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1 Einleitung 

1.1 Der Nuklearfaktor-kappa B (NF- B)

Bei NF- B handelt es sich um einen im Organismus ubiquitär vorkommenden 

pleiotropen Transkriptionsfaktor, der die Expression einer Vielzahl von Genen sowohl 

induzieren als auch inhibieren kann. Er wurde erstmals im Jahre 1986 in reifen B-

Lymphozyten als Transkriptionsfaktor identifiziert, welcher in der Enhancer-Region 

der Gene für die leichte Kette der Immunglobuline bindet.1, 2 Eine Reihe von 

verschiedenen extrazellulären und intrazellulären Stimuli können zur Aktivierung von 

NF- B führen. Dazu zählen vor allem die inflammatorischen Zytokine `Tumor 

necrosis factor alpha` (TNF ) und Interleukin (IL)-1 , bakterielle und virale 

Pathogene sowie z.B. durch UV Strahlung oder Sauerstoffradikale verursachter 

zellulärer Stress. Neben einer zentralen Stellung in der angeborenen und 

erworbenen Immunantwort, ist NF- B außerdem für viele weitere physiologische 

Prozesse, wie Apoptose, Proliferation, zelluläre Stressantwort, Differenzierung und 

Zelladhäsion, von Bedeutung.3, 4

1.1.1 Die NF- B/Rel-Proteinfamilie

Hinter dem Begriff NF- B verbirgt sich nicht ein einzelnes Protein, sondern eine 

Gruppe von Homo- und Heterodimeren, die sich aus den fünf verschiedenen NF- B

/Rel-Proteinen zusammensetzen. Die Familie der NF- B/Rel-Proteine umfasst in 

Säugetieren folgende Mitglieder: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/p52 (NF- B-2) und

p105/p50 (NF- B-1), welche durch die Gene RELA, RELB, REL, NF- B1 und NF-

B2 codiert werden.5 Allerdings wird klassischerweise mit der Bezeichnung NF- B

das prädominante Dimer, bestehend aus p50/p65, umschrieben. Die tatsächliche 

Zusammensetzung des NF- B Dimers ist jedoch abhängig vom zellulären Kontext 

und der Art des aktivierenden Signals. 

Strukturell zeichnen sich die Mitglieder der NF- B/Rel-Proteinfamilie durch das 

Vorhandensein einer N-terminalen, etwa 300 Aminosäuren langen, sogenannten 

`Rel–homology domain` (RHD) aus. Diese hoch konservierte Domäne ist 

entscheidend für die Dimerisierung, DNA-Bindung und Kerntranslokation von NF- B

sowie für die Bindung von Inhibitorproteinen.6
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Die C-terminale Region der Proteine ermöglicht eine Einteilung in zwei Gruppen. So 

verfügen die Proteine p65, RelB und c-Rel, welche in einer reifen Form exprimiert 

werden, über C-terminale Transaktivierungs-Domänen (TAD) und sind somit in der 

Lage die Transkription von Zielgenen zu induzieren. Im Gegensatz dazu werden die 

Proteine p50 und p52 in Form der Vorläufer-Proteine p105 und p100 exprimiert. 

Deren C-terminale Regionen sind anstelle von TAD durch mehrere Ankyrin-

Wiederholungen charakterisiert, welche jedoch im Laufe des Reifungsprozesses 

abgespalten werden. Infolge der fehlenden TAD üben die p50- und p52-

Homodimere, durch die Bindung an die Promotorregion von Zielgenen einen 

transkriptionsinhibierenden Effekt aus. In Kombination mit transaktivierenden NF- B-

Proteinen können sie aber auch die Transkription induzieren.7

Fast alle Mitglieder der NF- B-Proteinfamilie sind dazu in der Lage, sowohl Homo- 

als auch Heterodimere zu bilden. Einzig RelB kann nur Heterodimere mit den 

Untereinheiten p100, p50 und p52 formen. Die Dimerisierung der Untereinheiten ist 

Voraussetzung für die Bindung an spezifische Sequenzmotive innerhalb der 

Promotoren von NF- B-Zielgenen. Dabei handelt es sich um die sogenannten 

B-Elemente, mit der Consensussequenz 5`-GGGRNWYYCC-3` (N: beliebige Base; 

R: Purin; W: Adenin oder Thymin; Y: Pyrimidin).8, 9 Röntgenstrukturanalysen von 

DNA gebundenen NF- B-Heterodimeren ergaben, dass die DNA von den jeweiligen 

Untereinheiten umschlossen wird. Dabei binden p50 und p52 an der ersten Hälfte 

der Consensussequenz (5`-GGGRN-3`) und p65, RelB sowie c-Rel an die zweite 

Hälfte der Consensussequenz (5`-YYCC-3`).10, 11 Aufgrund der kombinatorischen 

Vielfalt der NF- B-Dimere, sowie deren Erkennung spezifischer B-Elemente kommt 

es zur Transkription verschiedener Gruppen von NF- B abhängigen Genen, was zu 

vielfältigen Reaktionen der Zelle führt. 

1.1.2 Die I B-Proteinfamilie

Durch die Assoziation mit I B-Proteinen wird die Aktivität von NF- B reguliert. 

Charakterisiert sind die Mitglieder der I B-Proteine durch sechs bis sieben 

C-terminale Ankyrin-Wiederholungen, mit deren Hilfe sie an der RHD der Rel/NF- B-

Proteine binden. Dies kann abhängig vom jeweiligen IkB-Protein zu einer 

Verstärkung oder aber Inhibition der NF- B-Aktivität führen.
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Zur Familie der I B-Proteine zählen 8 Mitglieder: I B , I B , I B , I B- , I BBNS, Bcl-3 

sowie die Vorläuferproteine p100 und p105. Das am besten charakterisierte 

I B-Protein stellt I B  dar, welches präferentiell die Aktivität des p50/p65 Dimers 

reguliert. Zusammen mit den Proteinen I B und I B wird I B zu den klassischen 

I B-Proteinen gezählt, welche vorwiegend im Zytoplasma an NF- B gebunden 

vorliegen.

Abbildung 1. Schematische Darstellung der NF- B- und I B-Proteine (modifiziert nach 12).
Dargestellt sind die funktionellen Domänen der einzelnen Proteine. Die Familie der NF- B-Proteine 
besteht aus fünf Mitgliedern, p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/p52 (NF- B-2) und p105/p50 (NF- B-1),

die durch eine `Rel-homology domain` (RHD) gekennzeichnet sind. Zusätzlich besitzen die Proteine 
p65, RelB und c-Rel eine Transaktivierungsdomäne, wodurch sie die Transkription von Zielgenen 
induzieren können. Bevor die Vorläuferproteine p100 und p105 proteasomal Prozessiert wurden, 
können sie aufgrund von Ankyrin-Wiederholungen als I B-Proteine fungieren. Die Mitglieder der I B-
Proteinfamilie, zu der die Proteine I B , I B , I B , I B- , I BBNS, Bcl-3 zählen, sind durch 6-7 
Ankyrin-Wiederholungen charakterisiert. ANK: Ankyrin-Wiederholungen, TD: Todesdomäne; GRR: 
Glycin-reiche Region; PEST: Prolin-Glutaminsäure-Serin-Threonin-reiche Domäne; TAD: 
Transaktivierungs-Domäne 
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Die Bindung der I B-Proteine an die NF- B Untereinheiten führt zu einer Maskierung 

des Kernlokalisierungssignals (`nuclear localization signal`, NLS) von NF- B,

wodurch dessen Translokalisation in den Kern verhindert wird. Allerdings konnte für 

I B  gezeigt werden, dass die Maskierung der NLS im p50/p65-Dimer nur teilweise 

erfolgt. So ist die NLS von p65 maskiert, während die von p50 zugänglich ist. Dies 

führt zusammen mit den Nukleären-Export-Sequenzen (NES) von I B  und p65, zu 

einem konstanten Pendeln des Dimers zwischen Zytoplasma und Kern.13 Die NF- B-

Aktivierung durch zahlreiche intra- wie auch extrazelluläre Stimuli resultiert in einer 

raschen Phosphorylierung, Polyubiquitinierung und anschließenden proteasomalen 

Degradation von I B . Gleichzeitig stellt I B  aber auch ein Zielgen von NF- B dar 

und führt durch seine Neu-Synthese zu einem klassischen negativen 

Rückkopplungsmechanismus, der für die Terminierung des NF- B Signals 

verantwortlich ist. Das neu synthetisierte I B  transloziert dabei in den Kern und 

bindet an DNA gebundene NF- B Komplexe, welche aufgrund dessen von der DNA 

dissoziieren und wieder ins Zytoplasma transportiert werden. Damit eine korrekte 

Funktion dieses Mechanismus gewährleistet ist, wird bevorzugt NF- B gebundenes 

I B  degradiert. 

I B  weist zu I B , mit Ausnahme eines 40 Aminosäure langen Inserts zwischen den 

Ankyrin-Wiederholungen 3 und 4, eine hohe Sequenzhomologie und ähnliche 

Affinitäten bezüglich der NF- B-Untereinheiten auf. Zudem stellt es zusammen mit 

I B  die Hauptformen der IkB-Proteine in den meisten Säugetierzellen dar.14

Während eine schnelle Degradation und Resynthese von I B zu einer raschen, aber 

transienten NF- B-Aktivierung führt, ist die Kinetik der I B  Degradation und 

Resynthese langsamer und somit für eine lang anhaltende NF- B Aktivität wichtig. 

Weitere funktionelle Unterschiede bestehen darin, dass I B  nach NF- B Stimulation 

nicht vollständig degradiert wird und I B /NF- B-Komplexe in ruhenden Zellen 

ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert sind.15

Analog zu I B  und I B  wird auch I B  durch einen I B-Kinase (IKK)-abhängigen 

Mechanismus (s. 1.1.3) degradiert und die Neu-Synthese durch NF- B stimuliert.16, 17

Wie bei I B  ist der Ablauf dieses Prozesses wesentlich verlangsamt. I B  wird 

primär in hämatopoetischen Zellen exprimiert und dessen Deletion führt zu 

schwerwiegenden funktionellen Störungen während der hämatopoetischen 

Differenzierung.18, 19 Die zeitlichen Unterschiede der Degradation von I B , - und -
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sowie deren Zelltyp spezifische Expression sprechen eindeutig für die Übernahme 

von unterschiedlichen funktionellen Aufgaben dieser I B-Proteine.

Aufgrund von C-terminalen Ankyrin-Wiederholungen werden die Vorläuferproteine 

p100 und p105 ebenfalls zu der Familie der I B-Proteine gezählt. Die proteasomale 

Prozessierung von p105 kann sowohl konstitutiv als auch Stimulus abhängig 

erfolgen. Während die konstitutive Prozessierung zur Bildung von p50 führt, resultiert 

die Stimulus abhängige in einer vollständigen IKK abhängigen Degradation von 

p105, welches vor allem NF- B gebundenes p105 betrifft.7, 20, 21 Die Prozessierung 

von p100 zu p52 ist vorwiegend Stimulus abhängig und nimmt vor allem im 

alternativen NF- B-Aktivierungsweg eine zentrale Rolle ein (s. unten). Zudem 

fungiert p100, ähnlich den klassischen I B-Proteinen, als Inhibitor der NF- B

Dimere.22

Bcl-3 wird zusammen mit I BBNS und I B-  zu den atypischen I B-Proteinen gezählt, 

welche sich von den klassischen I B-Proteinen unter anderem durch ihre nukleäre 

Lokalisation unterscheiden. Zudem führt die NF- B-Aktivierung zu einer Induktion 

ihrer Expression. 

Bcl-3 wurde erstmals bei Untersuchungen von chronisch lymphatischen B-Zell 

Leukämien entdeckt und ist zu dem durch eine vorhandene Transaktivierungsaktivität 

gekennzeichnet.23 Im Kern liegt Bcl-3 assoziiert mit p50 und p52 Homodimere vor. 

Abhängig von seiner Konzentration, seinem Phosphorylierungsstatus und der 

Interaktion mit anderen Proteinen kann Bcl-3 inhibierende oder aktivierende Effekte 

ausüben. So kann die Interaktion mit DNA gebundenen p50 und p52 Homodimeren 

entweder zu einer direkten Induktion der Zielgen-Transkription führen oder zu einer 

Dissoziation dieses Komplexes, wodurch es transaktivierenden NF- B-Dimeren 

ermöglicht wird, an diese B-Elemente zu binden. Bcl-3 ist jedoch auch in der Lage, 

p50 und p52 Homodimere zu stabilisieren, wodurch der Zugang zu den B-

Elementen für transaktivierende NF- B-Dimere blockiert und die Transkription der 

Zielgene inhibiert wird.24 7

I BBNS wurde bei Untersuchungen der negativen Selektion von murinen Thymozyten 

identifiziert. Es assoziiert präferentiell mit p50 und nimmt dabei Einfluss auf dessen 

DNA-Bindungsaktivität.  Untersuchungen zeigten, dass I BNS
25

B  durch eine 

verminderte NF- B-Aktivität zu einer Inhibition von Toll-Like Rezeptor (TLR) 

abhängigen Genen führt und somit einen inhibierenden Einfluss auf Zytokin 

vermittelte Entzündungsprozesse ausübt.26, 27 Eine weitere Studie, bei der die 
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Deletion von I BBNS zu einer verringerten Expression von IL-2 und Interferon (IFN)-  in 

T-Zellen führte, belegt außerdem, dass I BNSB  abhängig vom Zelltyp unterschiedliche 

Funktionen ausübt.28

Auf der Suche nach Genen, die durch entzündliche Prozesse verstärkt exprimiert 

werden, wurde I B-  erstmals in Mäusen identifiziert. Abhängig von dem 

induzierenden Stimulus wird es auch als `molecule possessing ankyrin repeats 

induced by lipopolysaccharide` (MAIL) oder `interleukin-1 inducible nuclear ankyrin-

repeat protein` (INAP) bezeichnet.29, 30 Infolge der Sequenzhomologie vor allem zu 

Bcl-3 sowie der sechs C-terminalen Ankyrin-Wiederholungen wurde I B-  zur Familie 

der I B-Proteine gezählt. In der N-terminalen Region von I B- befinden sich eine 

PEST-Domäne, eine NLS sowie eine Transaktivierungsdomäne. Die PEST Domäne, 

welche reich an Prolin, Glutaminsäure, Serin und Threonin ist und auch in I B  und 

-  vorzufinden ist, reguliert die Stabilität der I B-Proteine und aufgrund der NLS ist 

I B-  ein Kern residentes Protein.31, 32

Im Gegensatz zu I B  wird I B-  weder konstitutiv exprimiert, noch IKK /  abhängig 

degradiert. Eine starke Expression des murinen I B-  erfolgt sofort nach der 

Stimulation mit TLR-Liganden oder IL-1 , jedoch nicht durch TNF . Besonders in 

lymphatischen Organen wie der Milz oder den Lymphknoten, die reich an 

immunkompetenten Zellen sind, wird I B-  stark ausgeprägt. 7, 29

I B-  bindet präferentiell an p50. Obwohl eine Inhibition der DNA-Bindung von 

p50/p65- und p50/p50-Dimeren durch I B-  beobachtet wurde, kann es gleichzeitig 

ebenso als Koaktivator von p50 fungieren. So zeigte eine Studie, dass I B-  nach 

LPS-Stimulation mit p50 assoziiert und zum B-Element des IL-6 Promotors rekrutiert 

wird. Dementsprechend wiesen LPS stimulierte I B-  defiziente Zellen eine stark 

verminderte Expression von IL-6 auf.33, 34 Die Funktion als Koaktivator wurde 

außerdem zum einen durch die Beobachtungen bestätigt, dass die Deletion von I B-

zu einer massiv verminderten Expression NF- B regulierter Gene führt, die ebenfalls 

in p50 defizienten Zellen nicht ausgeprägt werden. Zum anderen zeigten 

Untersuchungen mit Gal-4-Fusionsproteinen, dass I B-  nur in Kombination mit p50 

über eine Transaktivität verfügt.31, 33

Neben IL-6 werden noch weitere inflammatorische Zytokine, wie GM-CSF, MCP-1, 

und IL-8, I B-  abhängig exprimiert und deuten somit auf dessen Rolle in der 

Regulation inflammatorischer Prozesse hin. In Übereinstimmung damit, entwickelten 

I B-  defiziente Mäuse atopische Dermatitis ähnliche Hautläsionen, sowie chronische 
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Entzündungsprozesse in der Tunica conjunctiva (Bindehaut), welche mit einer 

massiven Infiltration von inflammatorischen Zellen und dem beinahe vollständigen 

Verlust von Becherzellen einherging. 35, 36 Ob für die Prozesse eine fehlende 

Expression von bestimmten Zytokinen oder eine mangelnde Konzentration von 

bakterizid wirkenden Proteinen verantwortlich ist, konnte bisher nicht eindeutig 

aufgeklärt werden. Weiterführende Untersuchungen zeigten außerdem, dass 

humanes I B-  in der Lage ist die Expression von `neutrophil gelatinase-associated 

lipocalin` (NGAL) und `human beta-defensin 2` (hBD-2) zu induzieren. Bei beiden 

handelt es sich um antimikrobiell wirkende Proteine, die Bestandteil der humoralen 

Immunabwehr sind.37 Somit ist I B-  nicht nur an inflammatorischen Prozessen 

beteiligt, sondern ebenso an der Regulation des angeborenen Immunsystems. Aber 

auch für das erworbene Immunsystem scheint I B-  von entscheidender Bedeutung 

zu sein, da Untersuchungen an Natürlichen Killer (NK)-Zellen aus I B-  defizienten 

Mäusen ergaben, dass I B-  essentiell für die zytotoxische Wirkung der NK-Zellen 

sowie für die Sekretion von IFN durch NK-Zellen ist. Dieses ist vor allem für die 

Bekämpfung viraler und intrazellulärer bakterieller Infektionen unabdingbar. Da NK-

Zellen eine zentrale Rolle in der Immunabwehr gegen das Zytomegalie-Virus spielen, 

waren die I B-  defizienten Mäuse infolgedessen empfänglicher für Infektionen mit 

diesem Virus.38, 39

Das humane I B-  wurde erstmals bei einem Screening von Apoptose-resistenten 

und sensitiven HeLa Zellen in unserem Institut identifiziert. Im Gegensatz zum 

murinen I B-  zeigte sich, dass die mRNA-Expression der humanen Form neben 

TLR-Liganden und IL-1  auch durch TNF  induzierbar ist. Des Weiteren interagiert 

es mit p50 und p65 und inhibiert deren Bindung an die DNA sowie die 

transkriptionelle Aktivität von p65. Die Expression von I B-  konnte in verschiedenen 

humanen Geweben, wie Leber, Lunge und Leukozyten nachgewiesen werden. 

Interessanterweise konnte außerdem eine Beteiligung von I B-  an apoptotischen 

Prozessen beobachtet werden. So führte die Überexpression von I B-  in HT1080 

Zellen zur Induktion des Zelltodes. Umgekehrt wiesen I B-  Knock-down Zellen eine 

geringere Sensitivität gegenüber TNF  oder anti-CD95 auf.40

Nach seiner Synthese ist I B-  im Zellkern lokalisiert, wo es in sogenannten Matrix-

Assoziierten Deazetylase (MAD) Körperchen akkumuliert. Innerhalb dieser MAD-

Körperchen konnte eine Kolokalisation von I B-  mit dem Korepressor SMRT und der 

Histon-Deazetylase 5 nachgewiesen werden. Zusammen mit der Beobachtung, dass 
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I B-  an der Trimethylierung von Histon 3 sowie der Bildung des 

Prä-Initiationskomplexes beteiligt ist, lassen diese Ergebnisse vermuten, dass I B-

über Chromatinmodulationen die Transkription von Zielgenen reguliert.40, 41

1.1.3 Aktivierung des NF- B-Signalweges 

In unstimulierten Zellen sind die NF- B-Dimere vorrangig im Zytoplasma lokalisiert, 

wo sie in Form von Komplexen hauptsächlich mit den I B-Proteinen I B , I B  und 

I B  vorliegen. Die Bindung der I B-Proteine an die RHD der NF- B Untereinheiten 

führt zur Maskierung der NLS von NF- B, wodurch dessen Translokation in den Kern 

verhindert wird. Die durch zahlreiche intra- wie auch extrazelluläre Stimuli induzierte 

Phosphorylierung, Polyubiquitinierung und anschließender proteasomaler 

Degradation der I B-Proteine führt zur Freisetzung der NF- B-Dimere, welche in den 

Kern translozieren und die Transkription ihrer Zielgene induzieren. Es sind mehrere 

Signalwege bekannt, die zur Aktivierung von NF- B führen. Bei den am besten 

charakterisierten Signalwegen handelt es sich um den klassischen und den 

alternativen Signalweg. 

1.1.3.1 Der klassische NF- B-Aktivierungsweg 

Die Aktivierung von NF- B über den klassischen Aktivierungsweg erfolgt durch pro-

inflammatorische Zytokine wie IL-1  und TNF-  oder über TLR-Liganden wie 

bakterielles Lipopolysaccharid und ist abhängig von der Phosphorylierung und 

anschließender proteasomalen Degradation der I B-Proteine. Vermittelt wird dieser 

Prozess durch den I B-Kinase (IKK)-Komplex, der aus den zwei katalytischen 

Untereinheiten IKK  und IKK  sowie der regulatorischen Untereinheit `NF- B

essential modifier` (NEMO) besteht.42 Die Kinasen weisen eine 52%ige 

Sequenzhomologie auf und sind strukturell durch eine N-terminale Kinase-Domäne, 

der sich ein Leucin-Reißverschluss (`Leucin-Zipper`, LZ) anschließt, gekennzeichnet. 

C-terminal befindet sich neben einem Helix-Schleife-Helix (helix-loop-helix, HLH) 

Motiv die NEMO-binde-Domäne (NBD) mit der Consensussequenz Leu-Asp-Trp-Ser-

Trp-Leu. Mit Hilfe des Leucin-Reißverschlusses bilden die Kinasen vorrangig 

Heterodimere, die Voraussetzung für die katalytische Aktivität der IKKs sind. So führt 
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eine Blockierung der Dimerbildung gleichzeitig zu einer Inhibition der Kinase-

Aktivität.43

Bei NEMO handelt es sich um ein 48kDa schweres Protein, das sowohl im N- als 

auch im C-Terminus spiralisierte -Helices besitzt, welche vor allem für die 

Interaktion mit den IKKs von Bedeutung sind. Die C-terminale Region verfügt 

außerdem über einen Leucin-Reißverschluss und einen Zink-Finger. Während die C-

terminale Region von NEMO für die Regulation der IKK-Aktivität und Interaktion mit 

weiteren Adapterproteinen verantwortlich ist, vermittelt die N-terminale Region die 

Interaktion mit den IKKs. 

Für die Aktivität des IKK-Komplexes ist die Phosphorylierung von Serinresten in der 

Aktivierungschleife (T-Loop), zumindest einer katalytischen Untereinheit, notwendig. 

Studien belegen, dass neben einer möglichen Transautophosphoylierung auch eine 

Phosphorylierung durch eine vorgeschaltete Proteinkinase in Frage kommt. Obwohl 

NEMO eine zentrale Schlüsselrolle in diesem Prozess zugeordnet werden konnte, ist 

der genaue Mechanismus allerdings noch nicht eindeutig aufgeklärt.  

Innerhalb des aktiven IKK-Komplexes vermittelt vor allem IKK die Phosphorylierung 

der N-terminalen Serinreste 32 und 36 von I B . Auch I B  und I B  werden durch 

den IKK-Komplex an spezifischen Serinresten phosphoryliert, die Kinetik dieses 

Prozesses ist jedoch wesentlich langsamer. Im Anschluss an die Phosphorylierung 

erfolgt die Ubiquitinierung der I B-Proteine durch den SCF TrCP-E3Ubiquitin-Ligase-

Komplex sowie deren proteasomale Degradation. Der Abbau der I B-Proteine führt 

zur Dissoziation der NF- B-Dimere, welche daraufhin in den Kern translozieren und 

die Transkription der Zielgene regulieren.4

1.1.3.2 Der alternative NF- B-Aktivierungsweg 

In dem alternativen NF- B Aktivierungsweg, der vor allem durch Mitglieder der TNF-

Zytokinfamilie wie CD40L oder Lymphotoxin-  induziert wird und unabhängig von 

IKK  und NEMO ist, nimmt die NF- B induzierende Kinase (NIK) eine zentrale 

Schlüsselstellung ein. Sie ist, durch die Phosphorylierung von Serinresten in der 

Aktivierungsschleife, für die Aktivierung der IKK  verantwortlich. Zudem fungiert sie 

als Adapterprotein und führt zu einer Rekrutierung der aktiven IKK  zu p100,44 wo 

diese wiederum p100, welches in Form eines inaktiven Komplexes mit RelB im 

Zytoplasma vorliegt, an mehreren N- und C-terminalen Serinresten phosphoryliert. 
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Gefolgt wird dies von der Polyubiquitinierung p100s durch die SCFßTrCP-E3-Ubiquitin-

Ligase und anschließender partieller proteasomalen Prozessierung zu p52. Hierbei 

wird der Ankyrin beinhaltende C-Terminus abgespalten und das NF- B-Dimer 

bestehend aus p52 und RelB ist nun in der Lage, in den Kern zu translozieren, wo es 

als Transkriptionsfaktor fungieren kann.45

Abbildung 2. Die klassische und alternative Aktivierung des NF- B-Signalweges (modifiziert 
nach 46). Die Aktivierung des klassischen NF- B-Signalweges ist IKK  abhängig und führt zu einer 
Phosphorylierung von I B  an den Serinresten 32 und 36 sowie anschließender Ubiquitinierung die im 
proteasomalen Abbau resultiert. Das freigesetzte p50/p65-Dimer transloziert in den Zellkern und 
induziert die Transkription von Zielgenen. Beim alternativen NF- B-Signalweg nimmt die NF- B
induzierende Kinase (NIK) eine Schlüsselstellung ein. Sie führt durch die Phosphorylierung von 
Serinresten in der Aktivierungsschleife von IKK  zu dessen Aktivierung und vermittelt zudem die 
Rekrutierung von aktivem IKK  zu p100, welches in einem Komplex mit RelB vorliegt. Nachfolgend 
phosphoryliert die IKK  p100, das daraufhin ubiquitiniert und proteasomal zu p52 prozessiert wird. 
Infolgedessen kann das p52/RelB-Dimer in den Zellkern translozieren und die Transkription von 
Zielgenen induzieren.  

1.2 Jak/STAT-Signaltransduktionsweg 

Der Janus Kinasen (Jak) abhängige STAT-Signaltransduktionsweg wurde bei 

Untersuchungen zur Interferon vermittelten Veränderung der transkriptionellen 
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Aktivität entdeckt.47 STAT steht für `Signal Transducer and Activator of Transcription` 

und es handelt sich dabei um einen Zytokin-Rezeptor vermittelten 

Signaltransduktionsweg in Säugetierzellen. Die daran beteiligten STAT-Proteine sind 

Transkriptionsfaktoren, welche durch eine Vielzahl verschiedener extrazellulärer 

Liganden wie Zytokine und Wachstumshormone aktiviert werden können.

Zu der STAT-Proteinfamilie zählen derzeit 7 Mitglieder: STAT1, STAT2, STAT3, 

STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6. Die Analyse von DNA gebundenen STAT1- 

und STAT3-Dimeren mittels Röntgenstruktur-Analysen, erlaubte eine Aufklärung 

ihrer strukturellen Gemeinsamkeiten. Des Weiteren wurden diese Untersuchungen 

durch vergleichende Sequenzuntersuchungen sowie Mutagenese-Studien ergänzt. 

N-terminal beginnend weist die Struktur der STAT-Proteine eine `coiled-coil`-Domäne

auf, die wichtig für die Interaktion mit dem Rezeptor sowie die DNA-Bindung ist.48, 49

Gefolgt wird diese von einer DNA-Bindungsdomäne, bestehend aus -Faltblättern, 

die über eine Linker-Domäne, dessen Funktion unklar ist, mit dem C-terminalen 

Anteil des Proteins verbunden ist. Im C-terminalen Anteil befindet sich zudem die 

Transaktivierungs-Domäne, der eine SH2-Domäne vorhergeht. Innerhalb der 

Transaktivierungs-Domäne befinden sich Tyrosinreste, welche im Laufe der Rezeptor 

vermittelten Aktivierung der STAT-Proteine phosphoryliert werden.50-52 Die Funktion 

der SH2-Domäne besteht in der Rekrutierung der STAT-Proteine zu den 

phosphorylierten Tyrosinresten des zytoplasmatischen Anteils des Rezeptors und 

ermöglicht außerdem die Dimerisierung der STAT-Moleküle. 

In-vivo Studien mit STAT defizienten Mäusen zeigten, dass die STAT-Proteine vor 

allem im Immunsystem vielfältige Aufgaben übernehmen. So führte der Knock-out 

von STAT1 zu einem Verlust der Interferon (IFN) vermittelten Abwehr, infolgedessen 

die betroffenen Mäuse wesentlich anfälliger für virale Infektionen und intrazelluläre 

Pathogene waren.53 Ebenso zeigten STAT2 defiziente Mäuse eine erhöhte 

Empfänglichkeit für virale Infektionen sowie eine fehlende Sensitivität der Zellen 

gegenüber IFN- / .54 Aufgrund dessen, wird als wichtige Funktion von STAT2, die 

Bildung des Transkriptionskomplexes ISGF3, zusammen mit STAT1 und IRF9, 

angesehen. ISGF3 vermittelt die transkriptionelle Antwort der Zellen auf die IFN- /

Stimulation. STAT4 und STAT6 defiziente Mäuse zeigen eine Störung der 

T-Helferzellen Differenzierung, wobei im Falle des STAT4 Knock-outs die Reifung 

der TH1- und TH2-Zellen gestört ist und bei STAT6 die der TH2-Zellen.55, 56 Die 

Deletionen von STAT5a und STAT5b waren durch eine verringerte Proliferation der 
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T-Zellen geprägt. Außerdem konnte in den STAT5b Knock-out Mäusen eine 

verringerte Anzahl an Natürlichen Killerzellen (NK) beobachtet werden.57, 58

1.2.1 Signal Transducer and Activator of Transcription 3, STAT3 

Im Gegensatz zu den anderen STAT defizienten Mäusen, starben die STAT3 Knock-

out Mäuse bereits in einem frühen Stadium der Embryogenese, wodurch die 

Bedeutung von STAT3 für die frühe Entwicklung verdeutlicht wird.59 Ursprünglich 

wurde STAT3 als Transkriptionsfaktor in Hepatozyten, in denen er für die IL-6 

vermittelte Expression von Akut-Phase Proteinen verantwortlich ist, identifiziert 60.

