppen von Tyr- und
Ser- bzw. Asp-Resten platziert sind (Ab-
bildung 6 A). Insgesamt umfasst das struk-
turelle Bindungsepitop auf jedem Binde-
partner eine Oberfliche von ca. 800 A?
(gemessen als Abnahme der 16sungsmittel-

IL~4 Bindeprotein
Diomdes 1

3 H‘:“%“;’E::: a zugénglichen Flichel”! bei der Komplex-

— — bildung). Die bedeckte Fliche liegt damit

in der gleichen GroBenordnung wie bei

~ anderen  Cytokin/Rezeptor-Wechselwir-

b e El"""F"JEI kungen, etwa bei der topologisch dquiva-

e lenten, niederaffinen Wechselwirkung des

IL-4Ra Wachstumshormons mit seinem Bindepro-
Abbildung 5. Struktur des IL-4/IL4-BP-Komplexes. Ribbon-Darstellung des Komplexes aus IL- tein.® Dies zeigt, dass eine hochaffine
4 (rot) und IL4-BP (blau/gelb; vgl. auch kleines Schema). Amino- und Carboxytermini sind mit N Wechselwirkung mit einer kleinen Interak-

bzw. C markiert; die Bezeichnung der Helices und Striange folgt Lit. [66]. Die fiinf Schleifen von

IL4-BP, die an Wechselwirkungen mit IL-4 beteiligt sind, sind gelb hervorgehoben und geméf tionsflache erreicht werden kann und dass

Lit. [76] bezeichnet. Sie sind stapelférmig in vier Ebenen in der Reihenfolge L2, L3, L1 und L5/ die GroBe der Bindungsoberfliche und die
L6 von oben nach unten angeordnet. Die Schleife L4, die die beiden Dominen verbindet, Bindungsaffinitit nicht direkt voneinander
wechselwirkt nicht mit IL-4; sie ist jedoch der Vollstindigkeit wegen eingezeichnet und blau abhiingen.

markiert.

der helicalen Achsen der Helices aB und aC eher gleich 4.5. Hochauflésende Interaktionsanalyse
bleibt. Die deutlichsten Strukturédnderungen finden sich im

Bereich des funktionellen Bindungsepitops von y.[™ wo Die Analyse der Bindung von IL-4 an den Rezeptor auf
verringerte intramolekulare C,-C,-Abstdnde der determinie- ganzen Zellen oder an 16sliches IL-4BP ergibt eine Dissozia-
renden Aminosdurereste (Thr'!, Asn'®, Tyr'?*) gefunden tionskonstante K, von etwa 100 pm (Abbildung 7). Diese

werden: Der Abstand im Paar
Ile!-Tyr'** schrumpft dabei um
1.0 A, der im Paar Asn'>-Tyr'?
um 1.5 A. Die Konformationsin-
derung von IL-4 nach Bindung an
IL-4Ra kann von funktioneller
Bedeutung sein, da vy, freies IL-4
in submikromolarer Konzentra-
tion nicht bindet.¥ Konforma-
tionsinderungen in IL-4, die
durch Bindung an IL-4Ra ausge-
1ost werden, konnen deshalb die
Voraussetzung fiir eine Assozia-
tion von Y, an den bindren Kom-
plex und damit fiir die Signalaus-
16sung sein.

Das strukturelle Bindungsepi-
top wird von je 18 Aminosdure-
resten der beiden Bindungspart-
ner gebildet, die tiber unter-
schiedliche = Sequenzabschnitte
verteilt sind. Auffillig sind die

ausgepragte Nichtplanaritt und Abbildung 6. Das Strukturepitop des IL-4/IL4-BP-Komplexes. A) ,,Open-Book“-Darstellung der komple-
der polare Charakter der kom- mentiren strukturellen Epitope von IL-4 (links) und IL4-BP (rechts). Aminosiurereste, die Wechselwir-
plementéren Bindungsflachen kungen zwischen Rezeptor und Ligand bilden, sind farblich hervorgehoben und gemi8 ihrer physikoche-
( Abbﬂdung 6 A), Zur Bindung mischen Eigenschaften kodiert; rot: negativ geladen (Asp, Glu); dunkelblau: positiv geladen (Arg, Lys);
beitragende Aminosiurereste hellblau: His; cyan: Gln/Asn; magenta: Tyr; orangefarben: Ser/Thr und griin: hydrophob. B)-D) Detail-

