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I

°C Grad Celsius

µ mikro

2-D zweidimensional

A. dest destilliertes Wasser

Ab Antikörper (Antibody)

Abb. Abbildung

ADAM A disintegrin and metalloproteinase

ADP Adenosindiphosphat

Akt durch Insulin und verschiedene Wachstumsfaktoren aktivierbare Proteinkinase

Ala Alanin

Arg Arginin
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ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EMSA Electro Mobility Shift Assay
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Erk Extracellular-signal regulated kinase
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et al. und andere

Fa. Firma

FACS Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting)
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FPLC Fast protein liquid chromatography
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IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

IL-6R Interleukin-6-Rezeptor
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IP3 Inositol-3-Phosphat

ISRE Interferon stimulated response element
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LIF Leukemia-inhibitory factor

Lys Lysin

M Molarität

mA Milli-Ampere

MAPK Mitogen activated protein kinase

MCO Molecular weight cut-off

MFI Mittlere Fluoreszenz Intensität

mm Millimeter

MPR Mannose-6-Phosphat-Rezeptor

mRNA messenger RNA

mTor mammalian target of rapamycin

NFB Nuklear-Faktor kappa B

nm Nanometer

NTK Non-Target-Kontrolle

OSM Oncostatin M

p phospho

PBS Phosphatpuffer (Phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

PEP Prolylendopeptidase

PFA Paraformaldehyd
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Phe Phenylalanin

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
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IV

SH2 Src homology 2 protein domain

SHP2 SHP2-Phosphatase

sIL-6R löslicher IL-6-Rezeptor

siRNA small interfering RNA

SL Stammlösung

Socs3 Supressor of cytokine signalling

Stat Signal transducer and activator of transcription
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VCP1 Valosin-containing-protein 1
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WB Western-Blot-Analyse

z.B. zum Beispiel
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B-RE B-Response element
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1. EINLEITUNG

1.1. Vom Prolylendopeptidase-Inhibitor zu einem Hemmer der Interleukin-6-

Sekretion

Das Enzym Prolylendopeptidase (EC 3.4.21.26; PEP) ist eine prolinspezifische Serinprotease,

welche ubiquitär im Organismus exprimiert wird. Besonders hohe Konzentrationen dieses

Proteins konnten im Gehirn nachgewiesen werden [1-3]. In mehreren Arbeiten wurde die

Korrelation zwischen pathophysiologischen Störungen des zentralen Nervensystems und einer

erhöhten PEP-Aktivität gezeigt [4-6]. Durch die Verwendung von spezifischen PEP-

Inhibitoren konnten Verbesserungen in kognitiven Prozessen sowie neuroprotektive

Wirkungen erzielt werden [7]. Somit erlangte PEP große Bedeutung als Zielenzym für die

Entwicklung von neuen Therapeutika zur Behandlung von demenzbedingten Ausfällen des

Zentralen Nervensystems (ZNS).

In weiterführenden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass PEP mit Tubulin

kolokalisiert ist und an dieses Protein bindet. Ebenso wurde gezeigt, dass die Sekretion des

sekundären Botenstoffs Inositol-3-Phosphat (IP3) in PEP-antisense Zelllinien modifiziert

wird. Aufgrund dieser Daten wurde die Involvierung von PEP im intrazellulären

Transportmechanismus im Allgemeinen sowie die Beeinflussung der Sekretion von

Chemokinen und Zytokinen im Besonderen diskutiert [8]. Nachfolgende Arbeiten belegten

nachdrücklich, dass die Sekretion des inflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (IL-6) in der

Gliomazelllinie MG-U343 durch die Verwendung spezifischer PEP-Inhibitoren modifiziert

wird (unveröffentlichte Daten, Probiodrug AG). Allerdings gab es erste Hinweise darauf, dass

die Regulation der IL-6-Sekretion unabhängig von der Regulation der PEP-Aktivität

stattfindet. Nähere Untersuchungen zur Charakterisierung der Inhibierung der IL-6-Sekretion

mit Hilfe von PEP-Inhibitoren bewiesen für mehrere Zelllinien, dass diese auf einer

verminderten Expression des IL-6 Gens beruht und nicht, wie zunächst vermutet, einzig der

Transport des IL-6-Proteins betroffen ist [9]. Demzufolge ist anzunehmen, dass PEP-

Inhibitoren neben der PEP ein weiteres Zielprotein beeinflussen. Dabei kommt es durch die

Interaktion dieses Zielproteins mit den PEP-inhibierenden Substanzen zu einer Verminderung

der IL-6-Genexpression. Wie in mehreren Studien beschrieben wurde, besitzt das

proinflammatorische Zytokin IL-6 eine große Bedeutung in verschiedenen chronisch

inflammatorischen Erkrankungen, insbesondere im Verlauf der rheumatoiden Arthritis (RA)

[10-13]. Als Vorraussetzung für die Entwicklung eines neuen IL-6-senkenden
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Therapeutikums muss dessen Zielprotein und der zugrunde liegende molekulare

Wirkmechanismus erforscht werden. Nur mit Hilfe der Identifizierung des Zielproteins von

PEP-Inhibitoren, welches für die Blockierung der IL-6-Expression ausschlaggebend ist, kann

eine Optimierung der ursprünglichen Substanzen in Richtung einer Medikamenten-

entwicklung stattfinden [14].

1.2. IL-6 – ein multifunktionales Zytokin

Zytokine übernehmen eine wichtige Rolle als Vermittler in der inter- und intrazellulären

Kommunikation eines Organismus. Anders als die Hormone werden sie jedoch nicht in

speziellen Zellen gelagert, sondern schnell als Antwort auf einen Stimulus synthetisiert. Zu

der großen Gruppe der Zytokine zählen Wachstumsfaktoren, Interferone, Chemokine und

Interleukine. Neben der Regulation der Zellproliferation und der Differenzierung von

Immunzellen beeinflussen diese Substanzen die Hämatopoese und die Lymphopoese ebenso

wie die Entwicklung des Nervensystems und die Embryogenese. Die Synthese und die

Sekretion von Zytokinen unterliegen feinen Regulationsmechanismen. An diesen sind sowohl

die Substanzen selbst, als auch regulatorische Proteine, welche als Antwort auf

Zytokinsignale exprimiert werden, beteiligt [12]. Die Expression dieser Signalmoleküle

resultiert infolge der Bindung von Zytokinen an deren spezifische Zytokinrezeptoren [15].

Die Disregulation der Expression einiger Zytokine, wie z.B. des Tumor-Nekrose-Faktors

alpha (TNF), des Interleukin-1 (IL-1) und des IL-6, wurde im Zusammenhang mit

Autoimmunerkrankungen beschrieben.

IL-6 ist ein Mitglied der Superfamilie der IL-6-Typ-Zytokine, zu der weiterhin Oncostatin M

(OSM), Interleukin-11 (IL-11), Ciliary neurotrophic factor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1),

Leukemia inhibitory factor (LIF) und Cardiotrophin like cytokine (CLC) gehören. Diese

Zytokinfamilie wird durch die gemeinsame Nutzung der Rezeptoruntereinheit

Glykoprotein 130 (gp130) sowie die dreidimensionale Vier-Helix-Bündelstruktur

charakterisiert, die in einer auf-auf-ab-ab-Struktur angeordnet sind (Abb. 1.1.) [16].