Neben der Induktion des inflammatorischen Prozesses der Akut-Phase-Antwort, 

konnten eine Fülle von weiteren konditionellen in-vivo und in-vitro Studien eine 

Beteiligung von STAT3 an einer Vielzahl verschiedenster Prozesse nachweisen. 

Untersuchungen mit embryonalen Stammzellen beispielsweise zeigten, dass die 

Aktivität von STAT3 zum Erhalt der Pluripotenz dieser Zellen beiträgt.61, 62 Wiederum 

andere Untersuchungen offenbarten zudem eine entscheidende Rolle von STAT3 für 

die Regulation der Granulopoese und der Wundheilung der Haut.63, 64 Neben diesen 

physiologischen Funktionen die STAT3 im Organismus ausübt, ist es jedoch auch für 

eine Reihe verschiedener pathologischer Prozesse verantwortlich.

Aufgrund der Beteiligung an karzinogenen Prozessen, wird STAT3 auch als 

Onkogen betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass die zelluläre Transformation 

durch die Src-Protein Kinase von STAT3 abhängig ist.65 Durch die Substitution 

zweier Cystein-Reste in der SH2-Domäne wurde eine konstitutiv aktive 

STAT3-Mutante generiert, welche nach Transfektion in Fibroblasten zu einer 

zellulären Transformation führte. Die subkutane Injektion dieser Zellen führte zudem 

in Nacktmäusen zwei bis vier Wochen später zur Bildung eines Tumors.66 Ein 

tumorfördernder Effekt von STAT3 spiegelt sich ebenso darin wieder, dass in einer 

Reihe von Tumorzelllinien und humanen Tumoren konstitutiv aktives STAT3 

nachgewiesen werden konnte.67

Begünstigt wird die STAT3 vermittelte Tumorgenese durch die Expression anti-

apoptotischer Proteine, die in den Tumorzellen die Initiierung der Apoptose 

verhindern und infolgedessen zu einem unkontrollierten Wachstum beitragen. Bei 

diesen Proteinen handelt es sich unter anderem um Mitglieder der Bcl-2 

Proteinfamilie, Bcl-2, Bcl-XL und Mcl-1.68-70 Neben der Inhibition der Apoptose durch 
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die STAT3 induzierte Expression dieser Gene, kann die STAT3-Aktivität außerdem 

zu einer verstärkten Ausprägung von Cyclin-D1 führen, wodurch es zu einer 

verstärkten Proliferation der Tumorzellen kommt.71

1.2.2 Bedeutung von STAT3 für hepatozelluläre Prozesse 

In der Leber ist STAT3 besonders für inflammatorische und regenerative Prozesse 

sowie für die Hepatoprotektion von entscheidender Bedeutung. 

Abhängig vom verwendeten Leberschädigungsmodell konnten sowohl pro- als auch 

anti-inflammatorische Eigenschaften von STAT3 beobachtet werden. STAT3 

defiziente Mäuse wiesen im Vergleich zu den Kontrollmäusen, bei einer Injektion von 

Kohlenstofftetrachlorid (CCL4), geringere Entzündungszeichen der Leber auf.72

Ähnliche Ergebnisse wurden auch bei der Fütterung mit Alkohol erzielt.73 Im 

Gegensatz dazu führte eine LPS induzierte Schädigung der Leber sowie die 

chronische Gabe von CCL4 in STAT3 Knock-out Mäusen zu einer verstärkten 

Leberentzündung.74, 75 Es wird davon ausgegangen, dass der pro-inflammatorische 

Effekt durch die Expression von Akut-Phase Proteinen hervorgerufen wird, 

wohingegen die anti-inflammatorische Wirkung auf einer Inhibition der Interferon 

vermittelten Entzündung beruht.

Eine bemerkenswerte Eigenschaft der Leber von Säugetieren ist ihre Fähigkeit zur 

Regeneration nach schweren Schäden oder dem Verlust eines Großteils der 

parenchymalen Zellen.76, 77 Normalerweise ruhende Hepatozyten werden durch diese 

Vorgänge stimuliert und treten in den Zellzyklus ein, um den Verlust der Zellmasse 

zu kompensieren.77 Untersuchungen mittels STAT3 oder gp130 Knock-out Mäusen 

offenbarten, dass der STAT3-Signaltransduktionsweg auch zu diesem Prozess der 

Leber-Regeneration beiträgt.78-80 Hierbei zeigte vor allem der doppelte Knock-out von 

STAT3 in Hepatozyten und myeloiden Zellen eine dramatische Reduktion der 

Überlebensrate nach partieller Hepatektomie, verglichen zu den Kontroll-Mäusen.81

Bei der Schädigung von Leberparenchymzellen zum Beispiel durch chemische 

Agenzien führt die Aktivierung von STAT3 zu einem hepatoprotektiven Effekt der die 

Zellen vor dem Zelltod bewahrt. Eine Inhibition der STAT3-Aktivität resultiert dagegen 

bei Concanavalin A induzierten Leberschäden in einem verstärkten Zelltod der 

Parenchymzellen.82 Auch durch den CD95 (Fas, Apo-1) Agonisten Jo2 

hervorgerufene Leberschäden konnten durch die Aktivität von STAT3 inhibiert 
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werden. Hervorgerufen wurde dieser Effekt durch die verstärkte Expression der anti-

apoptotischen Proteine FLIP, Bcl-XL und Bcl-2 sowie einer verringerten Expression 

von Caspase-8 und Caspase-3. Zusätzlich wurde auch der oxidative Stress durch 

erhöhte Expression des Redox Faktor-1 vermindert.83

1.2.3 Aktivierung von STAT3 durch den IL-6R/gp130-Rezeptorkomplex 

STAT3 kann gewebespezifisch von einer Vielzahl verschiedener Liganden aktiviert 

werden. In der Leber wird STAT3 vorrangig durch IL-6 und weitere Mitglieder der IL-6 

Zytokinfamilie, zu denen der `leukemia inhibitory factor`, `ciliary neurotrophic factor`,

`oncostatin M` und `cardiotrophin-1` zählen, aktiviert. Die Bindung von IL-6 an den 

entsprechenden membranständigen IL-6 Rezeptor (IL-6R) führt zu einer 

Trimerisierung von zwei gp130-Rezeptoreinheiten mit dem IL-6 gebundenen 

Abbildung 3. IL-6 vermittelte Aktivierung von STAT3 (modifiziert nach 84). Die Bindung von IL-6 
an den membranständigen IL-6R induziert dessen Trimerisierung mit zwei gp130-Rezeptoreinheiten. 
Gefolgt wird diese Formierung von der gegenseitigen Phosphorylierung und Aktivierung der gp130 
assoziierten Jak, welche wiederum zytoplasmatische Tyrosinreste der gp130-Rezeptoreinheiten 
phosphorylieren. STAT3-Monomere binden über ihre SH2-Domäne an die phosphorylierten 
Tyrosinreste der gp130-Rezeptoreinheiten und werden anschließend selbst durch  Jak 
phosphoryliert. Phosphoryliertes STAT3 dissoziiert vom Rezeptor, dimerisiert und transloziert in den 
Nukleus, wo es die Transkription seiner Zielgene induzieren kann.  
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Rezeptor. Dabei wird die Aufgabe der Signaltransduktion von den gp130 

Rezeptoreinheiten übernommen. Infolge der Formierung des IL-6R/gp130 

Rezeptorkomplexes, kommt es zu einer gegenseitigen Phosphorylierung und 

Aktivierung, der mit den gp130-Rezeptoreinheiten assoziierten Jak. Diese wiederum 

phosphorylieren zytoplasmatische Tyrosinreste der gp130 Rezeptoreinheiten, welche 

als Bindungsstellen für die STAT3-Monomere dienen. Erkannt werden diese 

phosphorylierten Tyrosinreste durch die SH2-Domänen der STAT3-Moleküle, die 

somit die Rekrutierung von STAT3 zu den gp130-Rezeptoreinheiten ermöglichen. 

Der Bindung von STAT3 an die gp130-Rezeptoreinheit folgt eine Phosphorylierung 

von STAT3 an dem Tyrosinrest 705 durch die Jaks. Phosphorylierte 

STAT3-Monomere dissoziieren anschließend von dem Rezeptorkomplex, 

dimerisieren aufgrund einer gegenseitigen Interaktion der phosphorylierten 

Tyrosinreste mit den SH2-Domänen, und werden letztlich in den Kern, in dem sie die 

Transkription ihrer Zielgene induzieren können, transloziert.

1.2.4 Regulation des IL-6 abhängigen STAT3-Signaltransduktionsweg 

Die Regulation der Zytokin vermittelten Aktivität von STAT3 ist ein wichtiger Prozess 

um eine überschießende Signalweiterleitung, welche unter bestimmten Umständen 

sogar zur Entwicklung von Tumoren beitragen kann, zu verhindern. Es wurden bisher 

drei verschiedene Mechanismen entdeckt, die für die Regulation der STAT3 Aktivität 

verantwortlich sind. Dabei handelt es sich um drei verschiedene Klassen von 

regulatorischen Proteinen, die auf unterschiedliche Art und Weise die STAT3-

Aktivität inhibieren. Dies ist zum einen das Protein `Suppressor of cytokine signalling 

3` (SOCS3), die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2 und zuletzt `Protein inhibitor of 

activated STAT`` (PIAS3). 

Da SOCS3 nicht nur ein Inhibitor des IL-6 abhängigen STAT3 

Signaltransduktionsweges ist sondern auch ein direktes Zielgen von STAT3, handelt 

es sich hierbei um einen klassischen, negativen Rückkopplungsmechanismus. So 

zeigten in-vivo Studien, dass es in SOCS3 defizienten Mäusen im Vergleich zum 

Wildtyp (WT) zu einer deutlich verlängerten IL-6 induzierten Aktivität von STAT3 

kommt.85
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Die Struktur von SOCS3 besteht aus einer N-terminalen `Kinase Inhibitory Region`,

einer zentral gelegenen SH2-Domäne und einer sogenannten SOCS-Box, dessen 

genauere Funktion noch unbekannt ist.86

SOCS3 ist in der Lage sowohl an ein Phospho-Tyrosin Motiv der 

gp130-Rezeptoreinheit als auch an das aktive Zentrum der Jak zu binden. Dies zieht 

eine Inhibition der Jak nach sich und führt dadurch zu einer verringerten 

Phosphorylierung der Rezeptoreinheiten, der STAT3-Monomere und der Jak.87, 88

Abbildung 4. Mechanismen zur 
Regulation der STAT3-Aktivität 
(modifiziert nach 89). Die
Protein-Tyrosin Phosphatase 
SHP2 ist in der Lage neben der 
(A) gp130-Rezeptoreinheit auch 
(C) STAT3 zu dephosphorylieren. 
Die STAT3 induzierte Expression 
von SOCS3 führt zu einer 
Inhibition von Jak (B). (D) PIAS3 
inhibiert die DNA-Bindung von 
STAT3.
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Da die Phosphorylierung der Tyrosinreste von STAT3 entscheidend für die 

Signalweiterleitung sind, ist es nicht verwunderlich, dass auch eine Protein-Tyrosin-

Phosphatase an der Regulation der STAT3-Aktivität beteiligt ist. Es handelt sich 

dabei um die SHP2. Versuche mit einer dominant-negativen SHP2 führten zu einer 

deutlich stärkeren Phosphorylierung der Rezeptoren, der Jak und der STAT 

Proteine.90 Zudem belegen weitere Versuche eine Rekrutierung der SHP2 an 

phosphorylierte Tyrosinreste des zytoplasmatischen Teils der gp130 Rezeptoreinheit 

sowie die Interaktion von SHP2 mit STAT3.91 Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 

dass eine mangelnde Aktivität der SHP2 zu einer verstärkten Induktion der Akut-

Phase Antwort, aufgrund einer gesteigerten STAT3-Aktivität, führt.92

Bei dem dritten Mechanismus für die Regulation der STAT3-Aktivität, verhindert die 

Inhibition der STAT3 DNA-Bindung die Expression der Zielgene. Verantwortlich 

hierfür ist das Protein `Protein inhibitor of activated STAT 3` (PIAS3). Obwohl eine 

Komplexbildung der beiden Proteine und eine Inhibition der STAT3 DNA-Bindung 

durch PIAS3 nachgewiesen werden konnte, ist der genaue Mechanismus noch nicht 

aufgeklärt.93

1.3 Apoptose 

Der Begriff der Apoptose wurde erstmals 1972 von Kerr und Kollegen verwendet.94

Bei der Apoptose, welche auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird, handelt 

es sich um einen kontrollierten, physiologischen Prozess, der für die gezielte 

Eliminierung von überschüssigen, geschädigten, infizierten oder entarteten Zellen 

verantwortlich ist. Neben der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase der 

Gewebe ist sie außerdem für die embryonale Entwicklung des Organismus sowie für 

die Regulation des Immunsystems unabdingbar.95

Bei den morphologischen Veränderungen, die charakteristisch für den Verlauf der 

Apoptose sind, handelt es sich in der frühen Phase, um das Schrumpfen und Lösen 

der Zelle aus dem Zellverband. Des Weiteren lässt sich eine Kondensation des 

Chromatins und des Zytoplasmas sowie die Fragmentation des Kerns beobachten. 

Aufgrund der Nukleasen vermittelten Spaltung der genomischen DNA zwischen den 

Nukleosomen entstehen zudem DNA-Fragmente die einem Vielfachen von 185 

Basenpaaren entsprechen und in einem Agarosegel das typische Muster der `DNA-

Leiter` erkennen lassen. In der späten Phase der Apoptose erfolgt dann der Zerfall 
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der Zelle in so genannte apoptotische Körperchen. Dieser Vorgang wird auch als 

`Membrane Budding` bezeichnet. 94, 96, 97

Die apoptotischen Körperchen entsprechen kleinen Membranvesikel mit dicht 

gepackten Organellen, welche durch Phagozytose von Makrophagen aufgenommen 

und letztlich in Phagolysosomen abgebaut werden. Um eine effektive Erkennung und 

Aufnahme der apoptotischen Körperchen durch die Makrophagen zu gewährleisten, 

kommt es außerdem zu einer Translokation des Phospholipids Phosphatidylserin auf 

die Außenseite der apoptotischen Körperchen.99, 100

Diese morphologischen Veränderungen unterscheiden sich deutlich von einer 

anderen Form des Zelltodes, der Nekrose. Anders als bei der Apoptose ist dies kein 

kontrollierter Prozess und durch ein starkes Anschwellen der Zelle, einer Karyolyse 

sowie einer Schädigung der Plasmamembran gekennzeichnet.98 Mögliche Ursachen 

Abbildung 5. Morphologische Veränderungen während der Apoptose und Nekrose (modifiziert 
nach 98). Während der Apoptose können verschiedene morphologische Veränderung der Zelle 
beobachtet werden. So schrumpft die apoptotische Zelle und löst sich aus dem Zellverband, es 
kommt zur Kondensation des Chromatins sowie zur Fragmentierung des Zellkerns. Zuletzt erfolgt der 
Zerfall der Zelle in apoptotische Körperchen (`Membrane budding`), welche von Makrophagen 
aufgenommen und abgebaut werden. Im Gegensatz dazu ist die Nekrose durch ein Anschwellen der 
Zelle, welches zu einer Schädigung der Plasmamembran führt, gekennzeichnet. Durch den Verlust 
der Membranintegrität erfolgt ein Austritt von Zellinhalten, die zu einer entzündlichen Reaktion führen. 
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für die Induktion der Nekrose sind vor allem extrazelluläre Noxen wie Hitze oder 

Gifte. Durch die Schädigung der Plasmamembran während der Nekrose, kommt es 

zu einem Austritt von Zytoplasma in das interstitielle Gewebe. Aufgrund der im 

Zytoplasma enthaltenen, inflammatorischen Stoffe führt die Nekrose zu einer 

entzündlichen Reaktion im umgebenden Gewebe. Im Gegensatz dazu kommt es 

während der Apoptose nicht zu entzündlichen Prozessen, da die apoptotischen 

Körperchen ihren Inhalt nicht freisetzen und zudem schnell durch die Makrophagen 

aufgenommen und abgebaut werden. 

Die Apoptose unterliegt einer strikten Kontrolle durch verschiedenste Mechanismen 

und eine Deregulation der Apoptose kann schwerwiegende Folgen nach sich ziehen. 

Vor allem an der Entstehung von Krebs sind Prozesse beteiligt, die zu einer Inhibition 

der Apoptose führen. Ebenso sind Autoimmunerkrankungen, bei denen autoreaktive 

T-Zellen oder überschüssige B-Zellen nicht mehr abgebaut werden, auf eine 

Inhibition der Apoptose zurückzuführen.101, 102 Eine überschießende Apoptose 

hingegen kann bei bestimmten degenerativen Erkrankungen sowie der Infektion mit 

dem Humanem Immundefizienz-Virus (HIV) beobachtet werden. Das virale 

Genprodukt Tat führt in HIV infizierten T-Zellen zu einer verstärkten Expression des 

CD95-Liganden, wodurch es zu einer verstärkten T-Zell-Rezeptor vermittelten 

Apoptose kommt.103

Die für die Ausführung der Apoptose verantwortlichen Proteine sind die sogenannten 

Caspasen. Hierbei handelt es sich um eine hoch konservierte Familie von 

proteolytisch aktiven Proteinen, welche ubiquitär in Form von inaktiven Zymogenen 

exprimiert werden. Das Vorhandensein eines Cysteinrestes im aktiven Zentrum 

sowie die Spaltung von Peptidbindungen ihrer Substrate nach einem Asparaginrest, 

spiegelt sich auch in ihrer Bezeichnung als Cysteinyl-abhängige Aspartat spezifische 

Proteasen (C-ASP-asen) wieder.104 Die Aktivierung der Caspasen erfolgt in einer 

kaskadenartigen Form, die zu einer Verstärkung des apoptotischen Signals führt. 

Bislang konnten 12 humane Caspasen identifiziert werden, welche in zwei Gruppen 

unterteilt werden. Die Caspasen 1, 4 und 5, sind für die Zytokinreifung wichtig und 

werden deshalb auch als inflammatorische Caspasen bezeichnet. Die zweite 

Gruppe, die essentiell für die Apoptose ist, lassen sich in Effektor-Caspasen 

(Caspase 3, 6 und 7) und Initiator-Caspasen (Caspase 2, 8, 9 und 10) einteilen.95, 105

Strukturell bestehen die Caspasen im Allgemeinen aus einer N-terminalen 

Prodomäne, die sich in ihrer Länge und Zusammensetzung unterscheiden kann, 
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sowie einer großen etwa 20 kDa-Untereinheit, gefolgt von einer kleinen, etwa 

10 kDa-Untereinheit. Vor allem die Prodomänen der Initiator-Caspasen 

unterscheiden sich deutlich von denen der Effektor-Caspasen. Während die 

Prodomänen der Effektor-Caspasen nur einige Aminosäuren lang sind, verfügen die 

Prodomänen der Initiator-Caspasen-2 und -9, zusätzlich über eine Caspase-

Rekrutierungs-Domäne (`Caspase recruiting domain`, CARD) sowie die Caspasen-8 

und -10 über zwei Todeseffektor-Domänen (`Death Effector Domain`, DED). Bei 

diesen Domänen handelt es sich um Protein-Protein-Interaktions-Domänen, die eine 

Rekrutierung der Caspasen zu den entsprechenden Aktivierungskomplexen 

ermöglicht. Die Bindung an diesen Komplexen führt nach dem Prinzip der 

`induzierten Proximität`, aufgrund einer autoproteolytischen Prozessierung, zur 

Aktivierung der Initiator-Caspasen. Dies führt zur Initiierung der Caspase-Kaskade, 

bei der die Effektor-Caspasen durch die aktiven Initiator-Caspasen prozessiert und 

aktiviert werden.106 Während der autokatalytischen oder Caspase vermittelten 

Aktivierung kommt es zur Freisetzung der einzelnen Caspase-Untereinheiten sowie 

der Abspaltung der Prodomäne. Gefolgt wird dieser Vorgang von der Bildung eines 

Heterotetramers, bestehend aus je zwei kleinen und großen Untereinheiten. Dieses 

Tetramer stellt die aktive Form der Caspase dar und verfügt über zwei katalytische 

Zentren. Obwohl alle Caspasen durch einen Cysteinrest im aktiven Zentrum zur 

Spaltung von Peptidbindungen nach einem Aspartatrest in der Lage sind, 

unterscheiden sie sich deutlich in Ihrer Spezifität, die durch die Aspartat 

umgebenden Aminosäuren bedingt ist. Entscheidend sind dabei besonders die drei 

Aminosäuren die dem Aspartat vorausgehen.107

Zu den Substraten der Effektor-Caspasen zählen unter anderem Zytoskelett- und 

Strukturproteine, Zelladhäsionsmoleküle, Zellzyklusproteine und DNA-Reparatur-

Proteine. Die Caspase vermittelte Spaltung dieser Proteine führt zu einem 

Zellzyklusarrest, dem Verlust der Zellkontakte, der Ausbildung der apoptotischen 

Körperchen und letztendlich zu der Aufnahme und dem Abbau der apoptotischen 

Zelle durch Makrophagen.108, 109
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1.3.1 Der extrinsische Apoptose-Signalweg 

Abhängig von der Art des Stimulus erfolgt die Induktion der Apoptose über den 

extrinsischen- oder den intrinsischen Apoptose-Signalweg. Die Übermittlung des 

Apoptosesignals im extrinsischen Weg erfolgt unter der Beteiligung 

membranständiger Rezeptoren, sogenannter Todesrezeptoren. Diese gehören zur 

Familie der TNF-Rezeptor-Superfamilie, welche nicht nur an der Übermittlung des 

Apoptosesignals beteiligt sind, sondern auch über wichtige Funktionen für die 

Differenzierung und Regulation der Immunantwort verfügen. 110-112 Die Struktur 

dieser Rezeptoren ist gekennzeichnet durch verschiedene extrazelluläre Domänen, 

die der Ligandenbindung dienen, einer Transmembran-Domäne sowie einer 

ungefähr 80 Aminosäuren langen zytoplasmatischen Domäne, welche als Todes-

Domäne (`Death Domain`, DD) bezeichnet wird. Diese Domäne ist essentiell für die 

Weiterleitung des Apoptosesignals in die Zelle.101, 111

Bei den am besten charakterisierten Todesrezeptoren handelt es sich um den 

CD95/Fas/Apo-1 Rezeptor, den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) und die beiden `TNF

related apoptosis inducing ligand` (TRAIL)-Rezeptoren.113-118 Im Falle von CD95 

sowie der TRAIL-Rezeptoren, führt die Bindung der entsprechenden Liganden zu 

einer Homotrimerisierung der Rezeptoren. Der dabei entstehende, Rezeptorkomplex 

wird auch als Todessignalkomplex (`Death inducing signaling complex`, DISC)

bezeichnet. Infolge der Bildung des DISC, kommt es aufgrund einer homophilen 

Interaktion der Todesdomänen des Rezeptors mit denen des Adapterproteins FADD 

(`Fas associating protein with death domain`) zu dessen Rekrutierung zum 

Rezeptorkomplex. Neben der Todes-Domäne verfügt FADD über eine Todeseffektor-

Domäne (`Death Effector Domain`, DED) mit deren Hilfe FADD die Procaspase-8 

zum Rezeptor rekrutieren kann. Auch hier erfolgt die Interaktion zwischen FADD und 

der Procaspase-8 über eine homophile Bindung der Todeseffektor-Domänen beider 

Proteine. Die Bindung der Procaspase-8 an den Rezeptorkomplex zieht deren 

autoproteolytische Spaltung und Aktivierung nach sich. Die aktivierte Caspase-8 

dissoziiert anschließend vom Rezeptor und beginnt ihre Substrate, vor allem 

Effektor-Caspasen, zu spalten. 

Im Rahmen der CD95/Fas induzierten Apoptose werden zwei verschiedene Zelltypen 

unterschieden.119 Beim Zelltyp I kommt es durch die Rezeptoraktivierung und der 

nachfolgenden Formierung des DISC, zu einer ausreichenden Menge prozessierter 
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Caspase-8 und somit zu einer effektiven Spaltung der Effektor-Caspasen. Der 

Zelltyp II ist durch eine nur geringe Ausbildung des DISCs charakterisiert. Dies führt 

nur zu einer inadäquaten Aktivierung der Caspase-8, wodurch eine direkte Induktion 

der Apoptose, durch die Spaltung der Effektor-Caspasen, nicht möglich ist. Nichts 

desto trotz, führt die Aktivierung von CD95 zur Apoptose. Ursache hierfür ist die 

Spaltung des Caspase-8 Substrats Bid (`Bcl-2 interacting domain death agonist`),

einem Mitglied der `BH3-only`-Untergruppe der Bcl2-Proteinfamilie (s. unten). Die 

daraus resultierende trunkierte Form von Bid (tBid), ist in der Lage, an die 

Mitochondrien zu translozieren und somit den intrinsischen Apoptoseweg zu 

aktivieren, um auf diesem Weg die Apoptose zu induzieren.120

Die Aktivierung des TNFR1 durch seinen entsprechenden Liganden, ist im 

Gegensatz zur CD95 vermittelten Aktivierung noch weitaus komplexer. So werden 

zwei verschiedene Komplexe nach seiner Aktivierung gebildet.121 Der erste Komplex 

besteht aus dem Adapterprotein TRADD (TNFR1 associated death domain protein),

TRAF2 (TNF receptor associated factor 2) und der Kinase RIPK1 (Receptor 

interacting serine/threonine-protein kinase 1) und führt durch die Rekrutierung und 

Prozessierung der IKK zur Aktivierung von NF- B und nachfolgend zu einem anti-

apoptotischen Signal, z.B. der Expression von cFLIP, einem Caspase-8-Inhibitor. 

Daneben kann jedoch auch ein zweiter Komplex gebildet werden, der aus den 

Proteinen TRADD und FADD besteht und zur Aktivierung der Caspase-8 in der Lage 

ist. Eine starke Aktivierung von NF- B führt dementsprechend zum Überleben der 

Zelle, wohingegen eine schwache Aktivierung zum Tod der Zelle führt.122, 123

1.3.2 Der intrinsische Apoptose-Signalweg 

Die Aktivierung des intrinsischen oder auch mitochondrialen Apoptose-Signalweges

erfolgt Rezeptor-unabhängig durch intrazelluläre Signale. Dazu zählen vor allem 

DNA-Schäden und oxidativer Stress, ausgelöst durch UV- oder Gamma-Strahlung 

und freie Sauerstoffradikale. Zentraler Prozess während der Initiierung der Apoptose 

stellt die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien ins Zytoplasma dar.124, 

125 In gesunden Zellen verhindert die äußere Mitochondrienmembran den Austritt von 

Cytochrom c, welches für die Elektronenübertragung vom III. auf den IV. Komplex 

der Atmungskette verantwortlich ist. Im Rahmen der intrinsischen Apoptose 

Initiierung kommt es jedoch, unter Beteiligung pro-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2 
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Proteinfamilie, zu einem Verlust der mitochondrialen Membranintegrität und somit zu 

einem Austritt von Cytochrom c ins Zytoplasma, wo es an das Adapterprotein Apaf-1 

(`Apoptotic protease activating factor 1`) bindet, wodurch es unter der Hydrolyse von 

dATP zu einer Konformationsänderung von Apaf-1, gefolgt von dessen 

Heptamerisierung kommt. Die während der Formierung freigelegte CARD von 

Apaf-1, ermöglicht nun eine homophile Interaktion mit der CARD der Initiator-

Caspase-9. Der auf diese Weise entstandene, hochmolekulare Komplex bestehend 

aus Cytochrom c, Apaf-1, dADP und Caspase-9 wird als Apoptosom bezeichnet.126-

128

Abbildung 6. Intrinsischer und extrinsischer Apoptose-Signalweg (modifiziert nach 129). Der 
intrinsische Apoptose-Signalweg wird durch intrazelluläre Signale induziert. Dabei kommt es zu einer 
Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom c, welches im Zytoplasma mit Apaf-1 assoziiert und das 
Apoptosom bildet. Die Apoptosom vermittelte Prozessierung der Initiator-Caspase-9 resultiert in der 
Induktion der Caspasen-Kaskade und der Ausführung der Apoptose. Die Bindung von Todesrezeptor-
Liganden führt zur Induktion des extrinsischen Apoptose-Signalweges. Durch die nachfolgende 
Formierung des Todessignalkomplexes (DISC) kommt es zur Aktivierung der Initiator-Caspase-8 und 
der Induktion der Caspase-Kaskade, die letztendlich zum Zelltod führt. Alternativ kann der 
Extrinsische Apoptose-Signalweg durch die Spaltung des Caspase-8 Substrats Bid, ebenfalls zur 
Induktion des intrinsischen Apoptose-Signalweges führen.  
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Analog zum DISC-Komplex, der zur Spaltung der Initiator-Caspase-8 führt, resultiert 

die Formierung des Apoptosoms in der autoproteolytischen Spaltung und Aktivierung 

der Pro-Caspase-9, wodurch die Effektor-Caspasen-3 und -7 aktiviert werden und die 

Apoptose eingeleitet wird. 

1.3.3 Die Bcl-2-Proteinfamilie 

Die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien unterliegt einer strikten 

Kontrolle, um eine ungewollte Induktion der intrinsischen Apoptose zu verhindern. 