4 sind iiber drei Heli ansichten des IL-4/IL4-BP-Kontaktes. IL-4-Glu® bildet das Zentrum eines Netzes aus Wasserstoffbrii-
von I.L 4 sind Uber drei Helices ckenbindungen und ist umschlossen von hydrophoben Seitenketten (,,Cluster I, B). IL-4-Arg® und 1L4-BP-
verteilt und umfassen hauptséch- Asp™ bilden eine zentrale Salzbriicke, die von aromatischen und aliphatischen Gruppen umgeben ist
lich polare und geladene Amino- (,,Cluster I1¢, C). Elektrostatische Wechselwirkungen dominieren ,,Cluster ITI* (D).

[ custern |
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Abbildung 7. Die Bindung von IL-4 an IL4-BP verlduft ungewohnlich
schnell. Der Zerfall des Komplexes ist sehr langsam. Das Sensogramm
zeigt die Kinetik der Assoziation von 1 nm IL-4 an IL4-BP, das auf einem
Biosensor immobilisiert vorliegt.’!l In Gegenwart von Puffer allein zerfillt
der Komplex mit einer Halbwertszeit 7,, von etwa 6 min. Die Geschwin-
digkeitskonstanten der Assoziation (k,) und der Dissoziation des Kom-
plexes (k) sind angegeben, ebenso wie die errechnete Dissoziationskon-
stante K.

hohe Affinitét ist das Resultat einer schnellen Assoziation
(k,=1-2x107) und einer sehr langsamen Dissoziation (k4=
2 x 107%). Die Verbindung von Mutations- und quantitativer
Interaktionsanalyse erlaubt es — mit durchaus unerwarteten
Ergebnissen —, den Beitrag jedes Kontaktrestes zur Freien
Energie der Bindung abzuschitzen. Dazu wird durch ge-
richtete Mutagenese fiir jeden einzelnen der Kontaktreste in
IL-4 und in IL-4BP eine entsprechende Alanin-substituierte
Variante gebildet. Diese Mutation entspricht dem Ersatz
einer Aminoséureseitenkette durch eine Methylgruppe. Nach
Expression in E. coli und anschlieender Renaturierung und
Reinigung konnen die meisten Alaninvarianten in >96 %
Reinheit erhalten werden. Wird nun die Alaninvariante fiir
jeden Kontaktrest in IL-4 und in IL4-BP auf ihre Bindefahig-
keit untersucht, so ergibt sich folgendes Bild:

Die Substitution der IL-4-Seitenketten Glu’ und Arg®
fihrt zu Affinitatsverlusten (K,) um den Faktor 300 bis
1000. Dies entspricht einem Verlust der Freien Energie der
Bindung (AAG,) um 3-4.5 kcalmol~!. Glu® und Arg® sind
offensichtlich die Hauptderminanten der Bindung. Fiinf
weitere Seitenketten (Ile’, Thr'3, Asn®, Trp®' und Arg>) sind
Nebendeterminanten, deren Substitution durch Alanin zu
Verlusten in der Affinitdt um den Faktor 3 bis 10 fiihrt
(AAG,=0.4-1 kcalmol!). Die weiteren Kontaktreste von
IL-4 tragen nicht direkt zur Bindung bei. Kleine Beitrdge zur
Geschwindigkeitskonstante der Assoziation (k,), im ganzen
etwa einen Faktor von 10, tragen zusammengenommen die
positiv geladenen Seitenketten von IL-4 bei. Dieser globale
Ladungseffekt von etwa sechs positiv geladenen Seitenketten
bewirkt offensichtlich eine erste Ausrichtung der komple-
mentdr geladenen Proteine bei der Assoziation (elektrosta-
tische Steuerung).™

Die Mutagenese der Rezeptor-a-Kette erginzt das Ener-
gieprofil des IL-4-Bindungsepitops. Die hochsten Affinitéts-
verluste treten dabei nach Alaninsubstitution von Asp’?, Tyr!'?
und Tyr'® auf. Offensichtlich bindet der negativ geladene
Asp™-Rest die Arg®-Seitenkette von IL-4 iiber eine Cou-
lomb-Wechselwirkung. Die Struktur zeigt, dass die Carboxy-
lat- und Guanidinogruppen perfekt ausgerichtet sind. Die
Rezeptorreste Tyr'® und Tyr'®® gehen iiber die phenolischen