Das humane 26 kDa große IL-6-Protein besitzt 184 Aminosäuren. Es enthält zwei potentielle

Glykosylierungsstellen sowie 4 Cysteinreste [15, 17]. Von vielen Zelltypen ist bekannt, dass

sie IL-6 sekretieren. Dazu gehören Monozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen, Fibroblasten,

Endothelzellen, Muskelzellen, Mastzellen, dentritische Zellen, Chondrozyten, Osteoblasten,

Keratinozyten und einige Tumorzelllinien (Abb. 1.1.) [18, 19]. Die wichtigsten IL-6-Quellen

des Körpers stellen das Fett- und das Muskelgewebe dar [20, 21]. Im ZNS zählen
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Mikrogliazellen und Astrozyten zu den bedeutensten IL-6-Produzenten [22, 23]. Es sind eine

Reihe von Stimuli der IL-6-Sekretion bekannt, wozu unter anderem TNF IL-1 [24], OSM

[25] und Phorbolester [26] gehören.

IL-6

Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen,
Fibroblasten, Monozyten,

Mesangiale Zellen, epidermale
Keratinozyten, endotheliale Zellen,
Synzytiotrophoplasten, Astrozyten,

Mikrogliazellen ...

IL-6-sekretierende Zellen

1.1. Kristallstruktur des IL6-Proteins und IL-6-sekretierende Zellen [16, 18, 19].

Das Zytokin IL-6 ist in vielen biologischen Prozessen involviert [27, 28]. Dieses vielfältige

Wirkungsspektrum spiegelt sich in den zahlreichen Synonymen des IL-6 wider [18, 29]. So

wurde es erstmals als Differenzierungsfaktor von B-Zellen (B-Zell-Stimulierungsfaktor-2)

identifiziert [30]. In nachfolgenden Studien mit rekombinantem IL-6-Protein und anti-IL-6-

Antikörper konnte gezeigt werden, dass IL-6 auch einen Einfluss auf die Differenzierung von

T-Zellen, Leberzellen, hämatopoetischen Vorläuferzellen und Neuronen hat [17, 31]. Eine

Übersicht der physiologischen IL-6-Effekte stellt Tabelle 1.2. dar.

1.2. Funktionen des IL-6 Proteins.

IL-6 Wirkung auf Funktion/Reaktion Referenz

B-Zellen -   Differenzierung und Produktion der Immunglobuline
IgM, IgG, IgA [30]

T-Zellen -   Proliferation und Differenzierung zu Killerzellen [32]
Hämatopoetische
Stammzellen

-   Differenzierung; Verstärkung der hämatopoetischen
Koloniebildung [33]

Megakaryozyten -   Reifung [34, 35]
Makrophagen -   Reifung [36]
Hepatozyten -   Synthese und Sekretion von Akut-Phase-Proteinen [37-39]

Knochenmetabolismus -   Förderung der Proliferation von Osteoklasten und
Induktion der Knochenresorption [40-42]

Zentrales
Nervensystem

-   Differenzierung neuronaler Zellen; Induzierung der
adrenokortikotropen Hormonsynthese

-   Auslösen von Fieber durch die Induktion der
Prostaglandin E2-Synthese

[22, 43,
44]
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IL-6 Wirkung auf Funktion/Reaktion Referenz

Plazenta -   Sekretion von chorionischen Gonadotropin aus
Trophoblasten [45]

1.3. IL-6 Rezeptoren und die IL-6 Signalkaskade

Die Vielfalt der biologischen Effekte des Zytokins IL-6 geht auf die Einbindung der

Rezeptorkomponente gp130 zurück, welche ubiquitär exprimiert wird [19, 46]. Zudem

existiert auch eine lösliche Variante dieses Rezeptorproteins (sgp130) [47]. Man unterscheidet

2 Arten der IL-6-Signaltransduktion (Abb. 1.3. A). Beim klassischen Signalweg erfolgt nach

der Bindung des IL-6-Moleküls an den membranständigen IL-6-Rezeptor (IL-6R) die

Rekrutierung von zwei gp130-Rezeptormolekülen und aufgrund dessen die Signal-

weiterleitung. Im Gegensatz dazu bindet das IL-6-Protein im Fall des Transsignaling an den

löslichen IL-6-Rezeptor (sIL-6R) [48].

IL-6

gp130

IL-6R

Signal

Klassischer Signalweg Transsignaling

ADAM 17

sIL-6R

(1) (2)

+
+

SHP2

Jak PI3K

Ras

Raf

MAPK

Stat

Genexpression:
Zytokine; SocsMAPK

TF

Stat

Nukleus

Zytoplasma

Extrazellulärer Raum

A)

B)

Socs

-

+ +

1.3. A) IL-6-spezifisches klassisches und Transsignaling (modifiziert nach [49]) und B) IL-6-
Signalkaskade (modifiziert nach [16]).
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Dieser wird entweder durch proteolytische Spaltung mit Hilfe der Metalloproteinase

ADAM 17, das sogenannte shedding, oder durch alternatives Spleißen des membranständigen

Rezeptors generiert [49, 50]. Der Komplex sIL-6R/IL-6 kann sowohl Zellen stimulieren

welche keinen membranständigen IL-6-Rezeptor exprimieren (Abb. 1.3., Transsignaling 2)

als auch Zellen, deren membranständige Rezeptoren freigesetzt oder bereits internalisiert

wurden (Abb. 1.3., Transsignaling 1). Somit ist das Zytokin IL-6 in der Lage, schon in

Konzentrationen im nano- und picomolaren Bereich seine Wirkung auf fast alle Körperzellen

zu entfalten [51, 52].

Im Gegensatz zu den Rezeptortyrosinkinasen verfügt gp130 über keine eigene Kinasedomäne,

weswegen zytoplasmatische Kinasen für die Initiation des Signalwegs benötigt werden [53,

54]. Diese gehören zur Familie der Januskinasen (Jaks), welche konstitutiv mit der

intrazellulären Domäne von gp130 assoziiert sind [15, 46]. Die Signalweiterleitung findet im

Fall der IL-6-Zytokine über Jak1, Jak2 und Tyk2 statt [54-56]. Die Aktivierung der

Januskinasen infolge der Ligandenbindung an den extrazellulären Teil des Rezeptors führt zur

Phosphorylierung von mindestens 5 der 6 in Frage kommenden zytoplasmatischen

Tyrosinreste von gp130. Aufgrund dieser Aktivierungen erfolgt die Rekrutierung von

Signalproteinen mit SH2-Domänen wie z.B. der SHP2-Phosphatase und den Transkriptions-

faktoren Signal transducer and activator of transcription (Stat) 1 und 3 [15, 16, 57]. Als

Konsequenz der Rekrutierung werden Stat1 und Stat3 an den Aminosäuren Tyrosin 701 bzw.

705 phosphoryliert und translozieren als Homo- und Heterodimere in den Zellkern [58].