Von zentraler Bedeutung hierfür sind die Proteine der Bcl-2-Familie.130 Die pro- oder 

anti-apoptotisch wirksamen Bcl-2-Proteine sind strukturell durch das Vorhandensein 

mindestens einer Bcl-2-Homologie-Domäne (BH) charakterisiert. Unterteilt werden 

die Proteine in zwei Hauptgruppen, den anti- und den pro-apoptotisch wirksamen 

Bcl-2-Proteinen. Die anti-apoptotischen Proteine verfügen über vier BH-Domänen 

(BH1-4), zu diesen zählen Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, A1 und Mcl-1. Die Gruppe der pro-

apoptotischen Bcl-2-Proteine werden zudem noch in zwei weitere Subgruppen 

unterteilt, den Effektoren und die `BH3-only`-Proteine. Bei den Effektoren handelt es 

sich um die Proteine Bak (Bcl-2 antagonist killer) und Bax (Bcl-2 associated X 

protein), welche neben den BH-Domänen 1-3, zusätzlich noch über eine 

Transmembran-Domäne verfügen. Die letzte Gruppe der Bcl-2-Proteine, bestehend 

aus den Proteinen Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Noxa und Puma, verfügen einzig über die 

BH3-Domäne, aufgrund dessen sie auch als `BH3-only`-Proteine bezeichnet 

werden.131, 132 Speziell den Proteinen Bak und Bax kommt eine entscheidende 

Bedeutung in der mitochondrialen Apoptose Induktion zu, da Untersuchungen mit 

Bak/Bax doppeldefizienten Zellen zeigten, dass diese gegenüber einer Vielzahl von 

apoptotischen Stimuli resistent sind.133, 134 Während Bak mit der äußeren 

Mitochondrienmembran assoziiert ist, liegt Bax vorwiegend im Zytoplasma vor. 

Durch ein aktivierendes Signal kommt es zu einer Rekrutierung von Bax zum 

membranständigen Bak, wo es aufgrund seiner C-terminalen Transmembran-

Domäne zu einer Insertion von Bax in die äußeren Mitochondrienmembran kommt. 

Eine nachfolgende Konformationsänderung der beiden Proteine führt zu deren 

Oligomerisierung und der Bildung einer Membranpore, welche es dem Cytochrom c 

erlaubt aus dem periplasmatischen Raum der Mitochondrien ins Zytoplasma zu 

gelangen.132, 135, 136
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Die Aktivität der Effektor-Proteine Bak und Bax unterliegt einer strengen Regulation 

durch die anderen Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie. Infolge der Bindung von anti-

apoptotischen Bcl-2-Proteine an Bak und Bax wird die Formierung der 

mitochondrialen Membranpore verhindert.

Für die pro-apoptotische Wirkung der `BH3-only`-Proteine werden zwei verschiedene 

Mechanismen diskutiert. So führt die Bindung der `BH3-only`-Proteine an die anti-

apoptotischen Bcl-2 Proteine zu deren Inhibition und somit letztlich indirekt zur 

Induktion der Bak/Bax vermittelten Formierung der mitochondrialen Membranpore.  

Daneben vermutet man jedoch auch, dass es durch die Bindung der `BH3-only`-

Proteine an Bak und Bax, zu deren direkten Aktivierung kommen kann. Der genaue 

Mechanismus ist jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt.137-139

Abbildung 7. Die Bcl-2-Proteinfamilie (nach ). Die Bcl-2-Proteinfamilie wird strukturell und 
funktionell in drei Gruppen eingeteilt. Zu den anti-apoptotischen Proteinen, welche durch die BH-
Domänen 1-4 gekennzeichnet sind, gehören Bcl-2, Bcl-X , Bcl-w, A1 und Mcl-1. Bak und Bax zählen 
zu den pro-apoptotischen Bcl-2-Proteinen und werden zudem als Effektoren bezeichnet. Sie verfügen 
über drei BH-Domänen (BH1-3). Die letzte pro-apoptotische Gruppe wird aufgrund der einzelnen BH3-
Domäne als `BH3-only`-Proteine bezeichnet. Zu dieser zählen Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Noxa und 
Puma. Des Weiteren sind die -Helices der Proteine dargestellt und die Regionen mit den BH-
Domänen durch einen Strich gekennzeichnet. 

140

L
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1.4 Zielsetzung 

Das humane I B-  wurde ursprünglich in unserer Arbeitsgruppe in einem 

differentiellen Screening von Apoptose-sensitiven und -resistenten Zellen  

identifiziert. Wie die initiale Charakterisierung ergab, zählt I B-  zu den atypischen 

I B-Proteinen, die, im Gegensatz zu den klassischen I B-Proteinen, durch eine 

induzierbare Expression und Kernlokalisation gekennzeichnet sind. Weitere 

Untersuchungen ergaben, dass I B-  nicht nur die transkriptionelle Aktivität von 

NF- B inhibieren kann, sondern, aufgrund seiner Transaktivierungsdomäne, auch 

dazu in der Lage ist, aktivierend auf die Genexpression zu wirken. So ist I B-

sowohl in murinen als auch humanen Monozyten an der TLR-Liganden induzierten 

IL-6-Expression entscheidend beteiligt. Aber auch in anderen Zellsystemen konnte 

eine Beteiligung von I B-  an der Regulation der IL-6-Expression nachgewiesen 

werden.40, 141, 142 IL-6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches ein 

Hauptaktivator des STAT3-Signaltransduktionsweges ist. Besonders in der Leber ist 

dieser für inflammatorische und regenerative Vorgänge sowie für die 

Hepatoprotektion von entscheidender Bedeutung und nimmt angesichts dessen eine 

zentrale Stellung in der Regulation hepatozellulärer Prozesse ein. 

Aufgrund der Bedeutung von I B-  für die IL-6-Expression sowie einer sehr starken 

Ausprägung von I B-  in der Leber wurde vermutet, dass I B-  durch eine 

Einflussnahme auf den IL-6 abhängigen STAT3-Signaltransduktionsweg 

hepatozelluläre Prozesse moduliert.  

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, einen möglichen Einfluss von I B-  auf die STAT3-

Aktivität eingehend zu analysieren. Da in vorangegangenen Untersuchungen gezeigt 

werden konnte, dass eine RNAi vermittelte Suppression von I B-  in HeLa D98 

Zellen zu einer partiellen Apoptoseresistenz führte, während eine I B- -

Überexpression Zelltod in HT1080 Zellen induzierte40, sollte darüber hinaus in dieser 

Arbeit die Bedeutung von I B-  für die hepatozelluläre Apoptose untersucht werden.
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth 

(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), und Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA) bezogen.

2.1.2 Bakterienstämme 

Die Escherichia coli (E.coli)-Stämme wurden in LB-Medium (1 % Trypton, 0,5 % 

Hefeextrakt, 0,5 % NaCl) bei 37°C über Nacht (ÜN) angezogen. Zur Selektion von 

plasmidhaltigen Zellen wurde dem Nährmedium nach dem Autoklavieren 100 µg/ml 

Ampicillin oder 25 µg/ml Kanamycin hinzugefügt. Feste Nährmedien enthielten 

zusätzlich noch 2 % Agar. 

Tabelle 1. Verwendete E.coli-Stämme

Stamm Genotyp Bezugsquelle 

DH10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)
80lacZ M15 lacX74 recA1 endA1 

araD139  (ara, leu)7697 galU galK 
- rpsL nupG /pMON14272 / 

pMON7124

Life Technology (Darmstadt)

Top10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)
80lacZ M15 lacX74 recA1 

araD139 (araleu)7697 galU galK 
rpsL (StrR) endA1 nupG 

Life Technology

2.1.3 Eukaryontische Zelllinien 

Für die eukaryontischen Zellen wurde DMEM/F12 Glutamax Medium von Life 

Technology verwendet. Das Medium wurde mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem fetalen 

Kälberserum (PAA, Pasching, Österreich) und 100 Units/ml Penicillin (PAA) und 

100 µg/ml Streptomycin (PAA) supplementiert. Im Falle der Tet-On Zelllinien wurde 

tetrazyklinfreies Fetales Kälberserum (PAA) verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 

37°C und 5% CO2 in einem Inkubator. 
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Tabelle 2. Verwendete eukaryontische Zelllinien 

Zellline Herkunft Eigenschaft Bezugsquelle  

HepG2 Humanes Hepato-
zelluläres Karzinom 

ATCC

HepG2 Tet-On Humanes Hepato-
zelluläres Karzinom 

Enthalten das Tet-On 
Transaktivator Plasmid 

Clontech (Paolo 
Alto, USA) 

HepG2 Tet-On 
GFP

Humanes Hepato-
zelluläres Karzinom 

Enthalten das Tet-On 
Transaktivator Plasmid 
sowie pTRE2Hyg-GFP 

Selbst generiert 

HepG2 Tet-On 
GFP-I B-

Humanes Hepato-
zelluläres Karzinom 

Enthalten das Tet-On 
Transaktivator Plasmid 
sowie pTRE2Hyg-GFP-
I B-

Selbst generiert 

2.1.4 Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Life Technology bezogen. 

Tabelle 3. Verwendete Oligonukleotide, Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen sind  
                 rot hervorgehoben. 

Name Sequenz (5´  3`) Verwendungszweck 

5`Mcl-1-

EcoRI

AAGAATTCAATGTTTGGCCTCAAAAG

AAACG

Amplifikation von Mcl-1 

3`Mcl-1-

BamHI

AAGGATCCAACTATCTTATTAGATAT

GCCAAACC 

Amplifikation von Mcl-1 

5`STAT3-

XhoI-atg

AACTCGAGAAATGGCCCAATGGAAT

CAGCTACAG

Amplifikation von STAT3

5`STAT3-

HindIII-atg

AAAAGCTTAATGGCCCAATGGAATCA

GCTACAG

Amplifikation von STAT3

 3`-STAT3-

SalI-stop

AAAGTCGACTTCTATCACATGGGGGA

GGTAGCGCACTC 

Amplifikation von STAT3
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STAT3-fp550 GACATGCAAGATCTGAATGG Sequenzierung von STAT3 

STAT3-

fp1400

CAACATGCTGACCAACAATC Sequenzierung von STAT3 

CMV-fp GACATGCAAGATCTGAATGG Sequenzierung der 

Expressionsvektoren

EBV-rp GTGGTTTGTCCAAACTCATC Sequenzierung der 

Expressionsvektoren

2.1.5 Plasmide 

Tabelle 4. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide. 

Name Verwendungszweck Bezugsquelle 

GST-p38 Expression von GST markiertem p38 Prof. Wesselborg 

pCMV-BD Expression der GAL4 DNS-
Bindedomäne

Stratagene
(Heidelberg, 
Deutschland)

pCMV-BD-STAT3 Expression des GAL4-DNS-BD-STAT3 
Fusionsprotein

Im Rahmen dieser 
Arbeit generiert 

peGFP-C1 Expression des grün fluoreszierende 
Protein (GFP) 

Clontech

peGFP-I B- Expression von I B-  mit N-terminaler 
GFP-Markierung

Dr. Totzke 

pGEX Expression von GST GE Healthcare (Little 
Chalfon, UK) 

pGL3 Expression der modifizierten Firefly 
Luciferase

Promega (Madison, 
WI, USA) 

pGL3-SOCS3 Expression des
SOCS3-Promotor Luciferase 
Fusionsproteins

Dr. Albrecht 

pmCherry-C1 Expression des rot fluoreszierenden 
mCherry Proteins 

Clontech
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pmCherry-Mcl-1 Expression von Mcl-1 mit N-terminaler 
mCherry-Markierung

Im Rahmen dieser 
Arbeit generiert 

pmCherry-STAT3 Expression von STAT3 mit N-
terminaler mCherry-Markierung 

Im Rahmen dieser 
Arbeit generiert 

pTRE2Hyg Expression eines Gens von Interesse, 
welches unter der Kontrolle eines 
Doxyzyklin induzierbaren Promotors 
steht

Clontech

pTRE2Hyg-GFP Doxyzyklin induzierbare Expression 
von GFP 

Im Rahmen dieser 
Arbeit generiert 

pTRE2Hyg-GFP-
I B-

Doxyzyklin induzierbare Expression 
von GFP-I B-

Im Rahmen dieser 
Arbeit generiert 

2.1.6 Antikörper 

Tabelle 5. Verwendete Antikörper 

Antigen Spezies Verwendung Bezugsquelle

Aktin Maus WB Sigma-Aldrich

anti-Ziege Esel WB Bio-Rad (Hercules, CA, 
USA)

anti-Maus Ziege WB Bio-Rad

anti-Kaninchen Ziege WB Bio-Rad  

Bcl-2 Maus WB Santa Cruz (Santa Cruz, 
CA, USA) 

Bcl-XL Maus WB Trevigen (Gaithersburg,
MD, USA) 

Bim Kaninchen WB Cell Signaling Technology 
(Danver, MA, USA) 

Caspase3 Ziege WB R&D Systems 
(Minneapolis, MN, USA) 

DsRed Maus WB Clontech

GAK Kaninchen WB Abcam(Cambridge,UK)

GFP Maus WB, IP Santa Cruz

GSK3ß Maus WB BD Bioscience (Franklin 
Lakes, NJ, USA) 

GST Ziege WB GE Healthcare  
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I B Kaninchen WB Santa Cruz

I B- Maus WB Hergestellt in unserem 
Labor

I B- Kaninchen IP Charles River Laboratories

Mcl-1 Kaninchen WB Santa Cruz

p38 Kaninchen WB Cell Signaling Technology 

PARP Maus WB BD Bioscience   

RIPK2 Maus WB Cell Signaling Technology 

STAT3 Kaninchen WB, IP Cell Signaling Technology 

P-STAT3,
Tyr705

Kaninchen WB Cell Signaling Technology 

2.1.7 Enzyme und rekombinante Proteine 

Tabelle 6. Verwendete Enzyme und rekombinante Proteine 

Name Bezugsquelle 

Alkalische Phosphatase Life Technology 

Phusion-Polymerase Life Technology

Restriktionsendonukleasen Fermentas (St.Leon-Rot)

T4-DNA Ligase Promega

Trypsin EDTA Lösung PAA

-Phosphatase Merck

Interleukin (IL)-1 Biomol (Hamburg)

IL-6 Biomol (Hamburg)

Luciferin Biaffin (Kassel) 

2.1.8 Puffer 

Tabelle 7. Häufig verwendete Puffer 

Name Zusammensetzung

NP40-Lysepuffer 1% Nonidet P-40 (NP40) 
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150 mM NaCL

50 mM Tris, pH 7,4 

1 mM Dithiotreithol (DTT) 

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 

10 µg/ml Aprotinin

10 µg/ml Leupeptin

10 µg/ml Pepstatin

PBS 138 mM NaCL

8,1 mM Na2HPO4, pH7,4 

2,7 mM KCL

1,5 mM KH2PO4

Probenpuffer 62,5 mM Tris, pH 7,4 

10% (V/V) Glycerol

3% (V/V) -Mercaptoethanol

2% (W/V) SDS

0.25 mg/ml Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris, pH 8,3 

192 mM Glycin

0,1 (V/V) Natriumdodecylsulfat (SDS)

TAE, 50x 2 M Tris

1 M Essigsäure

0,05 mM EDTA, pH 8,5 

TBS 100 mM Tris, pH 7,5 

0,9% (W/V) NaCL

TLB-Lysepuffer 1% (V/V) Triton-x-100

137 mM NaCl
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50 mM -Glycerophosphat

20 mM Natriumpyrophosphat

2 mM EDTA, pH 8,5 

1 mM Natriumvanadat

10% (V/V) Glycerol

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 

10 µg/ml Aprotinin

10 µg/ml Leupeptin

10 µg/ml Pepstatin

Transferpuffer 25 mM Tris, pH 8,3 

192 mM Glycin

Waschpuffer PBS/T 1x PBS

0,1% Tween-20

Waschpuffer TBS/T 1x TBS
0,1% Tween-20

2.1.9 Reagenzien 

Tabelle 8. Häufig verwendete Reagenzien 

Name Bezugsquelle 

Actinomycin D Sigma-Aldrich

Akrylamid-Bisakrylamid Bio-Rad

D4476 Merck

AC-DEVD-AMC  AAT Bioquest (Sunnyvale, CA, USA) 

Dharmafect Duo Thermo Scientific (Waltham, MA, 
USA)

Dharmafect4 Thermo Scientific

Doxyzyklin Clontech

ECL GE Healthcare 
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Hygromycin B Life Technology 

JetPei Polyplus (Illkirch, Frankreich) 

AC-LEHD-AMC Enzo Life Science (Lörrach) 

MG-132 Merck

Propidiumjodid (PI) Sigma-Aldrich

Protein-G-Sepharose Sigma-Aldrich

Q-VD-OPH Merck

S3I-201 Merck

SB203580 Merck

Tetramethylethyldiamin (TEMED) Roth

Tetramethylrhodamin (TMRE) Merck

Turbofect in-vitro Thermo Scientific 

Turbofect siRNA Thermo Scientific 

2.1.10 Reaktionskits 

Die Durchführung der Kits erfolgte, wenn nicht anders angegeben, laut 

Herstellerangaben.

Tabelle 9. Häufig verwendete Reaktionskits 

Name Verwendungszweck Bezugsquelle 

BCA Protein Assay Kit Bestimmung der Protein-

konzentration

Thermo Scientific

Galacto-Light™ -Galacto-

sidase Kit 

Messung der -

Galaktosidase-Aktivität

Life Technology 

High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit 

Umschreiben von mRNA 

in cDNA 

Life Technology 

Nuclear extraction Kit Isolation von Zellkerne Active Motif (Carlsbad, 

CA, USA) 

Qiafilter Plasmid Maxi Kit Aufreinigung von Plasmid 

DNA, großer Maßstab 

Qiagen (Hilden, 

Germany)

QIAprep Spin Miniprep Kit Aufreinigung von Plasmid 

DNA, kleiner Maßstab 

Qiagen
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QIAquick Gel Extraction Kit Aufreinigung von PCR 

Produkten

Qiagen

QIAquick PCR Purification 

Kit

Aufreinigung von PCR 

Produkten

Qiagen

QIAshredder Homogenisierung von

Zelllysaten 

Qiagen

RNeasy Mini Kit RNA Isolation Qiagen

SOCS3-ELISA Kit Proteinbestimmung von 

SOCS3

Uscn Life Science Inc.

(Wuhan, China) 

TransAM STAT3 Messung der DNA- 

Bindungsaktivität von 

STAT3

Active Motif

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Transformation von E.coli-Stämmen

Die Transformation von chemokompetenten E.coli-Zellen erfolgte mittels 

Hitzeschock. Hierfür wurde ein Aliquot der Zellen auf Eis aufgetaut und 1 µg Plasmid-

DNA oder 10 µl eines Ligationsansatzes hinzugefügt. Nach einer 30 minütigen 

Inkubation auf Eis wurde die Bakteriensuspension für 30 Sekunden (sec) in ein 42°C 

warmes Wasserbad gegeben. Anschließend nochmals 5 Minuten (min) auf Eis 

inkubiert, gefolgt von der Zugabe von 1 mL antibiotikafreiem LB-Medium und einer 

Inkubation bei 37°C und 300 rpm für 1 Stunde (h). Zur Selektion wurden 25 µl, 50 µl 

und 100 µl der Bakteriensuspension auf antibiotikahaltige LB-Agarplatten 

ausgestrichen und ÜN bei 37°C inkubiert. 

2.2.2 Herstellung einer Glycerinkultur 

Für die Herstellung einer Glycerinstammkultur wurden 750 µl einer exponentiell 

wachsenden Bakteriensuspension mit 250 µl sterilem Glycerin versetzt und bei -80°C 

gelagert.
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2.2.3 Plasmidpräparation 

Für die Isolation von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab wurden 2 ml LB-Medium mit 

einer Einzelkolonie eines E.coli-Stammes inokuliert. Zur Selektion wurde das Medium 

mit 100 µg/ml Ampicillin oder 25 µg/ml Kanamycin supplementiert. Die Kultur wurde 

ÜN bei 37°C und 180 Umdrehungen pro Minute (rpm) inkubiert. Am folgendem Tag 

wurde 1 ml der ÜN-Kultur in ein Eppendorf Reaktionsgefäß (ERG) überführt und bei 

4°C und 13.000 rpm für eine 1 min zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde 

anschließend mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit aufgereinigt. Die aufgereinigte 

DNA wurde in 25 µl aqua bidest gelöst und bei -20°C gelagert. 

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA im großen Maßstab wurden 200 ml 

antibiotikahaltiges LB-Medium mit 500 µl aus der oben beschriebene ÜN-Kultur oder 

mit Material aus einer Glycerinstammkultur angeimpft und ÜN bei 37°C und 180 rpm 

inkubiert. Für die Plasmidpräparation wurde das Qiafilter Plasmid Maxi Kit verwendet. 

Abhängig von der Menge der isolierten DNA wurde sie in 100-250 µl aqua bidest 

gelöst und bei -20°C gelagert.

Mit Hilfe von Restriktionsverdaus und der analytischen Auftrennung in einem 

Agarosegel wurde die Korrektheit der aufgereinigten Plasmid-DNA kontrolliert. 

2.2.4 Polymerasen-Kettenreaktion 

Die Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) diente der Amplifikation von vollständigen 

cDNAs der Gene MCL1 und STAT3. Als Template diente Material aus einer cDNA 

Synthesereaktion von unbehandelten HepG2 Zellen. Für die PCR wurde die 

thermostabile Phusion-Polymerase genutzt.  

Folgender PCR-Ansatz wurde verwendet: 

Volumen Finale Konzentration 

10 µl 5x HF-Puffer 1x
1 µl 10 mM dNTP´s 200 µM 

2,5 µl 10 µM je Oligonukleotid 0,5 µM 
5 µl cDNA

0,5 µl Phusion-Polymerase 1 Unit 
28,5 µl H2O

     50 µl 
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Folgendes PCR-Programm wurde verwendet: 

Temperatur Zeit

98°C 3 min

98°C 1 min

30x 63-68°C 30 sec Tm abhängig von den 

Oligonukleotiden 

72°C 2 min abhängig von der Produktlänge 

72°C 10 min

2.2.5 Quantitative Real Time PCR 

Die quantitative Real Time PCR (qRT-PCR), ermöglicht die Analyse des 

mRNA-Levels einzelner Gene. Hierfür wurde zuerst die isolierte und aufgereinigte 

Gesamt-RNA einer Probe mit Hilfe des `High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit` in cDNA umgeschrieben. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. 

Für die anschließende qRT-PCR wurden sogenannte TaqMan Gene Expression 

Assays der Firma Applied Biosystems verwendet. Es wurde der mRNA-Level 

folgender Gene analysiert: SOCS3, BCL2L11, MCL1 und GAPDH. Die Resultate der 

GAPDH Analysen wurden für die Normalisierung der Ergebnisse verwendet. 

Durchgeführt wurde die qRT-PCR mit der Hilfe eines 7300 real time PCR Systems 

und die Sequence Detection Software Version 1.4 (Applied Biosystems) wurde zur 

Auswertung der gewonnen Daten verwendet. 

2.2.6 Restriktion und Dephosphorylierung von DNA 

Für das Schneiden von Plasmid-DNA wurden die FastDigest® Restriktions-

endonukleasen sowie die dazugehörigen Puffer der Firma Fermentas (St. Leon-Rot, 

Germany) verwendet. Die Restriktion erfolgte für 1 h bei 37°C. Um eine mögliche 

Religation der geschnittenen DNA zu verhindern, wurde 30 min vor Inkubationsende 

den Restriktionsansätzen 1 µl alkalische Phosphatase (1 Unit) hinzugefügt. Dies führt 

zum Verlust von Phosphatgruppen an den freien 5`- und 3`-Enden und unterdrückt 

so effizient eine Religation der verdauten Plasmide. 
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2.2.7 Ligation 

Die T4-DNA-Ligase wurde genutzt um linearisierte Plasmide mit DNA-Fragmenten zu 

ligieren. Dieses Enzym verknüpft unter ATP-Verbrauch doppelsträngige DNA-

Moleküle durch Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen freien 3`-OH und 5`-

Phosphat Gruppen. Es wurde mit einem Volumen von 20 µl im Ligationsansatz 

gearbeitet. Plasmid-DNA und Insert wurden in einem molekularen Verhältnis von 1 

zu 3 eingesetzt. Zusätzlich wurde dem Ligationsansatz 2 µl 10x-T4-Reaktionspuffer

und 1 µl T4-DNA-Ligase hinzugefügt. Die Inkubation erfolgte bei 16°C ÜN. 

2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ermöglicht die Auftrennung von DNA-Molekülen 

aufgrund ihrer Länge. Die DNA-Moleküle wurden in 1%igen Agarosegelen 

aufgetrennt. Für die Detektion der DNA wurde zu den Gelen 0,5 µg/ml 

Ethidiumbromid hinzugefügt und als Gel- und Laufpuffer diente 1x TAE. Die DNA-

Moleküle wurden vor dem Auftragen 1:10 mit `GelPilot DNA-Ladepuffer` (Qiagen)

versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei analytischen Gelen bei 200 Volt und bei 

präparativen Gelen bei 120 Volt für 60-90 min. Als Größenstandard diente die

`SmartLadder` (Eurogentec, Seraing, Belgien) oder die Gene Ruler 100bp Plus DNA 

Leiter von Fermentas. 

2.2.9 Gelelution 

Zur Isolierung elektrophoretisch aufgetrennter DNA wurde das QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen) verwendet.

2.2.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte durch die Messung der 

Absorption bei 260 nm. Für die Messung wurde ein NanoDrop 1000 

Spektrophotometer (Thermo Scientific) genutzt. Zur Bestimmung der Reinheit wurde 

der Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Es wurde nur DNA mit 

einem Quotient von ~1,8 und RNA mit einem Quotient von ~2,0 verwendet. 
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2.2.11 DNA-Sequenzierung 

Für die Sequenzierung von DNA wurde der Service der Firma GATC Biotech AG 

(Konstanz, Schweiz) in Anspruch genommen. Hierfür wurde die DNA in die Ziel-

Plasmide kloniert und an die GATC Biotech AG gesendet. Die ermittelten 

Sequenzdaten wurden anschließend mit Hilfe des Programms CLC DNA WorkBench 

von CLC Bio (Katrinebjerg, Dänemark) verifiziert. 

2.2.12 RNA Isolation aus eukaryontischen Zellen 

Der RNeasy Mini Kit von Qiagen wurde für die Isolation von gesamt RNA genutzt. 

Die gewonnene RNA wurde bei -80°C gelagert. 

2.1.13 Spezifische Unterdrückung der Expression von Genen  

Für die spezifische Unterdrückung von Genen wurden siRNA Pools von Thermo 

Scientific sogenannte ON-TARGETplus SMARTpools verwendet. Diese Pools 

enthalten eine Mischung aus 4 spezifischen siRNAs für jeweils ein Gen. Die Zellen 

wurden standardmäßig mit 100 nM siRNA transfiziert und anschließend 48 bis 72h 

inkubiert, bevor sie anderweitig stimuliert wurden. Der Knock-down der betreffenden 

Gene wurde mittels Western-Blot Analysen kontrolliert. Die Transfektion erfolgte mit 

Dharmafect 4, beziehungsweise für den Fall, dass zusätzliche Plasmide kotransfiziert 

wurden, mit Dharmafect Duo. Die Durchführung erfolgte hierbei nach Angaben des 

Herstellers.

Es wurden ON-TARGETplus SMARTpools siRNAs für folgende Gene verwendet: 

STAT3 (STAT3), BCL2L11 (BIM), NF- BIZ (I B- ), MAPK11 (p38 ), MAPK14 (p38 ),

RELA (p65), GSK3B (GSK3- ), RIPK2 (RIPK-2) und GAK (GAK).

2.3 Biochemische Methoden 

2.3.1 Herstellung von Gesamtzell-Lysaten 

Für die Herstellung von Gesamtzell-Lysaten wurden die Zellen mit einem Zellschaber 

von der Zellkulturschale abgeschabt und mit dem Nährmedium in ein 2 ml ERG 

überführt und für 5 min bei 4°C und 3000 rpm zentrifugiert. Anschließend erfolgte ein 
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Waschschritt mit 1 ml eiskaltem PBS um Reste des Nährmediums zu entfernen. Die 

Zellpellets wurden sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.

Für die Zelllyse wurden die Zellpellets in 75-100 µl NP40-Lysepuffer resuspendiert 

und für 15 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde danach bei 4°C und 13.000 rpm für 

15 min zentrifugiert und der Überstand in ein neues ERG überführt. Für die Analyse 

von phosphorylierten Proteinen wurde an Stelle des NP40-Lysepuffers der 

TLB-Lysepuffer mit Phosphatase-Inhibitoren verwendet. 

2.3.2 Herstellung nukleärer Zelllysate 

Nukleäre Zelllysate wurden mit Hilfe des Nuclear Extraction Kits von Active Motif 

hergestellt.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde der BCA Protein Assay Kit von 

Pierce verwendet. Die photometrische Auswertung erfolgte an einem Wallac Victor 

Multiplatten-Lesegeräte (PerkinElmer, Waltham, USA) bei einer Wellenlänge von 

562 nm. Eine BSA-Standardreihe diente zur Bestimmung der Konzentration. 

2.3.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese diente, unter denaturierenden 

Bedingungen, der Auftrennung von Proteinen an Hand ihrer Größe. Gleiche 

Proteinmengen der Zelllysate wurden mit 5x Probenpuffer versetzt und bei 95°C für 

5 min denaturiert. Für die Auftrennung wurde abhängig von der Größe der zu 

trennenden Proteine 8%-, 12%- oder 15%ige SDS-Polyacrylamidgele (8-15% (v/v) 

Bis-Acrylamid Mix; 0,375 M Tris, pH 8,8; 0,1% (v/v) Natriumdodecylsulfat SDS; 0,1% 

(v/v) Ammoniumpersulfat, 0,04% (v/v) TEMED verwendet. Die Auftrennung erfolgte 

bei 150 Volt für 1-1,5 h, wobei die `PageRuler Prestained Protein Ladder` als 

Größenstandard diente.  
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2.3.5 Western-Blot Analyse 

Die Western-Blot Analyse diente dem spezifischen Nachweis von elektrophoretisch 

aufgetrennten Proteinen mittels Immundetektion. Hierfür wurden die aufgetrennten 

Proteine mit Hilfe einer Tank-Blot Apparatur der Firma Bio-Rad auf eine 

Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Transfer erfolgte laut Herstellerangaben für 

2 h bei 100 Volt. 