2962

OH-Gruppen Wasserstoffbriickenbindungen mit IL-4-Glu’
ein. Dabei sind auch die Carbonylgruppe der Peptidbindung
von Ser”™ im Rezeptor und als vierter Partner die Carbamid-
gruppe von Asn® in IL-4 beteiligt. Die Struktur zeigt die
perfekte ,,sp>-Geometrie* der beteiligten Atome. Es fillt auf,
dass Nebendeterminanten im Rezeptor, deren Substitution zu
Affinitdtsverlusten von einem Faktor von etwa 10 bis 50
fithren, hydrophob sind (Tyr'?, Val®, Phe® etc.). Vermutlich
fiihrt diese Hiille von hydrophoben Seitenketten (,,Avocado-
Cluster) zu einer verstirkten Bindung in den polaren
Hauptdeterminanten. Der Aufbau dieser Bindungsepitope
ist also mosaikartig und iiberwiegend polar, im Unterschied
zu der einzelnen zentralen hydrophoben Wechselwirkung
(,hot spot of hydrophobic binding energy®), die fiir die
hochaffine Bindung im Wachstumshormon/Rezeptor-Kom-
plex beschrieben worden ist.[®!

4.6. Der Mechanismus der Protein/Protein-
Wechselwirkung: das Drei-Cluster-Modell

Die Kontaktfliche zwischen IL-4 und dem Bindeprotein
zeigt einen mosaikformigen Aufbau mit drei diskreten
Gruppen wechselwirkender Aminosdurereste (nachfolgend
als ,,Cluster* bezeichnet; Abbildung 6 A). Zwei dieser Cluster
haben eine ,,Avocado-Cluster“-Anordnung, also eine auffil-
lig amphipathische Struktur mit einem &HuBeren Mantel
hydrophober Seitenketten, die um einen inneren Kern
polarer Gruppen angeordnet sind. Cluster I ist um Glu’ von
IL-4 aufgebaut, wobei seine Carboxylatgruppe drei Bindun-
gen von den Resten Tyr'3, Tyr'®3 und Ser” des Bindeproteins
akzeptiert (Abbildung 6 A und B). Die geometrisch perfekte
Anordnung erscheint durch eine intramolekulare Bindung
(zu IL-4-Asn®) vororientiert zu sein und wird durch weitere
Wechselwirkungen zwischen IL-4-Thr®, -Lys'?, -Thr'* und
-Asn® und IL4-BP-Ser™, -Tyr'®, -Tyr'?” und -Ala™ erginzt.
Ein einzelnes Wassermolekiil ist im Kontaktbereich einge-
sperrt und bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
IL-4-Asn® und Rezeptor-Tyr'?. Umschlossen wird das Netz
polarer Wechselwirkungen von aromatischen und aliphati-
schen Seitenketten: IL-4-Glu® bildet van-der-Waals-Kontakte
mit den IL-4-Resten Ile%, Lys'> und Thr' und ist flach gegen
die aromatische Seitenkette von IL4-BP-Tyr!?’ gepackt, wobei
die Carboxylatgruppe von IL-4-Glu® von den Seitenketten
von Tyr?3, Tyr!'®, Val® und Ala’ des Bindeproteins umgeben
ist. Cluster I (Abbildung 6 A und C) ist um eine zentrale
Salzbriicke zwischen IL-4-Arg® und IL4-BP-Asp” aufgebaut.
Guanidino- und Carboxylatgruppe sind in einer Ebene Kante
an Kante orientiert und bilden zwei Wasserstoffbriickenbin-
dungen. Asp” liegt fast vollstindig vergraben am Boden einer
Vertiefung auf der Oberfliche des Bindeproteins, wihrend
IL-4-Arg® vollstindig aus der Oberfliche von IL-4 herausragt
und im Komplex zwischen die Seitenketten von Val® und
Phe* des Bindeproteins gepackt ist. Abweichend vom
bisherigen Aufbauprinzip findet sich bei Cluster III eine
vollstindig andere Architektur, die von elektrostatischen
Wechselwirkungen dominiert wird (Abbildung 6 A und D).
Die wechselwirkenden Reste Arg®!, Arg® und GIn™ von IL-4
sowie Asp®, Asp® und Asp'? des Bindeproteins gehen jedoch
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keine starken Wechselwirkungen ein, da ihre Bindungsgeo-
metrien deutlich vom Standard-sp>Typ abweichen.