Durch die Bindung dieser Dimere an spezifische Promotorelemente von Stat-regulierten

Genen wird die Expression dieser beeinflusst [49]. Interessanterweise konnte im Fall der

IL-6-Signalkaskade eine erheblich größere Bedeutung der Stat3-Homodimere im Vergleich

zu Dimeren mit Stat1 gezeigt werden [59]. Die rekrutierte SHP2-Phosphatase wird durch Jak1

an den Aminosäuren Tyrosin 542 und 580 phosphoryliert, wodurch die Anschaltung des

Ras/Raf/Erk-Signalwegs ausgelöst wird [60]. Im Verlauf dieser SHP2-aktivierten

Signalkaskade werden die Raf-Kinase und daran anschließend die MAP-(Mitogen activated

protein) Kinasen Erk1 und Erk2 phosphoryliert, welche die NFB-Transkriptionsfaktoren

aktivieren. Diese sind durch 7 verschiedene Proteine mit einer Rel-Homologie-Domäne

charakterisiert, welche als Homo- und Heterodimere die Transkription von Zyto- und

Chemokinen sowie eine Reihe anderer Gene beeinflussen. Sie werden deshalb auch als Rel-

Proteine bezeichnet. Die Aktivierung dieser Faktoren findet über die Anschaltung des IB-

Kinase-Komplexes statt, der die Ubiquitinylierung und den proteosomalen Abbau des

Inhibitors von NFB-TFs, IB einleitet. Infolgedessen werden die Rel-Proteine freigesetzt
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und translozieren in den Zellkern, wo sie gemeinsam mit Coaktivatoren, wie z.B. CBP (Creb

binding protein), an die B-Elemente von NFB-abhängigen Genen binden [61-64]. Die

meisten der Dimere, wie das am häufigsten vorhandene Heterodimer aus p50 und p65, wirken

aktivierend auf die Genexpression [61].

Aufgrund der beschriebenen Signalkaskaden wird die Expression des IL-6-Gens erhöht und

damit die Sekretion des Zytokins angeregt (Abb. 1.3. B) [16]. Um eine Überexpression von

Zytokinen zu verhindern, sind mehrere Mechanismen der Negativregulation bekannt [65].

Zum einen wird die Internalisierung der Rezeptorproteine durch die Ligandenbindung

verstärkt [66]. Zum anderen findet die Induktion der Genexpression verschiedener Proteine

statt, welche in der Lage sind, die Signalkaskade zu inhibieren [16, 67]. Neben Protein-

Tyrosin-Phosphatasen (PTP) und den PIAS-Proteinen (Protein inhibitors of activated stat)

spielen dabei die Socs-Proteine (Suppressor of cytokine signaling) eine bedeutende Rolle

[16]. Die Expression dieser letztgenannten Rückkopplungs-Inhibitoren ist von der

Phosphorylierung der Stat-Proteine abhängig, da der Socs-Promotor zwei putative Stat3-

Bindedomänen enthält [68, 69].

1.4. IL-6 in inflammatorischen Erkrankungen

Der Begriff Inflammation beschreibt eine Vielzahl von Prozessen, die infolge einer Infektion

durch Pathogene, dem Kontakt mit toxischen Substanzen oder auch nach einer

Gewebsverletzung ablaufen. Die initiale Phase von Entzündungen ist durch 4 physiologische

Merkmale gekennzeichnet: Rötung und Anschwellen des betroffenen Gewebes, Schmerz- und

Wärmeentwicklung. In den meisten Fällen wird eine Inflammation von Fieber, der Expression

von Akut-Phaseproteinen und der Aktivierung des Immunsystems begleitet. Die Regulierung

dieser komplexen Vorgänge erfolgt durch die Expression und Sekretion verschiedener

Zytokine, Adhäsionsmoleküle und extrazellulärer Matrixproteine [70].

Das Zytokin IL-6 besitzt sowohl anti- als auch proinflammatorische Eigenschaften, wobei

eine Überexpression im Allgemeinen mit pathophysiologischen Störungen des ZNS assoziiert

wird [40]. Unter dem Einfluss von IL-6 kommt es bei Osteoporose zur Reduktion der

Knochendichte [71]. Das Zytokin ist in Verbindung mit dem Multiplen Myelom,

kardiovaskulären Erkrankungen, Asthma, septischen Schock, Arteriosklerose, Depressionen,

Parodontose sowie im Zusammenhang mit einer erhöhten Stressbelastung beschrieben

worden [70, 72-75]. Neben diesen Krankheitsbildern ist eine Vielzahl von IL-6-korrelierten

chronischen inflammatorischen Erkrankungen bekannt. Dazu gehören Morbus Crohn, Morbus
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Castleman, Morbus Alzheimer, Akute Pankreatitis, virale und bakterielle Meningitis,

Psoriasis, Multiple Sklerose, Systemischer Lupus erythematodes, Asthma, Rheumatoide

Arthritis (RA) und deren Sonderform, die Juvenile idiopathische Arthritis (JIA) [10, 76-80].

In den genannten Erkrankungen kommt es zu einer Erhöhung der IL-6-Proteinkonzentration

im Plasma oder wie bei der viralen und bakteriellen Meningitis in der Cerebrospinalen

Flüssigkeit (CSF) [81-84]. Die pathologisch erhöhten IL-6-Spiegel führen dann zu einer

Disregulation der inflammatorischen Prozesse. So konnte beispielsweise auch eine

Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten infolge einer Überexpression von IL-6

beobachtet werden [85, 86]. Eine Studie bezüglich einer Pankreas-spezifischen IL-6-

Überexpression im Tiermodell hat gezeigt, dass die Symptome vergleichbar mit denen einer

Akuten Pankreatitis sind [87]. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen führt die Deletion

des IL-6-Gens in Mäusen zu der Resistenz gegenüber einer Antigen-vermittelten Arthritis

[88]. Ebenso sind IL-6-Knock-Out-Mäuse resistent, wenn eine Induktion von autoimmuner

Enzephalomyelitis stattfindet [89]. Fehlt das Protein allerdings permanent, so wird die

Produktion von Akut-Phase-Proteinen ebenso wie die Differenzierung von Makrophagen und

Lymphozyten infolge von Verletzungen oder Infektionen disreguliert und somit die

bedeutende anti-inflammatorische Wirkung von IL-6 verhindert [90].

Im Fall von RA ist eine direkte Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung bzw.

dem Krankheitsverlauf mit der Höhe des IL-6-Spiegels nachgewiesen. Sie stellt die häufigste

entzündliche Erkrankung der Gelenke dar [91]. Weltweit sind etwa 0,5 - 1 % der Bevölkerung

an RA erkrankt, wobei Frauen 3 mal so oft betroffen sind als Männer. Zu Beginn treten

vielfach im Alter von 35 - 45 Jahren plötzliche Schmerzen in den Finger- und Zehengelenken

auf. Im weiteren Verlauf kommt es zum schmerzhaften Anschwellen und zu einer erhöhten

Wärmeentwicklung der Knie-, Schulter-, Hand-, Fuß-, Hüft- und anderer Gelenke. Die

molekularen Ursachen dieser Autoimmunerkrankung sind bislang weitgehend ungeklärt.

Allerdings ist bekannt, dass einige Zytokine überexprimiert werden, wie z.B. TNF, IL-1 und

IL-6. Dementsprechend kann eine Verbesserung des Krankheitsbildes durch die Blockade der

Synthese dieser proinflammatorischen Zytokine erreicht werden [92, 93].

Im Fall von RA wurden in mehreren Studien pathologisch erhöhte Konzentrationen von IL-6

und sIL-6R in der synovialen Flüssigkeit sowie im Plasma der Patienten festgestellt [94-100].

