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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1  Allgemeine Einfithrung und Fragestellungen

Sowohl fiir Einzeller als auch flir Zellen eines multizelluliren Organismus ist die
Kommunikation mit der Umgebung und mit anderen Zellen unerldsslich. Von einer solchen
Signaliibertragung sind u.a. Zellwachstum, Zellteilung, Differenzierung und Apoptose
abhiingig. Oft dienen extrazellulire Signalpeptide als Ubertriiger von Informationen, die in
den Empfangerzellen iiber Oberflaichen-Rezeptoren und anschlieBende Signalkaskaden die
Expression oder die Aktivierung bestimmter Proteine regulieren. Diese intrazelluldren
Signalkaskaden stehen haufig in Wechselwirkung mit weiteren Signalen, sodass ein

komplexes Signal-Netzwerk entsteht.

Patienten mit einer Leberzirrthose und/ oder cholestatischen Syndromen weisen erhdhte
Gallensédurenspiegel im Serum auf. Klinische Beobachtungen bestitigen, dass z.B. Patienten
mit Hepatitis-C-Virus (HCV)-Infektion mit erhohtem Gallensidurenspiegel im Serum
schlechter auf eine Interferon (IFN)-Therapie ansprechen. Ebenso wird bei einer
Entziindungsreaktion im Korper Interleukin-6 (IL-6) verstdrkt expremiert und sezerniert,
sodass eine Modulation des IL-6 Signalweges durch pro-apoptotische Gallensduren prinzipiell

moglich erscheint.

In der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass hydrophobe Gallensduren die IL-6-induzierte
Phosphorylierung von STAT3 in Hepatozyten inhibieren und dies mit einer reduzierten

Expression des IL-6 signalweiterleitenden Rezeptors gp130 einhergeht [1].

Diese Dissertation befasst sich mit den Signalwegen von Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-a
(IFN-a)) und deren Modulation durch pro-apoptotische Stimuli wie hydrophobe Gallenséuren,
hyperosmotischen Stress und CD95-Ligand. Es sollen folgende Fragestellungen bearbeitet

werden:

e Vermitteln andere pro-apoptotische Stimuli einen dhnlich modulierenden Effekt auf
das IL-6-Signalling wie Gallensduren?
e Welcher Mechanismus vermittelt die Gallenséuren-induzierte Herabregulation des IL-

6-Rezeptors gp130?
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e Kann die Herabregulation des Rezeptors gpl130 aufgehoben werden und lésst sich
durch eine Stabilisierung des Rezeptors die IL-6-induzierte STAT3 Aktivierung
wiederherstellen?

e Wird der IFN-a Signalweg ebenfalls durch pro-apoptotische Einfliisse moduliert und
wenn ja, welche Signalelemente sind davon betroffen und wie kann dies verhindert

werden?

1.2 Funktionen und physiologische Relevanz von IL-6 und IL-6-Typ Zytokinen

IL-6 ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin mit einem Molekulargewicht von 26 kDa. Es ist
entscheidend an der Regulation der Differenzierung, der Apoptose und der Proliferation [2-5]
von Hepatozyten beteiligt. AuBBerdem reguliert es mafigeblich die Induktion der Akut-Phase-
Antwort im Rahmen von Entziindungsprozessen und somit die hepatische Expression von
Akut-Phase-Proteinen wie z.B. das C-reaktive Protein, a,-Makroglobulin, Fibrinogen, “tissue
inhibitor of metalloproteinase-1“ (TIMP1) und a;-Antichymotrypsin. Da IL-6 durch
Entziindungsprozesse induziert wird und bei entziindlichen Erkrankungen die
Serumkonzentration von IL-6 erhoht ist, galt es urspriinglich als pro-inflammatorisches
Zytokin [2, 4, 6-8]. Pro-inflammatorische Eigenschaften sind neben der Induktion der Akut-
Phase-Proteine z.B. die IL-6 induzierte Antikorperproduktion in B-Lymphozyten, die
Aktivierung von T-Lymphozyten sowie die verstirkte Expression von Chemokinen und
Adhésionsmolekiilen durch Endothelzellen [2, 7, 8]. Im Gegensatz dazu vermittelt IL-6 aber
auch anti-inflammatorische Eigenschaften, wie die Induktion des entziindungshemmenden
Zytokins IL-10 oder die Induktion von Protease-Inhibitoren [9, 10]. Ferner inhibiert es die
Produktion von entziindungsfordernden Zytokinen wie TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-1B und die
Expression von Adhésionsmolekiilen [11-13]. IL-6 gilt somit sowohl als pro- als auch als
anti-inflammatorisches Zytokin.

Wihrend cholestatischer Syndrome werden Zytokine wie IL-6 und TNF-o verstarkt
expremiert und sezerniert, sodass die Serumspiegel dieser Zytokine ansteigen [14-15]. Die
Bedeutung von IL-6 fiir die hepatische Homoostase im Rahmen der Inflammation wird
deutlich, wenn man Studien mit IL-6-Knockout-Méusen betrachtet. Sie zeigen z.B. eine
vermehrte Anfilligkeit gegeniiber hepatotoxischen Substanzen wie Endotoxine oder im
Rahmen einer Gallengangsobstruktion im BDL-Modell [16-17]. Des Weiteren zeigen diese
Maiuse nach Schidigung der Leber durch CCly eine vermehrte hepatozelluldre Schidigung,
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eine verstirkte Apoptose-Rate und eine verminderte Regeneration der Hepatozyten. Ebenfalls
wurde eine signifikant abgeschwichte Aktivierung von STAT3 und NFk-B sowie eine
reduzierte DNA-Synthese- und Mitose-Rate der Hepatozyten nachgewiesen [18]. Die
Wirkung von IL-6 fiir die Leberregeneration ist umstritten. Nach einer partiellen
Hepatektomie ist die Leberregeneration in IL-6-defizienten Tieren stark vermindert [19]. Im
Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass IL-6 nach einer partiellen Hepatektomie protektive
Signalwege induziert ohne einen signifikanten Einfluss auf die Hepatozyten-Proliferation zu
nehmen. Eine Uberstimulation mit IL-6 filhrte sogar zur Inhibition der Hepatozyten-
Proliferation [20, 21].

Eine hepatoprotektive Wirkung von IL-6 konnte auch an gp130 Knockout-Méusen
demonstriert werden. So zeigte sich, dass gpl130 die Expression der Akut-Phase-Proteine
reguliert und bei einer chronischen Cholestase vor bakterieller Uberbesiedlung schiitzt. Nach
einer partiellen Hepatektomie vermittelt gpl130 die Aktivierung protektiver Signalwege,
welche fiir die Leberregeneration essentiell sind. Bei chronischen Lebererkrankungen schiitzt
IL-6 gpl130-abhingig vor Progression einer Leberfibrose und einer hepatozelluldreren
Schadigung [5, 20, 22, 23].

Gp130 vermittelt ebenfalls die Signalweiterleitung von anderen IL-6-Typ Zytokinen
wie IL-11, LIF (leukemia inhibitory factor), OSM (oncostatin M), CT-1 (cardiotrophin-1),
CNTF (ciliary neurothrophic factor), CLC (cardiotrophin-like cytokine), NNT-1/BCF3 (novel
neurotrophin-1/B cell stimulating factor-3) und IL-27. Die Rezeptoruntereinheiten dieser
Zytokine liegen entweder als Hetero- oder Homodimere vor. In allen Fillen ist mindestens ein
gp130-Molekiil beteiligt. 1L-6, IL-11 und CNTF binden zuerst spezifisch an ihre
entsprechenden a-Rezeptor-Untereinheiten, nur der Komplex des Zytokins und des a-
Rezeptors rekrutiert hier die zweite Rezeptor-Untereinheit effektiv. IL-6 und IL-11 sind die
einzigen IL-6-Typ-Zytokine, die das Signal iiber gp130-Homodimere vermitteln; LIF, CNTF,
CT-1 und CLC benétigen Heterodimere bestehend aus gp130 und LIFR. OSM kann sowohl
das Heterodimer gp130/ LIFR als auch gp130/ OSMR rekrutieren [3, 6].

IL-6 bindet an der Zelle an einem Rezeptor-Komplex, bestehend aus dem IL-6
spezifischen Rezeptor gp80 und der IL-6 signalweiterleitenden Untereinheit gp130. Der
Rezeptor gp130 wird von allen Korperzellen expremiert, wohingegen gp80 vor allem in
Hepatozyten, Neutrophilen, Monozyten/Makrophagen sowie anderen Leukozyten-
Populationen expremiert wird. Zellen, die gp80 nicht expremieren, sprechen somit nicht auf
IL-6 an. Es existiert jedoch noch ein alternativer Mechanismus flir die Anbindung von IL-6

iiber das sogenannte Trans-Singalling. Hierbei bindet IL-6 an eine 16sliche Form des IL-6-

3
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Rezeptors gp80, der agonistisch an gp130 bindet und so die Signalkaskade in Zellen aktiviert,
denen der membrangebundene Rezeptor gp80 fehlt. Hohe Spiegel von IL-6 und des 16slichen
Rezeptors gp80 wurden im Rahmen einer chronischen Inflammation, bei
Autoimmunerkrankungen sowie Tumorerkrankungen beobachtet [24, 25]. Als natiirlicher
Inhibitor des Trans-Signallings existiert weiterhin eine 16sliche Form der gpl30
Rezeptoruntereinheit. Die Kombination der 16slichen Rezeptoren gp80 und gp130 dient der
Modulation IL-6-induzierter systemischer Reaktionen [3, 24, 25].

1.3  Die Signalkaskade von IL-6

Bei der Anbindung von IL-6 an die Zielzelle kommt es nach neuesten Erkenntnissen zur
Ausbildung eines hexameren Komplexes, bestehend aus zwei Molekiilen IL-6, zwei
Molekiilen des IL-6 spezifischen Rezeptors gp80 und zwei Molekiilen der IL-6
signaltransduzierenden Untereinheit gp130 (vgl. Abb. 1.1) [2, 3]. Intrazelluldr sind Tyrosin-
Kinasen der Janus-Kinasen-Familie (Jak1/2) an gpl130 konstitutiv assoziiert. Durch die
Ausbildung des IL-6-Rezeptor-Komplexes werden die Kinasen in rdumliche Ndhe zueinander
gebracht und es kommt zur Autophosphorylierung von Jak1/2. Die so aktivierten Janus-
Kinasen phosphorylieren spezifische Tyrosinreste des gp130-Rezeptors. Die phosphorylierten
Tyrosinreste 767, 814, 905, 915 sind verantwortlich fiir die Rekrutierung der signal
transducer and activator of transcription (STAT)-Elemente an gp130. Die STAT-Elemente
werden ihrerseits von den Janus-Kinasen phosphoryliert und translozieren als aktivierte
Homodimere in den Zellkern, um dort an Promotorelemente von Zielgenen zu binden. Zu den
Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie zéhlen sieben Mitglieder (STATI, -2, -3, -4, -5a, -
5b und 6), welche mit Ausnahme von STAT4 ubiquitdr exprimiert werden. Die Aktivitdt der
STAT-Elemente wird vor allem durch Phosphorylierung von spezifischen Serin- und
Tyrosinresten  vermittelt. Die IL-6-Stimulation fiihrt  gp130/Jakl-vermittelt zur
Phosphorylierung von STAT3 (Tyrosin'”), wihrend die Phosphorylierung von STATI
(Tyrosinml) und STATS (Tyrosin694/699) nur eine untergeordnete Rolle spielen [2, 26, 27].
Eine Phosphorylierung von STAT3 am Serin’*’ erhéht dabei vermutlich die transkriptionelle

Aktivitit [3].
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der IL-6-induzierten Signaltransduktion
IL-6 vermittelt die Aktivierung der gp130/JAK/STAT Signalkaskade (modifiziert nach Haussinger et al. [28]).
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IL-6 stimuliert parallel zu dem Jak/STAT-Signalweg den MAPK-Signalweg. Dabei erfolgt
eine Rekrutierung der SHP2 (SH2-domain-containing tyrosine phosphatase) an die
Rezeptoruntereinheit gpl130. Die spezifische Phosphotyrosin-SH2-Doméne der SHP2
interagiert mit dem Tyrosin”’ des gpl30-Molekiils [27, 29-31]. Dies ist die gleiche
Anbindungsstelle, an die auch SOCS3 (suppressor of cytokine signalling 3) bindet [32].
SOCS3 und SHP2 sind beide in der Lage, die durch IL-6 induzierte JAK-STAT-
Signaltransduktion zu hemmen [3, 33, 34]. AnschlieBend wird SHP2 Jakl-abhingig
phosphoryliert und interagiert dann mit Grb/SOS (growth factor receptor bound protein/ son
of sevenless). Die Rekrutierung von Grb2/SOS fiihrt zur Ras-Aktivierung, welche konsekutiv
zur Raf-Kinasen- und MAPK-Aktivierung fiihrt (vgl. Abb. 1.1).

1.4  Physiologische Relevanz und Signaltransduktion von IFN-a

Interferone (IFN) vermitteln ein breites Spektrum an biologischen Aktivitdten und werden im
Rahmen einer viralen Infektion induziert, um eine antivirale Antwort, Zellwachstum und die
Immunabwehr zu regulieren [35-37]. Das IFN-System umfasst auf der einen Seite Zellen, die
als Antwort auf einen externen Stimulus (z.B. Virus) IFN produzieren, und auf der anderen
Seite Zellen, die auf IFN reagieren, um die antivirale Antwort auszulésen. Dabei konnen die
IFN sowohl autokrine als auch parakrine Effekte bewirken. IFN werden im Allgemeinen in
zwei Gruppen unterteilt: Typ I IFN werden auch als virale IFN bezeichnet und umfassen die
verschiedenen Typen IFN-a, IFN-B, und IFN-®. Zu Typ II IFN zihlt nur IFN-y [35]. Die
Freisetzung von Typ I IFN, vor allem IFN-a, und die darauf folgende antivirale Antwort der
Zelle, ist eine wichtige Strategie des Wirtes, sich gegen einen viralen Angriff zu schiitzen
[38].

[FN-a wird hauptsichlich von Leukozyten produziert und sezerniert und vermittelt die
biologische Aktivitdt hauptsdchlich iiber den JAK/STAT Signaltransduktionsweg. An der
Oberflache der Zielzellen bindet IFN-a an einen Rezeptorkomplex, bestehend aus dem IFN-a-
Rezeptor 1 (IFNAR1) und dem IFN-a-Rezeptor 2 (IFNAR2). Dabei ist der IFNARI
konstitutiv mit der Januskinase Tyk2 assoziiert, wihrend IFNAR2 mit Jakl interagiert. Die
Januskinasen werden durch die Anbindung des Liganden aktiviert und vermitteln nachfolgend
die Phosphorylierung der im Zytoplasma vorliegenden STAT1 und STAT2 Elemente. Dies ist
die Voraussetzung fiir die Ausbildung von aktivierten STAT1/STAT2 Heterodimeren, die

ithrerseits mit p48, einem interferon regulatory factor (IRF), assoziieren. Dieser als interferon-
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stimulated gene factor 3 (ISGF3) bezeichnete Komplex transloziert zum Nukleus und
reguliert die Transkription von interferon-stimulated genes (ISG) durch Bindung an
interferon-stimulated response elements (ISRE) [35-37].

IFN regulieren iiber den JAK/STAT Signaltranduktionsweg die Transkription von
tiber 1000 verschiedenen Genen [39]. Darunter werden =zahlreiche antivirale Proteine
induziert, wie z. B. Myxovirus resistance protein A (MxA) [40], dsRNA activated protein
kinase (PKR) [41] und 2°5 'Oligoadenylatsynthetase (OAS) [42], die die virale Replikation
inhibieren, indem sie den Eintritt, die Freisetzung der viralen Nukleinsduren aus der
Kapsidhiille, die Transkription, die RNA-Stabilitit, die Translation, die Reifung, die
Ausbildung oder die Freisetzung des Virus beeinflussen [40-43].

Die OAS werden durch doppelstringige (ds) RNA aktiviert und synthetisieren
Oligoadenylate, die eine 2’,5’-Phosphodiesterbindung enthalten. Diese bewirken wiederum
eine Aktivierung der RNAseL, die zur Degradation der viralen und zelluldren RNA fiihrt [42].

Die PKR liegt als inaktives Protein in der Zelle vor und wird durch die Anbindung von
dsRNA iiber Autophosphorylierung aktiviert. Die PKR phosphoryliert z.B. den
Translationsinitiationsfaktor elF-2-a, dieser initiiert einen kompletten Stopp der Translation
und induziert parallel die Apoptose der Zelle [41].

Die Mx Proteine gehdren zur Dynamin-Superfamilie der groen GTPasen. Mx
GTPasen scheinen Nukleokapsid-dhnliche Strukturen zu erkennen und inhibieren sie, indem
sie die Generierung neuer Virus-Partikel verhindern. Im Menschen werden zwei Mx GTPasen
codiert: MxA und MxB. Beide sind im Cytoplasma lokalisiert, wobei bisher nur fiir MxA
antivirale Eigenschaften nachgewiesen worden sind. Es wird vermutet, dass MxA unter

anderem die Aktivitit oder das ,, Trafficking® der viralen Polymerasen inhibiert [40, 44].

1.5  Negativ Regulatoren des Jak/STAT-Signalweges

Die Stimulation einer Zelle durch ein Zytokin fiihrt nicht immer zu der gleichen Reaktion.
Intrazelluldre Vorgédnge konnen parallel durch andere Faktoren beeinflusst werden. Fiir die
Modulation des Zytokinsignals iiber den Jak/STAT-Signalweg sind verschiedene
Mechanismen beschrieben, die groBtenteils inhibierend wirken [45, 46] (vgl. auch Abb. 1.2).
Modulierend eingreifende Signalelemente sind z.B. supressors of cytokine signalling (SOCS),
src homology protein tyrosine phosphatase 2 (SHP2) und protein inhibiors of activated
STATs (PIAS).
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SOCS hemmen den Jak/STAT-Signalweg wesentlich iiber die Anbindung an den
Rezeptor gp130 (Tyr' ™) [33, 34, 45-49]. Mitglieder der SOCS-Familie besitzen eine zentrale
SH2-Doméne und eine C-terminale Doméne, die SOCS box, iiber die hauptsichlich die
inhibierende Aktivitit auf die Jak vermittelt wird. SOCS1 und SOCS3 inhibieren
hauptsichlich die Kinase-Aktivitdt der Jak2, indem sie mit ihrer zentralen SH2-Domine und
threr KIR (kinase inhibitory region), die als nicht phosphoryliertes Pseudosubstrat wirkt, an
die katalytische Region von Jak2 binden [50]. SOCS-Proteine sind klassische Feedback-
Inhibitoren, da sie selbst durch die Stimulation mit den Zytokinen aktiviert werden, deren
Signalkaskade sie hemmen [48, 51].

Die Protein-Tyrosin Phosphatase SHP2 iibt neben ihrer aktivierenden Wirkung auf den
MAPK-Signalweg auch eine inhibierende Funktion auf den Jak/STAT-Signalweg aus [32, 45,
46, 48]. Sie dephosphoryliert die Proteine Tyk2, Jakl und Jak2 und vermindert so die IL-6-
induzierte biologische Aktivitdt. Nukledre Phosphatasen (TC-PTP) dephosphorylieren und
inaktivieren so die aktivierten STAT-Elemente [52].

Zur Familie der PIAS zdhlen neben den fiir den STAT-Signalweg wichtigen PIAS1 und
PIAS3 auch PIASxa, PIASxP und PIASy. Sie hemmen den Jak/STAT-Signalweg, indem sie
an Tyrosinphosphorylierte STAT-Elemente binden und so deren DNA-Bindungsfahigkeit
verringern [45, 46, 48, 53].