Insgesamt erhilt man aus Struktur-?l und Mutationsanaly-
se der IL-4-Kontaktrestel®! ein genaues Bild der Wechselwir-
kung von IL-4 mit der extrazelluliren Doméne seiner
Rezeptor-a-Kette. Die Hauptdeterminanten der Bindungs-
affinitdt auf der Seite des IL-4 sind die in den Clustern I und IT
eingebetteten zentralen Reste Glu® und Arg®, die fiir Struk-
tur und Funktion gleichermafen wichtig sind. Beide Reste
zusammen sind fiir einen Grofteil der gesamten Bindungs-
affinitdt verantwortlich. Mutationen von Glu’ und Arg
fihren zu einem Verlust von Bindungsaffinitit um zwei bis
drei GroBenordnungen. Dagegen fithren Mutationen von
peripheren Aminoséureresten in Cluster I und II nur zu einem
Affinitdtsverlust von hochstens einer GroBenordnung, was
mit ihrer untergeordneten strukturellen Bedeutung iiberein-
stimmt. Dagegen ldsst sich aus der Struktur auf eine andere
Rolle fiir Cluster III schlieBen: Cluster III hat anscheinend
nur geringe funktionelle Bedeutung fiir die Stabilisierung des
Komplexes, er scheint aber durch elektrostatische Steue-
rung™ die auBerordentlich schnelle Komplexbildung zu
begiinstigen. Dementsprechend haben alle Mutationen im
Cluster III von IL-4 nur wenig Auswirkung auf die Bindung,
sondern beeinflussen einzig die Assoziationsgeschwindigkeit
der Mutanten.

4.7. Die Bindung der zweiten Rezeptorkette
(y. oder IL-13Ra1)

Die hochaffine Wechselwirkung von IL-4 mit der Rezeptor-
a-Kette ist wie oben beschrieben gut verstanden. Sowohl das
strukturelle Epitop (Kontaktfldchen) als auch das funktionel-
le Epitop (Energieprofil/Landkarte der bindenden Reste)
sind charakterisiert. Die mit IL-4 und 16slichen Rezeptordo-
minen erhaltenen kinetischen und thermodynamischen Kon-
stanten der Bindung gleichen den Daten, die mit IL-4 und
dem Rezeptor auf ganzen Zellen gemessen worden sind. Dies
ist nicht unerwartet, da in beiden Versuchen IL-4 aus der
Losung bindet.

Weniger klar und viel schwerer zu analysieren ist die
Wechselwirkung mit der zweiten Kette, welche y, oder IL-
13Ral sein kann. Der zweite Schritt der Aktivierung verlauft
beim IL-4-Rezeptor, und nach allem was wir wissen auch bei
anderen Cytokinrezeptoren, iiber die Bindung der zweiten
Rezeptorkette an den in der Plasmamembran vorliegenden
Komplex aus Ligand und hochaffiner Rezeptorkette. 1L-4
bindet in Konzentrationen bis 100 nM nicht messbar an y.
(oder an IL-13Ral) auf intakten Zellen, wenn nicht gleich-
zeitig auch die a-Kette vorhanden ist. IL-4Ra ist bei diesen
IL-4-Konzentrationen bereits vollig gesittigt (Ky~ 100 pm).
Deswegen werden y, und IL-13Ral als niederaffine Bin-
dungspartner von IL-4 bezeichnet.

Mit loslichen Ektodoménen der a- und y.-Kette lisst sich
die Bildung des terndren Komplexes in Gegenwart von IL-4
auf einem Biosensor nachweisen (Abbildung 7). Die y-Ek-
todoméne bindet an den Komplex aus IL-4 und immobili-
sierten IL4-BP mit einer Affinitéitskonstante von 3 x 10°M~L
Die Affinitédt zwischen IL-4 allein und y.-Ektodoméine ist nur
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um den Faktor 50 niedriger. Die erhohte Affinitdt zum IL-4/
IL4-BP-Komplex konnte von einer kleinen Konformations-
anderung des IL-4 im Komplex herrithren oder von sehr
schwachen Wechselwirkungen zwischen den beiden Ekto-
doménen.