Anschließend erfolgte die Immundetektion der transferierten Proteine. Alle Schritte 

erfolgten dabei unter leichtem Schütteln. Zuerst wurden die Membranen für 1 h bei 

Raumtemperatur (RT) in Blockierungslösung (5% (w/v) Magermilch, 0,5% (v/v) 

Tween-20 in PBS oder TBS) inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran dreimal je 

15 min mit PBS-T oder TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit den jeweiligen 

Primärantikörpern erfolgte in 5% (w/v) BSA gelöst in PBS-T oder TBS-T, ÜN bei 4°C. 

Danach wurde die Membran, nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS-T oder 

TBS-T für je 15 min, mit einem Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiertem 

Sekundärantikörper, für 1 h bei RT inkubiert. Es folgte ein letztmaliger Waschschritt 

mit PBS-T oder TBS-T (dreimal je 15 min) bevor mit Hilfe des Chemilumineszenz-

Reagenz ECL die Detektion erfolgte.  

2.3.6 Enzym linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Zur Analyse der STAT3-Phosphorylierung wurde der `PathScan Phospho-Stat3 

Sandwich ELISA Kit` (Cell Signaling Technology) und zur Bestimmung der SOCS3-

Proteinmenge der `ELISA Kit for Suppressor Of Cytokine Signaling 3` der Firma 

Uscn Life Science Inc. (Wuhan, China) verwendet. Es wurden jeweils 10 µg von 

nukleären Extrakten bzw. 10 µg von Gesamtzell-Lysaten eingesetzt. 

2.3.7 Ko-Immunpräzipitation 

Mit Hilfe der Ko-Immunpräzipitation sollte eine mögliche Interaktion zwischen I B-

und STAT3 nachgewiesen werden. Hierfür wurden HepG2 Zellen transient mit GFP-

I B-  beziehungsweise GFP als Kontrolle transfiziert. 24 h nach der Transfektion 

erfolgte eine Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min. Danach wurden die Zellen 

geerntet und mit Hilfe des NP40-Lysepuffers (ohne DTT) Gesamtzell-Lysate 

hergestellt. Diese Lysate wurden zuerst für eine 1 h mit Protein-G-Sepharose 
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preinkubiert. Nach Zentrifugation bei 8.000 rpm und 4°C für 1 min wurde der 

Überstand in ein frisches ERG überführt und frische Protein-G-Sepharose sowie 2 µg 

des entsprechenden Antikörpers hinzugefügt. Die anschließende Inkubation erfolgte 

rotierend bei 4°C ÜN. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand 

abgenommen und die Protein-G-Sepharose fünfmal mit NP-40 Lysepuffer (ohne 

DTT) gewaschen, im Anschluss mit 1x Probenpuffer versetzt und für 10 min bei 95°C 

denaturiert. Die Analyse der Ko-Immunpräzipitate erfolgte mittels SDS-PAGE und 

Western-Blot.

2.3.8 Bestimmung der DNA-Bindungsaktivität von STAT3 

3x105 HepG2 Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte wurden transient mit GFP oder 

GFP-I B-  transfiziert. 24h nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen für die 

angegebenen Zeiten mit 20 ng/mL rekombinantem IL-6 stimuliert und anschließend 

geerntet. Mit Hilfe des `Nuclear Extraction Kit` wurden nukleäre Zelllysate hergestellt 

und in den `TransAM STAT3` Kit eingesetzt, der zur Bestimmung der STAT3 DNA-

Bindungsaktivität verwendet wurde. Hierbei handelt es sich um eine ELISA-basierte 

Methode. In den Vertiefungen einer 96-Loch Platte wurden Oligonukleotide, deren 

Sequenz der `Interferon-  activated sequence` (GAS), einer Erkennungssequenz von 

humanem STAT3 entspricht, gebunden. Phosphorylierte und dimerisierte 

STAT3-Moleküle sind in der Lage an diesen Oligonukleotiden zu binden. Die 

gebundenen STAT3-Moleküle werden anschließend mittels eines primären anti-

STAT3 Antikörpers, gefolgt von einem sekundären HRP konjugierten Antikörpers, 

detektiert. Die Zunahme der optischen Dichte bei 450 nm (OD450nm) korreliert mit der 

Menge an gebundenem STAT3. Die OD450nm wurde an dem Wallac Victor 

Multiplatten-Lesegeräte gemessen. 

2.3.9 Bestimmung der Caspase-Aktivität 

Bei diesem enzymatischen Substrattest zur Bestimmung der Aktivität von Caspasen 

wurden die fluorogenen Substrate Ac-DEVD-AMC, für Caspase-3, und AC-LEHD-

AMC, für Caspase-9, verwendet. Durch die spezifische Spaltung der Substrate, 

durch die jeweilige Caspase, wird 7-Amino-4-Methylcumarin (AMC) freigesetzt. Die 
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Menge an AMC kann fluorometrisch gemessen werden, wobei die Zunahme der 

Emission mit einer verstärkten Caspase-Aktivität korreliert. 

Hierfür wurden Zellen in 50 mM Tris, pH 7.4, 1 % Nonidet P-40, 1 mM DTT, 1 mM 

PMSF und jeweils 10 µg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin lysiert. 50 µl 

Gesamtzell-Lysat (0,8 µg/µl) wurden in eine schwarze 96-Lochplatte überführt und 

mit 150 µl Substratpuffer (50 mM Hepes, pH 7.3, 100 mM NaCl, 10 % Sucrose, 

0.1 % CHAPS, 10 mM DTT und 50 µM Ac-DEVD-AMC oder Ac-LEHD-AMC) 

aufgefüllt. Bei einer Anregungswellenlänge von 346 nm wurde mittels des Infinite 

M200 Spektrofluorometers (Tecan, Männedorf, Schweiz) die Emission bei 442 nm 

und 37°C über einen Zeitraum von 3 h alle 10 min gemessen. 

2.3.10 Reportergenanalysen zur Untersuchung der SOCS3- 

          Promotoraktivität 

Für die Untersuchung des Einflusses von I B-  auf die SOCS3-Promotoraktivität 

wurde ein SOCS3-Reporterplasmid, welches freundlicherweise von Frau Dr. Albrecht 

zur Verfügung gestellt wurde, genutzt. Dieses Plasmid enthält die SOCS3 

Promotorsequenz, welche sich oberhalb eines Luciferase-Gens befindet. Somit ist 

die gemessene Luciferase-Aktivität direkt proportional zur Aktivität des untersuchten 

Promotors.

HepG2 Zellen wurden transient mit dem SOCS3-Reporterplasmid, einem 

-Galaktosidase kodierenden Plasmid und GFP oder GFP-I B-  für 24 h transfiziert. 

Wurden zusätzlich siRNAs kotransfiziert, erfolgte die Inkubation für 72 h. Nach 

Transfektion wurden die Zellen stimuliert, anschließend geerntet, in 25 mM

Glycylglycin, pH 7.8, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA, 1 mM DTT und 1 % (v/v) Triton-X-

100 für 10 min lysiert und bei 13.000 rpm und 4°C für 10 min zentrifugiert. 10 µl des 

Überstandes wurden mit 140 µl Reaktionspuffer (15 mM Kalium Pi, pH 7.8, 25 mM

Glycylglycin, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA, 1 mM DTT, 2 mM ATP) gemischt und in 

eine Mikrotiterplatte überführt. Die Lichtemission konnte nach Zugabe von 100 µl 

Luciferin (Biaffin, Kassel) mit einem Luminometer von Berthold Technologies (Bad 

Wildbad) gemessen werden. Die -Galaktosidase Aktivität wurde zur Normalisierung 

der Luciferase Werte verwendet und mit Hilfe des `Galakto-Light Plus` Kit (Applied 

Biosystems) gemessen.
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2.3.11 Reportergenanalysen zur Bestimmung der STAT3-Trans- 

          aktivierungsaktivität 

Um den Einfluss von I B-  auf die Transaktivierungsaktivität von STAT3 zu 

analysieren wurde das STAT3 Protein N-terminal mit einer Gal4-DNA Bindedomäne 

fusioniert. Hierfür wurde die cDNA von STAT3 per PCR amplifiziert und in das 

Plasmid pCMV-BD kloniert. Mit Hilfe dieser DNA-Bindedomäne ist es dem STAT3-

Fusionsprotein möglich an einer Gal4-Bindungsstelle eines Reporterplasmids (Gal4-

TK-Luc) zu binden und transaktivierend auf das Luciferase-Gen des 

Reporterplasmids zu wirken. Werden Zellen mit diesen beiden Plasmiden sowie mit 

einem lacZ-Plasmid, dass für die -Galaktosidase kodiert, und GFP oder GFP-I B-

kotransfiziert, so kann an Hand der Luciferase-Aktivität die Transaktivierungsaktivität 

von STAT3 und der Einfluss von I B-  auf diese beurteilt werden. Die Messung der 

Luciferase- und -Galaktosidase-Aktivität erfolgte wie in 2.3.10 beschrieben. 

2.4 Zellbiologische Methoden 

2.4.1 Transfektion eukaryontischer Zellen 

Die Transfektion der eukaryontischen Zellen erfolgte standardmäßig 24h nach dem 

Aussäen. Für die Transfektion der HepG2 Zellen wurde JetPei und für die HepG2 

Tet-On Zellen TurboFect in-vitro verwendet. In beiden Fällen erfolgte die 

Durchführung nach Angaben der Hersteller. 

2.4.2 Generierung einer stabilen I B-  Zelllinie 

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten stabilen Zelllinen basieren auf der `HepG2 

Tet-On Advanced Cell Line` von Clontech. In diesem Zellsystem wird ein reverser 

Tet-Repressor (rtTA) exprimiert, der in Anwesenheit von Doxyzyklin an einer 

Tetrazyklin-Erkennungssequenz (TES) bindet. Aufgrund der Fusion, einer VP16 

transaktivierenden Domäne mit der DNA-Bindungsdomäne des Tet-Repressors, 

fungiert der rtTA als Transaktivator. Die TES ist dabei oberhalb eines Gens von 

Interesse gelegen und führt somit zu einer Doxyzyklin induzierbaren Expression des 

gewünschten Gens.  
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Die cDNA von GFP oder GFP-I B-  wurden in das Plasmid pTREHyg, unterhalb einer 

TES, kloniert und für die Transfektion der HepG2 Tet-On Zelllinie genutzt. Die 

anschließende Selektion erfolgte mit 25 µg/ml Hygromycin. Bei den so gewonnen 

Zelllinien handelt es sich um polyklonale Zelllinien. 

2.4.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

Die Lokalisation von I B-  und STAT3 wurde in-vivo mittels konfokaler Laser-

Scanning Mikroskopie durchgeführt. Hierfür wurden HepG2 Zellen auf 15 mm 

Deckgläschen ausgesät und transient mit GFP-I B-  und mCherry, GFP und 

mCherry-STAT3 oder GFP-I B-  und mCherry-STAT3 transfiziert. Nach 24 h wurden 

die Zellen mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min stimuliert oder blieben unbehandelt. Das 

Nährmedium wurde anschließend abgesaugt und die Zellen einmal mit 1x PBS 

gewaschen. Zur Fixierung der Zellen, welche für 10 min bei RT erfolgte, wurde 

4 %iges Formaldehyd in PBS benutzt. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit 

1x PBS wurden die Zellen mit `Fluorescence Mounting Medium` (Dako, Glostrup, 

Dänemark) eingedeckt. Die mikroskopische Untersuchung der fixierten Zellen 

erfolgte an einem Leica TCS SP2 Laser-Scanning Mikroskop der Firma 

Leica (Wetzlar).

2.4.4 Messung der Propidiumjodid-Aufnahme 

Bei Propidiumjodid (PI) handelt es sich um einen fluoreszierenden Farbstoff, der in 

der Lage ist in die DNA zu interkalieren. Dabei ist zu beachten, dass PI nicht 

Membran permeabel ist und nur von toten oder sterbenden Zellen aufgenommen 

wird. Die Messung der PI-Aufnahme stellt somit eine einfache Methode zur 

Beurteilung der Viabilität einer Zellpopulation dar. Eine Unterscheidung zwischen 

Apoptose und Nekrose ist jedoch nicht möglich.

Für die Messung wurden 1,75x105 HepG2 Tet-On GFP oder HepG2 Tet-On GFP-

I B-  Zellen in einer 12-Loch Platte ausgesät und 24 h später mit verschiedenen 

Substanzen stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet, einmalig mit 1xPBS 

gewaschen und in 2 µg/ml PI in PBS für 5 min auf Eis inkubiert. Um eine möglichst 

korrekte Messung von einzelnen Zellen zu ermöglichen, wurde die Zellsuspension 

vor der Messung mehrfach durch eine tausender Pipettenspitze gezogen. Die 
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Messung erfolgte an einem FACScalibur (BD Bioscience, Heidelberg), wobei das 

FSC/FL3-Profil für die Auswertung der Daten genutzt wurde. 

2.4.5 Nicoletti-Assay 

Mit Hilfe des Nicoletti-Assays wurde die Verteilung der Zellzyklusphasen von 

Zellpopulationen untersucht 143. Wie bei der Messung der PI-Aufnahme wird auch 

hier der fluoreszierende DNA-Farbstoff PI (50µg/ml) verwendet. Zusätzlich beinhaltet 

der verwendete Nicoletti-Puffer 0,1 % (v/v) Triton X-100 und 0,1 % (v/v) 

Natrium-Citrat, wodurch es zur Lyse der Zellen kommt, die Kerne jedoch intakt 

bleiben. Die gemessene Fluoreszenz ist somit direkt proportional zur vorhandenen 

DNA-Menge.

Für die Messung wurden 1,75x105 HepG2 Tet-On GFP oder HepG2 Tet-On GFP-

I B-  Zellen in einer 12-Loch Platte ausgesät und 24 h später mit verschiedenen 

Substanzen stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet, einmalig mit 1xPBS 

gewaschen, in 500 µl Nicoletti-Puffer resuspendiert und für 2 h bei 4°C inkubiert. 

Die Messung am Durchflusszytometer erfolgte wie in 2.4.4 beschrieben, jedoch 

wurde das Zellzahl/FL2-Profil zur Auswertung der Daten verwendet. 

2.4.6 TMRE-Assay 

Bei Tetramethylrhodamin (TMRE) handelt es sich um einen kationischen, 

membranpermeablen Farbstoff, der in Mitochondrien mit intaktem Membranpotential 

akkumuliert. Im Falle der Apoptose Induktion über den intrinsischen Signalweg 

kommt es zur Depolarisation der mitochondrialen Membran, was einen Austritt von 

TMRE aus den Mitochondrien ins Zytoplasma nach sich zieht und an Hand einer 

Verschiebung in der Fluoreszenzintensität erkennbar ist. 

Nach Stimulation wurden die Zellen für 15 min in 250 nM TMRE inkubiert. Die 

Durchflusszytometrische Messung und Auswertung erfolgte, unter der Verwendung 

des Zellzahl/FL2-Profils, wie in 2.4.4 beschrieben.
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2.5.Auswertung

Die Ergebnisse basieren auf drei voneinander unabhängigen Experimenten die 

mindestens in Duplikaten gemessen wurden. Falls nicht anders ausgewiesen, sind in 

den Diagrammen die Mittelwerte der unabhängigen Experimente mit den 

dazugehörigen Standardabweichungen dargestellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 I B-  reguliert die STAT3-Aktivität 

Bei I B-  handelt es sich um ein nukleäres Protein, welches in Form von nukleären 

Körperchen in Erscheinung tritt. Totzke et al. 40 beschrieb, dass I B-  in diesen 

nukleären Körperchen zusammen mit anderen Proteinen assoziiert ist. So konnte 

eine Kolokalisation von I B-  mit dem nukleären Korepressor `silencing mediator of 

retinoic acid and thyroid hormone receptor` (SMRT) und der Histon-Deazetylase 5 

(HDAC5) nachgewiesen werden.40

Auch im Fall von STAT3 konnte, nach dessen IL-6 vermittelten Aktivierung, eine 

Akkumulation in nukleären Körperchen sowie eine Kolokalisation mit anderen 

Proteinen beobachtet werden, wobei es sich hierbei um das CREB-Bindeprotein und 

Histon H4 handelt.144

Aufgrund dieser Beobachtungen, dass sowohl I B-  als auch STAT3 in nukleären 

Körperchen akkumulieren und darüber hinaus mit Proteinen kolokalisieren, die an der 

Modulation der Transkription beteiligt sind, stellte sich die Frage, ob I B- und STAT3 

in identischen nukleären Körperchen kolokalisieren. 

Zur Klärung dieser Frage wurden mit Hilfe von fluoreszierenden Fusionsproteinen 

Kolokalisationstudien durchgeführt. Hierfür wurde zu Beginn ein STAT3-

Fusionsprotein, bei dem STAT3 N-terminal mit dem fluoreszierenden mCherry 

Protein fusioniert ist, hergestellt. 

3.1.1 Das Fusionsprotein mCherry-STAT3 ist biologisch aktiv 

Die biologische Aktivität des mCherry-STAT3 Fusionsproteins konnte an Hand von 

Western-Blot Analysen und einem Reportergentest belegt werden. So zeigte die 

Western-Blot Analyse neben der endogenen STAT3-Expression eine signifikante 

Expression des STAT3-Fusionsproteins sowie dessen Phosphorylierung nach IL-6-

Stimulation (Abb. 8A). Zuletzt wurde noch ein Reportergentest durchgeführt. Bei 

diesem Versuch wurden HepG2 Zellen zusammen mit einem Luciferase-

Reportergenkonstrukt oder dem entsprechenden Leervektor, einem -Galaktosidase

kodierenden Plasmid sowie dem pmCherry-STAT3-Konstrukt oder pmCherry-C1-

Leervektor transfiziert. In diesem Luciferase-Reporterkonstrukt liegt die 
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Promotorsequenz von SOCS3, einem Zielgen von STAT3, oberhalb einesLuciferase-

Gens. Die gemessene Luciferase-Aktivität ist somit abhängig von der STAT3-

Aktivität. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten bereits die unstimulierten mCherry-

STAT3 exprimierenden Zellen eine erhöhte Luciferase-Aktivität (Abb. 8B). Durch die 

Stimulation mit IL-6 kam es auch in den Kontrollen zu einem signifikanten Anstieg der 

Luciferase-Aktivität, jedoch konnte in den mCherry-STAT3 exprimierenden eine 

vierfach höhere Luciferase-Aktivität gemessen werden.  

Abbildung 8. Das Fusionsprotein mCherry-STAT3 ist biologisch aktiv. Zur Überprüfung der 
biologischen Aktivität des STAT3-Fusionsproteins wurden HepG2 Zellen transient mit dem 
Expressionsplasmid pmCherry-STAT3 oder dem pmCherry-Leervektor transfiziert. (A) 24 h nach der 
Transfektion blieben die Zellen unbehandelt oder wurden wie angegeben mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert, 
geerntet und lysiert. Gleiche Proteinmengen wurden zum Nachweis der P-STAT3-, STAT3- und Aktin-
Expression in Western-Blot Analysen eingesetzt. Die Pfeile markieren die Expression des STAT3-
Fusionsproteins. (B) HepG2 Zellen wurden zusätzlich mit dem Luciferase-Reporterkonstrukt pGL3-
SOCS3 oder pGL3 sowie einem ß-Galaktosidase kodierenden Plasmid kotransfiziert. Danach blieben 
die Zellen unbehandelt oder wurden für weitere 16 h mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert. Die Aktivität der 
Luciferase wird in Relative Licht Einheiten (RLE) angegeben und die Normalisierung erfolgte mit Hilfe 
der ß-Galaktosidase-Aktivität. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und es sind 
beispielhafte Ergebnisse dargestellt. 
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Zusammen belegen diese Ergebnisse eine biologische Aktivität des STAT3-

Fusionsproteins, die der des endogenen STAT3-Proteins entspricht, und konnte 

somit für die Kolokalisationstudien verwendet werden. 

3.1.2 I B-  interagiert mit STAT3

Im nächsten Schritt sollte eine mögliche Kolokalisation von I B-  und STAT3 

nachgewiesen werden. Für diese Kolokalisationstudien wurden HepG2 Zellen 

transient mit peGFP-I B-  und pmCherry-STAT3 sowie zur Kontrolle mit peGFP-I B-

und pmCherry-C1 oder pmCherry-STAT3 und peGFP-C1 transfiziert. 24 h nach der 

Transfektion wurden die Zellen mit IL-6 stimuliert oder blieben unbehandelt. 

Anschließend wurden die Zellen fixiert und mit Hilfe eines Konfokalmikroskops 

untersucht. Wie erwartet zeigte sich ein deutliches Auftreten von I B-  in nukleären 

Körperchen, wobei die Stimulation mit IL-6 keinen Einfluss auf die Lokalisation von 

I B-  innerhalb der Zelle hatte (Abb. 9A). Auch auf die homogene Verteilung von 

GFP und mCherry hatte die IL-6-Stimulation keine Auswirkungen (Daten nicht 

gezeigt). Während das STAT3-Fusionsprotein in unbehandelten Zellen eine 

homogene Verteilung innerhalb der Zelle aufwies, führte die Stimulation mit IL-6 

erwartungsgemäß zu einer Akkumulation von STAT3 innerhalb des Nukleus.

In den unbehandelten Zellen, die mit GFP-I B-  und mCherry-STAT3 kotransfiziert 

wurden, zeigte sich ebenso wie in den Kontrollen ein Auftreten von I B-  in den 

nukleären Körperchen sowie die homogene Verteilung von STAT3. Darüber hinaus 

führte die IL-6-Stimulation in diesen Zellen zu einer deutlichen Akkumulation von 

STAT3 in klar erkennbaren nukleären Körperchen. Die Überlagerung der Bilder 

zeigte eine klare Kolokalisation von I B-  und STAT3 in nukleären Körperchen (Abb. 

9A).

Um zu überprüfen, ob I B-  und STAT3 nicht nur kolokalisieren, sondern auch 

miteinander interagieren, wurden zusätzlich Immunpräzipitationsstudien 

durchgeführt. Dazu wurden HepG2 Zellen mit GFP oder GFP-I B-  transfiziert und

zur Aktivierung von STAT3 mit IL-6 stimuliert. Die Immunpräzipitationen erfolgten 

mittels eines anti-STAT3 Antikörpers und die darauf folgende Immundetektion in der 

Western-Blot Analyse mit Hilfe eines anti-GFP Antikörpers. 
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Abbildung 9. I B-  und STAT3 kolokalisieren in nukleären Körperchen und bilden 
Proteinkomplexe. HepG2 Zellen wurden transient mit (A) GFP-I B-  und pmCherry-STAT3 
transfiziert. Nach einer Inkubation von 24 h wurden die Zellen für 30 min mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert 
oder blieben unbehandelt. Die Fluoreszenzbilder wurden mit Hilfe eines Leica TCS SP2 
Konfokalmikroskops aufgenommen. (B) HepG2 Zellen wurden mit GFP-I B-  oder GFP transient 
transfiziert und 24 h später mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min stimuliert. Die Immunpräzipitation erfolgte mit 
Hilfe eines anti-STAT3 Antikörpers und die anschließende Immundetektion wurde mit einem anti-GFP 
Antikörper durchgeführt. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und es sind beispielhafte 
Ergebnisse dargestellt. IP: Immunpräzipitation; IB: Immunoblot 
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Es konnte ausschließlich im Präzipitat der GFP-I B-  transfizierten Zellen eine 

distinkte Bande, die der Größe von GFP-I B-  entspricht und im Lysat gut erkennbar 

war, detektiert werden. Im Vergleich dazu wurde in den GFP transfizierten Zellen nur

in den Lysaten, jedoch nicht im Präzipitat, eine GFP spezifische Bande 

nachgewiesen (Abb. 9B). Somit konnte gezeigt werden, dass es in den nukleären 

Körperchen zu einer Interaktion von I B-  mit STAT3 kommt. 

3.1.3 I B-  verstärkt die Aktivität von STAT3  

Aufgrund dessen, dass I B-  und STAT3 im Kern von HepG2 kolokalisieren und dort 

zudem Proteinkomplexe bilden, sollte in weiterführenden Experimenten ermittelt 

werden, ob diese Interaktion funktionelle Konsequenzen in Bezug auf die Aktivität 

von STAT3 nach sich zieht. Hierfür wurden in Anwesenheit von I B-  verschiedene 

Schritte des IL-6 abhängigen STAT3-Signaltransduktionsweges, die entscheidend für 

die STAT3-Aktivität sind, näher analysiert. Dabei handelt es sich um die STAT3-

Phosphorylierung, welche eine Voraussetzung für die Dimerisierung und 

nachfolgenden Translokalisation von STAT3 in den Kern ist, die STAT3-DNA-

Bindungsaktivität sowie die STAT3-Transaktivierungsaktivität.  

Zuerst erfolgte die Analyse des Einflusses von I B-  auf die STAT3-

Phosphorylierung. Hierfür wurden HepG2 Zellen mit GFP-I B-  oder GFP transfiziert,

mit IL-6 stimuliert und anschließend nukleäre Extrakte hergestellt, die mit Hilfe eines 

Phospho-STAT3 Sandwich ELISAs analysiert wurden. Die Auswertung des ELISAs 

zeigte sowohl in den I B-  transfizierten Zellen als auch in den Kontrollen einen 

starken Anstieg der STAT3-Phosphorylierung nach 30 minütiger IL-6-Stimulation 

(Abb. 10A), der nach weiteren 60 min bereits zurückging, im Vergleich zu den 

unstimulierten Zellen jedoch noch immer auf einem hohen Niveau lag, welches auch 

bis zum Ende der Stimulation (120 min) unverändert blieb. Da hier zwischen den 

Kontrollen und den I B-  exprimierenden Zellen zu keinem Zeitpunkt der Stimulation 

ein Unterschied beobachtet wurde, kann ein Effekt von I B-  auf die STAT3-

Phosphorylierung ausgeschlossen werden. 

Im nächsten Schritt galt es, einen möglichen Einfluss der I B-  Expression auf die 

STAT3-DNA-Bindungsaktivität nachzuweisen. Erneut wurden hierfür HepG2 Zellen 

mit GFP-I B-  oder GFP transfiziert und mit IL-6 stimuliert. Die Zellen wurden nach 

erfolgter Stimulation geerntet und lysiert. Es wurden erneut nukleäre Extrakte 
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hergestellt, von denen gleiche Mengen in den `TransAM STAT3` Kit eingesetzt 

wurden. Durch die in diesem Kit verwendeten Oligonukleotide, welche der 

Erkennungssequenz von STAT3 entsprechen, ist es möglich die  

DNA-Bindungsaktivität von STAT3 zu bestimmen. Erwartungsgemäß führte die IL-6- 

Stimulation in den Kontrollzellen zu einer Induktion der DNA-Bindungsaktivität von

Abbildung 10. Einfluss von I B-  auf die Phosphorylierung, DNA-Bindungs- und 
Transaktivierungsaktivität von STAT3. Um einen möglichen Einfluss von I B-  auf STAT3 
aufzudecken, wurde der Phosphorylierungsstatus, die DNA-Bindungs- sowie Transaktivierungsaktivität 
von STAT3 in Abhängigkeit von I B-  untersucht. HepG2 Zellen wurden transient mit GFP oder GFP-
I B-  transfiziert Für den (A) Phospho-STAT3 ELISA wurden die Zellen wie angegeben und für den (B)
STAT3-DNA-Bindungsaktivitätstest 30 min mit IL-6 stimuliert. Anschließend wurden nukleäre Extrakte 
hergestellt und gleiche Proteinmengen eingesetzt. (C) Zusätzlich wurden die Zellen mit einem 
Luciferase-Reporterplasmid, einem -Galaktosidase kodierenden Plasmid sowie BD-STAT3 oder dem 
BD-Leervektor kotransfiziert und 24 h später mit IL-6 stimuliert. Die Transaktivierungsaktivität wurde in 
Relative Licht Einheiten (RLE) gemessen und auf die Werte der -Galaktosidase-Aktivität normalisiert. 
Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und es sind beispielhafte Ergebnisse dargestellt.
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STAT3, die interessanterweise in den I B-  transfizierten Zellen um das ~3-fache 

erhöht wurde (Abb. 10B). Im Gegensatz zur STAT3-Phosphorylierung ist I B-  somit 

in der Lage, einen Einfluss auf die Bindungsaktivität von STAT3 an die DNA 

auszuüben.

Zur Bestimmung der STAT3-Transaktivierungsaktivität wurden Luciferase-

Reportergen-Analysen durchgeführt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die 

Transfektion von HepG2 Zellen mit dem Gal4-Reportergenkonstrukt und BD-STAT3, 

im Vergleich zum BD-Leervektor, zu einer erhöhten Luciferase Aktivität führte und 

belegen damit eine Transaktivität des BD-STAT3-Konstruktes (Abb. 10C). Die 

höchsten Luciferase-Aktivitäten konnten gemessen werden, wenn BD-STAT3 mit 

GFP-I B-  kotransfiziert wurde. In Bezug zur entsprechenden GFP-Kontrolle waren 

diese Werte um den Faktor 2 erhöht. Die Versuche wurden in Anwesendheit von IL-6 

durchgeführt.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass I B-  neben einer gesteigerten DNA-

Bindungsaktivität auch zu einer verstärkten Transaktivierungsaktivität von STAT3 

führt, wohingegen die STAT3-Phosphorylierung nicht beeinflusst wird.  

3.1.4 Die SOCS3-Promotoraktivität wird durch I B-  verstärkt. 

Da nicht nur eine räumliche Interaktion zwischen I B-  und STAT3 nachgewiesen 

werden konnte, sondern auch ein Einfluss von I B-  sowohl auf die STAT3 DNA-

Bindungs- als auch Transaktivierungsaktivität, sollten im nächsten Schritt die 

Auswirkungen der I B-  Überexpression auf das STAT3 Zielgen `suppressor of 

Cytokine Signaling 3` (SOCS3) untersucht werden.