Das Proteasom trigt ebenfalls liber den Abbau von STAT-Elementen zur Inaktivierung
des Jak/STAT-Signalweges bei. Des Weiteren konnen Expressionsverdnderungen der STATs
den Signalweg beeinflussen [54]. Fiir andere Zytokine (IL-1B, TNF-a) und Lipopolysaccharid
(LPS) ist ebenfalls ein inhibierender Effekt auf die IL-6-induzierte Signaltransduktion gezeigt
worden [55, 56]. Auch Ethanol kann die IL-6-induzierte STAT3-Aktivierung und die IL-6
abhingige “CCAAT enhancer binding protein® (C/EBP)-Expression via Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) blockieren [57].
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Abb. 1.2: Terminierung des IL-6-Signalweges
Darstellung der Interleukin-6-Signalterminierung durch SOCS, PIAS und Phosphatasen, néhere Erlduterungen
im Text (modifiziert nach Heinrich et al. [3]).
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1.6  Apoptose und Apoptose-induzierende Signalwege

Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod und ist fiir die Aufrechterhaltung der
Zellhomoostase essentiell. Nur so kdnnen iiberschiissige oder funktionell fehlerhafte Zellen
gezielt und kontrolliert entfernt werden. Die Apoptose ist charakterisiert durch
Fragmentierung der DNA, Chromatin-Kondensation, ~Abbau des Zytoskeletts,
Zellschrumpfung und Ausbildung von membranumschlossenen Vesikeln, den sogenannten
apoptotic bodies, in denen DNA-Fragmente und restliche Zellorganellen enthalten sind [58].
Dies dient dem gerichteten Abbau der Zellbestandteile, die von umliegenden Zellen und
Makrophagen phagozytiert werden, um eine Entziindungsreaktion zu vermeiden [59-62].

Eine entscheidende Rolle bei der Degradation der Zellbestandteile, der DNA-
Kondensation und der Fragmentierung des Zellkerns spielen die Cystein-Aspartat-Proteasen
(Caspasen). Sie verweilen als inaktive Vorstufen (Pro-Caspasen) im Cytoplasma und werden
durch proteolytische Spaltung (Cleavage) aktiviert. Die Dimerisierung von zwei Pro-
Caspasen resultiert in der gegenseitigen Abspaltung der Pro-Doménen. Aktivierte Caspasen
konnen ihrerseits andere Caspasen spalten und verstérken so ihren eigenen Mechanismus [63-
65]. Caspasen gehoren zur Familie der Cystein-Proteasen und erkennen in ihrem Substrat ein
sich iiber vier Aminoséduren erstreckendes Motiv, bezeichnet als P4-P3-P2-P1. Die Caspase-

vermittelte Spaltung findet gewohnlich hinter dem C-terminalem Rest (P1) statt, welches
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meist ein Aspartat ist [66, 67]. Die Effektor-Caspasen erkennen und spalten verschiedene
Substrate, vor allem Zellstrukturproteine (Aktin, Vimentin), Transkriptionsfaktoren,
Zellzyklus regulierende Proteine (Cykline) sowie Proteine, die in die Reparatur und Synthese

der DNA involviert sind wie z.B. PARP (Poly ADP-Ribose-Polymerase) [63, 64, 66, 68].

Auf molekularer Ebene gibt es zwei wesentliche Signalwege, die zu einer Apoptose fiihren.
Der extrinsische Signalweg wird durch die Anbindung von Liganden an sogenannte Todes-
Rezeptoren initiiert, wahrend zytotoxische Substanzen oder DNA-Schidden den intrinsischen
Signalweg aktivieren. Beide Mechanismen flihren zur Aktivierung der Effektor-Caspasen 3, 6
und 7 [69] und sind schematisch in Abb. 1.3 dargestellt.

Todes-Rezeptoren gehdren zur Tumornekrosefaktor (TNF)-Superfamilie und 16sen
eine apoptotische Signalkaskade aus. Zu den Todes-Rezeptoren zihlen CD95, TNF-Rezeptor
1 und 2, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-Rezeptor 1, 2, 3 und 4 [70, 71]. Die
Anbindung ihrer Liganden bewirkt die Polymerisierung gleichartiger Rezeptormolekiile und
induziert intrazelluldr die Ausbildung eines Apoptose-auslosenden Komplexes. Bindet z. B.
CD95-Ligand an den CD95-Rezeptor, kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors, gefolgt
von der Rekrutierung des Adaptermolekiils Fas-associated death domain (FADD) an die
sogenannte Todesdomine des Rezeptors (death domain, DD; vgl. Abb. 1.3). FADD besitzt
neben einer C-terminalen Todesdoméne eine Todeseffektordomidne am N-Terminus [72].
Uber die beiden Todesdominen von FADD und CD95 kénnen die beiden Proteine
assoziieren. An die Todeseffektordomine lagern sich Pro-Caspase 8 und/ oder Pro-Caspase
10 an. Der Komplex wird nun als death-inducing signalling complex (DISC) bezeichnet.
Innerhalb des DISC kommt es zu einer Dimerisierung der Pro-Caspasen (8 und 10), so dass
die Pro-Doménen der Caspasen abgespalten werden und eine Aktivierung stattfindet. Aktive
Caspase 8 fiihrt tiber die proteolytische Spaltung von Bcl-2-interacting protein (Bid) auch zu
der wie im Folgenden beschriebenen mitochondrialen Amplifikation des Apoptose-Signals
[73, 74].

Ausgelost durch zelluldren Stress, wird bei dem intrinsischen Signalweg die
Apoptose-Induktion iiber eine mitochondriale Dysfunktion vermittelt. Verschiedene
zytotoxische Stimuli wie Chemikalien (z.B. Staurosporin, Dexamethason), Zytostatika oder
DNA-Schiden vermitteln die Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium ins
Cytosol (vgl. Abb. 1.3). Die Aktivierung pro-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie wie
Bax und Bak erhéhen den intrazelluliren Spiegel an Calcium, Stickstoffmonoxid (NO) und

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche die mitochondriale Membranpermeabilitit

10



1. Einleitung

weiterhin erhohen. Cytochrom C kann aufgrund dieser erhdhten Membranpermeabilitit
verstirkt freigesetzt werden und es kommt zur Ausbildung des sogenannten Apoptosoms [75,
76], bestehend aus Cytochrom C, Apaf-1 (Apoptose-Protease aktivierender Faktor) und ATP.
Zusitzlich lagern sich Monomere der Pro-Caspase 9 an, die aufgrund der rdumlichen Nihe
nun Dimere ausbilden und sich durch die Abspaltung der Pro-Doménen [63, 69] aktivieren.
Aktive Caspase 9 fiihrt folglich zum Cleavage und somit zur Aktivierung der Effektor-
Caspasen 3, 6 und 7.

Extrinsischer Signalweg

Intrinsischer Signalweg

Bdl-2, Bcl-X, Mitochondrium
Staurosporin
Cytochrom C — ‘/\Zytostatika
Frmsetzunf a A/\ DNA-Schaden
Apaf-1
LI ]
- - \
—— .
Bax, Bak\
Pro-Caspase-9

Bid

|

S

Apoptosom

Caspase-8

Effektor-Caspasen

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Signalweges der Apoptose-
Induktion
Entnommen und modifiziert nach Schafer & Kornbluth [77].

1.7 Cholestase

Die Cholestase ist durch ein erhohtes hepatozelluldres Level an toxischen Gallensiuren
gekennzeichnet und kann extra- oder intrahepatisch bedingt sein. Die intrahepatische
Cholestase wird durch eine gestorte Gallensduresekretion der Hepatozyten hervorgerufen.
Ursache konnen hier die Membraneigenschaften der Hepatozyten, eine Funktionsstérung der
in den Hepatozyten befindlichen Organellen oder eine gestorte Aktivitit der Gallenséuren-
Transporter sein. Hingegen wird die extrahepatische Cholestase durch eine Blockade des

Gallengangsystems hervorgerufen, dies konnen z.B. Gallensteine, Tumore oder

11
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Entziindungen der Gallenwege sein [78]. Die Mechanismen der Gallensduren-induzierten
Leberschidigung konnen anhand von in-vivo Modellen wie der Gallengangsligatur im Maus-
Modell untersucht werden. Die Toxizitit der Gallensduren ist dabei abhidngig von den
hydrophoben Wechselwirkungen, der Konjugationsart sowie der Konzentration der
Gallenséduren. In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass die Apoptose von Hepatozyten
ein vorherrschendes Merkmal der cholestatischen Lebererkrankung ist [79-82]. Bei einer iiber
mehrere Monate anhaltenden Cholestase kann es zu einer portalen Hypertonie, einer
Abnahme der Leberfunktion und zu einer bilidren Fibrose kommen, die sich bis zu einer
Zirrhose entwickeln kann. Fiir die Behandlung von cholestatischen Lebererkrankungen wird
zunehmend Ursodeoxycholsdure (UDCA) eingesetzt. Dabei scheinen die drei Mechanismen
(1) Schutz der Cholangiozyten gegeniiber den toxischen Eigenschaften hydrophober
Gallenséduren; (2) Stimulation der hepatobilidiren Sekretion; (3) Schutz der Hepatozyten

gegeniiber Gallensduren-induzierter Apoptose [83] eine wichtige Rolle zu spielen.

1.8  Physiologische Relevanz von Gallensiuren und Gallensiuren-induzierte

Apoptose

Gallenséduren stellen als Sekretionsprodukte der Leber einen wesentlichen Bestandteil der
Gallenfliissigkeit dar. Sie sind physiologische Detergentien und ihre Funktion besteht
vornehmlich in der Emulgierung von Fetten [84, 85]. Durch die Ausbildung von Micellen
konnen sie nicht nur Lipide und Cholesterine, sondern auch Lipovitamine und hydrophobe
Pharmaka solubilisieren. Gallensduren werden der Stoffklasse der Steroide zugeordnet und
weisen in ihrer chemischen Struktur neben einem hydrophoben Kern (Steroidkern und
Methylgruppen) auch hydrophile Elemente (Carboxyl- und Hydroxylgruppen) auf. Die
Biosynthese der Gallensduren findet ausschlieflich in den Leberparenchymzellen statt.
Ausgehend von dem Substrat Cholesterin, entstehen durch das Hinzufligen einer
Carboxylgruppe sowie von Hydroxylgruppen die primdren Gallensduren Cholsidure und
Chenodeoxycholsdure. Unkonjugierte Derivate der Gallensduren konnen an der
Carboxylgruppe der Seitenkette iiber eine Amidbindung mit Glycin oder Taurin konjugiert
werden und erhalten so hydrophile Eigenschaften, welche die Micellenbildung férdern. Nach
Exkretion der Gallensduren in die Gallefliissigkeit gelangen sie durch die ableitenden
Gallenwege ins Duodenum. Unkonjugierte Gallensduren werden im Colon durch passiven

Transport wieder aufgenommen, wihrend konjugierte Gallensduren im terminalen Ileum
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durch aktive und passive Mechanismen resorbiert werden. Uber 90 % der sezernierten
Gallensduren werden so wieder zuriickgewonnen und, gebunden an Albumin oder in
Lipoproteinen, iiber das Pfortaderblut zur Leber zuriickgefiihrt.

Nachweislich konnen Gallensduren als Signalelemente mit endokrinen Funktionen
wirken [85, 86]. Abhingig von ihren biochemischen Eigenschaften beeinflussen sie eine
Reihe an Proteinkinasen [87-90] oder aktivieren nukleire Hormonrezeptoren, wie z.B. den
farnesoid-X-receptor (FXR) [91, 92]. Aufgrund ihrer Wirkung als Detergentien kdnnen
Gallensduren in hohen Konzentrationen die Zellmembran zerstdren. Geringe
Serumkonzentrationen an hydrophoben Gallensduren vermitteln toxische Effekte,
wohingegen hydrophile Gallensduren eher protektive Eigenschaften besitzen [79, 90, 93-96].
In der Leber konnen hydrophobe Gallensduren sowohl Nekrose als auch Apoptose induzieren
[90, 94-97]. Bei cholestatischen Lebererkrankungen kann es zu einer Akkumulation von
hydrophoben Gallensduren kommen, die bei einer ldngerfristigen Exposition eine irreversible
Schiadigung und eine Leberzirrhose nach sich ziehen. Hierbei gilt die Apoptose als ein
entscheidender Faktor [97, 98]. Hydrophobe Gallensduren wie Glycochenodeoxycholsédure
(GCDC), Taurochenodeoxycholsdure (TCDC) oder Taurolithocholsdure-3-Sulfat (TLCS)
16sen in Hepatozyten eine Apoptose aus. Dieser Mechanismus wird durch eine Liganden-
unabhingige Aktivierung des CD95-Rezeptors vermittelt und aktiviert die Caspasen 3, 8 und
9179, 90, 94-96, 99-101].

Die Stimulation mit hydrophoben Gallenséduren aktiviert eine saure Sphingomyelinase,
die eine Erhohung des intrazelluliren Ceramidgehaltes bewirkt (vgl. Abb. 1.4). Ceramide
aktivieren die Proteinkinase C (PKC) (, welche die regulatorische p47ph°X-Untereinheit der
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat  (NADPH)-Oxidase = phosphoryliert.  Durch
Konformationsinderungen kommt es zur Anlagerung weiterer Untereinheiten an die p47™
und zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Im Folgenden kommt es zur
ROS-vermittelten Aktivierung der Src-Familien-Kinase Yes sowie zu einer langanhaltenden
Aktivierung der JNK1/2 [90, 94, 95, 102]. Die Yes-Kinase assoziiert darauthin mit dem
Epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor und aktiviert diesen iiber Tyrosinphosphorylierung.
Die beiden Proteine dissoziieren wieder und der EGF-Rezeptor bildet JNK-vermittelt ein

232

Heterodimer mit CD95. Zwei Tyrosinreste (Tyr 21

und Tyr™") innerhalb der Todesdoméne
von CD95 werden nun phosphoryliert, welches eine notwendige Bedingung fiir die
Mikrotubuli-abhéngige Membrantranslokation des CD95/EGF-Rezeptor-Proteinkomplexes
und die anschlieende Formation des DISC ist [90, 94, 95, 102]. Die so aktivierte Initiator-

Caspase 8 spaltet Bid, das zum Mitochondrium transloziert, die mitochondriale Amplifikation
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des Apoptosesignals und letztlich die Apoptose induziert (vgl. 1.6.1). Neben der
Translokation von CD95 an die Plasmamembran induzieren Gallensduren auch eine
vermehrte Expression des TRAIL2-Rezeptors und die Suppression von cFLIP, eines anti-
apoptotischen Proteins, das iiber die Modulation des Todes-Rezeptors wirkt [103]; auch eine
direkte Toxizitdt der Gallensduren auf die Mitochondrien fiihrt zu einer Verstirkung der

apoptotischen Signalkaskade [104, 105].

pro-apoptotische Gallensiuren

v

Sphingomyelinase
‘

Ceramicde
v

PKC-(,

'
NADPH-Oxidase (P )

+

CD95/EGFR-Membrantranslokation
v

DISC-Formation

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Gallensiduren-induzierten Signaltransduktion und DISC-
Formation (Nach Reinehr et al. [94])
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1.9  Zellvolumenhoméostase und die Bedeutung fiir die hepatozellulire Apoptose

Der Hydratationszustand der Zelle ist dynamisch. Binnen Minuten kdnnen sich Zellen an
Veranderungen der umgebenden Osmolaritdt anpassen und regulieren dabei initial ihr
Zellvolumen, d.h. sie schrumpfen oder schwellen [106-109]. Die zelluldre Hydratation wird
durch Anisoosmolaritit, Hormone, Néhrstoffe und oxidativen Stress beeinflusst [110]. Die
Zellschwellung und Zellschrumpfung vermittelt Signale, die Metabolismus und
Genexpression der Zelle regulieren (Osmosignalling). Regulativ auf das osmotische
Schrumpfen (unter hyperosmotischen Bedingungen) kommt es zur Aufnahme von gelGsten
Stoffen und Wasser, was wiederum zu einer Volumenzunahme fiihrt (regulatory volume
increase, RVI). Hingegen werden bei der Zellschwellung (unter hypoosmotischen
Bedingungen) Systeme aktiviert, die geloste Stoffe und Wasser ausscheiden, der sogenannten
regulatorischen Volumenabnahme (regulatory volume decrease, RVD) [107, 111-114].
Allerdings stellen RVD und RVI das Ausgangsvolumen der Hepatozyten nicht vollstindig
wieder her, sodass sich dies in Verdnderungen der Zellfunktion auswirkt. Allgemein
zusammengefasst ldsst sich fiir die osmotisch bedingte Zellschwellung eine Forderung der
anabolen Stoffwechselprozesse und Proliferation feststellen, wéhrend die Zellschrumpfung
den Katabolismus fordert, eine Insulinresistenz vermittelt und die Zelle fiir apoptotische
Signale sensibilisiert [107-117].

Durch isoosmotischen Austausch von Ionen gegen kompatible organische Osmolyte
erfolgt eine Langzeitadaptation. Organische Osmolyte sind Molekiile, wie z.B. Betain, Taurin
und Myoinositol, die auch in hohen Konzentrationen die Funktionen der Makromolekiile
nicht beeinflussen [118-119]. Der Mechanismus zur intrazelluldren Anreicherung von
Osmolyten beeinflusst nicht nur den Hydratationszustand der Zelle, er wirkt auch
zytoprotektiv und erhoht die Toleranz gegeniiber Stressfaktoren. Sie konnen z.B. als
Antioxidantien oder als chemische Chaperone wirken [120-122]. Im Zusammenhang mit der
Leber ist den Osmolyten eine hepatoprotektive Wirkung nachgewiesen worden. So
vermindert z.B. Taurin den in Ratten durch Ethanol induzierten oxidativen Stress und
reduziert eine hepatische Steatosis [123]. Weiterhin wurden fiir Taurin protektive Effekte im
Modell der Ischdmie/ Reperfusion der Leber nachgewiesen, wodurch die Organschidigung
abgeschwicht wird [121, 124-126]. Fiir Betain wurde gezeigt, dass es die durch Gallenséuren-
induzierte Apoptose in der Rattenleber inhibiert [127] und die durch Alkohol-induzierten
Leberschidden abschwacht [128].
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normoosmolar:
305 mosmol/L

H,0

H,0
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HCO,
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Cl
Na*K*
Myoinositol
Myoinositol Na* cr
hyperosmolar: hypoosmolar:
405 mosmol/L 205 mosmol/L

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der zelluliiren Regulation der Hydratationszustiinde (modifiziert nach
Hiussinger et al. [113])

Anisoosmolare Verdnderungen sind von klinischer Relevanz, da bei Hyper- oder
Hyponatriimie die Osmolaritdten im Plasma vom Normalzustand stark abweichen konnen
(220-400 mosmol/L) [113, 129, 130]. Die zellulire Hydratation und die dadurch beeinflusste
Proliferation und Apoptose der Zelle spielt somit eine wichtige Rolle fiir die gesamte
Physiologie des Organismus. Schon moderate hyperosmolare Bedingungen bei einer
Hypernatridmie sind in der Lage eine Translokation von CD95 zur Zellmembran auszuldsen

und so eine Sensibilisierung der Leberzellen fiir apoptotische Stimuli zu bewirken [115].