Die Dissoziationskonstante von 3.5 pm fiir die Dissoziation
der y.-Ektodomine aus dem terndren Komplex liegt weit
oberhalb der physiologischen IL-4-Konzentrationen, aber
trotzdem ist IL-4 bereits bei subnanomolaren Konzentratio-
nen biologisch aktiv. Es muss also eine IL-4-abhingige
Dimerisierung und Transaktivierung der Ketten stattfinden.
Dafiir gibt es mehrere Moglichkeiten.

Die direkten Wechselwirkungen zwischen den Ektodomé-
nen von a und y, sind offensichtlich nur gering und bereits in
der Ky von 5um beriicksichtigt, doch konnten direkte
Bindungen zwischen den Rezeptorketten in den cytoplasma-
tischen oder Transmembrandoménen auftreten. IL-4 wére
dann nur der notwendige Ausloser einer solchen Rezeptor-
Rezeptor-Bindung. In hochexprimierenden Zellsystemen sind
mit anderen Rezeptoren ligandenunabhéngige Rezeptorak-
tivitdten zu beobachten, die auf direkte Bindungen zwischen
den Rezeptorketten hinweisen. Die Expressionsspiegel der
IL-4-Rezeptorketten sind meist niedig, doch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass eine zusétzliche Erhohung der
Konzentration in Membranmikrodoménen, wie den ,rafts®,
stattfindet.[®]

Zwischen Membranproteinen ist die Wahrscheinlichkeit fiir
eine produktive Kollision wesentlich grofer als zwischen
gelosten Molekiilen. Eine Dichte von 1000 Rezeptor-o-
Ketten auf einer Zelle mit einer Oberfliche von 100 pm?
entspricht bei homogener Verteilung molekularen Abstin-
den, wie sie in einer 50 nm Losung vorliegen. Durch die
Rezeptorbindung wird die Konzentration von IL-4 daher um
GroBenordnungen erhoht. Wegen der eingeschrénkten Frei-
heitsgrade der Diffusion, besonders der Rotation, werden
produktive ZusammenstoBe haufiger. Aufgrund dieser Mem-
braneffekte kann die niedrige Affinitdt der Bindung des
Liganden an die zweite Kette durchaus fiir eine Rezeptordi-
merisierung in der Membran ausreichen.

4.8. Von der Theorie zur Praxis:
IL-4-Rezeptor-Antagonisten

Die hochaffine Bindung an die a-Kette ist wie beschrieben
fast fiir die gesamte Rezeptoraffinitit verantwortlich. Offen-
sichtlich gibt es nur eine geringe Wechselwirkung zwischen
den beiden Rezeptorketten, sonst wiirde die y.-Affinitét
deutlich mehr zur IL-4-Bindung an den gesamten Rezeptor
beitragen. Da die benotigte Wechselwirkung zwischen IL-4
und y. nur schwach ist, reicht es nicht aus, die beteiligten
Reste durch die neutrale Aminosdure Alanin zu ersetzen.
Entsprechende Varianten behalten immer noch eine deutli-
che Agonistenaktivitit. In das y.-Bindungsepitop von IL-4
miissen daher effektiv abstolende Reste eingefiigt werden,
um vollstdndige Antagonisten zu erhalten.

Durch Alaninsubstitutionen in IL-4 wurden Ile!!, Asn" und
vor allem Tyr'** als Hauptdeterminanten der y.-Bindung
identifiziert. Obwohl die zugehodrigen Alaninvarianten um
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den Faktor 5 bis 100 weniger stark an die y-Ektodoméne
binden, ist ihre biologische Aktivitidt nur wenig beeintréchtigt.
Die Maximalantwort ist hochstens auf die Hélfte verringert
und der EDy,-Wert, die Dosis bei der eine Zielzelle halb-
maximal stimuliert wird, ist unverdndert. Durch Substitution
von Tyr'?* mit verschiedenen Aminosdureresten wird eine
Reihe partieller Agonisten erhalten, auf die Zellen unter-
schiedlich gut reagieren (Abbildung 8). Die einzelnen Va-

fitdt der Varianten als Hemmstoffe, da andere Cytokine nicht
beeintréachtigt sind.