Das Protein SOCS3 ist in der Lage, an die gp130 Untereinheit des aktiven IL-6 

Rezeptorkomplexes zu binden und so die Aktivität der Jak zu inhibieren, wodurch 

eine Phosphorylierung von STAT3 verhindert wird. SOCS3 stellt somit einen 

negativen Regulator des IL-6 abhängigen STAT3-Signaltransduktionsweges dar, 

über den STAT3 seine eigene Aktivität (Rückkopplungsmechanismus) reguliert. 

Als erstes wurde mit Hilfe des bereits im Abschnitt 3.1.1 beschriebenen Luciferase-

Reportergenkonstruktes der Einfluss von I B- auf die SOCS3-Promotoraktivität

untersucht.

Durch Anwendung der RNA Interferenz (RNAi) wurde die STAT3-Abhängigkeit der 

SOCS3-Aktivierung bestätigt. Dazu wurden HepG2 Zellen zusammen mit dem 
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SOCS3-Reportergenkonstrukt, einem -Galaktosidase kodierenden Plasmid sowie 

Negativ-Kontroll-siRNA oder STAT3-siRNA transfiziert.

Die anschließende Bestimmung der Luciferase-Aktivität zeigte, wie erwartet, eine 

deutliche Induktion der SOCS3-Promotoraktivität als Folge der IL-6-Stimulation in 

den Kontrollen. Diese Induktion wurde jedoch beinahe vollständig durch den RNAi 

vermittelten Knock-down von STAT3 inhibiert und zeigt hiermit eine deutliche 

Abhängigkeit der SOCS3-Promotoraktivität von STAT3 (Abb. 11A). 

Als nächstes wurde der Einfluss von I B-  auf die SOCS3-Promotoraktivität 

untersucht. HepG2 Zellen wurden hierfür erneut zusammen mit dem SOCS3-

Reportergenkonstrukt, einem -Galaktosidase kodierenden Plasmid sowie GFP oder 

GFP-I B-  transfiziert und 24 h später mit IL-6 stimuliert. Bereits in unstimulierten 

Zellen konnte im Vergleich zu den Kontrollen durch die I B- -Expression eine leicht 

erhöhte Luciferase-Aktivität gemessen werden (Abb. 11B). Nach IL-6-Stimulation 

konnte sowohl in den Kontrollen als auch in den I B-  exprimierenden Zellen ein 

Anstieg der Luciferase-Aktivität in zeitabhängiger Weise gemessen werden, der in 

den I B-  Zellen jedoch wesentlich stärker ausfiel. Über den gesamten Zeitraum der 

Stimulation lagen die Werte dabei 2 bis 3fach höher als in den Kontrollen (Abb. 11B).

Dieser positive Effekt von I B-  auf die SOCS3-Promotoraktivität wurde in einem 

umgekehrten Ansatz mit Hilfe eines RNAi vermittelten Knock-downs von I B-

bestätigt. Hierfür wurden die HepG2 Zellen wieder mit dem SOCS3-

Reportergenkonstrukt, dem -Galaktosidase kodierenden Plasmid sowie einer 

Negativ-Kontroll-siRNA oder I B- -siRNA transfiziert und mit IL-6 stimuliert. 

Tatsächlich wurde die SOCS3-Promotoraktivität bereits in unstimulierten Zellen durch 

den Knock-down von I B-  reduziert. Auch die IL-6-induzierte transkriptionelle 

Aktivität von SOCS3 wurde durch die I B- -siRNA stark inhibiert und führte zu einer 

60% niedrigeren Aktivität (Abb. 11C). Zusammen mit den Ergebnissen der 

Überexpression von I B- , belegen diese Resultate eindeutig eine Regulation der 

SOCS3-Promotoraktivität durch I B- . Der Knock-down von STAT3 und I B-  wurde 

mittels Western-Blot Analysen nachgewiesen (Abb. 11 A und B, rechts). 
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Abbildung 11. I B-
führt zu einer 
verstärkten SOCS3-
Promotoraktivität. 
HepG2 Zellen wurden mit 
einem SOCS3-
Reportergenkonstrukt, 
einem -Galaktosidase 
kodierenden Plasmid 
sowie (A) einer Negativ-
Kontroll- oder STAT3-
siRNA kotransfiziert. Nach 
einer 48 stündigen 
Inkubation blieben die 
Zellen entweder 
unbehandelt oder wurden 
6 h mit 20 ng/ml IL-6 
stimuliert. Der erfolgreiche 
Knock-down von STAT3 
wurde durch eine 
Western-Blot Analyse 
nachgewiesen. (B) Die 
Zellen wurden mit GFP-
I B- oder GFP 
transfiziert und 24 h 
später entweder 
unbehandelt belassen 
oder wie angegeben mit 
20 ng/ml IL-6 stimuliert. In 
(C) wurden die Zellen mit 
einer I B- - oder Negativ-
Kontroll-siRNA 48 h 
kotransfiziert und 
anschließend entweder 
unbehandelt belassen 
oder mit 20 ng/ml IL-6 für 
6 h stimuliert. Der Knock-
down von I B-  wurde in 
IL-1  stimulierten HepG2 
Zellen nachgewiesen. Die 
Versuche wurden in 
Triplikaten durchgeführt 
und es sind beispielhafte 
Ergebnisse dargestellt. 
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3.1.5 I B-  führt zu einer verstärkten SOCS3-Transkription 

Der Nachweis einer gesteigerten Promotoraktivität des SOCS3 Gens durch I B- ,

führte zu der Vermutung, dass I B-  auch die SOCS3-Transkription beeinflussen 

könnte. Aufschluss darüber sollten Untersuchungen des mRNA-Levels von SOCS3 

mittels quantitativer RT-PCR geben. Dazu wurden HepG2 Zellen mit GFP-I B- oder

als Kontrolle mit GFP transfiziert und anschließend mit IL-6 stimuliert. IL-6 induzierte 

einen massiven Anstieg des SOCS3 mRNA Levels in den Kontrollen, der 30 min 

nach Stimulation im Vergleich zu den unstimulierten Zellen um das 30-fache erhöht 

war (Abb.12A). Im folgenden Verlauf der Stimulation wurde ein starker Rückgang des 

mRNA Levels in den Kontrollen detektiert, der zuletzt nur noch 12-fach erhöht war. 

Interessanterweise zeigten im Vergleich zu den Kontrollen die I B-  exprimierenden 

Zellen bereits in unbehandeltem Zustand einen 4-fach erhöhten SOCS3 mRNA-

Level. Jedoch konnte nach der 30 minütigen IL-6-Stimulation kein signifikanter 

Unterschied zu den Kontrollen beobachtet werden, denn auch hier waren die Werte 

um das 30-fache erhöht. Erst zu einem späteren Zeitpunkt der Stimulation wurde ein 

Unterschied zu den Kontrollen offensichtlich. Während die Kontrollen durch einen 

starken zeitabhängigen Rückgang der SOCS3 mRNA-Expression gekennzeichnet 

waren, blieb der SOCS3 mRNA-Level der I B-  exprimierenden Zellen während der 

gesamten Stimulation auf einem hohen Niveau. So waren die Werte am Ende der 

Stimulation im Gegensatz zu den unstimulierten Zellen noch immer 25fach erhöht 

(Abb. 12A). 

In der Arbeit von Yang et al. 145 konnte eine stabilisierende Wirkung von IL-1  auf die 

SOCS3-mRNA in HepG2 Zellen gezeigt werden. Da IL-1  die Expression von I B-

in HepG2 Zellen induzieren kann und die Tatsache, dass der SOCS3-mRNA-Level in 

I B-  exprimierenden Zellen nach der IL-6-Stimulation auf einem sehr hohen Niveau 

verblieb, stellte sich die Frage, ob die IL-1 -induzierte SOCS3-mRNA-Stabilisierung, 

zumindest teilweise, über I B-  vermittelt werden könnte. Versuche mit 

Actinomycin D (ActD), einem Inhibitor der Transkription, konnten diesen Verdacht 

jedoch nicht bestätigen. GFP oder GFP-I B-  transfizierte HepG2 Zellen wurden 

nach Präinkubation mit IL-6 über einen Zeitraum von 6 h mit ActD behandelt. Die IL-

6-induzierte Expression der SOCS3-mRNA konnte sowohl in I B-  exprimierenden 

als auch in den Kontrollzellen durch ActD vollständig inhibiert werden. Hierbei sank 

der SOCS3-mRNA-Level gleichermaßen ab und erreichte nach 6 h wieder 
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Ausgangswerte. Ein stabilisierender Effekt von I B-  auf die SOCS3-mRNA konnte 

deshalb ausgeschlossen werden. 

Abbildung 12. Die Überexpression von I B-  führt zu einem erhöhten SOCS3 mRNA-Level, der 
nicht durch eine mRNA-Stabilisierung vermittelt wird. HepG2 Zellen wurden transient mit GFP 
oder GFP-I B-  transfiziert. (A) 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen für die angegebenen 
Zeiten mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert. Die Analyse der SOCS3 mRNA erfolgte mit Hilfe des 7300 real-
time-PCR System von Applied Biosystems. (B) Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion für 
0,5 h mit 20 ng/ml IL-6 in An- und Abwesenheit von 10 µM Actinomycin D (ActD) stimuliert. Für die 
Analyse der mRNA Stabilität erfolgte eine Preinkubation mit 20 ng/ml IL-6 für 0,5 h, bevor die Zellen 
für die angegebenen Zeiten mit ActD inhibiert wurden. Die Experimente wurden in Triplikaten 
durchgeführt und es sind beispielhafte Ergebnisse dargestellt. 
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3.1.6 Der SOCS3 Protein-Level wird nicht durch I B-  beeinflusst 

Nachdem eine gesteigerte Transkription des SOCS3-Gens durch I B-  beobachtet 

wurde, stellte sich die Frage, ob dies auch zu einer Zunahme der Expression des 

SOCS3-Proteins führt. Western-Blot Analysen von HepG2 Zellen, die entweder mit 

GFP-I B-  oder zur Kontrolle mit GFP transfiziert und anschließend mit IL-6 stimuliert 

wurden, offenbarten jedoch keinerlei Einfluss von I B-  auf die SOCS3 

Proteinexpression (Abb. 13A). Überraschenderweise führte die IL-6-Stimulation aber 

auch in den Kontrollzellen zu keiner Veränderung der SOCS3-Expression, obwohl es 

in beiden Transfektanten durch die IL-6 induzierte Phosphorylierung von STAT3 zu 

dessen Aktivierung kam. Auch eine anschließende Untersuchung der Proben mit 

Hilfe eines sensitiveren ELISAs konnte keine Unterschiede der SOCS3-Expression 

durch Transfektion oder Stimulation detektieren, weshalb davon auszugehen ist, 

dass I B- keinen Einfluss auf die SOCS3-Proteinexpression hat. 

Abbildung 13. Die I B- -
Überexpression führt zu 
keiner erhöhten SOCS3-
Proteinkonzentration. 
HepG2 Zellen wurden mit 
GFP-I B-  oder GFP 
transfiziert und 24 h nach 
der Transfektion wie 
angegeben mit 20 ng/ml 
IL-6 stimuliert, geerntet, 
lysiert und gleiche 
Proteinmengen für (A) 
Western-Blot Analysen zum 
Nachweis der SOCS3, 
phosho-STAT3 (P-STAT3), 
STAT3, GFP-I B- , GFP 
und Aktin Expression 
genutzt. (B) Für den 
Nachweis der SOCS3-
Proteinexpression wurde 
zusätzlich ein ELISA 
verwendet. Die Versuche 
wurden in Triplikaten 
durchgeführt und es sind 
beispielhafte Ergebnisse 
dargestellt. OD450nm: Op-
tische Dichte bei 450 nm 
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3.2 I B-  wirkt apoptotisch 

3.2.1 Die transiente Expression von I B-  führt zu einem verstärkten 

Zelltod in HepG2 Zellen 

Erste Hinweise auf eine Beteiligung von I B-  an der Apoptoseinduktion konnte 

bereits in Untersuchungen mit HT1080 und HeLa D98 Zellen gezeigt werden. So 

führte eine I B- -Überexpression zu einer Induktion des Zelltodes, während die 

I B- -siRNA eine partielle Apoptoseresistenz hervorrief.40 Um der Frage 

nachzugehen, ob I B-  auch für die hepatozelluläre Apoptose von Bedeutung ist 

wurden HepG2 Zellen transient mit GFP-I B-  oder GFP als Kontrolle transfiziert. 

Nach einer Inkubation von 24 beziehungsweise 48 h wurden die Zellen 

mikroskopisch begutachtet sowie die Caspase-3-Aktivität gemessen.

Die Transfektionseffizienz lag bei diesen Versuchen zwischen 30 und 50%. Nach 

einer Transfektion für 24 h konnten mikroskopisch keine Unterschiede zwischen den 

GFP- und GFP-I B-  exprimierenden Zellen erkannt werden (Abb. 14A). Beide 

Transfektanten zeigten eine 40 bis 50%ige Konfluenz und es konnten keine 

morphologischen Veränderungen, welche auf einen Zelltod hinweisen würden, 

erkannt werden. Erst 48 h nach der Transfektion zeigten sich deutliche Unterschiede. 

Während die Kontrollzellen eine 70 - 80%ige Konfluenz und keine Zelltod 

assoziierten Anzeichen aufwiesen, konnte im Fall der I B-  transfizierten Zellen eine 

Abnahme der Zellzahl beobachtet werden. Außerdem wiesen die fluoreszierenden 

I B-  Zellen starke morphologische Veränderungen, wie Ausstülpungen des 

Zytoplasmas, starkes Abrunden sowie Schrumpfen der gesamten Zelle auf. Auch im 

Überstand wurden abgelöste, fluoreszierende Zellen sowie eine Vielzahl von 

Zellfragmenten beobachtet.

Um eine mögliche Beteiligung von Caspasen an diesen Vorgängen nachzuweisen, 

wurde die Aktivität der Caspase-3 gemessen. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen 

konnte in den I B-  exprimierenden Zellen bereits 24 h nach Transfektion eine leichte 

Induktion der Caspase-3-Aktivität nachgewiesen werden. Diese verstärkte sich 48 h 

nach Transfektion deutlich (3,5fach). Zu diesem Zeitpunkt wurde auch in den GFP 

transfizierten Zellen eine leichte Caspase-3-Aktivität nachgewiesen, die jedoch weit 

unter dem Wert der I B-  Zellen lag (Abb. 14B).

Diese Ergebnisse wurden durch Western-Blot Analysen bestätigt, in denen eine Pro- 
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zessierung von Caspase-3 in ihre katalytisch aktiven Untereinheiten p12 und p17 

48 h nach Transfektion mit I B- , jedoch nicht mit dem Kontrollvektor, erkennbar war 

(Abb. 14C). 

Somit geben diese Daten Hinweise darauf, dass I B-  zu einem Caspase-3-

abhängigen Zelltod führt und somit in der Lage ist, die Apoptose zu induzieren. 

Abbildung 14. Die transiente Transfektion von I B-  führt zu einem verstärktem Zelltod. HepG2 
Zellen wurden transient mit GFP-I B-  oder GFP als Kontrolle transfiziert. (A) Hellfeld- und 
Fluoreszenzbilder wurden 24 h und 48 h nach der Transfektion mit Hilfe eines Actiovision Mikroskop 
(ZEISS) aufgenommen. Zusätzlich wurden die Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet, 
lysiert und jeweils gleiche Proteinmengen in die (B) Caspase-3-Aktivitätsmessung (mittels Ac-DEVD-
AMC) und (C) Western-Blot Analysen eingesetzt. RE: relative Einheiten 
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3.2.2 I B-  induziert die Apoptose in stabilen, I B-  exprimierenden  

         HepG2 Tet-On Zellen 

Wie in 3.2.1 beschrieben, führte die transiente Transfektion der HepG2 Zellen mit 

30 - 50% positiven Zellen nur zu einer verhältnismäßig schwachen 

Transfektionseffizienz. Dieser Umstand könnte dazu führen, dass schwache Effekte, 

die durch I B-  entstehen, gar nicht detektiert werden, da sie vom Phänotyp der 

Wildtyp (WT) Zellen überlagert werden. Um diesem Problem entgegenzuwirken,

wurden stabile I B-  Zelllinien, die auf der HepG2 Tet-On Advanced Zelllinie 

basieren, generiert. In diesen polyklonalen Zelllinien ist die Expression von GFP-

I B-  oder GFP durch Doxyzyklin (Dox) Stimulation induzierbar. Ein stabile GFP 

Zelllinie wurde in den weiteren Experimenten als Kontrollzelllinie verwendet. 

In den ersten durchgeführten Experimenten wurden diese Zellen mit 1 µg/ml Dox 

über einen Zeitraum von 24 h bis 96 h stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten 

wurde die Membrandysfunktion anhand der Aufnahme von Propidiumjodid (PI) sowie 

die Caspase-3-Aktivität gemessen und zuletzt Western-Blot Analysen durchgeführt. 

Die Messung der PI-Aufnahme ergab für die GFP Kontrollzellen keine signifikanten 

Veränderungen der PI positiven Zellen im Laufe der Stimulation (Abb. 15A). Jedoch 

wurden bereits ohne Stimulation zwischen 9 und 12% PI positive Zellen detektiert. 

Dieser hohe Hintergrund an PI positiven Zellen ist ein Resultat der praktischen 

Durchführung. Denn um eine möglichst korrekte Messung von einzelnen Zellen 

durchzuführen und ein Verstopfen des Durchflusszytometers zu verhindern, wurden 

die Zellen vor der Messung mehrmals durch eine 1000er Pipettenspitze gezogen, um 

die Zellen zu vereinzeln. Die dabei auftretenden Scherkräfte führten wahrscheinlich 

zu einer negativen Beeinflussung der Zellmembran, so dass PI in der Lage war, in 

die Zellen zu gelangen. Im Falle der I B-  Zelllinie wurde das gleiche Phänomen 

beobachtet und in unstimulierten Proben ~10% PI positive Zellen gemessen. 

Während 24 h nach Beginn der Stimulation noch keine Zunahme von PI positiven 

Zellen detektiert werden konnte, kam es weitere 24 h später zu einem Anstieg der PI 

positiven Zellen. Dieser Anstieg setzte sich bis zum Ende der Stimulation fort und 

erreichte nach 72 h ein Mittel von ca. 30% PI positiven Zellen. Da man an Hand der 

PI-Aufnahme nicht zwischen Nekrose und Apoptose unterscheiden kann, wurden 

zusätzlich Kostimulationen mit Dox und dem Caspasen Inhibitor Q-VD-OPH für 96 h 

durchgeführt. Dabei führte die Q-VD-OPH Kostimulation zu einer völligen 
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Abbildung 15. Die Doxyzyklin 
induzierte Expression von 
I B-  führt zur Induktion der 
Apoptose. Die HepG2 Tet-On 
Zelllinien GFP und GFP-I B-
wurden wie angegeben mit 
1 µg/ml Doxyzyklin stimuliert. 
Für die Messung der PI-
Aufnahme (A) sowie der 
Western-Blot Analysen (C) 
wurden zusätzlich 96 h 
Stimulationen mit Doxyzyklin 
und dem Caspasen-Inhibitor 
Q-VD-OPH (1 µM) durchgeführt. 
(A) Die Zellen wurden zu den 
angegebenen Zeitpunkten ge-
erntet und anschließend mit 
2 µg/ml PI inkubiert. Die PI-
Aufnahme wurde mittels Durch-
flusszytometrie unter Ver-
wendung des FSC/FL3-Profils 
ermittelt. Zusätzlich wurden 
Gesamtzell-Lysate der stimu-
lierten Zellen generiert und 
gleiche Proteinmengen (B) zur 
Bestimmung der Caspase-3-
Aktivität (mittels Ac-DEVD-AMC) 
und (C) zum Nachweis der 
Caspase-3- (Proform und 
Spaltprodukt), PARP-, GFP-, 
GFP-I B- - und Aktin-Expres-
sion mittels Western-Blot 
Analysen verwendet. Dox: 
Doxyzyklin; QVD: Q-VD-OPH; 
RE: Relative Einheiten. 
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Inhibition der PI Zunahme, es wurden lediglich die durch die technische 

Durchführung verursachten Hintergrundwerte gemessen

Daher ist die I B-  induzierte Aufnahme von PI Caspasen abhängig und es handelt 

sich somit um einen apoptotischen Zelltod.

Parallel zur Messung der PI-Aufnahme wurde die Caspase-3-Aktivität bestimmt. 

Dabei konnte in den Kontrollzellen, über den gesamten Zeitraum der Stimulation, 

keine signifikante Caspase-3-Aktivität nachgewiesen werden. Die I B-  Zelllinie 

zeigte in den unstimulierten Proben ebenfalls keine signifikante Caspase-3-Aktivität, 

allerdings konnte bereits 24 h nach Beginn der Stimulation eine leichte Zunahme der 

Aktivität gemessen werden. Im weiteren Verlauf der Stimulation vervierfachte sich die 

gemessene Aktivität nochmals und verblieb bis zum Ende der Stimulation (72 h) auf 

diesem hohen Niveau (Abb. 15B). 

Die Western-Blot Analyse, der in der Caspase-3-Aktivitätsmessung verwendeten 

Proben, ließ ganz klar die Dox induzierte Expression von GFP und GFP-I B-

erkennen (Abb. 15C). Zudem konnte, wie erwartet, nur im Falle der I B-

exprimierenden Zellen eine Spaltung der Caspase-3 detektiert werden. 

So konnte in diesen Zellen, die 48 bis 96 h mit Dox stimuliert wurden, sowohl die 

Abnahme der Procaspase-3 als auch das Auftauchen der p17 Untereinheit gezeigt 

werden (Abb.15C). Obwohl bereits 24 h nach Stimulation eine Caspase-3-Aktivität 

messbar war, es also zu einer Spaltung der Caspase-3 gekommen sein muss, 

konnte im Western-Blot keine Spaltung detektiert werden. Es ist deshalb davon 

auszugehen, dass die Konzentration der Spaltprodukte zu diesem Zeitpunkt noch 

unterhalb der Detektionsgrenze lag. Ein weiterer Anhaltspunkt für eine Caspase-3-

Aktivität 24 h nach der Stimulation ist die nachweisbare Spaltung der `Poly-(ADP-

Ribose) Polymerase` (PARP), ein Hauptsubstrat der Caspase-3, welche im Laufe der 

Stimulation fast vollständig abgebaut wurde. Des Weiteren ist in den Western-Blot 

Analysen klar die inhibierende Wirkung von Q-VD-OPH zu erkennen, die eine 

Prozessierung der Caspase-3 vollständig inhibiert und somit eine Spaltung von 

PARP verhindert.

Entsprechend der zuvor gemachten Beobachtung, dass die transiente I B-

Expression in HepG2 Zellen die Apoptose induziert, lassen diese Ergebnisse den 

Schluss zu, dass I B-  ebenfalls in der stabilen Zelllinie zu einem Caspase 

abhängigen Zelltod, der Apoptose, führt.
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Da 48 h nach Beginn der Dox Stimulation die höchsten Caspase-3-Aktivitäten in den 

I B-  exprimierenden Zellen nachgewiesen werden konnten, wurde für die weiteren 

Experimente ein Stimulationszeitraum von 48 h gewählt. 

3.2.3 IL-6 führt zu einer Verstärkung des apoptotischen Effekts von I B-

Wie bereits in der Einleitung geschildert, besitzt der IL-6 abhängige Jak/STAT3 

Signaltransduktionsweg vor allem in der Leber eine starke anti-apoptotische Wirkung. 

Dies und die Tatsache, dass in dieser Arbeit eine Interaktion zwischen I B-  und dem 

IL-6-induzierbaren Transkriptionsfaktor STAT3 in HepG2 Zellen nachgewiesen 

werden konnte, führte zu der Frage, ob IL-6 in der Lage ist, die pro-apoptotische 

Wirkung von I B-  zu inhibieren. Um dieser Frage nachzugehen, wurden 

entsprechende Stimulationen in den HepG2 Tet-On Zelllinien GFP und GFP-I B-

vorgenommen und wie zuvor die PI Aufnahme und Caspase-3-Aktivität gemessen 

sowie Western-Blot Analysen durchgeführt.

Interessanterweise führte die Kostimulation mit Dox und IL-6 anders als erwartet, 

nicht zu einer verminderten PI-Aufnahme, sondern zeigte vielmehr einen 

gegenteiligen Effekt. So führte die Kostimulation mit IL-6 zu einer verstärkten PI-

Aufnahme und erreichte mit 60% positiven Zellen einen mehr als doppelt so hohen 

Wert wie die ausschließlich mit Dox stimulierten Zellen. Die gleichzeitige Stimulation 

mit Q-VD-OPH führte auch dieses Mal zu einer Inhibition der gesteigerten PI-

Aufnahme über den Hintergrundwert hinaus. (Abb. 16A).  

Ebenso die Messung der Caspase-3-Aktivität ließ einen verstärkenden Effekt der IL-

6-Kostimulation erkennen. Wurden die I B-  Zellen mit Dox stimuliert, erreichten die 

gemessenen Caspase-3-Aktivitäten ähnliche Werte wie in 3.2.2, welche jedoch 

infolge der Kostimulation mit IL-6 um den Faktor 2 erhöht wurden (Abb. 16B).

Wie zu erwarten war, konnten wieder, unabhängig von der Stimulation, keine 

signifikanten Caspase-3-Aktivitäten in den Kontrollzellen gemessen werden. 

Auch in anschließenden Western-Blot Analysen konnte der verstärkende Effekt der 

IL-6-Kostimulation detektiert werden. Diese zeigten ausschließlich in I B-

exprimierenden Zellen eine Spaltung der Caspase-3 und von PARP, welche durch 

die IL-6-Kostimulation deutlich verstärkt wurden (Abb. 16C). Die gleichzeitige 

Stimulation mit Q-VD-OPH führte erneut zu einer vollständigen Blockierung der 

Caspase-3-Aktivierung und PARP-Spaltung.
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Abbildung 16: IL-6 ver-
stärkt den apoptotischen 
Effekt von I B- . Die 
HepG2 Tet-On GFP und 
GFP-I B-  Zellen wurden 
wie angegeben für 48 h mit 
Dox (1 µg/ml), IL-6 
(20 ng/ml) und Q-VD-OPH 
(10 µM) stimuliert. Als 
Kontrolle wurden unbe-
handelte Zellen mitgeführt. 
(A) Die Zellen wurden nach 
der Stimulation geerntet, 
mit 2 µg/ml PI inkubiert und 
anschließend die PI Auf-
nahme durchflusszytome-
trisch, unter Verwendung 
des FSC/FL3-Profils, ge-
messen. Zusätzlich wurden 
Gesamtzell-Lysate der 
Zellen generiert und gleiche 
Proteinmengen (B) zur 
Bestimmung der 
Caspase-3-Aktivität (mittels 
Ac-DEVD-AMC) und (C)
zum Nachweis der 
Caspase-3- (Proform und 
Spaltprodukt), PARP-, 
GFP-, GFP-I B- - und 
Aktin-Expression mittels 
Western-Blot Analysen ver-
wendet. -/+ Dox: ohne/mit 
Doxyzyklin; PI: Propidium-
jodid; QVD: Q-VD-OPH; 
RE: Relative Einheiten 
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Zusammengefasst zeigen die durchgeführten Versuche eindeutig, dass die 

Kostimulation mit IL-6 in einer Verstärkung des pro-apoptotischen Effekts von I B-

resultiert. Dahingegen führte die Stimulation mit IL-6 alleine weder zu einer 

Aktivierung der Caspase-3, noch wurde die Expression von GFP oder GFP-I B-

beeinflusst.

3.2.4 I B-  hat keinen Einfluss auf den Zellzyklus 

Um zu klären, ob die durch I B-  induzierte Apoptose mit einer Arretierung des 

Zellzykluses verknüpft ist, wurde die Verteilung der Zellzyklusphasen nach Nicoletti 

et al. 143 bestimmt. Dabei wird der DNA Gehalt der Kerne mittels PI-Färbung 

gemessen und ermöglicht so eine Bestimmung der Zellzyklusphase. Der Gehalt an 

DNA von diploiden Zellen in der G0/G1-Phase beträgt 2n. Während der S-Phase 

verdoppelt sich der Chromosomensatz, die Zellen werden tetraploid und der DNA-

Gehalt der sich in der G2/M-Phase befindlichen Zellen ist somit 4n. Während der 

Apoptose kommt es zur Fragmentierung der DNA, wodurch der Gehalt an DNA in 

apoptotischen Zellkernen kleiner ist als 2n, man bezeichnet diese Phase als subG1.

Für die Untersuchungen blieben die beiden Zelllinien HepG2 Tet-On GFP und GFP- 

I B-  unbehandelt oder wurden wie angegeben mit Dox und IL-6 stimuliert und 

anschließend mit PI inkubiert. Die durchflusszytometrischen Analysen der Zellen 

ergaben keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Zellzyklusphasen. 

Dies galt sowohl für die GFP als auch für die I B-  exprimierenden Zellen. Einzig 

eine leichte Zunahme von apoptotischen I B-  exprimierenden Zellen (subG1-Phase) 

konnte nach einer 48 stündigen Dox Stimulation detektiert werden (Abb.17).

Wie im Abschnitt zuvor beschrieben, führte auch hier die IL-6-Kostimulation zu einer 

verstärkten Zunahme der subG1-Population. Wohingegen die Stimulation mit IL-6 

alleine zu keiner Zunahme führte.  

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte ein Einfluss von I B-  auf die Verteilung der 

Zellzyklusphasen ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 17. I B-  hat 
keinen Einfluss auf den 
Zellzyklus. Zellen der HepG2 
Tet-On Zelllinien GFP und 
GFP-I B-  wurden wie ange-
geben mit 1 µg/ml Dox in An- 
und Abwesenheit von 20 ng/ml 
IL-6 stimuliert oder blieben 
unbehandelt. Die Bestimmung 
der Zellzyklusverteilung er-
folgte durchflusszytometrisch 
nach Nicoletti et al

143
.