Dabei korreliert die Menge von IL-6 und sIL-6R mit der Einwanderung von Leukozyten in

das arthritische Gelenk [101-103]. Eine solche Korrelation findet man ebenfalls bei Patienten

mit JIA [104, 105].
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1.5. Blockade des IL-6-Signalwegs als therapeutischer Ansatz bei

inflammatorisch-bedingten Krankheitsverläufen

Im Fall des Zusammenhangs zwischen zunehmender pro-inflammatorischer Wirkung von

IL-6 und dem Schweregrad einer Erkrankung kann die Blockierung des IL-6-Signalweges

eine wirkungsvolle Therapie darstellen [106, 107]. Im letzten Jahrzehnt wurden mehrere

Möglichkeiten beschrieben, den IL-6-Signalweg zu manipulieren. Zum einen wird die

Expression von IL-6 und verwandter Familienmitglieder wie OSM und Leucozyte inhibitory

factor (LIF) durch den Einsatz von Glukokortikoiden und NFB-Inhibitoren gehemmt. Dabei

stellen die NFB-Inhibitoren einen Großteil der bisher kommerziell erhältlichen

Medikamente dar. Diese Substanzen werden den Klassen der Non steroidal anti-inflammatory

drugs (NSAIDS), der Disease modifying antirheumatic drugs (DMARDS) und der

Glukokortikoide zugeordnet [108]. Zum anderen ist es möglich, mit Hilfe von monoklonalen

anti-IL-6- (anti-IL-6-mAb) und anti-IL-6R-Antikörpern sowie von Rezeptor-Fusionsproteinen

die Bildung eines effektiven Liganden-Rezeptor-Komplexes zu unterbinden [18, 109]. Diese

blockierenden bzw. antagonistisch wirkenden Antikörper gehören zur Klasse der

“Biologicals” und ihre Herstellung ist im Vergleich zu den DMARDS und NSAIDS

kostenintensiver [92, 93, 110-113]. Sie stellen eine Alternative für die Behandlung von RA

dar, da die Therapierung mit DMARDS und NSAIDS nicht immer erfolgreich verläuft. Im

Fall von RA und JIA konnte die Wirksamkeit von anti-IL-6-mAbs in Tierversuchen und

humanen Studien gezeigt werden [10, 114]. Die Arbeitsgruppe um Matsumoto belegte, dass

eine Reduktion der Symptome von Glucose-6-Phosphat-Isomerase-induzierter RA im

Mausmodell durch die Injektion von monoklonalen anti-IL-6-Antikörpern stattfindet [115].

Mittels einer einmaligen Gabe des IL-6R-mAb, MR16-1, in der frühen Phase von Kollagen-

induzierter RA in Ratten fand eine Verbesserung der Prognose statt [116]. Außerdem konnte

in einem Affenmodell nachgewiesen werden, dass die Symptome der Kollagen-induzierten

RA, wie z.B. die Gelenkschäden und die Expression des C-reaktiven Proteins (CRP) durch

die Behandlung mit dem anti-IL-6R-mAb, MRA, signifikant vermindert wurden [117].

Ausgehend von diesen Ergebnissen hat die Targetierung proinflammatorischer Zytokine,

insbesondere von IL-6, große Bedeutung für die Entwicklung von Therapeutika zur

Verbesserung des RA-Krankheitsbildes erlangt [18].
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1.6. Aufgaben und Zielsetzung

Einige der ursprünglich als PEP-Inhibitoren identifizierten Heteroarylketone sind in der Lage,

die autokrine IL-6-Expression in verschiedenen Zelllinien auf transkriptioneller Ebene zu

hemmen. Das Zytokin IL-6 spielt in einer Vielzahl von chronisch inflammatorischen

Erkrankungen eine wichtige Rolle. Im Fall von RA konnte die IL-6-Expression direkt mit

dem Schweregrad der Erkrankung korreliert werden [101-103]. Für die mögliche

Entwicklung eines neuen anti-inflammatorischen Therapeutikums, dessen Wirksamkeit auf

der Senkung der IL-6-Sekretion beruht, war es notwendig, das IL-6-relevante Zielprotein von

Heteroarylketonen zu identifizieren sowie den zugrunde liegenden molekularen Wirk-

mechanismus aufzuklären. Diese Untersuchungen sollten mit Hilfe eines geeigneten

Modellsystems erfolgen. Aufgrund der Zielstellung ergaben sich folgende Untersuchungs-

schwerpunkte:

 Ausschluss des PEP-Proteins als IL-6-relevantes Zielprotein von Heteroaryl-

ketonen mit Hilfe der siRNA-Technik

 Etablierung eines geeigneten Zellkulturmodells für die Analyse des Wirk-

mechanismus von Heteroarylketonen

- Auswahl und Charakterisierung von geeigneten Stimuli der IL-6-

Expression mit Hilfe der ELISA- und der qPCR-Technik

 Identifizierung des IL-6-relevanten Zielproteins von Heteroarylketonen

- Validierung von biotinylierten Heteroarylketonen bezüglich der

Inhibierung der IL-6-Expression im Modellsystem mit Hilfe der ELISA-,

qPCR- und Immunzytochemie-Technik

- Identifizierung potentieller Zielproteine mittels zweidimensionaler

Gelelektrophorese (2-D) und Streptavidin-spezifischem Immunoblot

sowie nano LC-ESI-MS/MS

- Validierung putativer Zielproteine mittels Immunpräzipitation (IP) und

Oberflächenplasmonenresonanz (SPR)

- Charakterisierung des Einflusses des potentiellen Zielproteins von

Heteroarylketonen auf die IL-6-Expression mit Hilfe der ELISA-,

qPCR-, Immunoblot- und Immunzytochemie-Technik
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 Untersuchungen zum molekularen Mechanismus der Inhibierung der IL-6-

Expression durch Heteroarylketone

- Identifizierung beteiligter Proteine der stimulierten Signalkaskade der

IL-6-Expression im ausgewählten Modellsystem

- Einfluss von Heteroarylketonen auf die Aktivierung bzw. die

Phosphorylierung sowie die Lokalisation ausgewählter Mitglieder der

IL-6-Signalkaskade mittels phosphospezifischen Western-Blot-Analysen,

Immunzytochemie und Immunpräzipitation
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Geräte