Fir den Schritt ins Mausmodell musste eine analoge
Variante von Maus-IL-4 hergestellt werden, da IL-4 von
Maus und Mensch jeweils speziesspezifisch sind. Diese
Variante von Maus-IL-4, Q116D/Y119D, ist in vitro ein
kompletter Antagonist fiir murines IL-4 und IL-13.% Die
Applikation in vivo verhindert bei einem Mausmodell der

Allergie gegen ein Proteinantigen
die Entwicklung allergischer Pa-

4 H LT ..
rameter.’) Bei gleichzeitiger Ver-
® L4 - 1 1 4-
- o .t _ ) o IL4{Y1234D] o abrelchupg von Antlgen L.md IIJ 4
i plus 3 e 114 Antagonist entwickeln die Mduse
® Y1I4H LS L] . .
B . i ; = keine messbaren Spiegel von spe-
oo =.'|:u: L zifischen Antikorpern der Isoty-
T-Fudl-Prohileati om h ¥ : : :
%6 der Misimalaswon) Y124 i PR - i penIgE und IgGL die beide in Qer
—— ! . G Maus mit allergischen Reaktio-
a2 O . ik J o . . .
e _:‘_‘- = - nen assoziiert sind. Die intrader-
i m' - - : " II.!..I - male oder intravendse Gabe des
e IL-4-Veripmie ) pu - ¢ [Antagenia 124D} i - Antlgens bleibt ohne ]ede Symp-

Abbildung 8. IL-4-Mutantenproteine sind partielle Agonisten oder sogar Antagonisten, wenn das nieder-
affine Bindungsepitop fiir y, oder IL-13Ra1 gestort oder génzlich blockiert ist.”! A) Der Austausch von IL-
4-Tyr'?* gegen Phe, His, Asn, Lys, Gly oder Asp fiihrt zu Varianten mit unterschiedlich hoher partieller
Agonistenaktivitit. Der EDs-Wert bleibt im Vergleich zu dem von IL-4 nahezu unveridndert. B) Die
Variante mit dem Austausch Tyr'** gegen Asp hemmt in einem T-Zell-Proliferationstest IL-4 kompetitiv mit

einer Hemmkonstante K; von 600 pm."!

rianten weisen zwischen 0.5 und 90% der Aktivitdt des
Wildtyps auf, aber keine davon ist wirklich vollstdndig inaktiv.
Erst durch eine doppelte Substitution von Arg'?' und Tyr'?
durch zwei Aspartatreste wurde eine vollstdndig inaktive IL-
4-Variante erhalten.’) Die K,-Werte fiir die Bindung an die
a-Kette und die ICs5-Werte sind gegeniiber dem Wildtyp um
den Faktor 2 bis 3 auf 200—300 pm erhoht. Aspartatreste im
Bindungsepitop von IL-4 verhindern aufgrund elektrostati-
scher AbstoBBung die Assoziation der y.-Kette und damit die
Dimerisierung der Rezeptorketten.

Das IL-4-Bindungsepitop fiir IL-13a1 ist noch nicht be-
stimmt. Versuche mit unterschiedlichen IL-4-Varianten auf
Zellen, die entweder Typ-1- oder Typ-2-Rezeptoren verwen-
den, zeigen jedoch, dass die Bindungsepitope von IL-13Ral
und v, iiberlappen.” 7 Die AbstoBungsepitope sind jedoch
etwas verschieden, sodass selektive Agonisten gebildet wer-
den konnen. Die IL-4-Varianten Y124E oder Y124D sind
gegeniiber y, kaum aktiv, wohl aber gegeniiber IL-13Ral.
Umgekehrt sind die Varianten R121D oder R121E noch aktiv
gegeniiber y. aber nahezu inaktiv gegeniiber IL-13Ral.

5. Priklinische und klinische Anwendungen von
IL-4-Antagonisten

Antagonistische IL-4-Mutanten, vor allem der komplette
Antagonist R121D/Y 124D, zeigen in einer Reihe von Zell-
kultursystemen ihr Potential als Hemmstoffe. Diese Varian-
ten verhindern zellulire Reaktionen auf IL-4 und IL-13, wie
etwa die Phosphorylierung von Signaliibertragungsproteinen,
die Regulation der Genexpression und die cytokinabhéngige
Zellproliferation. Diese Versuche etablierten auch die Spezi-
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tomatik, obwohl alle nicht mit
dem IL-4-Antagonisten behan-
delten Tiere starke allergische
Reaktionen bis hin zu einem tod-
lichen Schock entwickeln. Der
Maus-IL-4-Antagonist Q116D/
Y119D schiitzt also die Tiere vor
der Entwicklung einer Allergie. Zurzeit wird untersucht,
inwieweit die Hemmung von IL-4Ra auch bereits etablierte
Allergien unterdriicken kann.