3.2.5 I B-  führt zu einem Verlust der mitochondrialen Membranintegrität

        und Induktion der Caspase-9-Aktivität 

Die Aktivierung der Apoptose ist über zwei verschiedene Signalwege möglich. Zum 

einen über den extrinsischen, zum anderen über den intrinsischen Apoptoseweg. Um 

festzustellen, über welchen Weg die Apoptose Induktion durch I B-  erfolgt, wurden 

durchflusszytometrische Untersuchungen unter Verwendung von TMRE 

durchgeführt, bei dem es sich um ein kationisches Fluorophor handelt, welches sich 

in Mitochondrien von gesunden Zellen anreichert. Die Anreicherung ist dabei von 

einem intakten mitochondrialen Membranpotential abhängig. Wird der intrinsische 

Apoptoseweg induziert, kommt es im Laufe der Apoptose zur Permeabilisierung der 

äußeren Mitochondrienmembran, was gleichzeitig mit einer Depolarisierung des 

Membranpotentials verknüpft ist. Diese Depolarisierung führt zu einer Diffusion des 
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TMRE ins Zytoplasma der Zelle und dadurch zu einer messbaren Verschiebung der 

Fluoreszenzintensität. Die Fluoreszenzmessung erfolgte durchflusszytometrisch 

unter Verwendung des Zellzahl/FL2-Profils.

Die Auswertung der gemessenen Daten erfolgte mit Hilfe von Histogrammen. Diese 

ließen im Falle der GFP exprimierenden Zellen, unabhängig von Art und Dauer der 

Stimulation, nur einen einzelnen breiten Gipfel erkennen (Abb.18A). Da dieser Gipfel 

dem der unstimulierten Zellen entspricht, bedeutet dies, dass es in diesen Zellen 

während der Stimulation zu keiner Permeabilisierung der mitochondrialen Membran 

gekommen ist.

Die I B-  exprimierenden Zellen ließen, in den unbehandelten und mit IL-6 

stimulierten Proben, im Histogramm ebenfalls nur einen einzelnen, distinkten Gipfel 

erkennen. Die Fluoreszenzintensität dieses Gipfels ist dabei  

vergleichbar mit den Ergebnissen der GFP exprimierenden Zellen und wird im 

Weiteren als primärer Gipfel bezeichnet. Die Dox stimulierten I B-  Zellen zeigten im 

Gegensatz dazu jedoch bereits nach 24 h eine leichte Verschiebung der 

Fluoreszenzintensität. Der in den Kontrollen sichtbare, breite primäre Gipfel ist in 

diesen Zellen deutlich schmaler und es zeichnet sich außerdem eine weitere 

Population von Zellen mit einer geringeren Fluoreszenzintensität ab. Bei dieser 

Population handelt es sich somit um Zellen, bei denen es zu einer Depolarisierung 

der mitochondrialen Membran gekommen sein muss.

Die Ausprägung dieser zusätzlichen Population mit geringerer Fluoreszenzintensität 

wird durch die Kostimulation mit Dox und IL-6 verstärkt und lässt deutlich die 

Entstehung eines sekundären Gipfels erkennen. Weitere 24 h später waren die 

Veränderungen in der Fluoreszenzintensität noch ausgeprägter. Die Dox stimulierten 

Zellen zeigten eine anhaltende Verringerung des Primärgipfels sowie die damit 

verbundene, deutliche Zunahme des sekundären Gipfels. In den IL-6 kostimulierten 

Proben war der sekundäre Gipfel zu diesem Zeitpunkt bereits wesentlich größer als 

der primäre Gipfel. Die unstimulierten Kontrollen sowie die ausschließlich mit IL-6 

stimulierten Proben ließen dahingegen nur den primären Gipfel im Histogramm 

erkennen (Abb. 18A). 

Die Depolarisierung der mitochondrialen Membran ist mit deren gleichzeitiger 

Permeabilisierung verknüpft und führt so zu einer Freisetzung von Cytochrom c ins 

Zytoplasma der Zellen. Dies führt wiederum zur Bildung des Apoptosoms, welches 

letztlich für die Aktivierung der Effektor Caspase-3 verantwortlich ist. Die Formierung
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Abbildung 18. I B-  führt zu einem Verlust der mitochondrialen Membranintegrität und einer 
Induktion der Caspase-9-Aktivität. HepG2 Tet-On GFP und GFP-I B-  Zellen blieben unbehandelt 
oder wurden über einen Zeitraum von 48 h wie angegeben mit 1 µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 
stimuliert (A) Nach der Stimulation wurden die Zellen für 15 min mit 250 nM TMRE inkubiert und 
anschließend, unter der Verwendung des Zellzahl/FL2 Profils, durchflusszytometrisch analysiert. (B)
Die stimulierten Zellen wurden geerntet, lysiert und gleiche Proteinmenge zur Bestimmung der 
Caspase-9-Aktivität (mittels Ac-LEHD-AMC) verwendet. Die Experimente wurden mindestens dreimal 
durchgeführt und es sind beispielhafte Ergebnisse dargestellt. Dox: Doxyzyklin; Med: Medium; RE: 
Relative Einheiten 
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des Apoptosoms, bestehend aus dem apoptotischen Protease Aktivierungsfaktor 1 

(Apaf1), Cytochrom c und dATP, führt zu der Aktivierung der Initiator Caspase-9. Ein 

Nachweis der Caspase-9-Aktivität durch Doxyzyklin Stimulation würde somit die 

Vermutung unterstützen, dass I B-  die Apoptose über den intrinsischen Weg 

aktiviert. Um dies zu überprüfen, wurden beide HepG2 Tet-On Zelllinien wieder für 

48 h mit Dox und IL-6 stimuliert oder blieben unbehandelt. Die Messung der 

Caspase-9-Aktivität ergab dabei ein ähnliches Ergebnis wie zuvor schon die 

Caspase-3-Aktivitätsmessungen. Die Dox Zugabe führte im Falle der I B-  Zellen zu 

einer verstärkten Aktivität der Caspase-9, welche durch IL-6 verstärkt wurde (Abb. 

18B). Im Gegensatz dazu konnte in den Kontrollzellen, unabhängig von der 

Stimulation, keine Zunahme der Caspase-9-Aktivität detektiert werden. 

Die beobachtete Permeabilisierung der mitochondrialen Membran sowie die erhöhte 

Caspase-9-Aktivität geben einen Hinweis darauf, dass I B-  über den intrinsischen 

Weg die Apoptose induziert. Darüber hinaus bestätigen die Ergebnisse noch einmal 

die Verstärkung des pro-apoptotischen Effektes von I B-  durch die IL-6-

Kostimulation.

3.2.6 Die I B-  induzierte Apoptose wird über Bim und Mcl-1 vermittelt 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte der Mechanismus der I B-  induzierten 

Apoptose aufgeklärt werden. Um die Aussage zu bekräftigen, dass I B-  über den 

intrinsischen Weg die Apoptose induziert, wurde zuerst die Expression von 

Proteinen, die im Zusammenhang mit der Permeabilisierung der mitochondrialen 

Membran während der intrinsischen Apoptose stehen, untersucht. Dabei handelte es 

sich um Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie.  

Für diese Untersuchungen wurden die Lysate der in 3.2.2 beschriebenen Proben 

verwendet. Die Analyse der Expressionsprofile folgender Mitglieder der Bcl-2-

Proteinfamilie: Bak, Bax, Bcl-2, Bcl-XL, Bim und MCl-1 zeigte unterschiedliche 

Ergebnisse. In den beiden Tet-On Zelllinien GFP und GFP-I B-  konnte, unabhängig 

von der Stimulation, keine Expression von Bcl-2 sowie keine signifikanten 

Unterschiede in der Expression der Proteinen Bcl-XL (Daten nicht gezeigt), Bak und 

Bax beobachtet werden. Im Gegensatz dazu ließen sich jedoch für die Proteine Bim 

und Mcl-1 Unterschiede in deren Expressionsmuster erkennen. Während Bim zu den 
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`BH3-only`-Proteinen zählt und pro-apoptotisch wirkt, handelt es sich bei Mcl-1 um 

ein anti-apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie. 

Wie aufgrund der vorherigen Ergebnisse zu erwarten war, traten diese veränderten 

Expressionsmuster nur in den I B-  exprimierenden Zellen auf. In diesen konnte eine 

Induktion der Bim-Expression vor allem der Isoformen BimL und BimS nachgewiesen 

werden (Abb. 19, Spur 10). Die Western-Blot Analysen zeigten ferner, dass durch die 

IL-6-Kostimulation die bereits durch Dox erhöhte Expression von Bim noch weiter 

verstärkt wurde. Neben den kleineren Isoformen BimL und BimS wurde hierbei auch 

die Isoform BimEL verstärkt exprimiert (Abb. 19 Spur 11). Diese Heraufregulierung 

der Bim-Expression stellt somit einen möglichen Mechanismus für die Wirkung der 

IL-6-Kostimulation auf die I B-  induzierte Apoptose dar. 

Abbildung 19. Die I B- -Expression führt zu einer Heraufregulierung von Bim und simultanen 
Herunterregulierung von Mcl-1. Die HepG2 Tet-On GFP und GFP-I B-  Zellen blieben unbehandelt 
oder wurden wie angegeben für 48 h mit 1µg/ml Dox, 20 ng/ml IL-6 und 10µM Q-VD-OPH stimuliert. 
Die Zellen wurden anschließend geerntet, lysiert und gleiche Proteinmengen der Gesamtzell-Lysate 
in die Western-Blot Analyse eingesetzt. Die Expression von Aktin fungierte als Ladungskontrolle. -/+ 
Dox: ohne/mit Doxyzyklin, QVD:Q-VD-OPH 

Wie bereits erwähnt, führte die Dox Stimulation auch zu einer veränderten 

Expression von Mcl-1 (Abb. 19, Spur 10-12), wobei diese allerdings, anders als bei 

Bim, zu einer Reduktion der Expression führte. Mcl-1 zählt zu den anti-apoptotischen 

Mitgliedern der Bcl-2 Proteinfamilie, dessen anti-apoptotische Wirkung auf der 
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Interaktion mit Bax/Bak beruht und diese dadurch an der Bildung der mitochondrialen 

Membranpore hindert. Ein weiterer wichtiger Unterschied zur Bim Expression ist, 

dass die IL-6-Kostimulation keinen Einfluss auf die Expression von Mcl-1 hatte (Abb. 

19, Spur 11).

Die zusätzliche Stimulation mit Q-VD-OPH ließ weder auf die Expression von Bim 

noch auf die von Mcl-1 einen Einfluss erkennen. Zusammengefasst lassen diese 

Veränderungen der Expressionsmuster vermuten, dass die verstärkte Expression 

des pro-apoptotischen Proteins Bim, gemeinsam mit der verminderten Expression 

des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1, zu einer synergistischen Induktion der 

Apoptose führte. 

Diese Annahme konnte durch Bim-Supressions- sowie Mcl-1-Überexpressions-

versuche bestätigt werden. So führte die Verwendung der Bim-siRNA, im Vergleich 

zu der Kontrolle, sowohl in den Dox als auch in den mit Dox und IL-6 kostimulierten 

Zellen zu einer mehr als 60% niedrigeren Caspase-3-Aktivität (Abb. 20). Es gilt bei 

diesen Ergebnissen jedoch zu beachten, dass mit Hilfe der Bim-siRNA nur ein 

mäßiger Knock-down der Bim Expression erzielt werden konnte, welche außerdem in 

den stimulierten Zellen auch wieder verstärkt vorlag (Daten nicht gezeigt). Leider 

führten Veränderungen der Versuchsbedingungen nicht zu einer verbesserten 

Inhibition der Bim Expression.

Abbildung 20. Der RNAi 
vermittelte Knock-down von 
Bim führt zu einer 
Inhibierung der I B-
induzierten Apoptose. HepG2 
Tet-On GFP-I B-  Zellen 
wurden mit 100nM Negativ-
Kontroll-siRNA oder Bim-siRNA 
transfiziert. 48 h nach der 
Transfektion blieben die Zellen 
unbehandelt oder wurden wie 
angegeben für weitere 30 h mit 
1µg/ml Dox und 20ng/ml IL-6 
alleine oder in Kombination 
stimuliert. Anschließend wurde 
die Caspase-3-Aktivität mittels 
Ac-DEVD-AMC gemessen 
sowie der Knock-down von Bim 
in unstimulierten Zellen mittels 
Western-Blot Analyse nach-
gewiesen. Dox: Doxyzyklin; 
Neg.-Ko.-siRNA: Negativ-
Kontroll-siRNA; RE: Relative 
Einheiten
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Für die Mcl-1 Überexpressionsversuche wurde die HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zelllinie 

mit den Plasmiden pmCherry-Mcl-1 oder pmCherry-C1 transfiziert und anschließend 

mit Dox inkubiert. Da in der vorangegangenen Western-Blot Analyse kein Einfluss 

der IL-6-Kostimulation auf die Mcl-1 Expression nachgewiesen werden konnte, wurde 

in diesen Versuchen von einer IL-6-Kostimulation abgesehen.

Die Messung der Caspase-3-Aktivität dieser Zellen ergab, eine um ~ 40 - 50% 

geringere Aktivität im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 21A). Zur weiteren Klärung 

der Bedeutung von Mcl-1, für die I B-  induzierte Apoptose, wurden Versuche mit 

dem Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid (CHX) durchgeführt. Mit Hilfe dieser 

Abbildung 21. Neben der verringerten Mcl-1-Expression ist vor allem die de-novo Synthese 
von Proteinen entscheidend für die I B-  induzierte Apoptose. (A) HepG2 Tet-On GFP-I B-

Zellen wurden mit mCherry-Mcl-1 oder als Kontrolle mit mCherry-C1 transfiziert. 24 h nach der 
Transfektion schloss sich eine Stimulation für 24 bzw. 48 h mit 1µg/ml Dox sowie die Messung der 
Caspase-3-Aktivität mittels Ac-DEVD-AMC an. (B) HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden für 24 h 
mit 1 µg/ml Dox stimuliert. Anschließend erfolgte eine weitere Inkubation eines Teils der Zellen mit 
25 µM CHX, während der andere Teil nur mit Nährmedium ohne Zusätze inkubiert wurde. Auch hier 
erfolgte die Messung der Caspase-3-Aktivität mittels Ac-DEVD-AMC. Die Versuche wurden 3-fach 
durchgeführt und es sind beispielhafte Ergebnisse dargestellt. CHX: Cycloheximid; Dox: Doxyzyklin; 
RE: Relative Einheiten. 
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Versuche sollte ermittelt werden, ob eine verminderte Mcl-1-Expression ausreichend 

für die Induktion der Apoptose ist oder ob eine de-novo Synthese von Proteinen, in 

diesem Falle von Bim, erfolgen muss. Für diese Versuche wurden HepG2 Tet-On 

GFP-I B-  Zellen zur Induktion der Apoptose für 24 h mit Dox stimuliert. Nach der 

Entfernung des Dox aus dem Nährmedium, wurde ein Teil der Zellen für weitere 24 h 

mit 25 µM CHX behandelt, während der Rest der Zellen nur mit Nährmedium ohne 

Zusätze inkubiert wurde. Die nachfolgende Bestimmung der Caspase-3-Aktivität 

zeigte, dass die weitere CHX Behandlung im Vergleich zu den Kontrollzellen zu einer 

starken Verminderung der Caspase-3-Aktivität führte. So führte die zusätzliche 

Behandlung mit CHX zu einer 80%igen Reduktion der Caspase-3-Aktivität.

Zusammen bestätigen diese Ergebnisse, dass die I B-  induzierte Apoptose durch 

Bim und Mcl-1 vermittelt wird und dass vor allem die de-novo Synthese von 

Proteinen entscheidend für die Apoptoseinduktion ist. 

3.2.7 STAT3 ist an der I B-  vermittelten Apoptose beteiligt 

Da IL-6 in Abhängigkeit von I B-  unerwarteterweise pro-apoptotisch wirkte, und der 

STAT3-Signaltransduktionsweg durch IL-6 induziert wird, sollte im nächsten Schritt 

geklärt werden, ob dieser positive Effekt der IL-6-Kostimulation durch STAT3 

vermittelt wird oder ob andere Faktoren dafür verantwortlich sind.

Hierfür wurde zuerst der STAT3-Phosphorylierungsstatus von HepG2 Tet-On GFP- 

I B-  Zellen mit Hilfe von Western-Blot Analysen untersucht. Diese ließen bereits in 

unstimulierten Zellen eine geringe basale Phosphorylierung von STAT3 erkennen, 

welche infolge der IL-6-Stimulation massiv verstärkt wurde (Abb. 22A). Zwar führte 

die Kostimulation mit Dox und IL-6 ebenfalls zu einer starken Phosphorylierung von 

STAT3, allerdings wurde diese durch Dox leicht verringert. Da dieser Effekt jedoch 

nicht eindeutig reproduziert werden konnte, erfolgten diesbezüglich keine weiteren 

Untersuchungen.

Im weiteren Verlauf wurde mit dem spezifischen STAT3-Inhibitor S3I-201 gearbeitet. 

Dieser blockiert die SH2-Domäne von STAT3, wodurch dessen Bindung an die 

gp130-Untereinheit des aktiven IL-6 Rezeptorkomplexes sowie dessen nachfolgende 

Aktivierung verhindert wird. 146
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Die Verwendung von S3I-201 führte zu einer starken Inhibition der Caspase-3-

Aktivität und spricht somit für eine Beteiligung von STAT3 an der I B-  vermittelten 

Apoptose (Abb. 22B). Bemerkenswerterweise konnte dieser Effekt nicht nur in den 

Abbildung 22. STAT3 ist in Ab- und Anwesenheit von IL-6 an der I B-  vermittelten Apoptose 
beteiligt. HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden unbehandelt belassen oder wie angegeben für 
48 h mit 1 µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 alleine oder in Kombination stimuliert. (A) Western-Blot 
Analyen zum Nachweis der P-STAT3-, STAT3-, GFP-I B- - und Aktin-Expression. In (B) wurden die 
Zellen wie angegeben zusätzlich mit 25 µM S3I-201 oder als Kontrolle mit dem Lösungsmittel DMSO 
stimuliert. Im Anschluss erfolgte die Messung der Caspase-3-Aktivität mittels Ac-DEVD-AMC. (C)
HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden mit 100 nM Negativ-Kontroll- oder STAT3-siRNA transfiziert 
und für 48 h inkubiert, bevor sie wie angegeben für weitere 30 h mit 1 µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 
alleine oder in Kombination stimuliert wurden. Anschließend erfolgte die Messung der Caspase-3-
Aktivität mittels Ac-DEVD-AMC sowie der Nachweis des STAT3-Knock-downs mittels Western-Blot 
Analyse. DMSO: Dimethylsulfoxid; Dox: Doxyzyklin; Neg.-Ko.-siRNA: Negativ-Kontroll-siRNA; RE: 
Relative Einheiten.
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mit Dox und IL-6 kostimulierten Zellen beobachtet werden, sondern auch in den 

ausschließlich mit Dox stimulierten Zellen. In beiden Fällen waren die gemessenen 

Werte im Vergleich zu den Kontrollen um bis ~50% verringert. Dass die Apoptose 

auch in den ausschließlich mit Dox stimulierten Zellen durch S3I-201 inhibiert wurde 

bedeutet, dass STAT3 nicht nur abhängig, sondern auch unabhängig von IL-6 zu der 

I B-  vermittelten Apoptose beiträgt. 

Zur weiteren Bestätigung der Abhängigkeit der I B-  induzierten Apoptose von 

STAT3, wurden nachfolgend Experimente mit STAT3-siRNA durchgeführt. 

Entsprechend den vorangegangenen Versuchen mit dem Inhibitor, führte der RNAi 

vermittelte Knock-down von STAT3 ebenfalls zu einer starken Inhibition der I B-

vermittelten Apoptose. Während, im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen, bei 

den Dox stimulierten Zellen eine Verringerung der Caspase-3-Aktivität um 50% 

gemessen werden konnte, zeigten die mit IL-6 kostimulierten Zellen im Mittel sogar 

eine um 65% geringere Caspase-3-Aktivität (Abb. 22C).  

In einigen Versuchen konnte der verstärkende Effekt der IL-6-Kostimulation durch 

den STAT3 Knock-down außerdem beinahe komplett inhibiert werden. Die, im 

Vergleich zu den vorherigen Versuchen, insgesamt niedrigere Caspase-3-Aktivität ist 

wahrscheinlich auf eine verkürzte Stimulationszeit mit Dox zurückzuführen. Dies hat 

jedoch keinen Einfluss auf die Aussagekraft der Ergebnisse. 

Zusammen lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass der verstärkende Effekt 

von IL-6 auf die I B-  induzierte Apoptose auf eine Aktivierung von STAT3 

zurückzuführen ist. Darüber hinaus scheint STAT3 aber auch unabhängig von IL-6 zu 

der I B-  vermittelten Apoptose beizutragen. 

3.2.8 Die Bim-Expression ist abhängig von STAT3  

Zur Aufklärung des Mechanismus wie STAT3 an der I B-  induzierten Apoptose 

beteiligt ist, wurden die Gesamtzell-Lysate der STAT3 Knock-down Zellen sowie der 

entsprechenden Kontrollzellen mittels Western-Blot analysiert (Abb. 23A). Diese 

ließen neben dem Knock-down von STAT3 auch die durch I B-  verstärkte 

Expression von Bim, welche durch die IL-6-Kostimulation nochmals verstärkt wurde, 

erkennen. Des Weiteren konnte, passend zu der zuvor gemessenen verminderten 

Caspase-3-Aktivität, eine Inhibition der Bim-Expression in den mit Dox und IL-6 

kostimulierten Zellen beobachtet werden (Abb. 23A, Spur 8). Obwohl der STAT3 
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Knock-down ebenso in den ausschließlich mit Dox stimulierten Zellen zu einer 

Inhibition der Caspase-3-Aktivität führte, konnte in diesen keine Inhibition der Bim 

Expression nachgewiesen werden (Abb. 23A, Spur 6).

Die Reduzierung der Bim-Expression in den mit Dox und IL-6 kostimulierten STAT3 

Abbildung 23. Die Bim-Expression ist abhängig von STAT3 und I B- . HepG2 Tet-On GFP-I B-

Zellen wurden entweder mit 100 nM Negativ-Kontroll- oder STAT3-siRNA transfiziert. 48 h nach der 
Transfektion wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen oder wie angegeben für weitere 30 h 
mit 1 µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 alleine oder in Kombination stimuliert. (A) Für den Nachweis der 
STAT3-, Bim-, GFP-I B- - und Aktin-Expression wurden gleiche Proteinmenge der Gesamtzell-
Lysate mittels Western-Blot analysiert. (B) Die Bestimmung des Bim mRNA Levels erfolgte mittels 
quantitativer RT-PCR. Der Knock-down von STAT3 wurde mittels Western-Blot Analyse 
nachgewiesen. -/+ Dox: ohne/mit Doxyzyklin; Med: nur Nährmedium Neg.-Ko.-siRNA: Negativ-
Kontroll-siRNA; RE: relative Einheit. 
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Knock-down Zellen führte zu der Frage, auf welche Weise STAT3 die Expression von 

Bim beeinflusst. Die Expression von Proteinen kann auf verschiedenen Ebenen, wie 

zum Beispiel der Transkription, der Translation oder der Degradation, beeinflusst 

werden. Da es sich bei STAT3 um einen Transkriptionsfaktor handelt, lag der 

Verdacht nahe, dass die durch den STAT3 Knock-down verminderte Bim-Expression 

auf eine Inhibition der Transkription zurückzuführen ist. Um dem nachzugehen, 

wurden quantitative RT-PCR Analysen durchgeführt. 

Während die Stimulation mit IL-6, bei fehlender I B-  Expression, keinen Einfluss auf 

die Bim-Transkription hatte, konnte infolge der Dox Stimulation eine 2,2-fache und im 

Fall der Kostimulation mit Dox und IL-6 sogar eine 3-fache Zunahme im Vergleich zu 

den unstimulierten Zellen detektiert werden (Abb. 23B). Diese Ergebnisse 

entsprechen somit den zuvor beobachteten Veränderungen der Bim-

Proteinexpression. Die durch Dox in An- und Abwesenheit von IL-6 induzierte Bim 

mRNA-Expression wurde durch den STAT3 Knock-down stark reduziert. Dies erklärt 

zumindest in den mit IL-6 stimulierten, I B-  exprimierenden Zellen die verminderte 

Proteinexpression von Bim durch die STAT3-siRNA.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die verstärkte Bim Expression 

durch STAT3 auf transkriptioneller Ebene in I B-  abhängiger Weise reguliert wird.

3.2.9 Der Proteinkinase-Inhibitor SB203580 inhibiert die I B-  induzierte 

Apoptose

In den vorangegangenen Abschnitten konnte der Nachweis einer bedeutenden Rolle 

von STAT3 für die I B-  induzierte Apoptose erbracht werden. Von Bedeutung ist 

hier vor allem die STAT3 abhängige Bim Transkription, die in IL-6 kostimulierten 

I B-  exprimierenden Zellen zu einer verstärkten Expression von Bim führte. Auf 

Grund der Tatsache, dass es in den Dox stimulierten STAT3 Knock-down Zellen zu 

einer Inhibition der Caspase-3-Aktivität kam, gleichzeitig jedoch keine Verminderung 

der Bim Expression detektiert werden konnte, führte zu der Annahme, dass STAT3 

möglicherweise noch anderweitig Einfluss auf die I B-  induzierte Apoptose nimmt.

Da Bim in diesem Prozess eine zentrale Rolle einnimmt, wurde vermutet, dass 

STAT3 möglicherweise posttranslationale Modifikationen von Bim vermitteln könnte, 

was die pro-apoptotische Wirkung von Bim verstärkt. Denkbar wäre z. B. die 

Veränderung des Phosphorylierungsmusters von Bim. Denn Untersuchungen 
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zeigten, dass eine Phosphorylierung von BimEL durch die p38 MAP-Kinase in PC12 

Zellen zu einer verstärkten Arsen induzierten Apoptose führte.147

Darüber hinaus wurde auch schon über ein Zusammenspiel der p38 MAP-Kinase 

und STAT3 berichtet. So konnte neben einer Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der 

Regulation der STAT3-Transaktivität 148, auch eine Inhibierung des IL-6 abhängigen 

STAT3-Signaltransduktionsweges durch die p38 MAP-Kinase beobachtet werden. 149

Des Weiteren konnte zudem gezeigt werden, dass eine Glukocorticoid induzierte 

Aktivierung der p38 MAP-Kinase in lymphoblastischen Leukämiezellen zu einer 

verstärkten Bim Expression führte.150

Zusammen führten diese Beobachtungen zu der Frage, ob die p38 MAP-Kinase 

durch eine mögliche Interaktion mit STAT3 zu der I B-  induzierten Apoptose 

beiträgt.

Aufgrund dessen wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit der Einfluss der p38 MAP-

Kinase auf die I B-  induzierte Apoptose sowie Veränderungen des 

Phosphorylierungsstatus von Bim untersucht. Hierfür wurden zuerst Versuche mit 

dem p38-Inhibitor SB203580 durchgeführt. Dessen Verwendung führte zu einer, mit 

dem STAT3-Inhibitor S3I-201 vergleichbaren, Inhibition der I B- vermittelten 

Apoptose Induktion. Die Inhibition konnte hierbei sowohl in Dox stimulierten als auch 

in den mit Dox und IL-6 kostimulierten Zellen beobachtet werden (Abb. 24A). Wurden 

die Inhibitoren S3I-201 und SB203580 gemeinsam verwendet, konnte sogar eine 

nahezu vollständige Inhibition der I B-  induzierten Apoptose erzielt werden.

Eine anschließende Western-Blot Analyse der Proben zeigte, dass die Inhibition der 

I B-  vermittelten Apoptose auf eine stark verminderte Expression von Bim 

zurückzuführen ist. So ist eindeutig die verstärkte Expression von Bim durch I B-

erkennbar, welche allerdings durch die einzelnen Inhibitoren abgeschwächt und 

durch die Kombination beider Inhibitoren sogar noch weiter reduziert wurde, so dass 

sie wieder denen der unstimulierten Zellen entsprach (Abb. 24B, Spur 5). In den mit 

Dox und IL-6 kostimulierten Zellen konnte die Kombination der beiden Inhibitoren die 

Induktion der Bim-Expression zwar nicht vollständig unterbinden, im Vergleich zu den 

Kontrollen wurde sie jedoch sehr stark inhibiert (Abb. 24B, Spur 9).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die Verwendung des p38-Inhibitors 

SB203580 durch eine verminderte Bim Expression zu einer geringeren, und in 

Kombination mit dem STAT3-Inhibitor S3I-201, aufgrund einer fehlenden Bim- 
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Expression, zu einer beinahe vollständigen Inhibition der I B-  induzierten Apoptose 

führt.

Wie oben erwähnt, sollte auch der Phosphorylierungsstatus von Bim genauer 

untersucht werden. Da phosphorylierte Proteine im Vergleich zu ihrem 

unphosphorylierten Pendant aufgrund der zusätzlichen Phosphat Gruppe ein 

Abbildung 24. Die simultane Verwendung von S3I-201 und SB203580 führt aufgrund einer 
abgeschwächten Bim-Expression zu einer nahezu vollständigen Inhibition der I B-
induzierten Apoptose. HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden unbehandelt belassen oder wie 
angegeben für 48 h mit 1µg/ml Dox, 20 ng/ml IL-6, 10 µM SB203580 und 25µM S3I-201 alleine oder 
in Kombination stimuliert. Im Anschluss wurde die (A) Caspase-3-Aktivität gemessen (mittels Ac-
DEVD-AMC) sowie (B) Western-Blot Analysen zum Nachweis der Bim-, GFP-I B- - und Aktin-
Expression durchgeführt. Als Kontrollen wurden unstimulierte und ausschließlich mit IL-6 stimulierte 
Zellen sowie mit DMSO behandelte Zellen mitgeführt. Dox: Doxyzyklin; RE: relative Einheit. 
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höheres Molekulargewicht aufweisen, kommt es zu einem langsameren 

Laufverhalten des phosphorylierten Proteins in der SDS-Page und erlaubt dadurch 

eine Beurteilung des Phosphorylierungsstatus von Proteinen.151 Im Fall der Dox 

stimulierten und den mit Dox und IL-6 kostimulierten Zellen konnte jedoch kein 

verlangsamtes Laufverhalten im Vergleich zu den unstimulierten Zellen detektiert 

werden. Auch die Behandlung der Proben mit -Phosphatase führte zu keiner 

signifikanten Veränderung des Laufverhaltens von Bim (Daten nicht gezeigt). Eine 

veränderte Phosphorylierung von Bim während der I B-  induzierten Apoptose kann 

somit aller Wahrscheinlichkeit nach ausgeschlossen werden. 