Die hepatische Zellhydratation hat einen wichtigen Einfluss auf die Empfindlichkeit der Leber
gegeniiber CD95-vermittelter Zytotoxizitit. Unter normoosmotischen Bedingungen liegt der
Todesrezeptor CD95 vorwiegend intrazelluldr vor. Bei einer Osmolaritit von 405 mosmol/L
transloziert CD95 Liganden-unabhédngig zur Plasmamembran, dhnlich den Vorgingen unter
Gallensduren-Stimulation. Jedoch kommt es hier nicht zur Apoptose-Induktion, sondern
lediglich zu einer Sensitivierung der Hepatozyten gegeniiber dem CD95-Ligand-abhéngigen
Apoptoseweg.
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Hyperosmotische Bedingungen induzieren eine rasche endosomale Anséduerung,
welches die saure Sphingomyelinase aktiviert und zu einer konsekutiven Ceramid-Bildung
fiihrt. Die Ceramide aktivieren nun die PKC {, die wiederum eine NADPH-Oxidase-
Aktivierung und Generierung von ROS induziert [131]. Oxidativer Stress aktiviert die Yes-
Kinase, die mit dem EGF-R assoziiert, der wiederum von der Yes-Kinase phosphoryliert und
somit aktiviert wird. Die beiden Proteine dissoziieren wieder. Die JNK, ebenfalls durch die
Yes-Kinase aktiviert, bewirkt eine Assoziation des EGF-R mit CD95. Folgend phosphoryliert
der EGF-R CD95 an Tyr232 und Tyr®', woraufhin es zur Translokation des Rezeptors zur
Membran kommt. Letztendlich wird die DISC-Formation induziert (FADD/Caspase8/CD95)
[101]. Aufgrund der transienten JNK-Aktivierung und der Aktivierung eines anti-apoptotisch
wirkenden Erk-Signals ist die Translokation des CD95 teilweise reversibel. Trotz der
Féhigkeit der Caspase-Aktivierung ist das hyperosmotisch-induzierte Signal alleinig nicht

potent genug eine Apoptose zu induzieren [115].
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gerite

Tab. 2.1: Uberblick iiber die verwendeten Geriite

GERAT

FIRMA

3111 Forma Scientific CO, Water-jacketed
Incubator, Inkubator

Thermo Scientific, Langenselbold (D)

7500 Real-Time-PCR System

Applied Biosystems, Weiterstadt (D)

BP1200, Feinwaage

Sartorius, Gottingen (D)

Centrifuge 5415 R, Zentrifuge

Eppendorf, Hamburg (D)

Cryofuge 6000, Zentrifuge

Heraeus Sepatech, Osterode (D)

CURIX 60, Filmentwickler

AGFA, Kéln (D)

Electrophoresis Power Supply-EPS 600,
Spannungsquelle

Pharmacia Biotech, Karlsruhe (D)

GeneQuant II, Photometer

Pharmacia, Karlsruhe (D)

Inolab ph Level 1, ph-Meter

WTW, Weilheim (D)

LSM 510, Laserscanning-Mikroskop

Zeiss, Jena (D)

Osmomat 030, Gefrierpunktosmometer

Gonotec, Berlin (D)

Sonorex RK 103 H, Ultraschallbad

Bandelin Electronics, Berlin (D)

semi dry transfer Horizontalapparat,
Multiphor II, Blottingapparatur

Pharmacia, Freiburg (D)

Thermomixer compact, Thermomixer

Eppendorf, Hamburg (D)

Ultrospec 2100 pro, UV/visible
Spectrophotometer, Photometer

Amersham Biosciences, Freiburg (D)

UniVapo 150 H, Vakuumkonzentrator

UniEquip, Miinchen (D)

737, 507-1, Elektrophoresekammer

Sigma-Aldrich, Steinheim (D)

ID 03, Mikroskop

Zeiss, Jena (D)

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle nicht aufgefiihrten Substanzen, die eingesetzt wurden, entsprachen der hdchst zu

erwerbenden Reinheit und wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, D) oder Merck

(Darmstadt, D) bezogen.

e Acrylamid 4K-Losung (30%) Mix 29:1: Applichem, Darmstadt (D)

e Agarose: Biozym, Oldendorf (D)
e Ampicillin: Fluka, Neu-Ulm (D)

e Bio Rad Protein Assay: BIO RAD, Miinchen (D)

e Bromphenol Blau: Biorad, Miinchen (D)

e BSA (Rinderserumalbumin), Fraktion V: Roth, Karlsruhe (D)
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o Complete Protease-Inhibitor-Cocktail (Tabletten): Roche, Mannheim (D)

o ECL Western Blotting Detektionssystem: Perkin Elmer Lifesciences, Boston (USA)
e Ethidiumbromid: Roth, Karlsruhe (D)

e Filterpapier: Whatman, Maidstone (GB)

e Hyperfilm: Amersham, Freiburg (D)

e Kanamycin: Fluka, Neu-Ulm (D)

o Low Range DNA Ladder: Fermentas, St Leon-Roth (D)
e Non-Fat Dry Milk: Bio-Rad, Miinchen (D)

o Novex" Sharp Pre-Stained Protein Standards: Invitrogen, Karlsruhe (D)

e PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder: Fermentas, St. Leon-Roth (D)
e Penicillin: Fluka, Neu-Ulm (D)

e Ponceau S: Serva, Heidelberg (D)

e Protran® Nitrozellulose Membran: Schleicher & Schuell, Bioscience, Dassel (D)

2.1.3 Reagenzien und Inhibitoren fiir die Zellkultur

Aktinomyzin D
Apocynin
Bafilomycin A
Betain

Calyculin A
Caspase 3
Cholinchlorid
CDO95L
Epigallocatechin Gallat
Erythropoetin (Epo)
GCDC

Genestein

G66976

GW4064

IFN-0 (Roferon“A)
IL-6

M-CSF

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Calbiochem, Darmstadt (D)

Alexis Biochemicals, San Diego (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Biomol, Hamburg (D)

BD Biosciences/ BD Pharmingen, San Diego (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Alexis Biochemicals, San Diego (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Roche, Mannheim (D)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Calbiochem, Darmstadt (D)
Calbiochem, Darmstadt (D)

Tocris biosciences, Bristol (UK)
Roche, Mannheim (D)

Biosource, Camarillo (USA)

R&D Systems, Minneapolis (USA)
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Methionin

MG 132
Myoinositol
N-Acetylcystein (NAC)
Okadainsdure
PD098059
SAM
SB220025
Staurosporin
Taurin

TCDC

Trolox
Z-1IETD-FMK
Z-DEVD-FMK

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Calbiochem, Darmstadt (D)
Biomol, Miinchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Biomol, Miinchen (D)
Calbiochem, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Alexis Biochemicals, San Diego (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
MP Biomedicals, Eschwege (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
R&D Systems, Minneapolis (USA)
R&D Systems, Minneapolis (USA)

2.1.4 Losungen und Puffer

APS

Blockierungs-Losung

Blotting-Puffer

Elektrophorese-Puffer

Krebs-Henseleit-Puffer

10 % (w/v)

1 -5 % (w/v) BSA oder Milchpulver in TBST

40 mM SDS

10 mM Glyzin
10 mM Tris

25 % Methanol
25 mM Tris

4 mM SDS

250 mM Glycin
1,18 mM MgCl,
1,23 mM NaH,PO,
5,9 mM KCl1

115 mM NaCl
1,25 mM CaCl,

25 mM NaHCO;
1,2 mM NaZSO4
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RL-Lysis-Puffer 20 mM
140 mM
10 mM
10 mM
1%

1 mM

1 mM

1 mM

20 mM

2 x SDS Auftrags-Puffer 220 mM
9%

40 %
0,125 %
1M

TBS-T 20 mM
150 mM

0,1 %

2.1.5 Kits

Tris pH 7,4

NaCl

NaF

Natriumpyrophosphat x 10 H,O
Triton X-100

EDTA

EGTA

Natriumorthovanadat
B-Glycerophosphat

Tris/HCI pH 6,8
SDS

Glyzerin
Bromphenolblau
DTT

Tris pH 7,4
NaCl
Tween 20

Tab. 2.2: Uberblick iiber die verwendeten Kits

KIT

FIRMA, ORT

HiSpeed Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden (D)

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden (D)

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden (D)

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden (D)

QIAshredder

Qiagen, Hilden (D)

QuantiTect Reverse Transcriptions Kit

Qiagen, Hilden (D)

Rneasy Kit

Qiagen, Hilden (D)

SYBR Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, Weiterstadt (D)

2.1.6 Antikorper

Tab. 2.3: Ubersicht der verwendeten Antikorper fiir Western Blot und Immunzytochemie

ANTIKORPER

FIRMA, ORT

rabbit

Cy-3 konj. goat anti- | Dianova, Hamburg (D)

ECL Anti-rabbit IgG

Amersham, Freiburg (D)

ECL Anti-mouse IgG

Amersham, Freiburg (D)

Fibrinogen Upstate, Lake Placid (USA)

FITC konj. rabbit anti- | Dako, Hamburg (D)

mouse

GAPDH Biodesign international, Saco (USA)
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Gpl30 Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)

Gp8&0 Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)

HA-tag Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)
IFNARI Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)
IFNAR?2 Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)

MxA Prof. Dr. Otto Haller, Virologie, Universititsklinikum

Freiburg (D)

P17 Caspase 3 Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)

PARP BD Pharmingen, San Diego (USA)

PKR Cell signaling Technology, Denver (MA,USA)

P-STATI (Tyr’"")

Cell signaling Technology, Denver (MA,USA)

P-STAT2 (Tyr*”)

Cell signaling Technology, Denver (MA,USA)

P-STAT3 (Tyr'™)

Cell signaling Technology, Denver (MA,USA)

P-SHP2 (Tyr’™™)

New England Biolabs, Beverly (USA)

SHP2 New England Biolabs, Beverly (USA)
STATI Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)
STATS3 Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz (USA)

2.1.7 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG/ Operon, Ebersberg (D)

synthetisiert.

Tab. 2.4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir die RT-PCR

BEZEICHNUNG | SENSE PRIMER ANTISENSE PRIMER
human-HPRT]1 5’-gctttecttggtcaggceagt-3” 5’-gcettgegaccttgaccatct-3”
rat HPRTI 5’-tgctcgagatgtcatgaagga-3” 5’-cagagggccacaatgtgatg-3’
rat-gp130 5’-ccgtcagtgcaagtgttctca-3” 5’-cactatccaccagctgcaggt-3’
human-MxA 5’-tttcagcacctgatggcectat-3’ 5'-tggatgatcaaagggatgtgg-3”

Tab. 2.5: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir die Mutagenese von Epo/gp130

BEZEICHNUNG |SENSE PRIMER ANTISENSE PRIMER
EpoR/gp130 800-806 | 5"-acacgagctccactgtccagtattc-3” 5’-ccatcaccgcecttcgacatggtctactaat-3”
DHVEGGD I

EpoR/gp130 800-806 | 5'-gaccatgtcgaaggcggtgatggtattt 5’-cggtggatccegetgaggceatgtagecgectt-3”
DHVEGGD II tge-3’

EpoR/gp130 AA 800- | 5'-acacgagctccactgtccagtatte-3” 5’-aaataccttcaccgecttcgacatggtctactaat-3”
806 DHVEGGE I

EpoR/gp130 AA 800- | 5'-tgtcgaaggcggtgaaggtattttgcccagg | 5'-cggtggatcecgetgaggeatgtagecgectt-3”
806 DHVEGGE II caac-3’

EpoR/gp130 5’-cggtggatccecgetgaggeatgtageege | 5'-acacgagctccactgtccagtattc-3”

ctt-3°
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2.1.8 Plasmide

Tab. 2.6: Uberblick iiber die verwendeten Plasmide

BEZEICHNUNG BEZUG BESCHREIBUNG

pGEM®-Teasy Promega, Mannhein (D) | Konventionelles Vektorsystem zur

Vektor System Subklonierung von PCR-
Fragmenten

pMT2T-IFNAR2-Ha

PD Dr. John J. Krolewski,
Fachbereich fiir
Pathologie und Labor-
Medizin, Universitit
Kalifornien (USA)

Kodiert fiir komplettes Protein
IFNAR?2 und ist carboxyterminal
an Hamagglutinin (HA)-tag
fusioniert

pRc/CMV-EG

Prof. Dr. Fred Schaper,
Institut fiir Biochemie und

Molekularbiologie,
RWTH-Aachen (D)

Kodiert fiir den chiméren Rezeptor
Epo/gp130 (extrazelluldre Domine
Epo-Rezeptor und transmembran-
und cytoplasmatische Doméne des
Rezeptors gp130)

2.1.9 Zelllinien

Neben den folgend aufgefiihrten Zelllinien wurden primére Rattenhepatozyten sowie humane

periphere mononukledre Zellen und Makrophagen verwendet (vgl. 2.2.2).

Tab. 2.7: Verwendete Zelllinien

ZELLLINIE ZELLTYP

HepG2 Ratten Hepatomzellen

NTCP-HepG2 Mit NTCP-GFP stabil tansfezierte
HepG2 Zellen

NIH-3T3 Maus Fibroblastenzellen

2.1.10 Medien und Zusitze fiir die Zellkultur

e DMEM F12 (1:1) GlutaMAX Medium: Invitrogen, Karlsruhe (D)
e DMEM GlutaMAX + 4,5 g/L D-Glucose + Pyruvat, Invitrogen, Karlsruhe (D)

e Dulbeccos-PBS: Invitrogen, Karlsruhe (D)

e Ficoll-Paque PLUS: Amersham Biosciences, Freiburg (D)

e Fotales Kélberserum: Biomol, Hamburg (D)
e Geneticin: Gibco, Paisley (GB)

e Hanks Salzlosung (HBSS): Biochrom, Berlin (D)
e Insulin: Sigma-Aldrich, Miinchen (D)
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e Kollagen: Sigma-Aldrich, Miinchen (D)

e L-Glutamin: Gibco Life Technologies, Karlsruhe (D)

e Lipofectamine 2000: Invitrogen, Karlsruhe (D)

e  OptiMEM: Invitrogen, Karlsruhe (D)

e Penicillin - Streptomycin: Gibco Life Technologies, Karlsruhe (D)
e RPMI 1640 Medium: Gibco Life Technology, Karlsruhe (D)

e Trypsin/ EDTA: Invitrogen: Karlsruhe (D)

e William’s E Medium:Gibco Life Technology, Karlsruhe (D)

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Transformation von Bakterien

Zundchst wurden 100 pl chemisch kompetenter Escherichia (E.) coli Bakterien (JM109) auf
Eis aufgetaut und mit ca. 5 ng Plasmid-DNA versetzt. Der Transformationsansatz wurde fiir 2
min auf Eis und anschlieBend fiir 45 sec im 42°C-Wasserbad inkubiert. Dieser Hitzeschock
permeabilisierte kurzzeitig die Zellmembran und fiihrte so zur Aufnahme der DNA in das
Bakterium. Nach einer 2-miniitigen Inkubationszeit auf Eis wurden 900 pl vorgewérmtes
SOC-Medium zugegeben und diese 1 h im Schiittler (170 rpm) bei 37°C inkubiert. Es wurden
jeweils 10 ul und 100 pl des Transformationsansatzes auf LB-Selektivagarplatten (100 pg
Ampicillin/ Penicillin/ Kanamycin/ ml Medium) ausgestrichen und mindestens fiir 14 h bei

37°C inkubiert.

SOC-Medium: 2% (W/v) Bacto-Trypton
0,5 % (w/v) Bacto-Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO;4
20 mM Glucose — pH7

2.2.1.2 Kultivierung von Bakterien

Die auf LB-Selektiv-Agarplatten ausplattierten E. coli IM109-Zellen wurden mindestens 14 h
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fiir die Stammanzucht von E. coli wurden Einzelkolonien

von Agarplatten verwendet und in Fliissigkulturen iiberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte in LB-
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Medium fiir ca. 14 h bei 37°C im Schiittler (170 rpm). Zur Selektionierung auf
plasmidvermittelte Resistenzen wurden den Medien entsprechende Antibiotika zugesetzt:

Ampicillin, Penicillin oder Kanamycin (0,01 % (w/v)).

LB-Medium (1 1): 10 g Bacto-Trypton
10 g NaCl
5 g Bacto-Hefeextrakt — pH7

LB-Selektivagarplatten: 2 % LB-Medium und 2 % Select Agar wurden in dH,O geldst und

autoklaviert. Nach dem Abkiihlen der Losung auf ca. 60°C wurde das Antibiotikum (0,01 %
(w/v)) hinzugegeben und die Losung in Platten gegossen. Fiir eine Blau-Weiss-Selektion der
pGEM®-Teasy-Konstrukte wurde der Losung zusitzlich IPTG und X-Gal (5-Bromo-4-
Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranoside) hinzugesetzt [100 pug/ ml].

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli

Die auf der Grundlage der alkalischen Lyse basierenden Minipréparationen wurden mit Hilfe
des Mini-Plasmidreinigungskits der Firma Qiagen durchgefiihrt. Zur Isolierung groBerer

Mengen Plasmid-DNA wurde das Qiagen Maxi-Plasmidreinigungskit eingesetzt.

2.2.1.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung der DNA (oder RNA) erfolgte anhand photometrischer
Messung durch Bestimmung der Extinktion der DNA bei einer Wellenldnge von 260 nm. Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt aufgrund der aromatischen Ringe der Basen
bei einer Wellenldnge von 260 nm. Proteine hingegen zeigen im Absorptionsspektrum ein
Maximum von 280 nm. Diese Tatsache basiert vornehmlich auf den aromatischen
Aminosduren Tryphtophan (280 nm) und Tyrosin (276 nm). Der Quotient aus der Extinktion
bei 260 nm und der Extinktion bei 280 nm gibt somit Aufschluss {iber den Reinheitsgrad der
DNA. Dieser Quotient sollte optimalerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Das hier
verwendete Gerdt bestimmte die Konzentration der DNA direkt und bestimmte die Reinheit
der DNA durch das oben beschriebene Verhdltnis der Extinktionen bei den verschiedenen

Wellenldngen.
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2.2.1.5 Restriktion von DNA

Die spezifische Spaltung von DNA zu analytischen oder priparativen Zwecken (Uberpriifung
des Klonierungserfolges bzw. Erzeugung kompatibler Enden fiir die Ligation) erfolgte mittels
Restriktionsendonukleasen. Diese schneiden spezifisch palindromische DNA-Sequenzen. Je
nach Restriktionsstelle konnen glatte (blunt ends) oder iiberhdngende (sticky ends) Enden
generiert werden. Die Pufferbedingungen, Inkubationstemperaturen und Inkubationszeiten
wurden den Angaben der Hersteller (New England Biolabs und Roche) entnommen. Die
resultierenden Fragmente wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und anhand

der Grofe identifiziert.

2.2.1.6 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Anhand der Agarose-Gelelektrophorese konnten DNA-Fragmente nach ihrer Grof3e
aufgetrennt werden. In Abhéingigkeit von den erwarteten FragmentgroBen wurden 0,5-1,2 %
ige (w/v) Agarosegele verwendet. Dazu wurden entsprechende Agarosemengen durch
Erhitzen in 50 ml 1x TAE-Puffer gelost, nach Abkiihlung auf ca. 60°C mit Ethidiumbromid
(0,75 pg/ ml) versetzt und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 100-120 Volt. Die DNA-Fragmente wurden durch das interkalierte
Ethidiumbromid bei UV-Licht (312 nm) nachgewiesen. Gegebenenfalls wurde die

gewiinschte DNA-Fragmentbande fotografiert oder fiir priparative Zwecke aus dem Gel

isoliert.
TAE-Puffer (50x): 2 M Tris/ HC1
IM Essigsédure
0,05 M EDTA — pH7,5-78

2.2.1.7 Isolierung von DNA aus Agarose

Nach Identifizierung der gewiinschten DNA-Bande wurde diese mit einem Skalpell
herausgetrennt und nachfolgend mit Hilfe des QlAquick Gel Extraktion kit (Qiagen, Hilden
(D)) nach Anleitung isoliert.