Fiir die Anwendung von IL-4-Antagonisten bei Asthma
wurden Affen (Macaca fascicularis) getestet, bei denen die
menschliche Variante verwendet werden kann.®® Auch in
diesem Fall verhindert der Antagonist, wenn er vor der
Sensibilisierung gegeben wird, die Entwicklung von Krank-
heitssymptomen. In diesem Fall konnte auch bereits eine
therapeutische Wirkung nachgewiesen werden. In asthmati-
schen Tieren fiihrte die Applikation von IL-4-Antagonisten
zu einer Verringerung der bronchialen Hyperreaktivitdt und
zu einer geringeren Einwanderung von Eosinophilen in die
Atemwege. Weder in diesen Versuchen, noch in den oben
angesprochenen Mausstudien wurden Toxizititen oder an-
dere schidliche Nebeneffekte der IL-4-Varianten beobachtet.

Die giinstig verlaufenden Tests in vitro und in vivo, vor
allem die therapeutischen Effekte im Asthmaaffenmodell,
haben dazu gefiihrt, dass der IL-4-Antagonist R121D/Y124D
seit Frithjahr 1999 in einer von der Bayer AG durchgefiihrten
klinischen Studie der Phase 1 erstmals am Menschen getestet
wird. Ergebnisse aus diesen Untersuchungen liegen zurzeit
noch nicht vor.

6. IL-4-Antagonisten: Paradigma oder Gliicksfall?

Cytokinrezeptoren werden durch Homo- oder Heterodi-
meriserung von Rezeptorketten in der Plasmamembran
aktiviert. Einige Rezeptoren wie z.B. der IL-2- oder der IL-
6-Rezeptor verwenden eine dritte Kette um die Affinitét der
Ligandenbindung zu erhohen. Bei homodimeren wie bei

Angew. Chem. 2000, 112, 2954 -2966



Interleukin-4

AUFSATZE

heterodimeren Rezeptoren bindet der Ligand in einem ersten
Schritt iiber eine hochaffine Wechselwirkung an die erste
Kette, bevor sich in einem zweiten Schritt die niederaffine
Kette anlagert. Die Frage liegt nahe, ob sich dem Beispiel der
IL-4-Rezeptorantagonisten folgend hemmende Varianten fiir
jeden Cytokinrezeptor bilden lassen, indem man das nieder-
affine Epitop im Liganden durch Mutationen blockiert.

Wahrscheinlich ist dies nicht so. Fiir entsprechende antago-
nistische Varianten anderer Cytokine — auch in strukturell
sehr dhnlichen Systemen - lassen sich Probleme mit der
Bindungsaffinitdt vorhersagen. Die meisten Cytokinrezepto-
ren binden ihre Liganden mit K,;=100-500 pm. Diese
Gesamtaffinitdt des Rezeptorkomplexes wird jedoch nur
selten wie beim IL-4-Rezeptor fast ausschlieBlich durch die
hochaffine Kette bereitgestellt. In der Regel bindet die
hochaffine Kette bis zu 100fach schwécher als der Gesamt-
rezeptor. Erst durch Assoziation mit der niederaffinen Kette
wird die volle Bindungsstirke erreicht. Dies kann sogar
innerhalb der Rezeptorfamilien variieren, die gemeinsame
Rezeptorketten verwenden (gp130, y. oder f3.).

GM-CSF bindet an seine a-Kette mit K;=2-12 nm, IL-3
bindet seine mit K;=20-100 nm und IL-5 an seine mit K;=
1.2-2nMm. Durch Anlagerung der allen drei Rezeptoren
gemeinsamen [.-Kette wird fiir alle drei Liganden die
Affinitat auf 100-500 pm erhoht. Der K ;-Wert nimmt bei
IL-5 also nur um den Faktor 3, bei GM-CSF um den Faktor
100 und bei IL-3 um fast 1000 zu. Vermutlich kommt dieser
Anstieg bei GM-CSF und IL-5 durch direkte Wechselwirkung
der jeweiligen a-Kette mit 3, zustande, wobei die Kopplung
unterschiedlich stark ist.