Gerät Hersteller/Anbieter

Blotting Apparatur LTF, Wasserburg

Biacore (Oberflächenplasmonenresonanz) Biacore, Uppsala, Schweden

CASY-Cellcounter Schärfe System, Reutlingen

CCD-Kamera Spot RT SLIDER Visitron Systems, Puchheim

CO2-Inkubator MCO-17AI Sanyo, Gunma, Japan

Dampfsterilisator Varioklav H+P Labortechnik, Oberschleißheim

Eismaschine ZBE 30-10 Ziegra, Isernhagen

FACS-Calibur (Durchflusszytometer) BD Biosciences, Heidelberg

Feinwaage A120S-D1 Sartorius, Göttingen

Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 Zeiss, Jena

FPLC-System Pharmacia Biotech, Erlangen

Gasbrenner Gasprofi 1 WLD-TEC, Göttingen

Gefriertruhe ECC-2080-5 National Lab, Mölln

Inkubationsschrank B6 FUNCTION line Heraeus, Hanau

Kreisschüttler GFL 3005 GFL, Burgwedel

Kryobehälter GT35 und ARPEGE40 Airliquide, Marne-la-Vallee, Frankreich

Laserscanning-Mikroskop LSM510 Zeiss, Jena

Magnetrührer MR3000 Heidolph, Schwabach

Mikroskopkamera MC80DX Zeiss, Jena

Novex Gelelektrophoresekammer Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

pH-Meter Multilab, Berlin

Photometer SmartSpec 3000 Bio-Rad, Hertfordshire, Großbritannien

Plattenreader NOVOstar BMG Labtech GmbH, Offenburg

Plattenreader SUNRISE Tecan, Crailsheim

Reinstwasseranlage PURELAB Plus UV USF Seral, Ransbach-Baumbach

Rotor Gene 3000 Corbett Research, Sydney, Australien

Sicherheitswerkbank KR-125 SAFETY Kojair, Vilppula, Finnland

Stromversorgungsgerät POWER-PAC 200

und 300

Bio-Rad, Hertfordshire, Großbritannien
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und 300

Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus, Osterode

Überkopfschüttler Fröbel Labortechnik, Lindau

Vortex 2 Genie Scientific Industries, Bochemia, USA

Wasserbad F25 Julabo, Seelbach

Zentrifuge 5415 D Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Zentrifuge Allegra 21R und Avanti J20 Beckman, Palo Alto, USA

2.2. Material

Verwendete Antikörper

Antikörper Anwendung Hersteller/Anbieter

anti-Mannose-6-Phosphat-Rezeptor-Antikörper

(Maus, monoklonal)
ICC Calbiochem, Darmstadt

anti-Calnexin-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
ICC

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-Creb-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-eEF1A1-Antikörper

(Maus, monoklonal)
WB, ICC, IP

Millipore/Upstate,

Schwalbach

anti-phospho-Erk1/2-(Thr 202/Tyr 204)-

Antikörper, (Kaninchen, polyklonal)
WB

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-Erk1/2-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-Filamin A-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
ICC Santa Cruz, Heidelberg

anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (Ziege,

polyklonal), konjugiert mit HRP
WB

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (Ziege,

polyklonal), konjugiert mit Rhodamin Red-X™
ICC dianova, Hamburg

anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (Ziege,

polyklonal), konjugiert mit Cy2™
ICC dianova, Hamburg
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anti-Maus-IgG-Antikörper (Kaninchen,

polyklonal), konjugiert mit Rhodamin Red-X™
ICC dianova, Hamburg

anti-Maus-IgG-Antikörper (Ziege, polyklonal),

konjugiert mit HRP
WB dianova, Hamburg

anti-Maus-IgG-Antikörper (F(ab)2-Fragment;

Ziege, polyklonal), konjugiert mit Cy2™
ICC dianova, Hamburg

anti-OSMR-Antikörper (AN-U2; Maus,

monoklonal), konjugiert mit Phycoerythrin (PE)
IF

Santa Cruz BT,

Heidelberg

anti-p65-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
IP

Santa Cruz BT,

Heidelberg

anti-PEP-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB

Probiodrug AG,

Halle/Saale

anti-phospho-Stat3-Antikörper (Ser 727,

Kaninchen, polyklonal)
WB, ICC

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-phospho-Stat3-Antikörper (Tyr 705,

Kaninchen, polyklonal)
WB

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-PKC-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB, ICC Santa Cruz, Heidelberg

anti-Stat3-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB, ICC

Cell Signaling,

Frankfurt a. M.

anti-Stat3-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
IP

Santa Cruz BT,

Heidelberg

Streptavidin, konjugiert mit Cy2™ ICC dianova, Hamburg

Streptavidin, konjugiert mit Cy3™ ICC dianova, Hamburg

Streptavidin, konjugiert mit HRP WB Sigma, Steinheim

anti-VCP1-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB Santa Cruz, Heidelberg

anti-YY1-Antikörper

(Kaninchen, polyklonal)
WB

Active Motif,

Rixensart, Belgien

anti--Tubulin-Antikörper

(Maus, monoklonal)
WB Sigma, Steinheim

anti-gp130-Antikörper (Maus, monoklonal),

konjugiert mit PE
IF

R&D Systems,

Wiesbaden
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anti-IgG1-Antikörper (Isotypkontrolle, Maus,

monoklonal), konjugiert mit PE
IF

Miltenyi-Biotec,

Bergisch Gladbach

Oligonukleotide

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Oligonukleotide von der Fa. Metabion (Planegg)

synthetisiert.

mRNA Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer

eEF1A1 TCTGGTTGGAATGGTGACAA ACGAGTTGGTGGTAGGATGC

Erk1 CCAGACCATGATCACACAGG CTGGAAAGATGGGCCTGTTA

Erk2 Santa Cruz, Heidelberg Santa Cruz, Heidelberg

FLNA TCCAGCAGAACACTTTCACG CGATGGACACCAGTTTGATG

G6PDH ATCGACCACTACCTGGGCAA TGCAGTAGGTGGTTCTGCAT

GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG TTCTAGACGGCAGGTCAGGT

gp130 CCCAAAGTTTGCTCAAGGAG AATTGTGCCTTGGAGGAGTG

HPRT TGCTGACCTGCTGGATTACA CCTGACCAAGGAAAGCAAAG

IL-6 AGTGAGGAACAAGCCAGAGC GAGGTGCCCATGCTACATTT
OSMR GGAATGTGCCACACACTTTG ACATTGGTGCCTTCTTCCAC

p50 CTGGAAGCACGAATGACAGA TGAGGTCCATCTCCTTGGTC

p65 CCTGGAGCAGGCTATCAGTC ATCTTGAGCTCGGCAGTGTT

PEP TGAGCAGTGTCCCATCAGAG CATCTTCGCTGAACGCATAA

PKC GAAGAAGACCGGAGTTGCTG GTCGATCAGGACCACATCCT

Socs3 ACACTTCGGGAATGCTGAAC GAGGAGCATGTCACCAGGAT

Stat1 TTCAGGAAGACCCAATCCAG CCAGGCTCTTGATTTCATGC

Stat3 TTTCACTTGGGTGGAGAAGG TCTGGCCGACAATACTTTCC

VCP1 GCAAACGTATCCATGTGCTG GGATCACTGTGTCTGGAGCA
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Kits

Kit Hersteller/Anbieter

Nucleo-Spin II, Kat.-Nr.: 740955.50 Macherey-Nagel, Düren

SuperSignalWestPico-Luminescense, Kat.-Nr.: 34080 Perbio, Bonn

SilverSNAP Stain II, Kat.-Nr.: 24612 Perbio, Bonn

SuperScript® II Reverse Transcriptase,

Kat.-Nr.: 18064-014

Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe

QuantiTect SYBR Green PCR Kit, Kat.-Nr.: 204143 Qiagen, Hilden

Human IL-6 ELISA, Kat.-Nr.: CHC1263
Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe

PeqGold 1 kb, Kat.-Nr.: 25-2030 Peq Lab, Erlangen

Proteinstandard für WB, Kat.-Nr.: LC5625
Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe

Nuclear Extract Kit, Kat.-Nr.: 40010 Active Motif, Rixensart, Belgien

Zellkultivierung

Lösungen Hersteller/Anbieter

Rinderserum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Trypsin Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