2.2.1.8 Ligation von DNA

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die Ligase des Phagen T4 verwendet, welche

die Verkniipfung kohésiver Enden der Ligationspartner vermittelt. Um moglichst dquimolare
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DNA-Mengen fiir die Ligation einzusetzen, wurde das Verhéltnis von Vektor zu Insert
zugunsten des Inserts verschoben (ca. 1:3). Pro Ansatz wurden 0,1-0,2 pg Vektor- und 0,3 —
0,6 ng Insert-DNA eingesetzt. Die Ligation erfolgte in einem Endvolumen von 15 pl {iber
Nacht bei 4°C. Dabei wurden 2 pl T4-DNA-Ligase (3 U/ ul) und 1,5 pl Ligations-Puffer (10

x) verwendet. Als Negativkontrolle diente ein identischer Ansatz ohne Insert.

2.2.1.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die polymerase chain reaction (PCR) ist eine Methode, um DNA-Bereiche selektiv zu
amplifizieren. Dabei werden an eine einzelstringige DNA zwei zur Matrize komplementére
Primer spezifisch angelagert, die die zu amplifizierende DNA-Region flankieren. Die DNA-
Polymerase kann nun zu den angrenzenden Bereichen den komplementédren Strang bilden.
Dazu wurde die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus verwendet. Die PCR wird konkret in drei Schritte gegliedert:

1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA in Einzelstringe (ca. 95°C).

2. Annealing der Primer (bei ca. 45-65°C, in Abhingigkeit der Primer-Eigenschaften)

3. Synthese der komplementéren Stringe (68-72°C)
Dieser Zyklus wurde pro durchgefiihrter PCR 24-30 mal wiederholt. Die optimale Annealing-
Temperatur der Primer fiir die durchgefiihrten PCR-Reaktionen wurde anhand des DNA-
Schmelzpunktes (Ty) der Primer gewéhlt (Sequenz der Primer: vgl. Tabellen unter 2.1.8). Die
optimale Annealing-Temperatur der Primer lag dabei knapp unterhalb von Ty. Um
unspezifische Amplifikationen zu vermeiden, wurde eine ,,Hot-start“-PCR durchgefiihrt. Die
fir die Amplifikation notwendige Taqg-Polymerase wurde erst nach der ersten
Denaturierungsphase (den ersten fiinf Minuten Denaturierungstemperatur (95°C)) dem

Reaktionsgefal3 hinzugefiigt.

PCR-Ansatz:
forward Primer (5 pmol/ul) Sul
reverse Primer (5 pmol/pl) S5ul
Template (0,1 pg/p)l 3ul
Puffer (10x) 5ul
dNTP (2,5 mM) 5ul
Tag-Polymerase 1 ul

add. 50 ul mit dH,O
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PCR-Programm:

95 °C 4 min

95 °C 1 min

58-65°C 30 sek 30 x
72 °C 1 min

72 °C 5 min

4°C 00

Zur Detektion der synthetisierten PCR-Produkte diente eine Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.1.10 Amplifizierung und Mutagenese des chimiren Rezeptors Epo-gp130

Der Expressions-Vektor pRc/CMV-EG, kodierend fiir den chimdren Epo/gp130 Rezeptor
(pPRc/CMV-EG (YYYYYY)), ist in der Literatur beschrieben [132] und wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Schaper (Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie,
RWTH-Aachen, Deutschland) bereitgestellt. Er kodiert fiir die extrazellulire Doméne des
Epo-Rezeptors und fiir die transmembran- und zytoplasmatische Doméne des Rezeptors
gp130. Die Mutationen im potentiellen Spalt-Motiv fiir die Caspase 3 im chimdren Epo/gp130
Rezeptor wurden durch eine Mutagenese-PCR mit den in Tab. 2.6 aufgefiihrten
Oligonukleotiden eingefiigt (vgl. Abb. 2.1): Fiir EpoR/gpl130 AA 800-806 DHVEGGD
wurden die Primer EpoR/gpl130 800-806 DHVEGGD 1 und EpoR/gp130 800-806
DHVEGGD II und fiir EpoR/gp130 AA 800-806 DHVEGGE wurden die Primer EpoR/gp130
AA 800-806 DHVEGGE I und EpoR/gp130 AA 800-806 DHVEGGE II verwendet. Die
hieraus entstandenen PCR-Produkte wurden als Templates genutzt und mit den Primern
EpoR/gp130 durch eine neue PCR-Reaktion fusioniert. Die daraus resultierenden PCR-
Produkte wurden in den Klonierungs-Vektor pGEM®-T Easy (Promega, Mannheim (D))
subkloniert und sequenziert. Letztendlich wurden die mutierten Fragmente in den
Expressions-Vektor pRc/CMV-EG eingefiigt. Dazu dienten die Schnittstellen BspEI und fiir
eine blund end Ligation Spel/ Apal.
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Mensch: 785 PLLDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQ
Maus: 782 PLLDSEERPEDLQLVDSVDGGDEILPRQ
Ratte: 767 PLLDSEERPEDLQLVDSVDSGDEILPRQ

e )

Wildtyp:  Epo/gp130 AS 800-806: DHVDGGD
Mutation A:  Epo/gp130 AS 800-806: DHVEGGD
Mutation B:  Epo/gp130 AS 800-806: DHVEGGE

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Epo/gp130 Konstrukte

Der Rezeptor gpl130 besitzt in seiner Aminosdure-Sequenz ein fiir die Caspase 3 potentielles Spalt-Motiv
(DXXD). Die Aminosdure-Sequenz von gpl30 des Menschen, der Maus und der Ratte belegen eine
Konservierung dieses Motives. Um die potentielle Spaltstelle fiir die Caspase 3 gezielt zu verdndern, wurde der
chimédre Rezeptor Epo/gp130 in dem Spalt-Motiv DHVDGGD mutiert. Asparaginséure (D) 803 bzw. 803 und
806 wurden durch Glutaminsiure (E) ersetzt.

2.2.1.11 Reverse Transkription und quantitative Real-Time PCR
Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Kit® (Qiagen, Hilden (D)) nach Herstellerprotokoll

aufgereinigt. AnschlieBend erfolgte die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA
photometrisch (vgl. 2.2.1.4). Fiir die Standardisierung der relativen mRNA-Spiegel wurde die
endogene Kontrolle Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) verwendet.
Samtliche verwendete Oligonukleotide sind der Tabelle 2.5 unter 2.1.6. zu entnehmen. Die
mRNA wurde zuerst in einem separaten Schritt in cDNA umgeschrieben. Fiir diese reverse
Transkription wurde das QuantiTect Reverse Transcriptions Kit nach Angaben des Herstellers
verwendet. AnschlieBend wurde die cDNA mittels SYBR® Green PCR Master Mix mit dem
ABI 7500 Real Time PCR System in 96-Well-Reaktionsplatten mit haftender Abdeckung
bestimmt. Die PCR-Zyklen wurden wie folgt gewédhlt: 2 min 50°C, 10 min 95°C, danach 40
Zyklen mit 15 sek. bei 95°C und 1 min bei 60°C. Die amplifizierte DNA wurde im Anschluss
an die PCR mit der Erstellung einer Schmelzkurve iiberpriift. Semiquantitative PCR-
Ergebnisse wurden iiber die AACT-Methode erworben [133-135]. Schwellenwerte wurden zu

HPRTI normalisiert und in Bezug zu unstimulierten Kontrollzellen gesetzt.

2.2.1.12 Sequenzierung
Die Sequenzierungen der Konstrukte erfolgte durch die Firma MWG/Operon, Ebersberg (D).

29



2. Material und Methoden

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung priméirer Rattenhepatozyten

Primdre Hepatozyten wurden durch Kollagenaseperfusin von ménnlichen Wistar-Ratten
isoliert [136-137]. Es wurden 1,5 x 10° Zellen auf mit Kollagen beschichteten Kulturschalen
(36 mm Durchmesser) ausplattiert und fiir zwei Stunden bei 37 °C und 5% CO; in Krebs-
Henseleit-Puffer mit 6 mmol/L Glucose kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal
gewaschen und in Williams Medium E (versetzt mit 2 mmol/l Glutamin, 100 U/ml Penicillin,
0,1 mg/ml Streptomycin, 10”7 mol/I Insulin, 10”7 mol/l Dexamethason und 5 % FCS) fiir
weitere 24 h inkubiert. Vor Beginn des Experimentes wurden die Zellen erneut gewaschen
und mit Williams E Medium (supplementiert mit Glutamin (2 mmol/I), Penicillin (100 U/ml),
Streptomycin (0,1 mg/ml) und FCS (5 %)) fiir 2 h kultiviert. Die Viabilitit der Hepatozyten
wurde durch Trypanblau-Fiarbung bestimmt und betrug mehr als 95 %.

2.2.2.2 Isolierung von peripheren mononukleiren Zellen

Periphere mononukleédren Zellen (peripheral blood mononuclear cells = PBMC) wurden aus
dem Blut humaner, méinnlicher Spender préipariert. Die Buffy Coats wurden vom Institut fiir
Hamostaseologie und Transfusionsmedizin des Universitdtsklinikums Diisseldorf bezogen
und sind ein Lymphozytenkonzentrat, welches man nach dem Abzentrifugieren von Vollblut
erhdlt. Aus diesem Lymphozytenkonzentrat lassen sich mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation mit Ficoll-Hypaque die mononukleédren Zellen des peripheren Blutes isolieren
[138]. Dabei sammeln sich die Lymphozyten und Monozyten, entsprechend ihrer spezifischen
Dichte, in der Interphase zwischen dem Uberstand und dem Ficoll-Hypaque an. AnschlieBend
wurden die Zellen dreimal mit Hanks Salzlésung (HBSS) gewaschen und in RPMI 1640
Medium supplementiert mit 10 % FCS und Penicillin/ Streptomycin (100 U/ml) ausplattiert.
Fir die Ausdifferenzierung von Makrophagen wurden die PBMC 7 Tage mit dem
Wachstumsfaktor M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) stimuliert (10 ng/ ml).

2.2.2.3 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die HepG2 Zellen wurden in ,,Dulbecco’s modified Eagle Medium*“ (DMEM) F12 mit
Glutamax plus 10% fotalem Kilberserum (FCS) kultiviert. Fiir die Na /taurocholate

cotransporting protein-enhanced green fluorescent protein (NTCP-GFP) transfezierten
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HepG2 Zellen wurde das Medium zusitzlich mit 400 mg/l Geneticin supplementiert.
Dahingegen wurden die NIH-3T3 Zellen mit DMEM GlutaMAX Medium versetzt mit 4,5
g/L. D-Glucose und Pyruvat mit einem Gehalt von 10% an FCS kultiviert. Die Zelllinien
wurden bei 37°C und 5% CO, gehalten. Die Passage der Zellen fand alle drei bis vier Tage
mit einer Verdiinnung von 1:10 — 1:20 statt.

Die Gallensduren wurden in Medium geldst. Wasserldsliche Inhibitoren und Betain
wurden ebenfalls in Medium geldst. Nichtwasserldsliche Substanzen wurden in DMSO
aufgenommen. DMSO hatte dabei in den verwendeten Konzentrationen keinen Eigeneffekt
auf die untersuchten Parameter.

Um hyperosmolares Medium (405 mosmol/L) herzustellen, wurde dem Medium 50
mM NaCL durch eine definierte Menge einer 5 M Stockldsung zugegeben. Hypoosmolares
Medium (205 mosmol/l) wurde durch eine 2:3 Mischung des DMEM F12 Mediums (900
mg/L Glukose) w/o NaCl mit DMEM F12 (900 mg/L Glukose) hergestellt. Die eingestellten

Osmolatitdten wurden am Osmometer tiberpriift.

2.2.2.4 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

Fiir eine hohe Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit Lipofectamine 2000 transfeziert.
In einem Ansatz wurden 20 pl Lipofectamine 2000 in 1000 pl OptiMEM verdiinnt.
Gleichzeitig wurden 8 pg DNA in 200 pl OptiMEM aufgenommen. AnschlieBend wurde die
verdiinnte DNA mit dem Lipofectamin-Gemisch vermengt und fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Wiahrenddessen wurde eine konfluente Flasche (75 cm’) mit
Zellen trypsiniert und letztendlich in 4 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Nach der 20
miniitigen Inkubationszeit wurden 1,2 ml der resuspendierten Zellen zu dem
Transfektionsansatz gegeben, 4,3 ml Zellkulturmedium hinzugegeben und die Zellen auf vier
60-mm Kultur-Schalen ausgesét. Nach 4 h und nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5% CO,
wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Experimente wurden nach 48 h Expressionszeit

wie angegeben gestartet.

2.2.3 Proteinanalytische Methoden

2.2.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Nach Ablauf der Versuchszeiten wurde das Medium von den Zellen entfernt, zweimal mit

eiskaltem PBS gewaschen, in RL-Puffer lysiert und bei 14.000 x g und 4°C fiir 5 Minuten
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zentrifugiert. Die Uberstande enthielten nun das geklirte Lysat und wurden bei —20°C
gelagert. Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde nach Bradford mit Hilfe des
BioRad-Protein-Assays durchgefiihrt [139]. Demnach bindet der Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue G250 an basische Aminoséurereste von Proteinen und verschiebt dadurch sein
Absorptionsmaximum von 465 nm (rot) auf 595 nm (blau). Die Bindung des Farbstoffes an
das Protein erfolgt innerhalb von 2 min. Dabei bleibt der Protein-Farbstoffkomplex ca. 1 h
16slich, wahrenddessen die Extinktion bei A=595 nm am Photometer gemessen wurde. Fiir die
Messung wurden 5 upl Lysat (bzw. 5 ul verdiinntes Lysat), 795 ul dH,O und 200 pl
Bradfordreagenz (Bio Rad ProteinAssay) in einer Einwegkiivette gemischt. Durch die
Darstellung einer Eichgerade wurden die Extinktionen von BSA (Bovines Serumalbumin)-
Losungen gegen deren bekannte Konzentrationen aufgetragen. Anhand der gemessenen

Extinktion der Probe konnte nun die Proteinkonzentration bestimmt werden.

2.2.3.2 SDS-Page

Wenn nicht anders erwihnt, wurden 60 pg Gesamtprotein des Zelllysates mit der gleichen
Volumenmenge an 2 x SDS Ladungspuffer versehen und 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Die
Proteine wurden in einer vertikalen, diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid Gelelektrophorese) elektrophoretisch aufgetrennt [140]. Die Prozentigkeit der
PAA-Gele variierte je nach Grofe der aufzutrennenden Proteine. Nach der Elektrophorese

wurde das Gel fiir einen Western-Blot verwendet (vgl. 2.2.2.3).

Polyacrylamid-Sammelgel (5%) 13,6 ml dH,O
3,4 ml 30% Acrylamid/ Bisacrylamid 29:1
2,5 ml 1 M Tris/HCI pH 6,8
200 pl 10% SDS
200 pl 10% APS
20 ul TEMED
Polyacrylamid-Trenngel (10 %) 11,9 ml dH,O
10 ml 30% Acrylamid/ Bisacrylamid 29:1
7,5 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
300 ul 10% SDS
300 pl 10% APS
12 pl TEMED
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2.2.3.3 Western-Blot Analyse

Western-Blot ist der Transfer von zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf eine
Membran. Auf dieser konnen die Proteine spezifisch iiber Antikoérper nachgewiesen werden.
Der Transfer der Proteine erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch die semi-dry-Methode
[141] auf eine Nitrozellulosemembran (Protran Nitrozellulose Transfer Membrane, Schleicher
und Schuell, Dassel). Es wurden je vier mit 1 x Blotting-Puffer getréinkte Filterpapiere
(Whatman Ltd., Maidstone, England) auf die Anoden-Platte gelegt, dariiber die ebenfalls mit
Blotting-Puffer befeuchtete Membran, gefolgt von dem Gel und vier weiteren Filterpapieren.
Der Stromkreis wurde durch die Kathoden-Platte geschlossen und eine Stromstarke von 1 mA
pro cm” angelegt. Nach 1 bis 2 h wurde der Proteintransfer beendet und die Membran 1 h in
Blockpuffer inkubiert, um iiberschiissige Proteinbindungsstellen auf der Membran
abzusittigen.

Fiir den spezifischen Nachweis von Proteinen wurden Antikdrper verwendet, die
gegen Epitope der entsprechenden Proteine gerichtet waren. Dazu wurde die Membran mit
den Erst-Antikorpern (in Blockpuffer) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach drei 10-miniitigen
Waschschritten folgte eine Inkubation mit den Zweit-Antikérpern (in Blockpuffer) fiir 1 h bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Membran 3 mal 10 min mit TBST-Puffer bei RT
gewaschen. Die Detektion des Zweit-Antikorpers, der mit einer Peroxidase konjugiert war,
erfolgte iiber Chemilumineszenz. Hierzu wurde die Membran 1 min mit einer 1:1 Mischung
des ECL-Reagenzes (Perkin Elmer, Boston, USA) inkubiert. Die Exposition erfolgte auf
einem ECL-Hyperfilm (Amersham, Freiburg).

2.2.4 Immunzytochemie

Fiir immunzytochemische Farbungen wurden HepG2 Zellen auf Glas-Cover Slips (@ 12 mm,
Menzel-Gléser, Braunschweig, Deutschland) mit einer Dichte von 0,025x10° Zellen/ Cover
Slip ausgesit. Zu Beginn der Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4 %
Paraformaldehyd 10 min bei RT fixiert. Anschlieend wurden die Zellen mit 0,1% Triton X-
100 in PBS fiir 2 min permeabilisiert. Nach erneutem Waschen wurden unspezifische
Bindungen durch Blockierung mit 1% FCS (w/v) in PBS abgesittigt. Darauf folgte die
Inkubation mit dem Primérantikorper (1: 250 in PBS) fiir 2 h bei RT. Nach dreimaligem
Waschen der Zellen wurden diese mit einem FITC- bzw. Cy-3-gekoppelten
Sekundirantikorper (1:100 bzw. 1:500) fiir weitere 60 min inkubiert. Zum Schluss wurden die

Zellen wieder gewaschen und in Vectashield Mounting (Vector Laboratories, Burlingame,
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USA) eingedeckt. Die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit dem Laserscanning-
Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Jena, D) und der Software LSM 5 Image der Firma Zeiss
durchgefiihrt.

2.2.5 Invitro gp130-Caspase Assay

Die Spaltung des gp130 Rezeptors und der chimdren Epo-gp130 Rezeptoren durch aktive
Caspase-3 wurde in einem in vitro gpl30-Caspase Assay gezeigt. Dazu wurden die
entsprechenden Zellen mit dem Lysis-Puffer des Caspase-8-Fluoorometric Assay Kit (R&D
Systems, Minneapolis (USA)) lysiert. Pro 300 pg Gesamtlysat wurden in einem
Gesamtvolumen von 300 pl 10 pg/ ml aktive Caspase 3 eingesetzt. Der in vitro gpl130-
Caspase Assay wurde, wie im Vorfeld fiir den EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor
beschrieben, durchgefiihrt [142]. Die Reaktion wurde in einem Puffer bestehend aus 20
mmol/L HEPES (pH 7,4), 100 mmol/L KCL, 3mmol/L Dithiothreitol und 0,2 pmol/L CaCl,
ausgefiihrt. Durch die Zugabe von aktiver Caspase 3 wurde die Reaktion gestartet und die
Ansitze fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch die

Zugabe von SDS-Auftragspuffer und einer Inkubation fiir 5 min bei 95°C gestoppt.