3.2.10 p38 hat keinen Einfluss auf die I B-  induzierte Apoptose 

In den nachfolgenden Experimenten sollte mit Hilfe der RNAi gezeigt werden, dass 

der beobachtete negative Effekt von SB203580 auf die I B-  induzierte Apoptose 

tatsächlich auf eine Inhibition der p38 MAP-Kinase zurückzuführen ist. Gleichzeitig 

sollte durch einen doppelten Knock-down von STAT3 und der p38 MAP-Kinase der 

synergistische Effekt von SB203580 und S3I-201, der zu einer nahezu vollständigen 

Inhibition der Apoptose führte, genauer untersucht werden.

Die p38 MAP-Kinase Familie besteht aus folgenden Mitgliedern: p38 , p38 , p38

und p38 . Während p38  und p38  ubiquitär exprimiert werden, findet man p38

predominant in Muskelzellen und p38  in Dünndarm, Hoden und Pankreas.152-154

Infolgedessen wurde nur der Einfluss von p38  und p38  auf die I B-  induzierte 

Apoptose untersucht.

In den ersten dafür durchgeführten Versuchen wurde neben der p38 -siRNA eine 

STAT3-siRNA verwendet. Während der Knock-down von STAT3 wie zuvor zu einer 

Inhibition der Caspase-3-Aktivität führte, hatte der Knock-down von p38  keinen 

Einfluss (Abb. 25A). Der Doppel-Knockdown von p38  und STAT3 führte ebenfalls 

zu einer Inhibition der Caspase-3-Aktivität, wobei das Ausmaß der Inhibition mit dem 

des einzelnen STAT3 Knock-downs vergleichbar war. 

Parallel zu diesen RNAi-Experimenten wurden auch Überexpressionsversuche mit 

einem GST-p38  Konstrukt durchgeführt. Jedoch konnte in diesen Versuchen im 

Vergleich zu der GST-Kontrolle kein verstärkender Einfluss der p38  Überexpression 

auf die I B-  induzierte Apoptose beobachtet werden (Abb. 25B).  
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Abbildung 25. p38 hat keinen Einfluss auf den apoptotischen Effekt von I B- . (A) HepG2 Tet-
On GFP-I B-  Zellen wurden entweder mit je 100 nM Negativ-Kontroll-, p38 -, STAT3-siRNA oder mit 
je 50 nM p38 - und STAT3-siRNA transfiziert. Nach 48 h Inkubation blieben die Zellen unbehandelt 
oder wurden wie angegeben für weitere 30 h mit 1µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 stimuliert. Im 
Anschluss wurde die Caspase-3-Aktivität mittels Ac-DEVD-AMC bestimmt sowie der Nachweis des 
Knock-downs von STAT3 und p38  mittels Western-Blot Analysen durchgeführt. (B) HepG2 Tet-On 
GFP-I B-  Zellen wurden mit GST-p38  oder dem pGex-Leervektor transfiziert. 24 h nach der 
Transfektion blieben die Zellen unbehandelt oder wurden für 48 h wie angegeben mit 1µg/ml Dox und 
20 ng/ml IL-6  alleine oder in Kombination stimuliert. Anschließend wurde die Caspase-3-Aktivität 
bestimmt (mittels Ac-DEVD-AMC). (C) HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden entweder mit je 
100 nM Negativ-Kontroll- oder p38 -siRNA transfiziert. Nach einer 48 h Inkubation blieben die Zellen 
unbehandelt oder wurden wie angegeben für weitere 30 h mit 1µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 alleine 
oder in Kombination stimuliert. Es schloss sich die Messung der Caspase-3-Aktivität mittels Ac-DEVD-
AMC an. Die Experimente wurden in Triplikaten durchgeführt und es sind beispielhafte Ergebnisse 
dargestellt. Dox: Doxyzyklin, Neg.-Ko.-siRNA: Negativ-Kontroll-siRNA; RE: Relative Einheiten. 

Im nächsten Schritt galt es nun, den Einfluss von p38  auf die I B-  induzierte 

Apoptose zu untersuchen. Unabhängig von der Stimulation führte die Verwendung 

der p38 -siRNA jedoch ebenso wie die -Isoform zu keiner verringerten Caspase-3-

Aktivität (Abb. 25C). Allerdings muss hierbei beachtet werden, dass es durch die 
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p38 -siRNA zu keiner detektierbaren Verringerung der p38 Expression in der 

Western-Blot Analyse gekommen ist. Da der verwendete Antikörper mit den beiden 

Isoformen p38  und p38  kreuzreagiert, konnte jedoch nicht geklärt werden, ob die 

p38 -siRNA ohne Funktion war oder p38  gar nicht von den verwendeten Zellen 

exprimiert wird.  

Somit konnte nicht bestätigt werden, dass die p38 MAP-Kinasen die I B-  induzierte 

Apoptose beeinflussen. 

3.2.11 Die Kinasen CK1 , GAK, GSK3  und RIPK2 haben keinen 

           Einfluss auf die I B-  induzierte Apoptose 

SB203580 galt lange als ein spezifischer Inhibitor der p38 MAP-Kinasen. Allerdings 

konnten Untersuchungen zeigen, dass neben den p38 MAP-Kinasen noch weitere 

Kinasen durch SB203580 inhibiert werden.155 Dazu zählen die Casein Kinase 1

(CK1 ), die Cyclin-G-assoziierte Kinase (GAK), die Glykogen Synthase Kinase 3 

(GSK3 ) und die Rezeptor interagierende Serin/Threonin Protein Kinase 2 

(RIPK2).155 Um den Einfluss dieser Kinasen auf die I B-  induzierte Apoptose zu 

testen, wurden die HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen mit siRNAs gegen GAK, GSK3

und RIPK2 bzw. mit dem spezifischen CK1 -Inhibitor D4476 behandelt.

Die Verwendung der RIPK2- und GAK-siRNA führten dabei im Vergleich zu den 

Kontrollen zu einer stärkeren Induktion der Caspase-3-Aktivität, wobei der Effekt der 

RIPK2-siRNA stärker und sowohl in den Dox stimulierten als auch in den 

kostimulierten Zellen zu beobachten war. Dagegen konnte im Fall der GAK-siRNA 

der verstärkende Effekt nur in den Dox stimulierten Zellen beobachtet werden (Abb. 

26A und B). Im Gegensatz dazu hatte der Knock-down der GSK3  keinen Einfluss 

auf die I B-  vermittelte Apoptose Induktion (Abb. 26C). Auch die Verwendung des 

spezifischen CK1 -Inhibitors D4476 hatte keine Auswirkung auf die Caspase-3-

Aktivität (Abb. 26D). 

Da die Inhibition aller getesteten Kinasen zu keiner verminderten Caspase-3-Aktiviät 

führte, konnte der genaue Mechanismus, über den der Inhibitor SB203580 die I B-

vermittelte Apoptose hemmt, im Rahmen dieser Dissertation nicht geklärt werden. 
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Abbildung 26. Die Kinasen RIPK2, GAK, GSK3  und CK1  haben keinen Einfluss auf die I B-
induzierte Apoptose. HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden entweder mit 100 nM Negativ-
Kontroll-, (A) RIPK2-, (B) GAK- oder (C) GSK3 -siRNA transfiziert und 48 h inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen oder für 30 h mit 1 µg/ml Dox und 20 ng/ml IL-6 
alleine oder in Kombination stimuliert, gefolgt von der Bestimmung der Caspase-3-Aktivität. (D)
HepG2 Tet-On GFP-I B-  Zellen wurden entweder unbehandelt belassen oder für 48 h mit 1 µg/ml 
Dox und 20 ng/ml IL-6 alleine oder in Kombination und, wenn angegeben, mit 25 µM D4476 stimuliert. 
Als Kontrolle wurden die Zellen auch mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt. Anschließend wurde 
die Caspase-3-Aktivität mittels Ac-DEVD-AMC gemessen. Dox: Doxyzyklin; Neg.-Ko.-siRNA: Negativ-
Kontroll-siRNA; RE: Relative Einheiten. 
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4 Diskussion 

I B-Proteine sind essentielle Regulatoren des Transkriptionsfaktors NF- B, der eine 

zentrale Rolle in der Regulation zahlreicher biologischer Prozesse wie der 

Entzündungsantwort, Immunität, Wachstumskontrolle und Apoptose spielt. Während 

die klassischen I B-Proteine im Zytoplasma lokalisiert sind, handelt es sich bei I B-

um ein atypisches I B-Protein, welches ausschließlich im Kern lokalisiert ist, wo es in 

nukleären Körperchen mit dem transkriptionellen Korepressor SMRT und der Histon-

Deazetylase 5 (HDAC5) assoziiert. Ein weiterer Unterschied zu den 

zytoplasmatischen I B-Proteinen ist, dass I B-  nicht konstitutiv exprimiert wird, 

sondern Entzündungsmediatoren zu einer Induktion führen. Im Gegensatz zu den 

typischen I B-Proteinen ist I B-  außerdem in der Lage, nicht nur inhibierend, 

sondern aufgrund seiner Transaktivierungs-Domäne auch aktivierend auf die 

Genexpression zu wirken. In vorangegangenen Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass I B-  zum einen in einem hohen Maß in 

der Leber exprimiert wird und zum anderen zu einer verstärkten Expression von IL-6 

in verschiedenen Zelltypen führt. Auch andere Autoren berichten von einer I B-

vermittelten IL-6-Expression in verschiedenen Zelllinien (3T3-, Raw 264.7-, THP1-

Zellen) und primären humanen Monozyten.29, 31, 40, 141, 142

IL-6 ist ein Hauptaktivator des STAT3-Signaltransduktionsweges, der besonders in 

der Leber für Prozesse der Inflammation, Regeneration und Hepatoprotektion von 

entscheidender Bedeutung ist. Die Aktivierung von STAT3 wird durch die Bindung 

von IL-6 an den membranständigen IL-6-Rezeptor (IL-6R) initiiert und führt zu einer 

Oligomerisierung des IL-6R mit zwei gp130-Untereinheiten. Aufgrund der räumlichen 

Nähe erfolgt anschließend eine gegenseitige Phosphorylierung der gp130 

assoziierten Janus Kinasen (Jak), welche wiederum zytoplasmatische Tyrosinreste 

der gp130-Untereinheit phosphorylieren. Mit Hilfe einer Src-homologie-2 

(SH2)-Domäne können STAT3-Moleküle an den phosphorylierten Tyrosinresten des 

Rezeptorkomplexes binden und werden daraufhin durch die aktiven Jaks 

phosphoryliert. Phosphorylierte STAT3-Moleküle dissoziieren vom Rezeptorkomplex, 

dimerisieren und wandern in den Kern, wo sie die Transkription Ihrer Zielgene 

induzieren können.84
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Interessanterweise konnte nach IL-6-Stimulation auch für STAT3 eine Akkumulation 

in nukleären Körperchen sowie eine Assoziation mit den Proteinen CREB bindendes 

Protein und azetyliertem Histon 4 beobachtet werden. Damit ist sowohl I B-  als 

auch STAT3 in nukleären Körperchen mit Proteinen, die an der Regulation der 

Transkription beteiligt sind, assoziiert.

4.1 I B-  interagiert mit STAT3 

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde vermutet, dass I B-  durch eine mögliche 

Einflussnahme auf den IL-6 abhängigen STAT3-Signaltransduktionsweg für 

hepatozelluläre Prozesse von Bedeutung sein könnte. Im Rahmen dieser Arbeit 

sollte deshalb der Einfluss von I B-  auf die Aktivität von STAT3 untersucht werden.

Übereinstimmend mit der Beobachtung, dass IL-6 in der Leber vorrangig durch die 

dort residenten Makrophagen, auch Kupffer Zellen genannt, sekretiert wird 156, 157,

konnte bei den in dieser Arbeit verwendeten HepG2 Zellen keine I B-  vermittelte 

Expression von IL-6 detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dessen ist 

eine indirekte Aktivierung von STAT3 durch eine I B-  vermittelte Sekretion von IL-6 

ausgeschlossen.

Als erstes wurden Experimente für den Nachweis einer möglichen Kolokalisation von 

I B-  und STAT3 in nukleären Körperchen durchgeführt. Dabei konnte, mit Hilfe von 

fluoreszierenden I B- - und STAT3-Fusionsproteinen, nach IL-6-Stimulation eine 

eindeutige Kolokalisation von I B-  und STAT3 in nukleären Körperchen gezeigt 

werden. Um die Kolokalisation von I B-  und STAT3 zu bestätigen, wurden zudem 

anschließend Ko-immunpräzipitationen durchgeführt. Die Präzipitation von 

endogenem STAT3 aus GFP-I B-  transfizierten HepG2 Zellen lieferte dabei den 

Nachweis für eine Protein-Komplexbildung durch I B-  und STAT3. Es konnte 

folglich eindeutig nachgewiesen werden, dass I B-  und STAT3 in Anwesenheit von 

IL-6 nicht nur kolokalisiert vorliegen, sondern auch in der Lage sind, gemeinsam 

Proteinkomplexe zu formen. Infolgedessen war eine Einflussnahme von I B-  auf die 

Aktivität von STAT3 sehr wahrscheinlich und wurde in weiterführenden Experimenten 

eingehend untersucht. 

Für die Aktivität von STAT3 als Transkriptionsfaktor, ist vor allem dessen Fähigkeit 

zur Bindung an die DNA und die Initiierung der Transkription seiner Zielgene von 

größter Wichtigkeit. Da die Phosphorylierung von STAT3 Voraussetzung für dessen 
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Aktivität ist, wurde anschließend der Einfluss von I B-  auf die Phosphorylierung 

untersucht. Die Ergebnisse ließen jedoch keinen Einfluss von I B-  auf die 

Phosphorylierung erkennen, was höchstwahrscheinlich auf die räumliche Trennung 

der STAT3-Phosphorylierung, die im Zytoplasma stattfindet, und die nukleäre 

Lokalisation von I B- zurückzuführen ist. 

Im Gegensatz dazu konnte jedoch in Untersuchungen bezüglich der DNA-Bindungs- 

und Transaktivierungsaktivität von STAT3 ein Einfluss von I B-  nachgewiesen 

werden. So führte die Überexpression von I B-  zu einer starken Zunahme der IL-6 

induzierten STAT3-DNA-Bindungs- sowie Transaktivierungsaktivität. Eine mögliche 

Erklärung für diese Ergebnisse ist, dass die Interaktion von STAT3 mit I B-  zu einer 

Veränderung der STAT3-Dimer Konformation führt, welche die DNA-Bindung des 

STAT3/I B- -Komplexes begünstigt. Da bekannt ist, dass I B-  unter anderem auch 

mit Chromatin modulierenden Proteinen wie HDAC5 kolokalisiert vorkommt, wäre es 

zudem denkbar, dass der STAT3/I B- -Komplex durch die Regulation von Histon-

Deazetylasen zu einer Modulation der Chromatinstruktur führt. Infolgedessen wird die 

Bildung des Prä-Initiierungskomplexes am Promotor gefördert und würde somit die 

Steigerung der STAT3-Transaktivierungsaktivität durch I B-  erklären. 

4.1.1 Einfluss von I B-  auf das STAT3-Zielgen SOCS3 

Der Nachweis einer Einflussnahme von I B-  auf die Aktivität von STAT3 ließ 

erwarten, dass I B-  folglich in der Lage ist, die Expression von STAT3-Zielgenen zu 

beeinflussen. Aufgrund der gesteigerten IL-6 induzierten DNA-Bindungs- und 

Transaktivierungsaktivität von STAT3 durch I B-  wurde natürlicherweise mit einem 

verstärkenden Effekt von I B-  auf die Expression von STAT3-Zielgenen gerechnet. 

Ein STAT3-Zielgen, dessen Expression hierfür untersucht wurde, ist `suppressor of 

cytokine signaling 3`(SOCS3). Dabei handelt es sich um ein direktes Zielgen von 

STAT3, welches durch die Inhibition der STAT3-Phosphorylierung zu einer 

Verminderung der STAT3-Aktivität führt. Die Expression von SOCS3 durch STAT3 

stellt somit einen klassischen Rückkopplungsmechanismus dar, der eine 

überschießende Aktivität von STAT3 verhindern soll.158, 159

Als erstes wurden Untersuchungen zur Feststellung der SOCS3-Promotoraktivität 

durchgeführt und dabei konnte festgestellt werden, dass I B-  tatsächlich einen 

positiven Effekt auf die IL-6 induzierte SOCS3-Promotoraktivität ausübt, da die I B- -
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Überexpression zu einer Verstärkung der durch IL-6 vermittelten SOCS3-

Promotoraktivität führte, während eine I B- -siRNA diese reduzierte. Aber auch in 

Abwesenheit von IL-6 konnte bereits ein verstärkender Effekt von I B-  beobachtet 

werden, dieser war jedoch im Vergleich zur IL-6-Stimulation wesentlich schwächer 

ausgeprägt. 

Mittels qRT-PCR-Analysen konnte nachfolgend gezeigt werden, dass die I B-

vermittelte Erhöhung der SOCS3-Promotoraktivität letztlich auch in einer 

gesteigerten Transkription des SOCS3-Gens resultierte. Die Ergebnisse aus diesen 

Versuchen belegen somit eindeutig, dass die I B-  vermittelte Steigerung der STAT3 

DNA-Bindungs- und Transaktivierungsaktivität zu einer gesteigerten mRNA-

Expression von STAT3-Zielgenen, zumindest des SOCS3-Gens, führen kann. 

Allerdings konnte in den qRT-PCR-Analysen ebenfalls in unbehandelten Zellen eine 

verstärkte SOCS3 mRNA-Expression in Abhängigkeit von I B-  detektiert werden. 

Dass I B-  in Abwesenheit von IL-6 sowohl zu einer verstärkten Promotoraktivität als 

auch Transkription von SOCS3 führte, lässt den Rückschluss zu, dass I B-

zusätzlich auch unabhängig von STAT3 die SOCS3-Expression beeinflussen kann. 

Denkbar wäre, dass I B-  durch die Interaktion mit weiteren Faktoren zu einer 

Erhöhung der basalen Transkription von SOCS3 führt. So konnte gezeigt werden, 

dass der Transkriptionsfaktor Sp3 an GC-reiche Elemente des murinen SOCS3-

Promotors bindet und dessen Überexpression zu einer Erhöhung der basalen und 

IL-6 induzierten SOCS3-Transkription führt. Interessanterweise zeigte sich 

außerdem, dass die transkriptionelle Aktivität von Sp3 abhängig von der Azetylierung 

bestimmter Lysinreste ist und diese durch HDACs beeinflusst wird. Da im humanen 

SOCS3-Promotor ebenso diese GC-reichen Elemente vorhanden sind, wäre es 

möglich, dass I B-  durch eine direkte Interaktion oder durch die Modulation der 

Azetylierung von Sp3 zu einer verstärkten basalen SOCS3-Transkription führt.160, 161

Erstaunlicherweise konnte trotz der enorm gesteigerten Transkription des SOCS3-

Gens in späteren Versuchen weder in I B-  exprimierenden, noch in den 

Kontrollzellen eine verstärkte Expression des SOCS3-Proteins nachgewiesen 

werden. Zwar wurde in den unstimulierten Zellen eine basale Expression des 

SOCS3-Proteins detektiert, diese veränderte sich jedoch nicht nach IL-6-Stimulation. 

Eine genaue Erklärung für dieses Phänomen konnte nicht gefunden werden, es 

muss sich jedoch um einen posttranskriptionalen Mechanismus handeln. So wurde in

einer neueren Studie nachgewiesen, dass die Expression von SOCS3 unter 
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anderem durch die microRNA-203 reguliert werden kann.162 Bei microRNAs handelt 

es sich um eine Klasse von nicht kodierenden RNA Molekülen, welche 

posttranskriptional die Expression von Genen inhibieren können. Dies geschieht 

entweder durch die Inhibition der Translation und/oder durch die Degradation der 

Ziel-mRNA.163 Eine Inhibition der SOCS3-Translation durch die microRNA-203 

könnte somit eine mögliche Erklärung für das Ausbleiben der Regulation von SOCS3 

auf Proteinebene sein, obwohl eine massive Zunahme der SOCS3-Transkripte 

beobachtet wurde. Dies würde aber wahrscheinlich nicht nur in Abhängigkeit von 

I B-  auftreten. 

4.2 Einfluss von I B-  auf die hepatozelluläre Apoptose 

Bei der Apoptose handelt es sich um einen streng regulierten, physiologischen 

Prozess. Aufgrund des sicheren Abbaus von unerwünschten oder geschädigten 

Zellen durch die Apoptose ist sie von essentieller Bedeutung für die 

Embryonalentwicklung, die Aufrecherhaltung der zellulären Homöostase sowie für 

die Steuerung der Immunantwort.164

Bereits frühere Untersuchungen ergaben erste Hinweise auf eine Beteiligung von 

I B-  an der Apoptoseinduktion. So resultierte ein RNAi vermittelter Knock-down von 

I B-  in HeLa D98 Zellen in einer geringeren Sensitivität gegenüber TNF- und anti-

CD95 induzierter Apoptose, wohingegen die Überexpression von I B-  in HT1080 

Zellen zu einer Induktion des Zelltodes führte 40.

4.2.1 I B-  induziert die Apoptose 

In der vorliegenden Arbeit konnte dieser pro-apoptotische Effekt von I B-  auch im 

hepatischen Zellsystem nachgewiesen werden. Hierbei führte die transiente 

Überexpression von I B-  in HepG2-Zellen zu einem verstärkten Zelltod, der mit 

einer gesteigerten Caspase-3-Aktivität einherging. Die Aktivierung der Caspase-3, 

die für eine spätere Phase der Apoptose charakteristisch ist, wurde hier als 

Apoptoseparameter herangezogen. Es konnte dadurch festgestellt werden, dass es 

sich um ein Zellsterben durch Apoptose handelt. Wegen immer wieder auftretenden 

Schwierigkeiten mit der Transfektionseffizienz wurden im weiteren Verlauf der Arbeit 

polyklonale HepG2-Zelllinien generiert, die GFP-I B-  oder GFP stabil exprimieren. 
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Da I B-  per se Apoptose induziert, wurden Zelllinien verwendet, in denen die 

Expression von GFP-I B-  bzw. GFP durch Doxyzyklin (Dox) Stimulation induzierbar 

ist. Wie bei der transienten Expression, so führte auch die Dox induzierte I B- -

Expression zu einer Induktion des Zelltodes. Messungen der Propidiumjodid 

(PI)-Aufnahme zeigten hierbei 48 h nach Stimulationsbeginn eine starke Zunahme PI 

positiver Zellen, die sich bis zum Ende der Stimulation fortsetzte. Eine zusätzliche 

Behandlung mit dem Caspase-Inhibitor Q-VD-OPH (QVD) konnte effektiv die 

Zunahme von PI positiven Zellen verhindern, was für eine Abhängigkeit des I B-

induzierten Zelltodes von Caspasen spricht und somit bestätigt, dass es sich hier um 

ein Zellsterben durch Apoptose handelt. Die bei diesen Messungen auftretenden 

hohen Werte von PI positiven Zellen in unstimulierten Proben ist der Durchführung 

der Methode geschuldet. Um eine distinkte Messung von einzelnen Zellen zu 

gewährleisten und darüber hinaus ein Verstopfen des Durchflusszytometers zu 

verhindern, wurden die Zellen vor der Messung mehrfach durch eine 1000er 

Pipettenspitze gespült. Die dabei auftretenden Scherkräfte führten 

höchstwahrscheinlich zu einer Schädigung der Plasmamembran, die es dem PI 

ermöglichten, ins Zellinnere zu gelangen. Da in beiden Zelllinien ein ähnlicher 

Hintergrund gemessen wurde, konnte dieses Phänomen jedoch außer Acht gelassen 

werden.

Die anschließende Bestimmung der Caspase-3-Aktivität ließ eindeutig deren

Beteiligung am I B-  induzierten Zelltod erkennen. Anders als bei der Bestimmung 

der PI-Aufnahme, konnte jedoch bereits 24 h nach Dox Stimulation eine erhöhte 

Aktivität detektiert werden. Dies ist darauf zurückzuführen, dass erst die Aktivierung 

der Effektor-Caspasen zu einem Verlust der Zellmembranintegrität führt und erst 

anschließend PI in die Zelle gelangen kann. Weitere 24 h später vervierfachte sich 

die Aktivität und blieb bis zum Ende der Stimulation auf diesem hohem Niveau. In

Western-Blot Analysen war die Prozessierung der Caspase-3 ebenfalls nur in den 

I B-  exprimierenden, jedoch nicht in den Kontrollzellen, erkennbar. 

Konsequenterweise wurde das Caspase-3 Substrat PARP ebenfalls nur in 

Abhängigkeit von I B-  gespalten. Wie erwartet, konnte die Spaltung von Caspase-3 

und PARP durch die Hemmung von Caspasen mittels QVD blockiert werden. 

Zusammengefasst belegen diese Ergebnisse eindeutig, dass die Expression von 

I B-  in HepG2 Zellen zu einem Caspase abhängigen Zelltod, der Apoptose, führte. 
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4.2.2 Der verstärkende Effekt von IL-6 

In der Leber ist STAT3 vor allem für die Regeneration, Proliferation und Regulation 

der Akut-Phase Antwort entscheidend. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass STAT3 z. B. Mäuse vor CD95 induzierten Leberschäden schützt und 

somit auch über eine anti-apoptotische Wirkung verfügt83. Infolge der 

nachgewiesenen Interaktion zwischen I B-  und STAT3 sowie der bekannten anti-

apoptotischen Wirkung von STAT3, sollte in einem weiteren Schritt ein möglicher 

Einfluss von STAT3 auf die I B-  induzierte Apoptose untersucht werden. Erwartet 

wurde dabei, dass die Aktivierung von STAT3 durch eine IL-6-Kostimulation mit I B-

in einer Inhibierung der I B-  induzierten Apoptose resultiert. Auch für diese 

Versuche konnte dabei eine indirekte Aktivierung von STAT3 durch I B-

ausgeschlossen werden, da in den generierten Zelllinien ebenfalls keine Expression 

von IL-6 detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Überraschenderweise führte die IL-6-Kostimulation nicht zu einer Reduktion der 

Apoptose sondern vielmehr zu einer dramatischen Verstärkung des pro-

apoptotischen Effektes von I B- . Sowohl der Prozentsatz an PI positiven Zellen als 

auch die Caspase-3-Aktivität wurden durch die IL-6-Kostimulation verdoppelt. Die 

verstärkende Wirkung von IL-6 ließ sich außerdem in Western-Blot Analysen an 

Hand einer gesteigerten Spaltung der Caspase-3 und PARP erkennen. Der Effekt 

der IL-6-Kostimulation lässt somit die Vermutung zu, dass es auch während der I B-

induzierten Apoptose zu einem Zusammenspiel von I B-  und STAT3 kommt. Zur 

Aufklärung des genauen Wirkmechanismus bedurfte es jedoch noch weiterführender 

Experimente, auf die in einem späteren Abschnitt genauer eingegangen wird. 

Ob I B-  während der Apoptoseinduktion zusätzlich zu einer Arretierung des 

Zellzykluses führte, wurde mit der Hilfe von durchflusszytometrischen 

Untersuchungen analysiert. Die Bestimmung der Zellzyklus-Verteilung ließ allerdings 

keine Veränderung durch die I B- -Expression erkennen. Einzig die subG1-

Population apoptotischer Zellkerne stieg durch I B-  an und wurde durch die IL-6-

Kostimulation verstärkt. Die Ergebnisse decken sich somit mit denen aus den PI-

Versuchen und den Caspase-3-Aktivitäts Messungen. 
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4.2.3 Verlust der mitochondrialen Membranintegrität sowie eine 

         gesteigerte Caspase-9-Aktivität durch I B-

Die Induktion der Apoptose kann über zwei verschiedene Wege erfolgen, dem 

extrinsischen und dem intrinsischen. Während der extrinsische Apoptoseweg durch 

äußere Faktoren wie zum Beispiel TNF, TRAIL oder CD95-Ligand aktiviert werden 

kann und zudem Rezeptor gebunden ist, kommt es im Fall des intrinsischen 

Apoptosewegs durch intrazellulären Stress wie z. B. DNA-Schäden zu einer 

Aktivierung der Apoptose. Dabei spielen vor allem die Mitochondrien eine 

entscheidende Rolle. Denn während der intrinsischen Apoptose kommt es zu einer 

Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran, gefolgt von der Freisetzung 

von Cytochrom c ins Zytoplasma. Dort ist es zusammen mit dem Protein Apaf-1 und 

der Procaspase-9 an der Formierung des Apoptosoms beteiligt. Innerhalb dieses 

Apoptosoms liegt die Initiator-Caspase-9 in einem aktiven Zustand vor und kann die 

Effektor-Caspasen-3 und -7 aktivieren. 