PBS Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Gentamycin Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

CASYton Schärfe System, Reutlingen

Puffer und Lösungen

Puffer Komponenten und pH-Wert

TBE 90 mM Tris, 90 mM Borsäure, 20 mM EDTA, pH 7,4

TBS 10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5

TBS-Tween-20 10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5

Lysepuffer (WB)

Kat.-Nr.: FNN0011, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Zusatz von 1 mM AEBSF und 1 Tablette Complete Mini

Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim)
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Anode 1 0,3 M Tris, 20 % MeOH (v/v), pH 10,4

Anode 2 25 mM Tris, 20 % MeOH (v/v), pH 10,4

Kathode
25 mM Tris, 5,25 g -Aminocapronsäure, 20 % MeOH (v/v),

pH 9,4

Ladepuffer (DNA-Gele) 60 % Glycerol, 0,25 % Bromphenolblau

Laufpuffer (WB) Kat.-Nr.: NP 0002, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Antioxidanz (WB) Kat.-Nr.: NP 0005, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Probenpuffer (WB) Kat.-Nr.: NP 0007, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Detergenz (WB) Kat.-Nr.: NP 0009, Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

PEP-Messpuffer Nr.1
270 mM HEPES, 1080 mM NaCl, 5,4 mM EDTA, 0,03 % Brij

(30 - 35 %), pH 7,6

PEP-Messpuffer Nr.2 5,4 mM DTT, pH 7,6

Waschpuffer

(IL-6 Elisa)
9,0 g NaCl, 1,0 ml Tween-20 ad 1,0 l, pH 7,4

Coomassie-Färbelösung
1,0 g Coomassie Brilliant Blue G250® in 200 ml Methanol/

A. dest. (1:1), 20 ml Essigsäure

Entfärbelösung 10 % Essigsäure in A. dest.

siRNA-Puffer Qiagen, Hilden (wird nicht mehr hergestellt)

Dialyse-Puffer
10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 %Tween-20,

pH 7,4

Sonstige Chemikalien

Substanz Hersteller/Anbieter

Agarose PeqLab, Erlangen

SP Sepharose High Performance GE Healthcare, Freiburg

Bradfordreagenz Sigma, Steinheim

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma, Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Steinheim

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe

Dynabeads M-280 Streptavidin Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Dynabeads Protein G Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma, Steinheim

Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Roth, Karlsruhe

Mercaptoethanol Lancaster, Morecambe, Großbritannien

Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphoshat (Na2HPO4) Roth, Karlsruhe

Oligo (dT)-Primer Roche, Mannheim

Natriumorthovanadat Sigma, Steinheim

PBS Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Saponin Sigma, Steinheim

Triton X-100 Serva, Heidelberg

Tween-20 Sigma, Steinheim

Trockenmilchpulver Roth, Karlsruhe

Alle weiteren gebräuchlichen Chemikalien wurden von der Fa. Roth (Karlsruhe) bezogen.

Stimuli der IL-6-Sekretion

Substanz SL c im Ansatz gelöst in Anbieter

Phorbol-Myristat-Acetat
(PMA) 100 mM 100 nM DMSO Sigma,

Steinheim

Forskolin 1 mM 10 µM DMSO Calbiochem,
Darmstadt

Granulocyte macrophage
colony-stimulating factor
(GM-CSF)

200 µg/ml 50 ng/ml A. dest. Peprotech,
Hamburg

Interferon  (IFN ) 100 µg/ml 100 ng/ml PBS Peprotech,
Hamburg

Interleukin-1 (IL-1) 100 µg/ml 100 ng/ml A. dest. Peprotech,
Hamburg

Isopreteronol 100 mg/ml 10 µM A. dest. Sigma,
Steinheim

Lipopolysaccharid (LPS) 5 mg/ml 1 µg/ml PBS Sigma,
Steinheim

Oncostatin M (OSM) 10 µg/ml 100 ng/ml A. dest. Peprotech,
Hamburg

Staurosporin (STS) 1 mM 10 nM DMSO Peprotech,
Hamburg

Tumornekrosefaktor-
(TNF) 20 µg/ml 200 ng/ml A. dest. Peprotech,

Hamburg
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Interleukin-13 (IL-13) 10 µg/ml 100 ng/ml A. dest. Peprotech,
Hamburg

Interleukin-17 (IL-17) 10 µg/ml 100 ng/ml A. dest. Peprotech,
Hamburg

Interleukin-4 (IL-4) 10 µg/ml 100 ng/ml A. dest. Peprotech,
Hamburg

Monocyte Chemotactic
Protein-1 (MCP-1) 100 µg/ml 100 ng/ml A. dest. Peprotech,

Hamburg
Pacap 200 µM 1 µM 5 % Essigsäure Calbiochem,

Darmstadt

Prostaglandin 1 (PGE1) 10 mM 100 nM Ethanol Sigma,
Steinheim

Prostaglandin 2 (PGE2) 10 mM 100 nM Ethanol Sigma,
Steinheim

Substanz P 500 µM 500 nM 1 N Essigsäure
Bachem,
Weil am
Rhein

Z-Gly-Pro-AMC 10 mM 30 µM DMSO
Bachem,
Weil am
Rhein

Inhibitoren

Für die Synthese der Inhibitoren (Probiodrug AG) wurden jeweils die L-Konfigurationen der

Aminosäuren verwendet.

Inhibitor c / gelöst in c im Ansatz Anbieter

PP168 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP192 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP197 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP167 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP193 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP195 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP196 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP207 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP204 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP254 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP271 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP253 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP200 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP199 10 mM in DMSO 20 µM Probiodrug AG, Halle/Saale
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PP301 10 mM in DMSO 40 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

PP310 10 mM in DMSO 40 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

U0126 10 mM in DMSO 10 µM Cell Signaling, Frankfurt a. M.

Actinomycin D 1 mg/ml in DMSO 10 µg/ml Sigma, Steinheim

Fmoc-Ala-Pyrr-CN 10 mM in DMSO 10 µM Probiodrug AG, Halle/Saale

AEBSF 1 M in A. dest. 1 mM Roth, Karlsruhe

Complete Mini
Protease Inhibitor
Cocktail

Tablettenform 1 Tabl./5 ml Roche, Mannheim

Proteine

Protein Katalognummer c im Ansatz/Aktiv. Anbieter

Filamin A (FLNA,
rekombinant)

H00002316-P01 1,35 µM tebu-bio, Offenbach

Valosin containing
Protein (VCP1,
rekombinant)

H00007415-P01 2,92 µM tebu-bio, Offenbach

rekombinante PEP - 3 mU/mg Probiodrug AG, Halle/Saale

siRNA

Alle siRNAs, außer die Non-Target-Kontrolle, wurden von der Fa. Santa Cruz (Heidelberg)

erworben. Die verwendeten siRNAs waren gegen die mRNA folgender Proteine gerichtet:

PEP, p50, p65, OSMR, gp130, Erk1, Erk2, Stat1, Stat3, Socs3, PKC und eEF1A1. Die

siRNA, welche keine Homologie zu codierenden Sequenzen im humanen Genom besitzt,

(Non-Target-Kontrolle; NTK) wurde von der Fa. Dharmacon (Karlsruhe) hergestellt.