Ahnliche Unterschiede finden sich in der y.-Familie. So
konnten fiir IL-2 bisher noch keine brauchbaren Antagonis-
ten hergestellt werden, weil die Bindungsaffinitdt von IL-2 fiir
IL-2Rp und sogar die fiir einen Komplex aus IL-2Rj und y,
unbefriedigend gering ist. Da eine antagonistische Variante
auch nur eine entsprechend geringe Bindungsaffinitdt haben
kann, ist sie gegeniiber dem viel starker bindenden Wildtyp
als Hemmstoff wenig effektiv. Eine mogliche Losung fiir
dieses Dilemma bietet die Herstellung von Superagonisten,
deren Affinitat fiir die erste Kette erhoht ist. Bei der
Mutagenese mehrerer Cytokine (hGH, IL-6, IL-4) sind
Varianten gefunden worden, die stdrker als der Wildtyp an
ihre hochaffine Kette binden. Eine Kombination aus super-
agonistischen und antagonistischen Mutationen konnte doch
noch eine Ubertragung des Hemmprinzips auf andere Cyto-
kine erlauben.

7. Zukunftsperspektive: Miniproteine,
Pepidomimetika, niedermolekulare Liganden

Ein rationaler Ansatz fiir die Bildung von IL-4-Minipro-
teinen geht von den bekannten Bindungsepitopen aus. Das
hochaffine Bindungsepitop von IL-4 fiir die a-Kette liegt auf
zwei antiparallelen a-Helices. Durch Ubertragung der bin-
denden Reste von IL-4 auf die parallelen a-Helices eines
Leucinzippers (Gal4) wurden synthetische Peptide erhalten,
die mit einem K, -Wert im mikromolaren Bereich an die a-
Kette binden.®
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Pharmakologisch wiren kleine Mimetika fiir IL-4 wiin-
schenswert, die IL-4Ra hochaffin binden und wirksam mit IL-
4 und IL-13 konkurrieren. Die Herstellung solcher syn-
thetischen Analoga scheint im Prinzip moglich zu sein.
Verschiedene Ansétze haben bereits zur Entwicklung von
kleinen, chemisch synthetisierbaren Liganden fiir andere
Cytokinrezeptoren gefiihrt. Aus Peptidbanken sind dimere
Peptidomimetika fiir Erythropoietin und Thrombopoietin
identifiziert worden. Diese Peptide aus etwa 20 Aminoséuren
dimerisieren iiber Disulfidbriicken. Sie weisen agonistische
Aktivitat bis in den nanomolaren Bereich auf. Durch High-
Throughput-Screening wurden agonistische Liganden fiir
G-CSF entdeckt. Diese Ergebnisse zeigen, dass relativ kleine
und trotzdem hochaffine Liganden fiir die gro3en, vergleichs-
weise flachen Kontaktflichen der Cytokinrezeptoren herge-
stellt werden konnen.

Fiir die Zukunft ergibt sich ein weiterer moglicher Ansatz
fiir eine strukturbasierte Ligandenentwicklung aus der Struk-
tur des IL-4/IL4-BP-Kontaktes. Der modulartige Aufbau aus
zwei unabhingigen Bindungsgruppen (,,Avocado-Cluster* I
und II) legt die Idee nahe, zuerst Liganden fiir jeweils einen
der beiden Cluster zu finden und diese dann zu einem
hochaffinen Liganden zu verbinden.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung einer antagonistischen IL-4-Variante
zeigt, dass die Idee der ,,emasculated hormones® erfolgreich
auf Proteinhormone angewandt werden kann. Ausschlagge-
bend fiir den Erfolg war gleichermaBlen die Strukturaufkli-
rung der Bindungsoberfldache und das Verstdandnis des Mecha-
nismus der Rezeptoraktivierung. Unklar ist noch, wieweit sich
die im IL-4-System erzielten Ergebnisse auf strukturell
dhnliche Hormon/Rezeptor-Systeme iibertragen lassen. Die
starke Wechselwirkung zwischen IL-4Ra und seinem Ligan-
den, die unabhéngig von anderen Bindungspartnern ist, ist fiir
Cytokine ungewohnlich. Bei Ligand/Rezeptor-Paaren mit
geringerer Bindungsstirke wére es vielleicht moglich, Va-
rianten herzustellen, die wie Superagonisten stdrker an den
Rezeptor binden, aber wie Antagonisten keine Signaliiber-
tragung mehr auslosen. Es ist also keineswegs ausgeschlossen,
dass sich die Entwicklung von antagonistischen Proteinligan-
den nach dem Modell von IL-4 auf andere Proteinhormone
iibertragen lésst.
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