2.2.6 Statistik

Die gezeigten Westernblots/ PCRs sind reprdsentativ fiir mindestens drei voneinander
unabhéngig durchgefiihrte Experimente. Tabellarisch oder in Balkendiagramm dargestellte
Daten wurden als Mittelwert + S.E.M. (Standardabweichung des Mittelwerts) ausgedriickt.
Die Untersuchung auf statistische Signifikanz erfolgte mittels des Student-z-Tests. Eine
statistische Signifikanz wurde bei einem Konfidenzintervall von 95% (p < 0.05) als gegeben

angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Modulation der IL-6 Signaltransduktion durch pro-apoptotische Stimuli

Der erste Teil dieser Dissertation befasst sich mit dem Einfluss von hydrophoben
Gallenséduren, hyperosmotischem Stress und CDO95-Ligand auf die IL-6-abhidngige
Signaltransduktion. Im zweiten Teil wurde die Modulation des IFN-a Signalweges durch pro-

apoptotische Stimuli untersucht (3.2).

3.1.1 Einfluss pro-apoptotischer Stimuli auf den IL-6 Signalweg

IL-6 induziert in der Zielzelle iiber die Anbindung an die Rezeptoruntereinheit gp80 und die
signalweiterleitende Untereinheit gp130 die Phosphorylierung von STAT3 (Tyr'”; vgl.
Einleitung 1.2). Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass die hydrophobe Gallensiure
Glycochenodeoxycholsdure (GCDC) die IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3
(Tyr'®) inhibiert. Gleichzeitig wird die Expression der Rezeptoruntereinheit gpl30
herabreguliert, wobei die Expression von STAT3 und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) unverindert bleibt (Abb. 3.1) [1].
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Abb. 3.1: Einfluss von GCDC auf die gp130-Expression und die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung
24 h kultivierte primére Rattenhepatozyten wurden fiir 1 h bzw. 3 h ohne (Kontrolle) oder mit 100 uM
Glycochenodeoxycholsdure (GCDC) préinkubiert und die angegebenen Proben mit IL-6 (10 ng/ml) fiir weitere
20 min stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, 80 pg Gesamt-Protein in einer 10 %igen SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Die Detektion der Proteine STATS3,
gp130, sowie GAPDH erfolgte mit spezifischen Antikorpern. Die Phosphorylierung von STAT3 wurde mit
spezifischen Antikorpern gegen phosphoryliertes STAT3 (Tyr’") visualisiert. Modifiziert und entnommen aus
Hepatology [1].
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Wie in der Einleitung beschrieben, induzieren CD95L und hydrophobe Gallensduren eine
Apoptose und aktivieren die Caspasen-Kaskade. Milder hyperosmotischer Stress (405
mosmol/L) kann alleine keine Apoptose ausldsen, aktiviert aber die Caspasen-Kaskade und
sensibilisiert Hepatozyten gegeniiber CD95-Ligand-vermittelter Apoptose [115]. Diese drei
physiologisch vorkommenden pro-apoptotischen Faktoren/Bedingungen sind in der
vorliegenden Arbeit als Stimuli gewidhlt worden, wobei hyperosmotischer Stress
hauptsédchlich fiir die Langzeit-Versuche verwendet wurde, da im Gegensatz zu CD95-Ligand
oder GCDC unter diesen experimentellen Bedingungen keine signifikante Apoptose auftritt.
Im folgenden Experiment wurde der Einfluss dieser pro-apoptotischen Stimuli auf die gp130-
Expression analysiert. Die hydrophobe Gallensdure GCDC regulierte nicht nur in priméren
Rattenhepatozyten (A), sondern auch in NTCP-transfezierten HepG2 Zellen (B) die
Expression von gpl30 herab (vgl. Abb. 3.2). Andere Stimuli wie CD95-Ligand (C) und
hyperosmotischer Stress (405 mosmol/L) (D) vermittelten ebenfalls eine rasche Abnahme der

Rezeptorexpression in primdren Rattenhepatozyten.
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Abb. 3.2: Einfluss von pro-apoptotischen Stimuli auf die gp130-Expression in verschiedenen Leberzellen
24 h kultivierte primére Rattenhepatozyten (A) oder NTCP-transfezierte HepG2 Zellen (B) wurden mit 100 uM
GCDC fiir 3 h inkubiert. 24 h kultivierte primire Rattenhepatozyten wurden fiir 3 h mit 100 ng/ml CD95-Ligand
(C) oder mit hyperosmotischem (405 mosmol/L) oder normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium (D)
inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und 80 pg des Gesamt-Protein-Extraktes wurden im Western Blot
analysiert. Die Detektion erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen gp130 und GAPDH.

Um die physiologische Relevanz pro-apoptotischer Stimuli auf die IL-6-induzierte Akut-
Phase-Reaktion zu untersuchen, wurde die Expression von Fibrinogen-y untersucht, welches
STAT3-abhingig durch IL-6 induziert wird [143-145]. Fiir dieses Experiment wurde als
Stimulus hyperosmotischer Stress gewédhlt, da nach 12 h Stimulation durch CD95-Ligand eine
signifikante Apoptose in den Zellen ausgeldst wurde. Abb. 3.3 zeigt die nach 9 h IL-6-
Stimulation induzierte Expression von Fibrinogen-y in HepG2 Zellen. Eine Vorinkubation mit
hyperosmotischem Medium (405 mosmol/L) fiir 3 h regulierte die Fibrinogen-y-Expression
herab (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Expression des IL-6-induzierten Proteins Fibrinogen-y unter hyperosmotischen Bedingungen
HepG2 Zellen wurden tiiber 3 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) oder hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium vorinkubiert und anschlieBend 9 h mit 10 ng/ml IL-6 stimuliert. Die Zellen wurden
lysiert, das Gesamt-Protein-Extrakt generiert; anschlieend erfolgte die Detektion der Proteine Fibrinogen-y und
GAPDH (als Beladungskontrolle) im Western Blot mittels spezifischer Antikorper.

} 305 mosmol/L

793y auch die Phosphorylierung

IL-6 induziert neben der Phosphorylierung von STAT3 (Tyr
von SHP2 (Tyr’®) und vermittelt so iiber verschiedene Adaptermolekiile die Aktivierung der
ERK-Typ MAP-Kinasen durch die Phosphorylierung von ERK1/2 (Thr***/Tyr*™) (vgl.
Einleitung 1.3) [146]. Abb. 3.4 zeigt, dass die IL-6-vermittelte Phosphorylierung von SHP2
nach 3 h Vorinkubation mit dem CD95-Ligand in priméren Rattenhepatozyten inhibiert
wurde. Weiterhin wurde die IL-6-vermittelte ERK1/2 Aktivierung in An- und Abwesenheit
des CD95-Liganden untersucht. Der CD95-Ligand induzierte wie IL-6 eine starke ERK1/2

Aktivierung, sodass bei der Kombination von Beiden keine synergistischen oder

antagonistischen Effekte nachzuweisen waren.
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3.1.2 Caspase-vermittelte Degradation von gp130

Um den ursdchlichen Mechanismus fiir die reduzierte gpl30-Proteinexpression unter pro-
apoptotischen Bedingungen aufzudecken, wurde in den folgenden Experimenten die
Expression der gp130-mRNA unter dem Einfluss von GCDC oder CD95-Ligand untersucht.
Diese Substanzen zeigten keinen Einfluss auf die gp130-mRNA, sodass eine transkriptionelle

Regulation fiir die beobachteten Effekte auf Proteinebene eher nicht in Frage kam (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Effekt von GCDC und CD95-Ligand auf die gp130 mRNA

(A) 24 h kultivierte priméire Rattenhepatozyten wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte ohne (Kontrolle) oder
mit 100 uM GCDC inkubiert. (B) 24 h kultivierte primédre Rattenhepatozyten wurden 1 h mit CD95-Ligand
(100 ng/ml) inkubiert oder unbehandelt gelassen (Kontrolle). Die Zellen wurden fiir eine RNA-Priparation
lysiert und die relativen gp130 mRNA-Level in einer RT-PCR analysiert. Hierzu wurden spezifische Primer fiir
gp130 und HPRT1 der Ratte (als endogene Kontrolle) verwendet. Semi-quantitative mRNA-Level wurden mit
Hilfe der AACT Methode berechnet [133-135]. Dargestellt sind die relativen mRNA-Level in Relation zur
unstimulierten Kontrolle, die als 1 gesetzt wurde. Mittelwerte £+ SEM; n = 3.

Im Folgenden wurden posttranskriptionelle Mechanismen untersucht, die die gpl130

Herabregulation bewirken konnten. Dabei wurde die gpl30-Proteinexpression in
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Abhingigkeit des proteasomalen oder lysosomalen Proteinabbaus analysiert. Weder die
Inhibition des Proteasoms durch den spezifischen Inhibitor MG132 noch die Blockade des
Lysosoms durch Bafilomycin A konnten die CD95-Liganden- oder GCDC-induzierte
Herabregulation von gp130 autheben (Daten nicht gezeigt).

CD95-Ligand sowie pro-apoptotische Gallensduren induzieren in Hepatozyten eine
Apoptose und vermitteln eine Aktivierung der Caspase 3 und Caspase 8 (vgl. Einleitung unter
1.4.1 und 1.6.1). Die CD95-Liganden-vermittelte Apoptose wurde in der vorliegenden Arbeit
durch die Spaltung von PARP (poly ADP-ribose Polymerase) nachgewiesen, welches als 116
kDa Protein im Nukleus vorliegt. Eine Induktion der Apoptose vermittelte eine Spaltung

dieses Proteins, wobei das Spaltprodukt bei 85 kDa detektiert wurde (vgl. Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Einfluss von Caspase-Inhibitoren auf die Phosphorylierung von SHP2 und die gp130-Expression
in Anwesenheit des CD95-Liganden

Primédre Rattenhepatozyten wurden 3 h mit CD95-Ligand (100 ng/ml) inkubiert und anschlieBend mit 1L-6
(10 ng/ml) fiir 20 min stimuliert. Falls angegeben, wurde fiir 30 min mit dem Caspase 3-Inhibitor Z-DEVD-
FMK (A) oder mit dem Caspase 8-Inhibitor Z-IETD-FMK (B) (jeweils 50 uM) vorinkubiert. 80 pg des Gesamt-
Protein-Extraktes wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet. Die Detektion von gp130, GAPDH, PARP und P-SHP2 (Tyr*™) erfolgte mit spezifischen Antikérpern.

Eine Inhibition der Caspase 3-Aktivierung durch den Caspase 3-Inhibitor Z-DEVD-FMK
verhinderte nicht nur die zuvor beschriebene Spaltung von PARP, sondern auch die

Herabregulation des Rezeptors gp130 (Abb. 3.6). Auch die Zugabe des Caspase 8-Inhibitors
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Z-IETD-FMK verhinderte das PARP-Cleavage sowie die Degradation von gpl130. Die
Inhibiton der Caspase 3 oder Caspase 8 stellte ebenfalls die durch den CD95-Liganden
vermittelte Inhibition der IL-6-vermittelten Phosphorylierung von STAT3 (Tyr705) [147] und
SHP2 (Tyr*’) wieder her (Abb. 3.6).

Das folgend aufgefiihrte in vitro Experiment bestétigte die Annahme, dass die GCDC- oder
CD95-Ligand-induzierte Herabregulation von gpl130 Caspase 3-abhédngig war. Lysate von
primdren Rattenhepatozyten wurden wie unter 2.2.5 beschrieben mit oder ohne rekombinanter
aktiver Caspase 3 fiir 2 h bei 37°C inkubiert (Abb. 3.7). Der Rezeptor gp130 war nach Zugabe
der aktiven Caspase 3 kaum noch zu detektieren, hingegen blieb die Expression von gp80 und

GAPDH unverindert. Auch das fiir 2 h bei 37°C inkubierte Kontroll-Lysat zeigte keine
Anderung der Expression von gp130.

Aktive Caspase 3 10 pg/ml

Kontrolle (2 h bei 37°C)
(2h bei 37°)

Kontroll-Lysat (0h)

-
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Abb. 3.7: Einfluss von aktiver Caspase 3 auf die gp130 Expression

24 h kultivierte priméire Rattenhepatozyten wurden lysiert und 100 pg Gesamt-Protein in einem Assay-Puffer mit
aktiver Caspase 3 oder ohne (Kontrolle, 2 h bei 37°C) in vitro wie im Kapitel Material und Methoden unter 2.2.5
beschrieben fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Kontroll-Lysat: 100 pg unbehandeltes Gesamt-Protein-Lysat. Die Proben
wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet. Die Membran wurde mit spezifischen
Antikdrpern gegen gp80 und einen C-terminalen Abschnitt von gpl130 detektiert. GAPDH wurde als

Beladungskontrolle detektiert.

Caspasen gehoren zur Familie der Cystein-Proteasen und erkennen in ihrem Substrat ein sich
iiber vier Aminosduren erstreckendes Motiv (vgl. Einleitung unter 1.6). Das bevorzugte
Spaltmotiv fiir die Caspase 3 lautet DXXD. Analysen der Aminosduresequenz von gpl30

beim Menschen, der Maus und der Ratte zeigten, dass sich im C-terminalen Bereich des
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gp130 zwei sich iiberlappende DXXD-Motive befinden. Beim menschlichen gp130 befindet
sich dieses Aminosduremotiv in der cytoplasmatischen Domédne zwischen den Positionen 800
und 806 mit der Sequenz DHVDGGD. Um herauszufinden, ob diese Aminosduresequenz ein
Spaltmotiv fiir die Caspase 3 ist, wurde der Aspartatrest der Position 803 (D803E) oder die
zweil Aspartatreste der Positionen 803 und 806 (D803E/D806E) jeweils durch Glutamat
ausgetauscht. Dies geschah durch das Einbringen von Punktmutationen in die codierende
Sequenz (vgl. Abb. 2.1 unter 2.2.1.10). Damit zwischen dem Signalling der mutierten
Rezeptoren und den endogenen Wildtyp-Rezeptoren unterschieden werden konnte, wurden
die Zellen mit dem chimdren Rezeptor Epo/gpl30 transfeziert. Dieser besteht aus der
extrazelluliren Doméne des Erythropoetin (Epo) Rezeptors und der transmembran- und
cytoplasmatischen Domine des gp130 Rezeptors.

Die Zugabe von rekombinanter aktiver Caspase 3 zu den kompletten Zelllysaten von
HepG2 Zellen, die mit dem Wildtyp Rezeptor Epo/gp130 transfeziert wurden, zeigten einen
kompletten Verlust des Proteins Epo/gpl130 (Abb. 3.8). Gleichzeitig wurde mit dem
Antikorper, spezifisch gerichtet gegen den C-terminalen Teil von gpl30, ein kleineres
Fragment von ca. 18 kDa detektiert. Die Caspase 3-vermittelte Degradation von Epo/gp130
wurde durch die eingefiigten Punktmutationen in das potentielle Spaltmotiv der Caspase 3
nahezu komplett verhindert. Diese Daten belegen, dass eine Caspase 3-vermittelte Spaltung in
der Aminosduresequenz 800-806 stattfand und zur Freisetzung eines 18 kDa groflen C-
terminalen Fragmentes fiihrte. Eine Detektion des N-terminalen Fragmentes von gp130 war
nicht moglich, da keine Antikorper vorhanden waren, die den extrazelluldren Teil des Epo-
Rezeptors erkennen. Alle von der Arbeitsgruppe verwendeten Antikorper, die gegen den N-
terminalen Teil von gpl30 gerichtet waren, waren fiir den Immunoblot und die

Immunofluoreszenz unbrauchbar.
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Abb. 3.8: Einfluss von Punktmutationen der AS 800-806 des gpl130 auf die Caspase 3-abhingige
Degradation

HepG2 Zellen wurden mit dem chiméren Rezeptor Epo/gp130 und den zwei Mutations-Varianten Epo/gp130 AS
800-806: DHVEGGD und Epo/gp130 AS 800-806: DHVEGGE transfeziert (vgl. Abb. 2.1 unter 2.2.1.10 und
Beschreibung im Text). Die Zelllysate wurden mit rekombinanter aktiver Caspase 3 fiir 2 h bei 37°C inkubiert.
Nach Beendigung der Reaktion wurden die Reaktionsansdtze im Western Blot mit einem Antikérper detektiert,
der die C-terminale Domine des gp130-Rezeptors erkennt. Spezifische Banden wurden auf der erwarteten Hohe
fiir Epo/gp130 bei ca. 75 kDa und bei der Wildtyp-Form von Epo/gp130 zusétzlich bei 18 kDa detektiert.
GAPDH diente als Beladungskontrolle.

Als nichstes wurde die Bedeutung des in vitro identifizierten Spaltmotives fiir die Caspase-
vermittelte Degradation von gp130 in der Zellkultur untersucht. Da primire Hepatozyten eine
niedrige Transfektionsrate haben, wurden die humane Hepatoma Zelllinie HepG2 und die
Maus Fibroblasten Zelllinie NIH-3T3 als Modell-Systeme verwendet. Im Gegensatz zu
primdren Ratten-Hepatozyten sind HepG2 Zellen resistent gegeniiber CD95-Ligand-
induzierter Apoptose. Nur die Kombination von CD95-Ligand und Cycloheximid resultiert in
einer Apoptose [148]. Da jedoch eine Herabregulation von gpl30 durch Cycloheximid
aufgrund einer inhibierten Translation nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden die
Experimente in NTCP-transfezierten HepG2 Zellen unter Stimulation mit GCDC
durchgefiihrt, welches bekanntlich eine Apoptose und eine Caspase 3-Aktivierung hervorruft
(vgl. Einleitung unter 1.6.1 und Abb. 3.9 B). Dariiber hinaus wurden NIH-3T3 Zellen mit
1 uM Staurosporin (STS) inkubiert, das in diesen Zellen Apoptose und eine Caspase 3-
Aktivierung vermittelt [149] (und vgl. Abb. 3.9 A).
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Abb. 3.9: Nachweis der Caspase 3-Aktivierung durch Staurosporin und Gallensiuren

(A) NIH-3T3 Zellen wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte mit 1 M Staurosporin (STS) inkubiert. (B) NTCP-
HepG2 Zellen wurden fiir 6 h ohne (Kontrolle) oder mit 100 uM GCDC inkubiert. 80 pg des hergestellten
Gesamt-Protein-Extraktes wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Western Blot erfolgte die
Detektion mit spezifischen Antikdrpern gegen p17 Caspase 3.

Abb. 3.10 A zeigt, dass Staurosporin die Expression des chimdren Epo/gpl130-Rezeptors
(Wildtyp) in transfezierten NIH-3T3 Zellen herabregulierte. Diese Herabregulation wurde
durch die eingebrachten Punktmutationen in das oben beschriebene Spaltmotiv groBtenteils
verhindert. Die IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3 wurde nicht untersucht, da
Staurosporin ein potenter Inhibitor von Tyrosin-Kinasen wie JAKI ist [150], welche fiir die
Phosphorylierung der STAT-Elemente verantwortlich sind.

NTCP-HepG2 Zellen, die mit dem Wildtyp Epo/gp130 transfeziert waren, wurden mit
GCDC stimuliert. Dies fiihrte zu einer starken Herabregulation der Epo/gp130-Expression
(Abb. 3.10 B). Die durch Epo induzierte Phosphorylierung von STAT3 wurde durch GCDC
inhibiert. NTCP-HepG2 Zellen, die mit dem mutierten chimiren Rezeptor (EpoR/gp130 800-
806 DHVEGGD und EpoR/gp130 DHVEGGE) transfeziert waren, zeigten eine deutlich
verminderte Herabregulation des Epo/gp130 durch GCDC. Obwohl die Expression des
Epo/gp130-Rezeptors in Gegenwart von GCDC grofitenteils wiederhergestellt wurde, blieb
die Epo-induzierte Phosphorylierung von STAT3 durch die mutierten Rezeptoren

unbeeinflusst.
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Abb. 3.10: Caspase-abhéngige Spaltung des Epo/gp130 in Zellkultur

NIH-3T3 Zellen (A) oder NTCP-transfezierte HepG2 Zellen (B) wurden mit Epo/gpl130 oder den zwei
Mutations-Varianten Epo/gpl130 AS 800-806: DHVEGGD wund Epo/gpl30 AS 800-806: DHVEGGE
transfeziert. Nach 48 h Expressionszeit wurden die NIH-3T3 Zellen mit 1 pM Staurosporin (STS) (A) und die
NTCP-HepG2 Zellen mit 100 uM GCDC (B) inkubiert und anschlieBend mit 1 U/ml Erythropoetin (Epo) fiir
20 min stimuliert. 60 pg Gesamt-Protein-Extrakt wurden im Western Blot analysiert. Die Detektion erfolgte mit
spezifischen Antikorpern gegen den C-terminalen Teil von gp130 und ist gegen phosphospezifisches STAT3
(Tyr’®) gerichtet. Die GAPDH und STAT3-Expression wurde zur Uberpriifung der Beladung detektiert.
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3.2  Modulation der IFN-a-abhingigen Signaltransduktion und Expression

antiviraler Proteine

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von hyperosmotischem Stress und
hydrophoben Gallensduren auf die IFN-a-induzierte Signaltransduktion und antivirale

Antwort untersucht.