Zur Ermittlung, ob I B-  die Apoptose über den intrinsischen Weg induziert, wurden 

durchflusszytometrische Untersuchungen unter der Verwendung von TMRE 

durchgeführt, die durch die Messung der Caspase-9-Aktivität ergänzt wurden. Die 

Analysen zeigten deutlich, dass es durch die Dox-Stimulation nur in den I B- , jedoch 

nicht in den Kontrollzellen sowohl zu einer Permeabilisierung der äußeren 

Mitochondrienmembran, als auch zu einer Aktivierung der Caspase-9 kam. In beiden 

Fällen konnte außerdem erneut der verstärkende Effekt der IL-6-Kostimulation 

beobachtet werden. Diese Ergebnisse geben einen Hinweis auf eine Induktion der 

Apoptose durch die Aktivierung des intrinsischen Weges. Unterstützt wird diese 

Vermutung durch die Beobachtung, dass I B-  zu einem veränderten 

Ausprägungsmuster verschiedener Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie führte (s. 

unten). Eine Aktivierung des intrinsischen Apoptoseweges durch die Spaltung des 

Caspase-8-Substrates Bid kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. 

4.2.4 Bedeutung der Bcl-2-Proteine Bim und Mcl-1 für die I B-  induzierte 

Apoptose

Eine strikte Steuerung der Apoptose ist unabdingbar für die zelluläre Homöostase 

eines Organismus. Kommt es zu einer Störung der apoptotischen Regulation, kann 
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dies schwerwiegende Folgen nach sich ziehen. So kann eine unzureichende oder 

blockierte Apoptose unter anderem zur Entwicklung von Krebs oder 

Autoimmunerkrankungen führen.

Ein wichtiger Kontrollpunkt in dem durch I B-  wahrscheinlich aktivierten 

intrinsischen Apoptoseweg stellen die Mitochondrien dar. Wie bereits erwähnt, 

kommt es während der Apoptose zu einer Permeabilisierung der äußeren 

Mitochondrienmembran, die zur Freisetzung von Cytochrom c und letztlich zur 

Aktivierung der proteolytischen Effektor-Caspasen führt. Dieser Prozess der 

Membran-Permeabilisierung unterliegt einer strengen Regulation durch die Mitglieder 

der Bcl-2-Proteinfamilie. An Hand von strukturellen Unterschieden sowie 

verschiedenen Funktionen in der Apoptose-Regulation wird die Bcl-2-Proteinfamilie 

in drei Gruppen unterteilt. Zum einen sind dies die anti-apoptotischen Mitglieder, zu 

denen Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, A1 und Mcl-1 gehören, zum anderen die pro-

apoptotischen Proteine Bax und Bak, die trotz ihrer pro-apoptotischen Wirkung eine 

hohe Sequenzähnlichkeit zu Bcl-2 aufweisen, und zuletzt die pro-apoptotischen 

`BH-3 only`-Proteine Bik, Bad, Bid, Bim, Bmf, Noxa und Puma.130

Mcl-1 (`myeloid cell leukemia sequence 1`) zählt zu den anti-apoptotisch wirksamen 

Bcl-2-Proteinen und konnte erstmals in PMA stimulierten myeloiden Leukämiezellen 

nachgewiesen werden.165 Die anti-apoptotische Wirkung von Mcl-1 beruht auf einen 

inhibitorischen Effekt, der die Bildung der mitochondrialen Membranpore durch Bax 

und Bak verhindert.166, 167 Mcl-1 verfügt im Gegensatz zu den anderen Bcl-2-

Proteinen über eine relative kurze Halbwertszeit, die vor allem durch die 

proteasomale Degradation reguliert wird.168, 169 In verschiedenen Untersuchungen 

konnte gezeigt werden, dass die Induktion der Apoptose mit einer abgeschwächten 

Expression von Mcl-1 verknüpft war. So wurde belegt, dass die Inhibition der Mcl-1 

Expression durch Blockierung der Synthese und einem verstärkten proteasomalen 

Abbau essentiell für die Induktion des intrinsischen Apoptoseweges war. In einer 

weiteren Arbeit konnte der proteasomale Abbau von Mcl-1 für die Induktion der 

Apoptose in Cisplatin stimulierten renalen Tubuluszellen verantwortlich gemacht 

werden.170

In den hier vorliegenden Experimenten konnte ebenfalls eine verringerte Expression 

von Mcl-1 als Folge der I B- -Expression beobachtet werden. Dass die geringere 

Ausprägung von Mcl-1 tatsächlich für die I B-  induzierte Apoptose von Bedeutung 

ist, wurde mit Hilfe der Überexpression von Mcl-1 in I B-  exprimierenden Zellen, 
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welche zu einer Reduzierung der Caspase-3-Aktivität um bis zu 50% führte, 

bestätigt. Dass es trotz der massiven Überexpression von Mcl-1 nicht zu einer 

vollständigen Inhibition der Apoptose kam, ist ein deutlicher Hinweis für das 

Vorhandensein weiterer Faktoren, die entscheidend für die I B-  induzierte Apoptose 

sind. Versuche mit dem Translations-Inhibitor Cycloheximid (CHX) untermauern 

diese Vermutung, da die Verwendung von CHX zu einer 80%igen Verringerung der 

I B-  induzierten Caspase-3-Aktivität führte und somit zu einer starken Inhibition der 

Apoptose. Daher ist es wahrscheinlich, dass die verringerte Expression des anti-

apoptotischen Mcl-1 nur zu einem kleinen Teil zur I B-  induzierten Apoptose beiträgt 

und dass vor allem die Neusynthese pro-apoptotischer Proteine von entscheidender 

Bedeutung für die Apoptoseinduktion ist. Für einen geringen Einfluss von Mcl-1 auf 

diesen Prozess spricht außerdem die Beobachtung, dass IL-6 keinen Einfluss auf die 

Mcl-1-Expression hatte, obwohl es den pro-apoptotischen Effekt von I B-

dramatisch erhöhte.

Ob ein verstärkter proteasomaler Abbau von Mcl-1 für dessen verringerte Expression 

verantwortlich ist, sollte durch die Verwendung des Proteasom-Inhibitors MG-132 

geklärt werden. Die Inkubation der Zellen mit MG-132 führte jedoch in kürzester Zeit 

zu einem massiven Zelltod und ließ deshalb bezüglich eines verstärkten 

proteasomalen Abbaus keine Rückschlüsse zu. Da jedoch Expressionsstudien

mittels qRT-PCR keine signifikanten Veränderungen der Mcl-1-Transkription durch 

I B-  erkennen ließen (Daten nicht gezeigt), spricht dies eher für eine verstärkte 

proteasomale Degradation von Mcl-1 in Abhängigkeit von I B- .

Neben der reduzierten Ausprägung von Mcl-1 konnte in den Versuchen gleichzeitig 

eine verstärkte Expression von Bim festgestellt werden. Bim zählt zu den `BH3-only`-

Proteinen und wirkt pro-apoptotisch. Für den Mechanismus, durch den Bim zur 

Induktion der Apoptose führt, werden zwei Modelle beschrieben. Im ersten, dem 

direkten Modell führt die Bindung von Bim an Bax und Bak zu deren Aktivierung und 

der anschließenden Formierung der mitochondrialen Membranpore durch Bax und 

Bak. Das zweite Modell beschreibt eine indirekte Aktivierung von Bax und Bak durch 

Bim. Hierbei bindet Bim an anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie,

wodurch diese Bax und Bak nicht mehr inhibieren können, was letztlich zu der 

Bildung der mitochondrialen Membranpore führt.137-139 Interessant ist, dass Bim in 

der Lage ist, alle anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine zu binden. Dass dieser Umstand 

Bim zu einem starken Induktor der Apoptose macht, konnte an Hand von 
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Zytotoxizitätstests mit Fibroblasten gezeigt werden. In diesen Tests führte die 

Expression von Bim, im Vergleich zu den anderen `BH-3-only`-Proteinen, zur 

höchsten Zellsterblichkeit.171 Weitere zahlreiche Berichte belegen die pro-

apoptotische Wirkung von Bim. So führt zum Beispiel die Inkubation von HepG2 und 

HuH7 Zellen, beides Hepatoblastoma Zelllinien, mit gesättigten Fettsäuren auf Grund 

einer verstärkten Expression von Bim zur Apoptose.172, 173 Durch differentielles 

Splicing entstehen drei Bim-Isoformen, BimEL, BimL und BimS. Alle drei verfügen 

über eine starke pro-apoptotische Wirkung und werden ubiquitär ausgeprägt.174

In der vorliegenden Arbeit konnte in den I B-  exprimierenden Zellen eine verstärkte 

Expression dieser drei Bim Isoformen detektiert werden, wobei der Effekt vor allem 

bei BimL und BimS am stärksten ausgeprägt war. Dass die I B-  induzierte Apoptose 

auf eine verstärkte Bim-Expression zurückzuführen ist, konnte durch Bim-

Suppressionsversuche, die zu einer starken Inhibition der Apoptose führten, bestätigt 

werden. Während die IL-6-Stimulation keinen Einfluss auf die Mcl-1-Expression 

nahm, führte sie zu einer verstärkten Expression aller drei Bim-Isoformen in den 

I B-  exprimierenden Zellen und könnte somit einen Wirkmechanismus darstellen, 

über den IL-6 zu einer Zunahme der I B-  induzierten Apoptose führt. Diese 

Annahme konnte durch den Knock-down von Bim bestätigt werden. So konnte durch 

die Verwendung der Bim-siRNA der verstärkende Effekt von IL-6 auf die I B-

vermittelte Caspase-3-Aktivität sehr stark inhibiert werden, was darauf hindeutet, 

dass der verstärkende Effekt von IL-6 auf die I B-  induzierte Apoptose tatsächlich 

auf eine gesteigerte Expression von Bim zurückzuführen ist.

Zusätzlich durchgeführte Analysen mittels qRT-PCR unterstützen diese These, da in 

den I B-  exprimierenden Zellen ebenfalls eine gesteigerte Bim-Transkription 

detektiert werden konnte, die durch IL-6 nochmals verstärkt wurde. 

Zusammengefasst lassen diese Resultate die Schlussfolgerung zu, dass es durch 

I B-  zu einer simultanen Herunterregulierung des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 

und Hochregulierung des pro-apoptotischen Proteins Bim kommt, die letztendlich zu 

einer synergistischen Induktion der Apoptose führen. Dabei wäre denkbar, dass der 

anti-apoptotische Effekt von Mcl-1 einerseits durch die verringerte Expression und 

andererseits besonders durch die erhöhte Konzentration an Bim-Molekülen, welche 

die übrigen Mcl-1-Moleküle binden und inhibieren können, stark verringert werden 

könnte. Obwohl es bisher keine weiteren Hinweise darauf gibt, könnte Bim darüber 
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hinaus weitere anti-apoptotische Bcl-2-Proteine binden, um so deren anti-

apoptotische Wirkung zu inhibieren und die Apoptose zu induzieren. 

4.2.5 Die Rolle von STAT3 in der I B-  induzierten Apoptose 

Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, zeigte IL-6 per se keinen 

apoptotischen Effekt, wohingegen eine Kostimulation mit Dox und IL-6 zu einer 

Verstärkung der I B-  induzierten Apoptose führte, was auf eine gesteigerte 

Expression von Bim zurückgeführt werden kann. Da der IL-6 abhängige STAT3-

Signaltransduktionsweg jedoch für seine anti-apoptotische Wirkung bekannt ist, 

stellte sich die Frage, ob dieser positive Effekt von IL-6 tatsächlich auf eine 

Aktivierung von STAT3 zurückzuführen ist oder ob andere Faktoren für den 

beobachteten Effekt von IL-6 verantwortlich sind.  

In den folgenden Experimenten sollte daher unter Verwendung des spezifischen 

STAT3-Inhibitors S3I-201 und der STAT3-siRNA der Einfluss von STAT3 auf die 

I B-  induzierte Apoptose genauer untersucht werden. In beiden Fällen führte die 

Anwendung sowohl in den Dox stimulierten als auch in den mit Dox und IL-6 

kostimulierten Zellen zu einer starken Inhibition der I B-  induzierten Caspase-3-

Aktivität. Des Weiteren führte die STAT3-siRNA zu einer beinahe vollständigen 

Inhibition des verstärkenden Effektes von IL-6, was auf eine fehlende Zunahme der 

Bim-Expression zurückgeführt werden kann. Denn Western-Blot Analysen 

offenbarten hier, dass das Niveau der Bim-Expression in den mit Dox und IL-6 

kostimulierten STAT3 Knock-down Zellen mit dem der ausschließlich mit Dox 

stimulierten STAT3 Knock-down Zellen vergleichbar war.  

Dass der STAT3-Inhibitor und die STAT3-siRNA ebenfalls in den ausschließlich mit 

Dox stimulierten Zellen zu einer Inhibition der I B-  vermittelten Apoptose führten, 

lässt vermuten, dass I B-  auch unabhängig von IL-6 mit STAT3 interagiert. 

Dies könnte zum einen auf eine basale Phosphorylierung von STAT3 zurückzuführen 

sein, die anhand von Western-Blot Analysen in unstimulierten Zellen detektiert 

werden konnte, und zum anderen könnte I B-  aber auch mit unphosphoryliertem 

STAT3 (USTAT3) interagieren. Wie berichtet wurde, ist USTAT3 dazu in der Lage, 

ohne eine vorhergehende IL-6 vermittelte Phosphorylierung in den Kern zu wandern, 

da das Auftreten einer phosphorylierungs-defizienten STAT3-Mutante im Kern in 

verschiedenen, unstimulierten Zellen beobachtet wurde.175 An Hand von 
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Genexpressions-Studien konnte zudem eine transkriptionelle Aktivität von USTAT3 

nachgewiesen werden. Dabei führte die Transfektion einer phosphorylierungs-

defizienten STAT3-Mutante zu einer Veränderung der Ausprägungsmuster von 1191 

Genen. Die Expression von weiteren 869 Genen wurde außerdem sowohl von 

Wildtyp-STAT3 als auch von der STAT3-Mutante reguliert.176

Somit wäre es denkbar, dass I B- entweder mit dem basal phosphorylierten STAT3 

oder dem USTAT3 oder sogar mit Beiden, nach Translokation in den Kern, 

interagiert. Gestützt wird diese These zusätzlich durch weiterführende 

Untersuchungen mittels qRT-PCR. Bei diesen Analysen konnte gezeigt werden, dass 

STAT3 in Ab-und Anwesenheit von IL-6 essentiell für die Bim-Transkription ist. Denn 

der Knock-down von STAT3 führte nicht nur in den mit Dox und IL-6 kostimulierten 

Zellen zu einer fast vollständigen Inhibition der Bim-Transkription, sondern auch in 

den ausschließlich mit Dox stimulierten Zellen. Eine exakte Schlussfolgerung, ob 

I B- mit dem basal phosphorylierten STAT3 oder dem USTAT3 interagiert, kann 

jedoch mit den vorliegenden Ergebnissen nicht getroffen werden. Hierfür bedarf es 

noch weiterer Experimente, z. B. mit Phosphorylierungs-defizienten STAT3-

Mutanten.

Dass es sowohl in den ausschließlich mit IL-6 stimulierten Zellen als auch in den 

I B-  exprimierenden STAT3 Knock-down Zellen zu keiner Induktion der Bim-

Transkription kam, bedeutet zudem, dass I B-  und STAT3 alleine nicht zu einer 

verstärkten Bim-Transkription führen können. Eine Interaktion der beiden Proteine ist 

infolgedessen Voraussetzung für die Initiierung der Bim-Transkription und spricht für 

eine Funktion von I B-  als Koaktivator von STAT3. 

Erstaunlicherweise führte der Knock-down von STAT3 in Abwesenheit von IL-6 zu 

einer Inhibition der Bim-Transkription in I B- exprimierenden Zellen, die 

Proteinexpression von Bim wurde jedoch nicht vom STAT3 Knock-down negativ 

beeinflusst. Dennoch kam es trotz der unveränderten Expression von Bim in den Dox 

stimulierten STAT3 Knock-down Zellen zu einer starken Inhibition der Apoptose. 

Diese Beobachtungen führen zu folgenden Schlussfolgerungen: 1. Die I B-

Expression führt unabhängig von der Transkription zu einer gesteigerten 

Proteinexpression von Bim. Mögliche Mechanismen wären zum Beispiel eine 

gesteigerte Translation, erhöhte Stabilität der Bim-mRNA oder des Proteins. Die hier 

vorliegenden Ergebnisse lassen jedoch keine Rückschlüsse auf den möglichen 
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Mechanismus zu, so dass noch weiterführende Experimente zu dessen Klärung 

notwendig sind.

2. STAT3 scheint neben der verstärkten Transkription von Bim noch über andere 

Mechanismen zur I B- induzierten Apoptose beizutragen. Wegen der zentralen 

Rolle von Bim ist hierbei die Modulation der Bim-Aktivität durch STAT3 ein 

vorstellbarer Mechanismus. Der Verdacht einer gesteigerten Phosphorylierung von 

Bim durch STAT3, welche zu einer verstärkten apoptotischen Wirkung von Bim 

führen kann, konnte jedoch nicht bestätigt werden.177, 178 Experimente diesbezüglich 

ließen keine Veränderung der Bim-Phosphorylierung, weder durch I B- noch

STAT3, erkennen (Daten nicht gezeigt). Die Ursache für die Bim unabhängige 

Inhibition der Apoptose durch den STAT3 Knock-down bleibt somit weiterhin 

ungeklärt und ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

Am Bemerkenswertesten ist jedoch die Tatsache, dass STAT3, welches bislang als 

anti-apoptotisch galt und im Zusammenhang mit der Tumorgenese als Onkogen 

betrachtet wird, durch die Interaktion mit I B-  eine entgegengesetze Wirkung 

entfaltet und aufgrund der induzierten Bim-Transkription pro-apoptotisch wirkt. Dies 

bedeutet, dass I B-  durch die Interaktion mit STAT3 nicht nur dessen Aktivität 

regulieren kann, sondern auch in der Lage ist, die grundlegende Wirkung von STAT3 

zu modulieren, was von klinischer Relevanz sein könnte. 

4.2.6 Die Verwendung von SB203580 führt zu einer Inhibition der 

        Apoptose 

Parallel zu den Versuchen bezüglich der Bim-Phosphorylierung wurden Experimente 

mit dem p38 MAP-Kinasen-Inhibitor SB203580 durchgeführt. Der Anlass hierfür war, 

dass die p38 MAP-Kinasen zum einen in der Lage sind, Bim zu phosphorylieren und 

darüber hinaus die Aktivität von STAT3 zu modulieren.147-149, 179

Weil es durch den STAT3 Knock-down zu einer Inhibition der I B-  induzierten 

Apoptose kam, gleichzeitig die Bim-Expression aber unverändert blieb, wurde 

vermutet, dass im Rahmen der I B-  vermittelten Apoptose ein Crosstalk des STAT3-

Signalwegs mit dem p38 MAP-Kinase-Signalwegs stattfindet, der letztlich zu einer 

p38 MAP-Kinase vermittelten Bim-Phosphorylierung und damit zu einer gesteigerten 
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pro-apoptotischen Wirkung führt. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden 

Versuche mit dem p38-Kinase-Inhibitor SB203580 durchgeführt. Obwohl Resultate 

der Phosphorylierung von Bim betreffend keine Veränderung durch I B-  oder der IL-

6-Kostimulation zeigten, führte die Verwendung von SB203580 zu einer fast 

vollständigen Inhibition der Apoptose. Anschließende Western-Blot Analysen 

offenbarten, dass eine stark reduzierte Expression von Bim für den inhibitorischen 

Effekt von SB203580 verantwortlich ist. Im nächsten Schritt sollte mittels p38-siRNA 

der Effekt von SB203580 nachempfunden werden, um so die Beteiligung der p38 

MAP-Kinase an der I B-  induzierten Apoptose zu bestätigen. Der Gebrauch der 

p38 - und p38 -siRNAs hatten aber ebenso wie die Überexpression von p38

keinerlei Auswirkungen auf die Apoptose und schließt somit eine Beteiligung der p38 

MAP-Kinasen an der I B-  induzierten Apoptose aus. Nachdem eindeutig gezeigt 

werden konnte, dass die p38 MAP-Kinase nicht von Bedeutung war, stellte sich die 

Frage, wie die Behandlung mit SB203580 zu dem beobachteten Effekt führte. 

Weitere Literaturrecherchen dazu ergaben, dass der p38-Inhibitor SB203580 neben 

p38  und p38  noch eine Vielzahl weiterer Kinasen inhibiert.155 Zu diesen Kinasen 

zählen die GSK3 , CK1 , RIPK2 und die GAK, welche ähnlich stark wie die p38 

MAP-Kinasen durch SB203580 inhibiert werden. Versuche mit Inhibitoren und 

siRNAs für die entsprechenden Kinasen zeigten jedoch ebenfalls keine negativen 

Auswirkungen, die mit der Behandlung durch SB203580 zu vergleichen wären. 

Allerdings konnte der Knock-down von RIPK2 und GAK aufgrund des Fehlens eines 

funktionierenden Antikörpers nicht nachgewiesen werden. 

Weitere Untersuchungen zum Mechanismus, welcher der SB203580 vermittelten 

Reduktion der Bim-Expression zugrunde liegen, konnten im Rahmen dieser Arbeit 

nicht mehr durchgeführt werden. 
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5 Zusammenfassung 

I B-  gehört zu den ungewöhnlichen Mitgliedern der I B-Proteinfamilie, die sich 

sowohl strukturell als auch funktionell von den klassischen I B-Proteinen

unterscheiden. I B-  ist im Zellkern lokalisiert, wo es als induzierbares Protein 

exprimiert wird und kann nicht nur inhibierend auf die transkriptionelle Aktivität von 

NF- B wirken, sondern, aufgrund seiner Transaktivierungsdomäne, die 

Genexpression auch aktivieren. Da I B-  sehr stark in der Leber exprimiert wird und 

darüber hinaus die Expression von IL-6, einem Aktivator des STAT3-

Signaltransduktionsweges, der eine herausragende Rolle im hepatischen Zellsystem 

spielt, in verschiedenen Zelltypen induziert, war es Ziel dieser Arbeit, die Bedeutung 

von I B-  für hepatozelluläre Prozesse zu charakterisieren. Hauptaugenmerk galt 

dabei der Interaktion von I B-  mit STAT3 und deren funktionelle Konsequenzen für 

die Aktivität von STAT3 sowie für die hepatozelluläre Apoptose. 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zum hepatozellulären 

Zelltod offenbarten, dass I B-  durch die Veränderung der Expression regulatorischer 

Proteine Apoptose in HepG2 Zellen induzieren kann. Bei diesen regulatorischen 

Proteinen handelt es sich um das pro-apoptotische Protein Bim und das anti-

apoptotische Protein Mcl-1, beides Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie. Die 

Ergebnisse lassen hierbei den Schluss zu, dass die Verstärkung der Bim-Expression, 

bei gleichzeitig verringerter Mcl-1-Expression, zu einer synergistischen Induktion der 

Apoptose führte. 

Obwohl der IL-6 abhängige STAT3-Signaltransduktionsweg bisher als anti-

apoptotisch in Erscheinung getreten ist, konnte überraschenderweise im 

Zusammenhang mit dem I B-  induzierten Zelltod eine pro-apoptotische Wirkung 

beobachtet werden. So führte die IL-6-Stimulation zu einer Verstärkung des pro-

apoptotischen Effektes von I B- . Nähere Untersuchungen hierzu zeigten, dass 

dieser verstärkende Effekt von IL-6 auf einer STAT3 abhängigen zusätzlichen 

Steigerung der Bim-Expression zurückzuführen ist. Anschließende 

Expressionsanalysen ließen erkennen, dass bereits die Überexpression von I B-  in 

Anwesenheit von STAT3 zu einer Induktion der Bim-Transkription führte, welche 

durch die Zugabe von IL-6 verstärkt wurde. Jedoch sowohl die Überexpression von 

I B-  in STAT3 Knock-down Zellen als auch die IL-6 vermittelte Aktivierung von 
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STAT3 bei fehlender I B-  Expression führte nicht zu einer Induktion der Bim-

Transkription, was für eine Funktion von I B-  als Koaktivator von STAT3 spricht. 

Erstaunlicherweise führte der Knock-down von STAT3 in I B-  exprimierenden Zellen 

zu einer Inhibition der Bim-Transkription und einer verringerten Apoptoseinduktion, 

obwohl die Bim-Proteinmenge vom STAT3 Knock-down unbeeinflusst blieb. Dies 

lässt vermuten, dass zum einen I B-  transkriptionsunabhängig die Protein-Menge 

von Bim erhöhte, z. B. durch eine Stabilisierung der Bim-mRNA, und zum anderen 

dass STAT3 über eine weitere, Bim unabhängige Funktion, oder über die Modulation 

der Bim-Aktivität zur I B-  vermittelten Apoptose beiträgt. Die dafür verantwortlichen 

Mechanismen konnten allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden. 

Die Annahme, dass I B-  als Koaktivator für STAT3 fungiert, wird des Weiteren 

durch Untersuchungen unterstützt, welche eindeutig eine Kolokalisation und 

Interaktion von I B-  mit STAT3 zeigten. Infolgedessen kommt es zu einer Erhöhung 

der IL-6 induzierten DNA-Bindungs- sowie Transaktivierungsaktivität von STAT3 

durch I B- . Diese I B-  vermittelte Steigerung der STAT3-Aktivität führte letztendlich 

auch zur positiven Regulation des STAT3-Zielgens SOCS3. Überraschenderweise 

führte die erhöhte Transkription des SOCS3-Gens jedoch nicht zu einer gesteigerten 

Expression des Proteins, was für eine posttranskriptionelle Regulation spricht. 

Zusammenfassend konnten wichtige Einblicke in I B-  abhängige 

Regulationsprozesse, insbesondere durch die Interaktion mit STAT3, in HepG2 

Zellen gewonnen werden. I B-  reguliert nicht nur die STAT3-Aktivität positiv, 

sondern übt auch pro-apoptotische Effekte aus. In diesem Zusammenhang ist die 

Beobachtung, dass I B-  die grundlegende anti-apoptotische Funktion von STAT3 zu 

einem Apoptose fördernden Effekt moduliert, von besonderer Bedeutung. 

Da der IL-6 abhängige STAT3-Signaltransduktionsweg auch eine zentrale Rolle in 

der Inflammation und Regeneration der Leber einnimmt, ist zu vermuten, dass I B-

über die Regulation der STAT3-Aktivität auch auf diese Prozesse Einfluss nimmt.  
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5 Summary 

I B-  belongs to the unusual members of the I B protein family, which differ from the 

classical I B proteins in structural and functional aspects. It is localized within the 

nucleus, where it is expressed as an inducible protein. I B-  is not only able to inhibit 

the transcriptional activation of NF- B but, due to its transactivation domain, also to 

activate gene expression. I B-  is strongly expressed in liver tissue and induces the 

expression of IL-6 in several cell types. Since IL-6 is an activator of the STAT3 signal 

transduction pathway, that is of tremendous importance in the hepatic cell system the 

aim of this doctoral thesis was to characterize the relevance of I B-  for 

hepatocellular processes. 

The main focus was to investigate the interaction of I B-  with STAT3 and the 

resulting functional consequences for the STAT3 activity and hepatocellular 

apoptosis. In the context of this thesis analyses of hepatocellular cell death revealed 

that I B-  can induce apoptosis in HepG2 cells by modulating the expression pattern 

of the pro-apoptotic protein Bim and the anti-apoptotic protein Mcl-1, both members 

of Bcl-2 protein family. The obtained results allow us to conclude that the enhanced 

expression of Bim and the simultaneous decrease of Mcl-1 expression lead to a 

synergistical induction of apoptosis. 

Although the IL-6 dependent STAT3 signal transduction pathway acts in an anti-

apoptotic manner, it surprisingly displayed a pro-apoptotic effect in the context of 

I B- -induced apoptosis. Thus, the stimulation with IL-6 enhanced the pro-apoptotic 

effect of I B- through a STAT3-dependent increase of Bim protein expression. 

Subsequent expression analyses indicated that in the presence of STAT3 the 

overexpression of I B-  leads to an induction of Bim mRNA transcription, which was 

further elevated by IL-6. However, overexpression of I B-  in STAT3 knock-down 

cells as well as the IL-6 mediated STAT3 activation in absence of I B-  did not result 

in an induction of Bim transcription indicating that I B-  functions as a coactivator of 

STAT3.

Interestingly, the knock-down of STAT3 in I B-  expressing cells inhibited Bim mRNA 

transcription and led to a reduced induction of apoptosis, although the Bim protein 

expression was not influenced by the STAT3 knock-down.

This suggests that on the one hand I B-  increased the protein expression of Bim 

independently from its transcription, maybe due to a stabilization of the Bim mRNA, 
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and on the other hand that STAT3 contributed to the I B-  mediated apoptosis 

through the modulation of Bim activation or via an additional function which is 

independent of Bim. Unfortunately, the underlying mechanisms could not be fully 

clarified in the time frame of this doctoral thesis. 

The assumption that I B-  functions as a coactivator of STAT3 was further supported 

by investigations which clearly showed a colocalization and interaction of I B-  with 

STAT3. As a result the IL-6-induced DNA binding and transactivation activity of 

STAT3 was enhanced by I B-  which finally led to a positive regulation of the STAT3 

target gene SOCS3. Surprisingly, the increased transcription of SOCS3 did not result 

in an enhanced protein expression suggesting that a posttranscriptional regulation is 

involved. 

In summary, important insights in I B-  dependent regulation processes, in particular 

through the interaction with STAT3, were achieved in hepatic HepG2 cells. I B-  not 

only positively regulates the activity of STAT3, but also exhibits a pro-apoptotic effect. 

In this context, the I B-  mediated modulation of the basic anti-apoptotic effect of 

STAT3 toward a pro-apoptotic function is of crucial importance. Due to the pivotal 

role of the IL-6 dependent STAT3 signal transduction pathway in inflammatory and 

regenerative processes of the liver it can be assumed that I B-  also influences this 

processes through the regulation of the STAT3 activity. 
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SMRT silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor 
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STAT signal transducer and activator of transcription 

TAD Transaktivierungs-Domäne

TEMED Tetramethylendiamin
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TRAF2 TNF receptor associated factor 2 

TRAIL TNF related apoptosis inducing ligand 

ÜN Über Nacht 

USTAT3 unphosphoryliertes STAT3 
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