2.3. Methoden

2.3.1. Kultivierung und Lagerung von Zellen

Die Kultivierung der humanen Karzinomzelllinie MG-U343 fand in Inkubatoren bei 37 °C

und 5 % CO2 statt (Sanyo, Japan). Das verwendete Medium enthielt 10 % Kälberserum und

60 µg/ml Gentamycin. Zur Kultivierung wurden Gewebekulturflaschen unterschiedlicher

Größen verwendet (Greiner, Frickenhausen). Das Ablösen der Zellen und die darauf folgende

Passagierung der Zelllinien in neue Kulturgefäße erfolgte jeweils montags und freitags. Dafür

wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums einmalig in warmen PBS gewaschen und
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anschließend mittels Trypsin-Lösung in 4 Minuten von der Wachstumsunterlage gelöst.

Danach erfolgte ein Abstoppen der Reaktion mit serumhaltigem Medium und die

Überführung der Zellsuspension in 50 ml PP-Zentrifugenröhrchen (Greiner, Frickenhausen).

Diese wurden 5 Minuten bei Raumtemperatur und 300 x g zentrifugiert. Nach der Abnahme

des Überstandes wurde das Zellpellet in serumhaltigem Medium resuspendiert. Zur

Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension 1:10 verdünnt. Anschließend erfolgte die

Einsaat mit einer definierten Zellzahl. Für die Langzeitlagerung wurden 8 x 105 Zellen/ml in

FBS mit 10 % DMSO schrittweise bis zu –80 °C abgekühlt (ca. 1 °C/h) und dann in

flüssigem Stickstoff endgelagert.

2.3.2. Isolation von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien

Die Isolation von Gesamt-RNA der Zellkulturen erfolgte mit Hilfe des Nucleospin RNAII

„Kits“ (Macherey-Nagel, Düren). Zur Vorbereitung der Extraktion wurden die Zellen einmal

mit PBS gewaschen, anschließend mit Extraktionspuffer RAI extrahiert und entsprechend

dem Protokoll mit 1 % Mercaptoethanol versetzt. Die weitere Durchführung erfolgte wie

vom Hersteller beschrieben. Anschließend wurde die RNA mit 40 µl sterilem und RNAse-

freiem Wasser eluiert. Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA fand spektro-

photometrisch bei einem Absorptionsmaximum von 260 nm statt. Die Lagerung der Gesamt-

RNA erfolgte bei –20 °C.

2.3.3. cDNA-Synthese

Die Generierung der cDNA aus der isolierten Gesamt-RNA (Kap. 2.3.2.) erfolgte mit Hilfe

der SuperScript® II Reversen Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) unter

Verwendung von „random“ Oligonukleotiden und dNTPs. Es wurde jeweils 1 µg der RNA

nach dem Protokoll des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Die Durchführung fand mit

Hilfe des Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Cambridge, Großbritannien) statt.

2.3.4. Quantitative PCR

Die Durchführung der quantitativen PCR erfolgte mit Hilfe des QuantiTect SYBR Green PCR

Kits der Fa. Qiagen (Hilden) nach dem Herstellerprotokoll. Eine PCR-Reaktion umfasste

maximal 45 Reaktionszyklen. Im Anschluss an die Reaktionen der qPCR wurden

Schmelzkurven der PCR-Produkte erstellt. Dafür wurde die Temperatur nach Abschluss der

gesamten PCR-Reaktionen schrittweise um jeweils 1 °C in einem Temperaturbereich von 60
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bis 99 °C erhöht. In Abhängigkeit der Basen im jeweiligen Gen werden die Doppelstränge zu

einer bestimmten Temperatur in Einzelstränge getrennt und dann deren Fluoreszenzintensität

detektiert (Rotor Gene 3000, Corbett Research, Sydney, Australien). Werden unterschied-

liche Schmelzkurven in einer Probe detektiert, so deutet dies auf die Amplifikation mehrerer

Gene hin und ist ein Zeichen für einen unspezifischen Primer. In diesen Fällen wurde ein

neues Primerpaar auf die Eignung in der qPCR-Technik getestet. Die Auswertung der qPCR-

Reaktionen erfolgte komparativ mit der Rotor Gene 6 Software (LFT, Wasserburg), wobei

die jeweilige Kontrolle 100 % gesetzt wurde.

2.3.5. Agarosegelelektrophorese

Für die Agarosegelelektrophorese wurden Gele mit einem Anteil von 2 % Agarose

verwendet. Nach Aufkochen der Agarose in TBE-Puffer wurde Ethidiumbromid in einer

Endkonzentration von 0,1 µg/ml zugegeben. Als Elektrophoresepuffer diente TBE. Je 8 µl

des PCR-Produkts aus den Reaktionen der qPCR (siehe Kap. 2.3.4.) wurden mit 2 µl

Probenpuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100 V in

horizontalen Elektrophoresekammern (Bio-Rad, Hertfordshire, Großbritannien) durchgeführt.

Zur Identifizierung der DNA wurde parallel ein Größenstandard auf das Gel aufgetragen.

2.3.6. Messung der Aktivität von Prolylendopeptidase-Inhibitoren und IC50-

Bestimmung

Die PEP-Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 10 mM in 100 % DMSO gelöst und

dann graduell verdünnt. Die Bestimmung der Inhibierung der PEP-Aktivität erfolgte mit

Hilfe des fluorogenen Substrates Z-Gly-Pro-AMC. Es wurde eine kontinuierliche Messung

des Substratumsatzes über einen Zeitraum von 22 Minuten folgendes Reaktionsansatzes

(dreifache Bestimmung) bei 380/460 nm mit Hilfe des Spektralfluorometers NOVOSTAR

durchgeführt (Mikrotiterplatte: NUNC F96 Microwell96 Platte):

 100 µl Inhibitorlösung (in DMSO) bzw. Blank (H2O, H2O-DMSO-

Gemisch)

 100 µl Messpuffer (PEP-Messpuffer Nr. 1 + 2 in gleichen Teilen

mischen)

 20 µl rekombinante PEP in PEP-Puffer

 Inkubation 15 Minuten bei 30 °C
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 50 µl Z-Gly-Pro-AMC (in DMSO)

 Messung

Die Auswertung der erhaltenen Datensätze erfolgte mit Hilfe der zum Gerät dazugehörigen

Software. Aus der Anfangsgeschwindigkeit des Substratumsatzes durch PEP und der

Geschwindigkeit nach Inhibitorgabe wurde die prozentuale Restaktivität von PEP ermittelt.

Die Restaktivität wurde gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die Berechnung des

IC50-Wertes fand mit Hilfe des Software-Programmes „Prism 4 Graphpad“ durch nichtlineare

Regressionsanalyse statt (Fa. Statcon, Witzenhausen).

2.3.7. Small interfering RNA (siRNA)

Das Prinzip der RNA-Interferenz beruht auf dem Abbau von mRNA durch den Einsatz von

kurzen, doppelsträngigen RNA-Molekülen, den sogenannten small interfering RNAs

(siRNA). Diese binden an die jeweilige mRNA des Zielgens durch die Erkennung einer

definierten Sequenz und verursachen so die katalytische Spaltung der mRNA. Somit

unterbleibt die Translation dieses Gens und das Protein wird nicht exprimiert. Der Vorgang

ist selbstverstärkend und etwa 1000mal effektiver als z.B. eine Antisense-Strategie.