3.2.1 Effekt von pro-apoptotischen Stimuli und Betain auf die IFN-o-induzierte

Proteinexpression

Zundchst wurde die Zeitabhingkeit der IFN-o-induzierten MxA-(Myxovirus resistance
protein A) Protein- und mRNA-Expression in HepG2 Zellen untersucht (Abb. 3.11). Dazu
wurden HepG2 Zellen fiir die angegebenen Zeitpunkte mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. Das
MxA-Protein war nach 8 h IFN-o-Stimulation detektierbar und stieg in seiner Expression
kontinuierlich an. Im Gegensatz dazu wurde die mRNA von MxA in zwei Stufen reguliert mit

einem Maximum nach 4 h und nach 14-16 h IFN-o-Stimulation.
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Abb. 3.11: Zeitabhéingkeit der IFN-o-induzierten MxA-Expression

HepG2 Zellen wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte unbehandelt gelassen (Kontrolle) oder mit 1500 U/ml
IFN-o stimuliert. (A) Die Zellen wurden lysiert, 60 ug Protein des Gesamt-Lysates in einer 10%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Detektion der Proteine MxA und
GAPDH (als Beladungskontrolle) erfolgte mittels spezifischer Antikorper. (B) Die Zellen wurden fiir eine RNA-
Praparation lysiert und nachfolgend die mRNA-Level in einer RT-PCR mit spezifischen Primern fiir humanes
MxA und humanes HPRT1 (als endogene Kontrolle) analysiert. Semi-quantitative mRNA-Level wurden mit
Hilfe der AACT Methode berechnet [133-135]. Dargestellt sind die relativen mRNA-Level in Relation zur
unstimulierten Kontrolle, die als 1 gesetzt wurde. Mittelwerte = SEM; n = 3.

Um den Einfluss von hyperosmotischem Stress auf die IFN-a-induzierte antivirale Antwort zu
untersuchen, wurden HepG2 Zellen mit normoosmotischem (305 mosmol/L),
hyperosmotischem (405/ 505 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium fiir
6 h vorinkubiert und anschlieend 20 h mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. Die Expression der
[FN-o-induzierten Proteine MxA und PKR (dsRNA activated protein kinase) wurde im
Western-Blot detektiert (Abb. 3.12). Hyperosmolares Medium mit einer Osmolaritdt von 405
mosmol/L regulierte die IFN-a-induzierte MxA-Expression, sowie die konstitutive und die
IFN-o-induzierte PKR-Expression herunter. Hyperosmolares Medium mit einer Osmolaritét
von 505 mosmol/L verstirkte diesen Effekt, widhrend hypoosmolares Medium mit 205
mosmol/L die Expression von MxA und PKR nicht verdnderte. Die Expression der GAPDH

blieb unter allen Bedingungen unverindert.
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Abb. 3.12: Expression der IFN-o-induzierten Proteine MxA und PKR unter hyperosmotischen
Bedingungen

HepG2 Zellen wurden fiir 6 h mit hypoosmotischem (205 mosmol/L), normoosomotischem (305 mosmol/L)
oder hyperosmotischem (405/ 505 mosmol/L) Medium vorinkubiert und anschlieBend 20 h mit 1500 U/ml IFN-a
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, das Gesamt-Protein-Extrakt generiert und anschlieBend erfolgte die
Detektion der Proteine MxA, PKR und GAPDH (als Beladungskontrolle) im Western Blot mittels spezifischer
Antikorper.

Betain ist ein organisches Osmolyt und wird unter dem Einfluss von hyperosmotischem Stress
in der Zelle akkumuliert. Es hat zytoprotektive sowie antioxidative Eigenschaften und kann
als Chaperon wirken (vgl. Einleitung unter 1.7). Eine 12 h Inkubation der Zellen mit Betain
vor der Stimulation mit hyperosmotischem Medium stellte die MxA-Expression wieder her.
Dabei war eine Konzentration von 5 mM Betain notwendig, wihrend 1 mM Betain noch

keinen Effekt zeigte (Abb. 3.13).

Des Weiteren wurde der Einfluss von hydrophoben Gallensduren auf die IFN-o-induzierte
MxA-Expression in NTCP-transfezierten HepG2 Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit
300 uM GCDC (Glycochenodeoxycholsdure) oder TCDC (Taurochenodeoxycholsdure) fiir
6 h vorinkubiert und anschlieBend fiir 20 h mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. Die IFN-o-
induzierte Expression von MxA wurde durch 300 uM GCDC oder TCDC stark reduziert
(Abb. 3.14). Auch hier war Betain in der Lage, die Gallensduren-vermittelte Inhibition der
MxA-Expression wiederherzustellen. Im Gegensatz dazu konnten diese Gallensduren in
HepG2-Zellen, die nicht mit dem NTCP transfeziert waren, keine Herabregulation der MxA-

Expression nach Stimulation mit IFN-a bewirken (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.13: Einfluss von Betain auf die hyperosmotisch vermittelte Herabregulation der MxA-Expression
HepG2 Zellen wurden 12 h mit 1 mM (A) oder 5 mM (B) Betain vorinkubiert. Nach 6 h Inkubation mit
normosmotischem (305 mosmol/L) oder hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium wurden die Zellen mit
1500 U/ml IFN-a fiir 20 h stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und 60 pg des Gesamt-Protein-
Extraktes im Western Blot auf die Expression der Proteine MxA und GAPDH (zur Beladungskontrolle) hin
analysiert. Fiir die Detektion wurden spezifische Antikorper verwendet.
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Abb. 3.14: Einfluss von Gallensiduren und Betain auf die IFN-o-induzierte MxA-Expression
NTCP-transfezierte HepG2 Zellen wurden mit 5 mM Betain fiir 12 h vorinkubiert und anschlieBend mit den
Gallenséduren (A) TCDC (300 uM) oder (B) GCDC (300uM) fiir weitere 6 h inkubiert. Darauthin wurden die
Zellen mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. Die Detektion der Proteine MxA und GAPDH erfolgte im Western Blot.

Um zu iiberpriifen, ob die Herabregulation der IFN-a-induzierten MxA-Expression unter
Gallenséduren-Stimulation ein generelles Phinomen ist und auch in immunkompetenten Zellen
auftritt, wurde der Einfluss von hydrophoben Gallensduren auf die in Monozyten und

Makrophagen durch IFN-o-induzierte MxA-Expression analysiert. Dazu wurden aus
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humanem peripherem Blut mononukleire Zellen (PBMC) isoliert und diese mit dem
Wachstumsfaktor M-CSF zu Makrophagen ausdifferenziert. Da bei diesen Zellen die
Aufnahme von konjugierten Gallensduren ungeklért ist, wurden sie mit der unkonjugierten
Gallensdure Chenodeoxycholsdure (CDC) stimuliert, die mutmaBlich {iber die Membran
aufgenommen werden kann. Eine Inkubation von 200 uM CDC fiiber 6 h regulierte die IFN-o-
induzierte Expression von MxA herab (Abb. 3.15 A und 3.15 C). Betain konnte die in PBMC
durch CDC-inhibierte Expression von MxA wiederherstellen (Abb. 3.15 B).
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Abb. 3.15: Einfluss der hydrophoben Gallensiuren CDC auf die IFN-o-induzierte MxA Expression in
PBMC und Makrophagen

Aus humanem peripherem Blut isolierte mononukledre Zellen (PBMC) (A, B) oder primdre humane
Makrophagen, die iiber M-CSF aus PBMC ausdifferenziert wurden (C), wurden 6 h mit der Gallensdure CDC
(200 uM) inkubiert und anschlieBend mit 100 U/ml IFN-q fiir 20 h stimuliert. (B) Die PBMC wurden mit 5 mM
Betain préainkubiert. 60 pg des Gesamt-Protein-Extraktes wurden elektrophoretisch in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Spezifische Antikorper gegen MxA oder GAPDH
(als Beladungskontrolle) dienten der Detektion.
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Fiir Gallensduren wurde gezeigt, dass sie die Hepatitis-C-Virus (HCV) oder Hepatitis-B-Virus
(HBV) Replikation iiber den Gallensdurenrezeptor farnesoid X receptor (FXR) steigern.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit auch der Einfluss des FXR-Agonisten GW4064 auf
die IFN-a-induzierte MxA-Expression untersucht (vgl. Abb. 3.16). Eine Vorinkubation mit

verschiedenen Konzentrationen GW4064 hatte keinen Einfluss auf die MxA-Expression.
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Abb. 3.16: Einfluss des FXR Agonisten GW4064 auf die IFN-a-induzierte MxA-Expression

NTCP-HepG2 Zellen wurden fiir 6 h mit den angegebenen Konzentrationen des FXR Agonisten GW4064
inkubiert und anschlieBend fiir 20 h mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. Die Zelllysate wurden wie oben
beschrieben fiir die Detektion von MxA und GAPDH verwendet.

Im Gegensatz zu Betain hatten andere Osmolyte wie Taurin (5 mM) oder Myoinositol (5 mM)
keinen Einfluss auf die hyperosmotisch-bedingte Verminderung der MxA-Expression
(Abb. 3.17). Betain dient in der Zelle auch als Methylgruppen-Donor und ist der Ausldser fiir
die Reaktion von Homozystein zu Methionin durch die Betain-Homozystein-
Methyltransferase (BHMT). Im folgenden Schritt wird Methionin durch die Methionin-
Adenosyl-Transferase (MAT) zu S-Adenosylmethionin (SAM) umgewandelt, wobei
Magnesium und Adenosintriphosphat (ATP) als Co-Faktoren dienen [151-155]. Eine 12 h
Vorinkubation mit verschiedenen Konzentrationen an SAM (100 uM/ 300 uM/ 1 mM/ 2 mM/
5 mM) stellte die herabregulierte MxA-Expression jedoch nicht wieder her (Abb. 3.17 und
Tab. 3.1). Ebenso hatte Methionin keinen Einfluss auf die Protein-Expression von MxA (Tab.
3.1).

50



3. Ergebnisse

Ioyqryuy-g osedse) AUNS MINA-ALAT-Z
IoqIyuy-¢ osedse) AT 0¢ MNA-AATA-Z
ZUepIxonuy INT 00 /INM 00T /I 0S X0[o.1 ],
1K[0wsO JALES urneJ,
Jouo( uaddnIn-[AyIo]N | INW G /INW T /INW T /INT 00€ /N 001 INVS
wavwS €4 ToA T0MqIyU] AT 01 €70077dS
[N oA 10uqIyu] AT 01 650860dd
J0)1qIquI-9seleydsoyJ-uruodiy |, /~urig WU 02 anesurepeyQ
ZUepIxonuy NW O URISAI-[-[A3998-N
1K[owsO NW S [0}ISOUIOATA]
JO)IQIYUI-USWOSLI)0IJ NUEY4 €ION

UIPIIM J739sa3Wn V'S
nz J LV 3w Sunydnupo A yonp uuesy AW G /INW T /INT 006 UTUHOTYIIA
D 9seury] u1djo1d 1op I0yqryuy AT 01 9L699D
J0JIQIYU]-9SBUTS-UISOIA [, WM 01 UI9)SAuUdN)
Zueprxonuy WM oc | reren uydagedoqedidy
MIQIPIXO Urejod Nz 9[[9Z 19p Ul PIIA INW Q] / INW G /INW | pLIo[yduIoy)
Jo)qryur-osereydsoyJ-uruody |, /~uLog Nu ¢ Vv uInas[e)
3unionesuy UI[BWOSOSA] JOP JONqQIYU] T 0ST V uniAwoqyeyqg
9sepIXQ HAAVN 9P J031qryu] N 00€ utuidody
uonpuny ‘3JeyIsudsiy UuonNB.INUIZUOY zue)sqns

UoISSIdX T VXJA] UINZNPUI-0-N ] I19P U0 E[NSIIQRII I[APIULIIA-YISHowS01ddAY 31p Jne POJJF UdUI UYO WAIOQIYU] :T°€ PqeL

51



3. Ergebnisse
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Abb. 3.17: Einfluss von Betain, Taurin, Myoinositol und SAM auf die herabregulierte MxA-Expression
HepG2 Zellen wurden fiir 12 h mit den Osmolyten Betain, Taurin, Myoinositol (je 5 mM) oder dem Methyl-
Gruppen Donor S-Adenosylmethionin (SAM) (ImM) vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
normoosmotischem (305 mosmol/L) oder hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium fiir 6 h kultiviert und
danach mit 1500 U/ml IFN-a fiir weitere 20 h stimuliert. 60 ug Gesamt-Protein wurden mit Hilfe des Western
Blots auf die Expression von MxA und GAPDH analysiert.

3.2.2 Molekulare Mechanismen der hyperosmotisch-induzierten Inhibition der MxA-

Transkription

Um den inhibierenden Effekt von hyperosmotischem Stress oder Gallensduren auf die IFN-a-
induzierte MxA-Expression ndher zu charakterisieren, wurden Studien mit verschiedenen
Inhibitoren durchgefiihrt. Wegen der zahlreichen Versuchsanséitze wurden diese Substanzen
nur unter dem Einfluss von hyperosmotischem Stress untersucht. Zundchst wurde die
Beteiligung der lysosomalen und proteasomalen Proteolyse analysiert. Bafilomycin A (250
nM) inhibiert die lysosomale Ansduerung und somit die lysosomale Degradation. Die Rolle
des Proteasoms wurde durch Verwendung des spezifischen Inhibitors MG132 untersucht.
Beide Inhibitoren hatten keinen Einfluss auf die hyperosmotisch-induzierte Abnahme der
MxA-Expression (Tab. 3.1). Im Fall fiir die IL-6-induzierte STAT3 Inhibition durch
Gallensduren wurde eine Caspase 3-abhingige Spaltung des gpl130 Rezeptors identifiziert
(vgl. 3.1). Caspase 3 oder 8 Inhibitoren modulierten jedoch nicht die IFN-a-induzierte MxA-

Expression. Hyperosmolaritit und Gallensduren induzieren iliber die NADPH Oxidase
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oxidativen Stress [94, 131]. Allerdings hatten weder die Inhibition der NADPH Oxidase
durch Apocynin noch die Inkubation mit Antioxidantien wie Trolox, N-acetyl-l-cystein
(NAC) oder Epigallocatechin gallat (EGCG) einen Einfluss auf die hyperosmotisch-induzierte
Abnahme der MxA-Expression. Eine Inhibition der MAPK wie ERK 1/2 oder der p38MA™%,
die in die Signaltransduktion von Gallensduren und Hyperosmolaritdt involviert sind, durch
die spezfischen Inhibitoren PD098059 oder SB220025 hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die
MxA-Expression. Alle verwendeten Inhibitoren sind in Tab. 3.1 vollstindig unter Angabe der
eingesetzten Konzentrationen aufgelistet.

Als néchstes wurde die Expression der MxA-mRNA unter hyperosmotischen
Bedingungen analysiert. Dazu wurden die mRNA-Level der MxA-Expression in einer RT-
PCR néher untersucht. HepG2 Zellen wurden mit 305 mosmol/L oder 405 mosmol/L fiir 6 h
kultiviert und anschlieBend mit 1500 U/ml IFN-o stimuliert. Nach 12 h Inkubationszeit
wurden die Zellen fiir eine RNA-Préparation lysiert und mittels RT-PCR analysiert. In Abb.
3.18 ist gezeigt, dass die Inkubation mit 405 mosmol/L. die mRNA von MxA um ca. 30 %

signifikant im Vergleich zu normoosmotischen Bedingungen reduzierte.
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Abb. 3.18: Einfluss von hyperosmotischem Stress auf die IFN-a-induzierte MxA-mRNA

HepG2 Zellen wurden fiir 6 h mit 305 mosmol/L oder 405 mosmol/L vorinkubiert und nachfolgend fiir 12 h mit
IFN-a (1500 U/ml) stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, es wurde eine RNA-Priparation
durchgefiihrt und in einer RT-PCR die mRNA-Level fiir MxA und HPRT1 (als endogene Kontrolle) analysiert.
Semi-quantitative mRNA-Level wurden mit Hilfe der AACT Methode berechnet [133-135]. Dargestellt sind die
relativen mRNA-Level in Relation zur IFN-a stimulierten Kontrolle unter normoosmotischen Bedingungen, die
als 100 % gesetzt wurde. Mittelwerte £ SEM; n = 3; * signifikant unterschiedliche Expression (p < 0,05).
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Um einen destabilisierenden Effekt von hyperosmotischem Stress auf die MxA-mRNA
auszuschlieBen, wurden Experimente mit dem Transkriptions-Inhibitor Aktinomyzin D
durchgefiihrt (Abb. 3.19). Zunichst wurde IFN-a (1500 U/ml) fiir 14 h vorinkubiert, um ein
gleichmidBiges Level an MxA-mRNA zu induzieren. Dann wurden die Osmolarititen von
305 mosmol/L und 405 mosmol/L durch die Zugabe einer definierten Menge an NaCl
eingestellt, gleichzeitig Aktinomyzin D (5pg/ml) zugegeben und fiir die angegebenen
Zeitpunkte inkubiert. Erwartungsgemidl nahm die MxA-mRNA durch die Inkubation mit
Aktinomyzin D signifikant ab. Auch eine Osmolaritdt von 405 mosmol/L alleine reduzierte
die MXA-mRNA um ein &dhnliches MaBl wie Aktinomyzin D. Die Kombination von
Aktinomyzin D und 405 mosmol/L hatte jedoch keinen synergistischen Effekt auf die
Abnahme der MxA-mRNA. Daher scheint als Ursache fiir die reduzierte MxA-Expression

eher eine inhibierte Transkription als eine vermehrte Destabilisierung der mRNA in Frage zu

kommen.
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Abb. 3.19: Einfluss von hyperosmotischem Stress auf die IFN-a-induzierte MxA-mRNA

HepG2 Zellen wurden fiir 12 h mit IFN-a (1500 U/ml) vorinkubiert. Danach wurden die Zellen mit
305 mosmol/L oder 405 mosmol/L und 5 pg/ml Aktinomyzin D zeitgleich fiir die entsprechenden Zeitpunkte
inkubiert und nachfolgend fiir eine RNA-Préparation lysiert. In einer RT-PCR wurden die mRNA-Level fiir
MxA und HPRTI (als endogene Kontrolle) analysiert. Semi-quantitative mRNA-Level wurden mit Hilfe der
AACT Methode berechnet [133-135]. Dargestellt sind die relativen mRNA-Level in Relation zur IFN-a
stimulierten Kontrolle unter normoosmotischen Bedingungen (305 mosmol/L) zum Zeitpunkt 30 min, die als
100 % gesetzt wurde. Mittelwerte £ SEM; n = 4; * Relative MxA mRNA-Level zeigen signifikante Unterschiede
(p <0,05) zu den IFN-a-stimulierten Kontrollen unter normoosmotischen Bedingungen.
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Abb. 3.20: Einfluss von Betain auf die durch hyperosmotischen Stress oder Aktinomyzin D bedingte IFN-
o-induzierte MxA-mRNA

HepG2 Zellen wurden fiir 12 h mit 5 mM Betain préinkubiert und anschlieBend fiir 12 h mit IFN-a (1500 U/ml)
stimuliert. Danach erfolgt eine Inkubation mit 5 pg/ml Aktinomyzin D (A) oder mit 405 mosmol/l (B) fiir 8 h.
Die Zellen wurden lysiert und fiir eine RT-PCR die RNA-Extrakte generiert. Fiir die RT-PCR wurden
spezifische Primer fiir humanes MxA und fiir humanes HPRT1 (als endogene Kontrolle) verwendet. Dargestellt
sind jeweils die relativen mRNA-Level in Relation zur IFN-a stimulierten Kontrolle unter normoosmotischen
Bedingungen (305 mosmol/L), die als 100% gesetzt wurde. Mittelwerte £ SEM; n = 4; * Relative MXxA mRNA-
Level zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zu der IFN-a-stimulierten Kontrolle unter normoosmotischen

Bedingungen.

Nun wurde tiberpriift, ob Betain einen stabilisierenden Effekt auf die MxA-mRNA hatte oder
die Transkription steigerte. Fiir diese Untersuchung wurden HepG2 Zellen nach einer 12 h
Vorinkubation mit 5 mM Betain zusitzlich mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 8 h mit dem Transkriptions-Inhibitor Aktinomyzin D (Abb. 3.20 A)
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oder hyperosmotischem Medium (405 mosmol/L) (Abb. 3.20 B) inkubiert. Die mRNA von
MxA war nach der Inkubation mit Aktinomyzin D oder 405 mosmol/L. wie oben beschrieben
(Abb. 3.18 und 3.19) um ca. 30 % reduziert. Eine Vorinkubation mit Betain hatte hierbei in
beiden Fillen keinen Einfluss auf die MxA-mRNA.

3.2.3 Einfluss pro-apoptotischer Stimuli auf die IFN-o-induzierte STAT1/2
Phosphorylierung

Um den molekularen Mechanismus, der der reduzierten Transkription von MxA zu Grunde
liegt, zu identifizieren, wurde die Phosphorylierung der STAT-Elemente analysiert. Abb. 3.21
zeigt die durch IFN-o-induzierte Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren STATI
(Tyr"") und STAT2 (Tyr*") nach 20 min Inkubation mit 1500 U/ml IFN-a in HepG2 Zellen.
Eine Vorinkubation mit hyperosmotischem Medium (405 mosmol/L oder 505 mosmol/L) fiir
6 h inhibierte die STAT1- und STAT2-Phosphorylierung. Betain konnte die Expression des
[FN-a-induzierten MxA-Proteins wiederherstellen, war aber nicht in der Lage, die

Phosphorylierung unter hyperosmotischen Bedingungen wiederherzustellen.

305 mosmol/L + IFN-a + Betain
405 mosmol/L + IFN-a + Betain
505 mosmol/L + IFN-a + Betain
305 mosmol/L + Betain

305 mosmol/L + IFN-a
405 mosmol/L + IFN-a
505 mosmol/L + IFN-a
405 mosmol/L + Betain
505 mosmol/L + Betain

305 mosmol/L
405 mosmol/L
505 mosmol/L

P-STAT 1 (Tyr ")

m;. STAT 1 Expression

1 et Aake P-STAT?2 (Tyr %)

Abb. 3.21: Einfluss von hyperosmotischem Stress und Betain auf die IFN-a-induzierte STAT1 und STAT2
Phosphorylierung

HepG2 Zellen wurden nach einer Priainkubation mit 5 mM Betain fiir 12 h unter den angegebenen Osmolarititen
flir 6 h kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20 min mit IFN-a (1500 U/ml) stimuliert. Die
Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 wurde mittels Western-Blot und phosphospezifischer Antikdrper mit
Spezifitit fiir phosphoryliertes STAT1 (Tyr™®') und phosphoryliertes STAT2 (Tyr*°) visualisiert. Ebenfalls
wurde die Expression von STAT1 detektiert.
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In NTCP-transfezierten HepG2 Zellen inhibierte eine Vorinkubation fiir 6 h mit den pro-

apoptotischen Gallensduren GCDC oder TCDC (je 300uM) ebenfalls die IFN-o-induzierte

701

Phosphorylierung von STAT1 (Tyr™). Betain war auch hier nicht in der Lage, die

Phosphorylierung von STAT1 wiederherzustellen (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Einfluss der Gallenséiuren GCDC/ TCDC auf die IFN-a-induzierte STAT1-Phosphorylierung.

NTCP-HepG2 Zellen wurden fiir 12 h mit 5 mM Betain und anschlieend weitere 6 h mit den pro-apoptotischen
Gallenséuren TCDC (A) oder GCDC (B) (je 300uM) inkubiert. Wenn angegeben, wurden die Zellen fiir 20 min
mit 1500 U/ml IFN-a stimuliert. 60 pg Protein vom Zelllysat wurden elektrophoretisch in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Spezifische Antikorper gegen STATI1 oder

phosphoryliertes STAT1 (Tyr’"") dienten der Detektion.

Um die Ursache fiir die inhibierte Transkription aufzudecken, wurde - wie fiir die
Rezeptoruntereinheit gpl130 des IL-6 Signalweges gezeigt (vgl. 3.1.3) - eine Spaltung des
Rezeptors IFNAR1 oder IFNAR2 vermutet. Der IFNAR2 enthédlt in seiner
Aminoséuresequenz wie gpl30 potentielle Spaltmotive fiir die Caspase 3. Um fiir mdgliche
folgende mutagene Analysen zwischen dem Wildtyp und den mutierten Formen des
Rezeptors IFNAR2 unterscheiden zu konnen, wurde das Konstrukt [IFNAR2-HA verwendet.
Dieser besteht aus dem kompletten Protein IFNAR2 und ist carboxyterminal an ein
Hamagglutinin (HA)-tag fusioniert. Der Rezeptor konnte so mit spezifischen Antikérpern
gegen das HA-tag detektiert werden. Das Konstrukt IFNAR2-HA wurde zunichst wegen der
hohen Transfektionseffizienz in NIH-3T3 Zellen transfeziert und konnte im Western Blot
sowie in der Immunzytochemie detektiert werden (Abb. 3.23). Staurosporin induziert in NIH-
3T3 Zellen eine Apoptose [149]. Eine Stimulation dieser Zellen mit Staurosporin regulierte
die Expression von IFNAR2-HA herab (Abb. 3.23 B). Folgend wurden Lysate der mit
IFNAR2-HA transfezierten NIH-3T3 Zellen, wie unter 2.2.5 beschrieben, mit aktiver
Caspase 3 inkubiert. Diese Inkubation fiihrte ebenfalls zu einer Herabregulation des IFNAR2-
HA (Abb. 3.23 C). In beiden Experimenten wurde kein Spaltprodukt detektiert. Bei néherer

Sequenz-Analyse der 9 Aminosduren des HA-tag zeigte sich auch hier ein potentielles
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Spaltmotiv fiir die Caspase 3: YPYDVPDYA. Zeitgleich erschien in Nature Methods eine
ausfiihrliche Beschreibung iiber Caspase 3/7-abhédngiges Cleavage des HA-tag [156].
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Abb. 3.23: Caspase 3-vermittelte Degradation von IFNAR2-HA

NIH-3T3 Zellen wurden mit dem Konstrukt IFNAR2-HA transfeziert und mit einem spezifischen Antikdrper
gegen das HA-tag und einem Cy3 gekoppeltem 2. Antikorper detektiert (A). Die Zellen wurden 6 h mit 1 pM
Staurosporin (STS) inkubiert, 60 pg Protein vom Zelllysat elektrophoretisch in einer SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Spezifische Antikorper gegen das HA-tag oder GAPDH (als
Beladungskontrolle) dienten der Detektion (B). Die transfezierten Zelllysate wurden mit rekombinanter aktiver
Caspase 3 fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion wurden die Reaktionsansitze im Western Blot
mit spezifischen Antikérpern gegen das HA-tag detektiert. Die Expression von GAPDH diente als
Beladungskontrolle (C).

Daraufhin wurde die Expression von IFNAR2 mit direkten Antikdrpern gegen die Rezeptoren
IFNARI und IFNAR?2 analysiert. In Abb. 3.24 ist die Expression der Rezeptoren IFNAR1
und IFNAR2 im Western-Blot nach einer 26 h Inkubation mit der Gallensdure TCDC
(300 uM) in NTCP-transfezierten HepG2 Zellen oder 405 mosmol/L in HepG2 Zellen

gezeigt. Die Expression der Rezeptoruntereinheiten blieb unveréndert.

' . 405 mosmol/L
TCDC
Kontrolle
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Abb. 3.24: Einfluss von hyperosmotischem Stress und TCDC auf die IFNAR1- und IFNAR2-Expression
(A) HepG2 Zellen wurden unter normoosmotischen (305 mosmol/L) oder hyperosmotischen (405 mosmol/L)
Bedingungen fiir 24 h kultiviert. (B) NTCP-transfezierte HepG2 Zellen wurden unbehandelt gelassen (Kontrolle)
oder fiir 26 h mit 300 uM TCDC inkubiert. 60 pg des Gesamt-Protein-Extraktes wurde im Western Blot auf die
Expression der Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR?2 analysiert. GAPDH wurde als Beladungskontrolle detektiert.
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4. Diskussion

Diese Dissertation befasst sich mit der Beeinflussung der hepatoprotektiv wirkenden
Signalwege IL-6 und IFN-a durch pro-apoptotische Stimuli. Der erste Teil dieser Arbeit
erortert die Modulation des IL-6 Signalweges und der Abschnitt 4.2 geht ndher auf den IFN-a

Signalweg ein.

4.1 Caspase-abhiangige Modulation des IL-6 Signalweges

Ziel dieser Arbeit war unter anderem, den molekularen Mechanismus fiir die Herabregulation
von gp130 und die damit verbundene Hemmung der Phosphorylierung von STAT3 und SHP2
zu identifizieren. Wie verschiedene in vitro und in vivo Studien zeigten, ist die gpl130-
vermittelte Signaltransduktion als Antwort auf IL-6-Typ Zytokine fiir die Leberregeneration
und hepatoprotektive Mechanismen von grofler Bedeutung [5, 16-23]. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Expression von gpl30 durch pro-apoptotische Stimuli wie hydrophobe
Gallensduren, CDO95L und hyperosmotischen Stress herabreguliert wird. Diese
Herabregulation der signalweiterleitenden Rezeptoruntereinheit Kkorrelierte mit einer
Hemmung der STAT3- und SHP2-Phosphorylierung in Anwesenheit von CD95L. Da die
gp130-mRNA-Level unter CD95L- und GCDC-Stimulation unverindert blieben, wurde ein
vermehrter Abbau des Rezeptors gpl130 auf Proteinebene in Betracht gezogen. Es fiel auf,
dass nur Caspase-induzierende Stimuli eine Herabregulation des IL-6 Signals vermittelten.
Diese Annahme fand Bestétigung in der Beobachtung, dass die Inhibition der Caspasen 3 und
8 die Expression des Rezeptors gp130 und die IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3
und SHP2 unter CD95L-Stimulation wiederherstellten. In einem in vitro Caspase-Assay
wurde belegt, dass die Zugabe von rekombinanter, aktiver Caspase 3 zu Zelllysaten von
priméren Rattenhepatozyten zu einer kompletten Spaltung des Rezeptors gp130 fiihrte. Nach
einer Aminosdurensequenz-Analyse fand sich in der intrazytoplasmatischen Domédne des
humanen gp130 Rezeptors zwischen den Aminosduren 800-806 ein potentielles Spaltmotiv
der Caspase 3: DHVDGGD (vgl. Abb. 4.1). Die Aminosiure-Sequenz DXXD zéhlt zu den
bevorzugten Spaltmotiven der Caspase 3, welches sich von dem typischen Spaltmotiv der
Caspase 8 LETD unterscheidet [157-159]. Diese Tatsache spricht nicht gegen die
Untersuchungen mit den Caspase 8-Inhibitoren, da die Inhibierung der Caspase 8 die CD95L-
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vermittelte Aktivierung der Caspase 8 und die damit verbundene Aktivierung der Caspase 3
verhindert.

Mutagene Analysen sollten dieses potentielle Spaltmotiv der Caspase 3 néher
charakterisieren. Der chimire Rezeptor Epo/gp130 wurde nach dem Austausch der
Aminosdure Aspartat durch Glutamat (AS 800-806: DHVDGGD zu AS 800-806:
DHVEGGD und AS 800-806: DHVEGGE) im Gegensatz zur Wildtypform nicht durch die
rekombinante aktive Caspase 3 degradiert, und das bei der Wildtypform detektierte Fragment
von 18 kDa wurde nicht mehr nachgewiesen. Dies spricht dafiir, dass die Caspase 3-
vermittelte Spaltung des Rezeptors in dem Motiv AS 800-806: DHVDGGD stattfindet und
zur Freisetzung eines Spaltproduktes von 18 kDa fiihrt. Diese Fragmentgrof3e stimmt auch mit
dem theoretisch abgeschitzten Molekulargewicht der 125 Aminoséduren des abgespaltenen C-
Terminus iiberein (1 Aminosdure entspricht ca. 110 Da: 125 x 110 Da = 14 kDa). In den
Zellkulturversuchen waren die beiden mutierten Formen von Epo/gpl130 (AS 800-806:
DHVEGGD und AS 800-806: DHVEGGE) groBtenteils resistent gegeniiber der Staurosporin-
oder GCDC-induzierten Herabregulation, allerdings konnte die IL-6-vermittelte
Phosphorylierung von STAT3 nicht wiederhergestellt werden.

Die Spaltung des Rezeptors gpl130 an dem identifizierten Spaltmotiv DHVDGGD
zwischen den Aminosduren 800 and 806 der zytoplasmatischen Domine von gp130 resultiert
in der Freisetzung eines C-terminalen 18 kDa Spaltproduktes. Da dieses Fragment nur in dem
in vitro Assay und nicht in den Zellkulturversuchen nachgewiesen werden konnte, wurde eine
weiterfilhrende Degradation dieses Fragmentes in der Zelle vermutet, die jedoch nicht ndher
untersucht wurde. Das Schicksal des groBeren N-terminalen Fragmentes von gpl130 blieb
ebenfalls ungeklért, da keine der verschiedenen verwendeten Antikorper fiir die Detektion der
N-terminalen Doméne von gp130 oder des Epo-Rezeptors in der Immunzytochemie oder im
Western Blot geeignet waren. Moglicherweise unterliegt die N-terminale Doméne von gp130
auch einer weiteren Degradation, die durch die Caspase-vermittelte Spaltung an dem hier
identifizierten Spaltmotiv von gpl130 zwischen den Positionen 800-806 initiiert werden
konnte.

Sollte nach dem Cleavage der trunkierte, membranstindige Rezeptor erhalten bleiben,
wiirden drei der vier distalen Tyrosin-Motive fehlen, die fiir die Rekrutierung der STAT-
Faktoren essentiell sind (Tyr767, Tyr814, Tyrgos, Tyrgls) [2, 3], welches die reduzierte STAT-
Phosphorylierung in Gegenwart von CD95-Ligand- oder GCDC erklidren wiirde. Die IL-6-
induzierte Phosphorylierung der SHP2 ist ebenfalls durch CD95-Ligand inhibiert. SHP2

759

bindet gpl30 an dem Tyr™ [32], welches nach der Spaltung an dem N-terminalen,
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membranstindigen Teil des Rezeptors verbleiben wiirde. Diese Tatsache legt nahe, dass die
CD95-Ligand-vermittelte Caspase-abhingige Degradierung des gpl130 Rezeptors in einem
kompletten Funktionsverlust der Signalweiterleitung von gpl130 resultiert. Dies konnte
einerseits durch weitere inhibierende Mechanismen oder durch einen weiteren Protein-Abbau
des Rezeptors gp130 zu erkldren sein (vgl. oben). Die CD95-Ligand-vermittelte Hemmung
der STAT3-Aktivierung scheint jedoch alleinig durch Caspasen vermittelt zu sein, da die
Inhibition der gp130 Herabregulation durch Caspase-Inhibitoren die IL-6-vermittelte STAT3-
Phosphorylierung (Tyr’®) wiederherstellt [147]. Im Gegensatz dazu wurde bei den Caspase-
Inhibitor-Studien  unter  Gallensduren-Stimulation zwar die gpl30  Expression
wiederhergestellt jedoch nicht die Phosphorylierung von STAT3 (Tyr'®) [1]. Demzufolge
bestehen bei der Inhibition der IL-6-induzierten STAT3-Aktivierung durch Gallenséuren noch
weitere Mechanismen. So wurde z.B. gezeigt, dass die Hemmung der p38M*™ die GCDC-
induzierte Unterdriickung der STAT3 (Tyr'") Phosphorylierung teilweise wieder aufhebt,

MAPK
8

ohne die gp130 Expression zu beeinflussen. Dies ldsst eine Mitwirkung der p3 an der

GCDC-induzierten Inhibition der STAT3-Aktivierung vermuten [1].

gp130

Zytosol Y683

Y759
Y767

800-806: DHVDGGD
Y814

Y905
Y915

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Rezeptors gp130, des zytoplasmatisch gelegenen Spaltmotives und
der entscheidenden Tyrosinreste fiir die Aktivierung der Jak/STAT-Signalkaskade. Nihere
Erliuterungen im Text.
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Fiir eine Reihe von Faktoren, wie TNF-a, LPS und IL-1P ist belegt, dass sie die IL-6-
vermittelte Aktivierung von STAT3 via Aktivierung der p38™4** unterdriicken [55, 56, 162].
Insbesondere fiir TNF-o. und zum Teil auch fiir LPS wurde belegt, dass sie p38™*™ -abhingig
parallel zur Hemmung der STAT3-Aktivierung auch die Expression von SOCS3 induzieren.
Da SOCS3 ein potenter Inhibitor der STAT3-Aktivierung ist, liegt hier eine funktionelle
Verbindung nahe. Die hydrophobe Gallensdure GCDC wie auch CD95-Ligand fiihren jedoch
zu keinem signifikantem Anstieg der SOCS3-mRNA-Expression in Hepatozyten [1, 147].
Dies schliefit SOCS3 als Erklarung fiir die GCDC- oder CD95-Ligand-induzierte Hemmung
der STAT3-Aktivierung aus.

Einige Plasma-Membran-Rezeptoren sind bekannte Substrate fiir Caspasen, wie z. B. die
Rezeptoren fiir EGF, TNF-a oder einige Mitglieder sogenannter dependence receptors [66,
67, 142, 160, 161]. Wie die vorliegende Arbeit belegt, wird auch gp130 Caspase 3-abhidngig
gespalten. Der Rezeptor ist ein essentielles Signalelement fiir die Mitglieder der IL-6-Typ
Zytokine, sodass die Caspase-abhidngige Degradation von gp130 zu einer zelluldren Resistenz
gegeniiber diesen Zytokinen fiihrt. Essentielle Signalwege der Zellen werden so unabhingig
von der eigentlichen Apoptose-Induktion gestort und vermitteln andere pathophysiologische
Effekte. Ebenfalls muss man bedenken, dass eine CD95-vermittelte Caspase-Aktivierung
auch ohne die Induktion der Apoptose stattfinden kann, wie z. B. fiir milden
hyperosmotischen Stress gezeigt wurde [115].

IL-6 besitzt eine Vielfalt an biologischen Wirkungen und ist an der Modulation der
Entziindung, der Immunregulation, der Hadmatopoese und der Onkogenese beteiligt. In
Hepatozyten induziert IL-6 die Synthese und Sekretion von Akut-Phase-Proteinen (APP) vom
Typ2 und wirkt synergistisch mit IL-1 bei der Induktion von Typl APP (z.B. C-reaktives
Protein, Serum Amyloid A und P, Komplementfaktoren, Koagulierungsfaktoren,
Proteaseinhibitoren, metallbindende Proteine u.a.). Studien mit IL-6-Knockout-Médusen
verdeutlichen die Bedeutung von IL-6 fiir die hepatische Homdostase im Rahmen der
Inflammation. Sie zeigen eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber hepatotoxischen Reizen [16-18].
Es wurde z.B. beschrieben, dass sich IL-6-Knockout-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Tieren,
12 Wochen nach einer Gallengangsligation in einem fortgeschrittenerem Stadium der bilidren
Fibrose befinden, welches mit hoheren Serum-Bilirubin-Spiegeln sowie erhohter Mortalitét
einhergeht [16]. Hingegen ist die Bedeutung von IL-6 fiir die Leberregeneration umstritten.
Einerseits gilt IL-6 als positiver Ausloser der Hepatozyten-Proliferation und es wurde gezeigt,

dass die Leberregeneration in IL-6-defizienten Tieren nach partieller Hepatektomie stark
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vermindert ist [19]. Andererseits wurde gezeigt, dass IL-6 nach partieller Hepatektomie
protektive Signalwege induziert, ohne die Hepatozyten-Proliferation signifikant zu
beeinflussen. Eine Uberstimulation fiihrte sogar zur Inhibition der Hepatozyten-Proliferation
[21].

Die Rolle der gpl30-abhingigen Signalwege wurde in gpl130 Knockout-Miusen
untersucht. Diese zeigten nach IL-6- oder OSM-Stimulation eine blockierte STAT3
Aktivierung und verminderte Akut-Phase-Gen-Expression. Nach der Stimulation mit LPS
wiesen die Knockout-Tiere im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine verstirkte hepatozelluldre
Apoptose, einen erhohten TNF-a-Level im Serum und eine reduzierte NF-kappaB
Aktivierung in Hepatozyten auf. Diese Daten sprechen dafiir, dass gp130 essentiell an der
Akut-Phase-Regulation beteiligt ist und die hepatozelluldre Protektion nach LPS-Stimulation
fordert [22]. Nach einer Gallengangsligation (BDL) zeigten Wildtyp-Tiere erhohte Level an
IL-6, STAT3-Aktivierung und einen Anstieg des Akut-Phase-Proteins Serum-Amyloid-A
(SAA), welche in den gpl130 Knockout-Méusen gehemmt waren [23]. Die Inhibition der
gp130-abhingigen Signalwege resultierte nach der BDL in einer erhohten bakteriellen
Infektion, Leberschddigung und Mortalitdt. Wadhrend einer akuten oder chronischen
Cholestase ist das gpl130-System fiir die Kontrolle der Akut-Phase-Antwort essentiell. In
gp130 Knockout-Méusen ist ebenfalls der protektive Effekt des IL-6/gpl130-abhidngigen
Signalweges nach einer partiellen Hepatektomie gezeigt worden [20]. Die Stimulation mit
LPS fiihrte in diesen Tieren, sowie in IL-6 Knockout-Tieren nach einer partiellen
Hepatektomie zu einer erhdhten Mortalitdt und zu einer reduzierten DNA-Synthese sowie
einer hoheren Apoptose-Rate.

Es ist mehrfach gezeigt, dass STAT3 Signale libermittelt, die fiir die Proliferation und
das Uberleben von Zellen eine wichtige Rolle spielen konnen. STAT3 aktiviert unter anderem
Gene, die in die Kontrolle des Zellzyklus involviert sind, wie Zyklin D1, D2 und D3, und die
anti-apoptotisch wirken, wie c-myc, bcl-x1 oder bel [163].

Die Aktivierung der Caspase 3 im Rahmen einer Leberzellschidigung 16st nicht nur
pro-apoptotische Mechanismen aus, sondern konnte auch protektive Signalwege der Leber
durch die Degradation von gp130 und die Hemmung der STAT3-/ SHP2-Phosphorylierung
unterdriicken. Patienten mit cholestatischen Syndromen und einer Leberzirrhose haben haufig
eine geringe Kapazitit zur Leberregeneration. Erhohte Gallensduren-Konzentrationen sind
moglicherweise dafiir mitverantwortlich, indem sie den protektiven IL-6 Signalweg und so

die Leberregeneration und die Akut-Phase-Antwort inhibieren.
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Hepatozyten sind verschiedenen pro-apoptotischen Stimuli ausgesetzt. Die CD95L-
induzierte Apoptose in Hepatozyten [158, 159, 164-166] spielt hierbei eine bedeutende Rolle.
Patienten mit einer NASH (non-alcoholic steato-hepatitis) zeigen eine erhohte Expression
von CD95: das Ausmal} der Apoptose in Hepatozyten korreliert hier mit dem Schweregrad
der Erkrankung. Gleichermallen zeigen Lebergewebe von HCV-infizierten Patienten oder von
Patienten mit chronischem Alkoholkonsum eine verstirkte CD95-Expression und eine
CD95L-induzierte Apoptose. Ebenfalls wurde hier eine erhdhte Caspase-Aktivitit gefunden
[165, 166]. Es liegt somit nahe, dass die Caspase-Aktivierung die IL-6-induzierten
hepatoprotektiven Effekte iiber einen vermehrten Abbau von gpl130 modulieren und eine

Hepatotoxizitit triggern konnte.
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4.2 Einfluss von pro-apoptotischen Stimuli und Betain auf die antivirale Antwort

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Beeinflussung des IFN-a Signalweges durch
pro-apoptotische Stimuli. IFN sind pleiotrope Zytokine, die antiviral, immunmodulatorisch
und antiproliferativ wirken. Sie werden im Rahmen einer chronischen HCV-Infektion als
Standardtherapie in Kombination mit Ribavirin eingesetzt. Da Patienten mit erhdhten
Gallensédurenspiegeln schlechter auf die IFN-o/ Ribavirin-Kombinationstherapie ansprechen,
ist es von grofler Bedeutung, die Frage zu kldren, ob Gallensduren oder hyperosmotischer
Stress, der bereits unter einer milden Hypernatridmie im klinischen Alltag auftritt, eine IFN-a

Resistenz bedingen.

Diese Arbeit belegt, dass pro-apoptotische Gallensduren und Hyperosmolaritit eine
IFN-a Resistenz auf der Ebene der STATI1 (Tyr’®")/ STAT2 (Tyr*’) Phosphorylierung
bedingen und so die Induktion der antiviralen Proteine MxA und PKR hemmen. Die
Herabregulation der MxA-Expression unter hyperosmotischen Bedingungen erfolgte auf
Ebene der mRNA. Da die Phosphorylierung von STAT1/2 durch hyperosmotischen Stress
unterdriickt war, wurde der Abfall der MxA-mRNA auf eine supprimierte Transkription
zuriickgefiihrt und nicht auf eine Destabilisierung der mRNA, wie es fiir die BHMT unter
hyperosmotischen Bedingungen gezeigt ist [167]. Hyperosmotischer Stress und pro-
apoptotische Gallensduren induzieren in Hepatozyten, vermittelt durch die NADPH Oxidase,
eine rasche Produktion von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) [94, 131]. Die Reduktion an
zellulirem ROS durch den Einsatz von diversen Antioxidantien oder Inhibition der NADPH
Oxidase (vgl. Tabelle 3.1) konnte die MxA-Expression in Gegenwart von hyperosmotischem
Stress nicht wiederherstellen. Auch die Hemmung des Lysosoms mit Bafilomycin A, welches
die lysosomale Degradation blockiert, war ebenfalls nicht suffizient, um die MxA-Expression
wiederherzustellen. Der Inhibitor der proteasomalen Degradation MG132 zeigte ebenfalls
keinen Effekt (vgl. Tabelle 3.1).

Wie im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben, fiihrte die durch Gallensduren- oder
CDO95L-induzierte Apoptose zu einer Caspase-vermittelten Spaltung der IL-6-
signalvermittelnden Rezeptoruntereinheit gp130. Jedoch ist die durch Gallenséduren oder
Hyperosmolaritit induzierte Reduktion der IFN-a-induzierten MxA-Expression und STAT1/2
Phosphorylierung nicht auf eine verminderte Expression der Rezeptoruntereinheiten IFNAR1

und IFNAR2 zuriickzufiihren. Zudem hatten Caspase-Inhibitoren keinen Einfluss auf die
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MxA-Expression. Die Jak/STAT-Signaltransduktion wird durch verschiedene Proteine wie
z.B. SOCS1/3, SHP2, PIAS oder verschiedene Phosphatasen wie die MAPK Phosphatase-1
(MKP-1) und die T-Zellen Protein Tyrosin Phosphatase (TC-PTP) gehemmt (vgl. Einleitung
unter 1.5). Experimente legen nahe, dass hyperosmotisch-induzierter Stress und Gallenséuren
eine Aktivierung oder Expression von verschiedenen Phosphatasen wie MKP-1 [168] und
SHP2 [169] induzieren, welche unter verschiedenen experimentellen Bedingungen zu einer
Inhibition der STAT1 Aktivierung fiihren kénnen [170, 171]. Im Rahmen unserer
experimentellen Bedingungen hatten verschiedene Serin-/Threonin-Phosphatase-Inhibitoren
in Gegenwart von hyperosmotischem Stress jedoch keinen Einfluss auf die MxA-Expression.

Die Frage, ob Gallensduren, die wihrend einer Lebererkrankung akkumulieren, oder
eine moderate Hyperosmolaritit, wie sie unter einer milden Hypernatridmie gefunden wird,
eine IFN-a Resistenz begiinstigen, ist von grofer klinischer Bedeutung. Die Kombinations-
Therapie bestehend aus IFN-o und Ribavirin wird als Standard-Therapie bei HCV-Infektionen
angewendet. Es ist bekannt, dass HCV-Proteine die IFN-Antwort modulieren, indem sie die
Expression, Aktivierung oder nukleédre Translokation und DNA-Anbindung von STAT1 und/
oder des ISGF3 Komplexes storen. Des Weiteren interferieren HCV-Proteine direkt mit der
Aktivitit der antiviralen Proteine PKR und OAS. Es wurde gezeigt, dass auch verschiedene
Patienten-abhéngige Faktoren die Erfolgsrate dieser Therapie beeinflussen: so korreliert die
Erfolgsrate der IFN-Therapie negativ mit den Gallensdurenspiegeln im Serum [172, 173] und
Patienten mit einer fortgeschrittenen Leberzirrhose sprechen schlechter auf diese Therapie an
[174]. Da diese Patienten erhohte Gallensdurenspiegel im Serum aufweisen, erscheint eine
Modulation der IFN-Antwort durch Gallensduren prinzipiell moglich. Fiir Gallensduren
wurde gezeigt, dass sie die IFN-induzierte Expression von antiviralen Proteinen in
Leberzellen [175], natiirlichen Killerzellen [176] und Lymphozyten [177] hemmen und die
Hepatitis C Virus Replikation und HBV DNA-Synthese steigern [178, 179]. Der nukledre
Gallensduren-Rezeptor farnesoid x receptor (FXR) scheint dabei fiir die vermehrte
Replikation von HCV/HBV durch Gallensduren eine Rolle zu spielen, wobei der molekulare
Mechanismen noch ungeklart ist. In unseren Experimenten hatte jedoch der FXR Agonist
GW4064 keinen modulierenden Effekt auf die IFN-a-induzierte MxA-Expression.

Betain ist ein Trimethylglyzin mit einem positiv geladenen Ammonium und drei
Methyl-Gruppen und vermittelt iiber verschiedene Mechanismen diverse hepatoprotektive
Effekte [121, 122, 127, 180]. Es ist ein bekanntes Osmolyt, agiert als Methylgruppen-Donor

oder als Chaperon und besitzt Protein-stabilisierende Eigenschaften [122, 180]. In dieser
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Arbeit stellte Betain die IFN-a-induzierte MxA-Protein-Expression in Gegenwart der
Gallenséduren GCDC/ TCDC oder im Rahmen von hyperosmotischem Stress wieder her.

Fiir Betain und S-Adenosylmethionin (SAM), ein Produkt des Methionin-
Metabolismus und einem wichtigen Methylgruppen-Donor, wurde gezeigt, dass sie die HCV
induzierte Unterdriickung des IFN-a Signals in vitro wiederherstellen [181]. Dabei wurde eine
Methylierung von STAT1 in Gegenwart von Betain oder SAM identifiziert, welche eine
verstérkte transkriptionelle Aktivitdt vermittelte. In der vorliegenden Arbeit hatte SAM jedoch
keinen Effekt auf die durch Hyperosmolaritit vermittelte Inhibition der IFN-o-induzierten
MxA-Expression.

Der Einfluss von Betain fiihrte jedoch nicht zu einer Wiederherstellung der IFN-a-
induzierten Phosphorylierung von STAT1/2. Da Betain auch die herabregulierte MxA-mRNA
unter hyperosmotischen Bedingungen nicht steigern konnte, ist ein posttranslationeller
Wirkmechanismus fiir Betain anzunehmen. Da Betain als Chaperon wirken kann, wire eine
stabilisierende Wirkung von Betain auf das Protein MxA, wie es fiir die bovine ribonuclease
A (RNAse A) [182] oder das myosin subfragment-1 [183] gezeigt wurde, denkbar.
Andererseits wurde dargelegt, dass Osmolyte die Sekundir- und Tertidr-Struktur der RNA in
vitro beeinflussen [184]. Betain konnte daher auch die tRNA stabilisieren, wie es fiir
trimethylamin N-oxid [185] oder die Stabilitit der humanen Telomerase RNA U177
pseudoknot und die p2b Haarnadelstruktur gezeigt wurde, und dadurch die Translation des
MxA-Proteins steigern, um so die reduzierte MxA-mRNA zu kompensieren. Um den
molekularen Wirkmechanismus von Betain aufkldren 2zu konnen, sind welitere
Untersuchungen erforderlich.

Die Standard-Therapie von IFN-a und Ribavirin mit Betain zu erginzen, konnte
moglicherweise die Erfolgsrate der Therapie bei chronisch HCV infizierten Patienten steigern,
zudem belegen klinische Studien bei NASH-Patienten keine signifikanten Nebenwirkungen

fiir eine Betain-Therapie [186, 187].
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung der inhibierenden Wirkung von pro-apoptotischen Stimuli
(beispielhaft fiir GCDC) auf die Signaltransduktionswege von IL-6 und IFN-o.
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5. Zusammenfassung

Die IL-6 und IFN-a Signalwege stellen Schliisselelemente der Immunabwehr dar und gelten
als wichtige protektive Mechanismen der Leber. Bei vielen Lebererkrankungen sind IL-6 oder
IFN-a stimulierte Zellen einer Reihe pro-apoptotischer Stimuli ausgesetzt, wie z.B. erh6hten
Gallensédurenspiegel, hyperosmotischem Stress oder CD95-Ligand, wobei es zu einem
Crosstalk der verschiedenen Signalelemente kommen kann. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die Modulation der IL-6 und IFN-a Signalwege durch pro-apoptotische Stimuli
untersucht.

Die Stimulation von Hepatozyten mit pro-apoptotischen Gallensduren oder dem
CD95-Ligand induziert eine Aktivierung der Caspasen-Kaskade und fiihrt zu einer
Inhibierung der IL-6 Signaltransduktion. Diese Arbeit belegt die Caspase 3-vermittelte
Spaltung des IL-6 signalweiterleitenden Rezeptors gp130, sodass die IL-6 Signaltransduktion
auf Ebene der STAT3 (Tyr”’) und SHP2 (Tyr’*®) Phosphorylierung inhibiert wird. Durch
eingefiigte Punktmutationen in der Aminosiure-Sequenz 800-806: DHVDGGD des Rezeptors
Epo/gp130 wurde das Spaltmotiv der Rezeptoruntereinheit gpl130 identifiziert und die
Expression unter pro-apoptotischen Gallensduren wiederhergestellt.

Weiterhin belegt diese Arbeit die Inhibierung des IFN-a Signalweges durch pro-
apoptotische Gallensduren und hyperosmotischen Stress, indem sie eine Inhibition der
STATI (Tyr’*'y STAT2 (Tyr*®") Phosphorylierung vermitteln und eine verminderte
Expression der antiviralen Proteine MxA und PKR unter IFN-a Stimulation bewirken. Dies
konnte der molekulare Mechanismus fiir die Beobachtung sein, dass Patienten mit einer
chronischen HCV-Infektion wund erhdhten Gallensidurenspiegel schlechter auf die
Kombinationstherapie bestehend aus IFN-o und Ribavirin ansprechen. Die als Osmolyt,
Chaperon oder Methylgruppen-Donor agierende Trimethylamin-Verbindung Betain stellte die
Expression von MxA wieder her, wobei eine Modulation der STAT1/2-Phosphorylierung
oder der MxA-mRNA nicht erzielt wurde.

Diese Arbeit belegt, dass pro-apoptotische Einfliisse wie der CD95-Ligand,
hyperosmotischer Stress und hydrophobe Gallensduren die hepatoprotektiv wirkenden
Signalwege von IL-6 sowie IFN-a auf verschiedenen Ebenen inhibieren und so neben der

Apoptose-Induktion eine hepatozelluldre Schadigung vermitteln konnen.
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6. Summary

IL-6 and IFN-a are pleiotropic cytokines, which are involved in the modulation of acute phase
reaction, immune defense and mediate hepatoprotective effects in response to hepatotoxins. In
patients with chronic liver diseases, IL-6 and IFN-a stimulated cells are exposed to different
proapoptotic stimuli like bile acids, hyperosmotic stress or CD95-ligand so that a crosstalk of
the different signalling elements seems possible. This study analysis the modulation of 1L-6
and IFN-a signalling pathways by proapoptotic stimuli.

Incubation of hepatocytes with proapoptotic bile acids or CD95-ligand lead to
activation of caspases and downregulation of gpl130 expression, thereby inhibiting IL-6
induced STAT3 (Tyr”””) and SHP2 (Tyr’*®) phosphorylation. This study characterizes the
caspase 3 mediated cleavage of the human IL-6 signal-transducing subunit gpl130 and
identifies the caspase 3 cleavage site within position 800-806 (DHVDGGD) of its aminoacid
sequence. Introduction of point mutations into this motif by exchanging the aspartate residue
against glutamate restored the expression of the receptor in presence of proapoptotic bile acids
but did not modulate the IL-6 induced phosphorylation of STAT3 (Tyr”*’) and SHP2 (Tyr*°).

Furthermore this study shows that proapoptotic bile acids or hyperosmotic stress
inhibit IFN-o signalling by blocking STATI (Tyr’*')/ STAT2 (Tyr*") phosphorylation,
thereby reducing expression of the IFN-a induced antiviral proteins MxA and PKR. This
could be the molecular mechanism for the observation that patients with a chronic HCV
infection and increased bile acid concentrations response less well to the IFN-o/ ribavirin
combination therapy. Betaine is a well known osmolyte that acts as a chaperone or methyl
group donor, which restores expression of MxA. However, neither phosphorylation of
STATI1/2 nor reduced MxA-mRNA expression was affected by betaine so that a
posttranscriptional mechanism seems likely.

This study shows that proapoptotic conditions like CD95-ligand, hyperosmotic stress
or hydrophobic bile acids not only trigger proapoptotic pathways but also induce
hepatotoxicity by antagonizing the hepatoprotective signalling pathways of IL-6 and IFN-a.
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