Die in dieser Arbeit verwendete siRNA wurde kommerziell von der Fa. SantaCruz

(Heidelberg) erworben. Als unspezifische Kontrolle für siRNA-Transfektionen wurde eine

siRNA ohne Homologien zu bekannten Genen (Non-Target) und als unbehandelte Kontrolle

DMEM mit Transfektionsreagenz verwendet.

Zunächst wurden 25 µl einer 2 µM siRNA-Lösung mit 25 µl DMEM gemischt. In einem

weiteren Reaktionsgefäß erfolgte die Zugabe von je 1 µl Transfektionsreagenz

DharmaFECT1 (Dharmacon, Karlsruhe) zu 49 µl DMEM. Nach der Inkubation beider

Ansätze für 5 Minuten bei RT, wurden diese gemischt und 20 Minuten gemeinsam inkubiert.

Während dieser Zeit erfolgte die Passagierung und darauffolgende Einsaat von je 2,5 x 105

U343 Zellen/Kavität in 24-well Mikrotiterplatten. Zu den Zellen wurden 100 µl des

Transfektionsgemisches gegeben und die Kavität mit 10 % FBS-haltigem DMEM auf 500 µl

aufgefüllt. Nach 48 Stunden erfolgte eine erneute Transfektion der Zellen wie oben

beschrieben. Sowohl die Stimulierung der Zellen als auch die Zugabe von Inhibitoren fand

nach weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 statt.

Die herunterregulierenden Effekte der siRNAs wurden mittels quantitativer PCR- und

Western-Blot-Analyse validiert.



Material und Methoden

23

2.3.8. Reinigung des Zielproteins eEF1A1

Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie oben beschrieben in 175 cm² und 300 cm²

Zellkulturflaschen. Nach der Ablösung mit Trypsin wurden die Zellen einmal mit

PBS/Natriumorthovanadat gewaschen und mit dreimaliger Frost-Tau-Lyse extrahiert. Vor

dem letzten Einfrieren der Zellen wurden diese mit 500 µl/20 x 106 PBS mit 1 mM AEBSF

und einer Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche)/5 ml resuspendiert.

Dann erfolgte die Zentrifugation der Extrakte für 20 Minuten bei 4 °C und 15300 g. Die

Überstände wurden gesammelt und mit Hilfe der FPLC-Methode gereinigt. Dafür wurde eine

8 cm3 SP-Sepharose-Säule als Kationenaustauscher und 10 mM Hepes pH 8,0 als Puffer A

verwendet. Puffer B enthielt zusätzlich 1 M NaCl. Die Säule wurde zunächst mit 2 M NaCl

gespült, um evtl. gebundene Proteine abzuwaschen, anschließend erfolgte die Equilibrierung

mit Puffer A. Dem Auftrag der Probe folgend fand ein Waschschritt mit 20 ml Puffer A statt.

Dann erfolgte die graduelle Zugabe von Puffer B bis 100 % in 50 ml statt. Zur Kontrolle der

1,5 ml Fraktionen wurden jeweils 10 µg Totalprotein per Immunoblot und Blaugel analysiert.

Die Proteingehalte der Fraktionen wurden mit Hilfe der Bradfordmethode in 96-well

Mikrotiterplatten mit je 10 µl Probe und 250 µl Bradfordreagenz bestimmt. Für die

Verwendung des Proteins bei der Oberflächenplasmonenresonanz fand eine Einengung der

entsprechenden Fraktionen auf 10 % des Originalvolumens mit Hilfe von 10 kDa Cut-Off

Konzentratoren (Vivaspin 2 und VS500; Sartorius, Göttingen) bei 4 °C und 4000 g statt. Die

gewonnenen Extrakte wurden im Blaugel densitometrisch ausgewertet und die erhaltenen

Konzentrationen von eEF1A1 für die Berechnung der Dissoziationskonstante eingesetzt.

Ingesamt wurden ca. 1,5 Milliarden MG-U343 Zellen verwendet. Nach Abschluss der

Reinigung standen für die weiteren Untersuchungen etwa 1,2 mg eEF1A1 zur Verfügung.

2.3.9. Oberflächenplasmonenresonanz

Für die Oberflächenplasmonenresonanz wurde ein Streptavidin Chip (Sensor Chip SA; Kat.-

Nr.: BR-1003-98) der Fa. Biacore (Uppsala, Schweden) verwendet, auf den die biotinylierten

Inhibitoren PP301 und die Negativkontrolle PP310 gekoppelt wurden. Auf dem Chip wurden

die Flusszellen bis zu einer Absättigung (~ 200 - 220 Response Units (RUs)) beladen. Dabei

bindet das Biotin des Inhibitors an das Streptavidin auf der Chipoberfläche. Eine 10 mM

Stammlösung der Inhibitoren wurde im Versuch 1: 10000 (1 µM) in Dialysepuffer verdünnt.

Anschließend wurde das isolierte dialysierte Protein eEF1A1 in einer Konzentration von
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5,77 µM zugegeben. Die Datenaufzeichnung und Berechnung der Kd erfolgte über die

Software der Fa. Biacore (Uppsala, Schweden).

2.3.10. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradfordreagenz entsprechend den

Anweisungen des Herstellers. Die Messung der Absorption bei 595 nm wurde mit Hilfe des

Photometers SmartSpec 3000 (Fa. Bio-Rad, Hertfordshire, Großbritannien) durchgeführt. Die

als Berechnungsgrundlage für die Proteinkonzentration benötigte Eichkurve wurde mittels

BSA-Verdünnungsreihe vom systeminternen Programm des Photometers SmartSpec 3000

berechnet.

2.3.11. Zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE)

Die 2-DE wurde von Dr. K. Lehmann in der Fa. Proteome Factory (Berlin) entsprechend dem

nachstehendem Protokoll durchgeführt.

Der mit PP301- bzw. PP310-behandelte Zellextrakt wurde mit Harnstoff, Thioharnstoff,

Ampholyten sowie DTT versetzt, so dass folgende Endkonzentrationen vorlagen: 7 M

Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % Ampholyte, 70 mM DTT. Nach einer 30-minütigen

Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe für 30 Minuten bei 10000 g zentrifugiert.

Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei –80 °C eingefroren.

Die zweidimensionale Analyse wurde nach dem Protokoll der Fa. Proteome Factory (Berlin)

durchgeführt, dabei erfolgte die Herstellung von zwei identischen Gelen, von denen eins

geblottet wurde. Die Proteine des anderen Gels wurden durch eine Silberfärbung sichtbar

gemacht. Für die erste Dimension wurden bis zu 30 µg Protein auf das 8 cm lange IEF-Gel

aufgetragen (9 M Harnstoff, 4 % Acrylamid, 0.3 % PDA, 5 % Glycerin, 0.06 % TEMED,

2 % Ampholyte, (pH 2 - 11) und 0.02 % APS). Die isoelektrische Fokussierung erfolgte mit

1841 Vh. Nach der Fokussierung wurden die IEF-Gele für 10 Minuten in Inkubationspuffer

(125 mM Tris-phosphat (pH 6.8), 40 % Glycerin, 65 mM DTT, 3 % SDS) equilibriert und bei

–20 °C eingefroren. Für die zweite Dimension wurden 15 % ige SDS Polyacrylamidgele

(375 mM Tris-HCl (pH 8.8), 15 % Acrylamide, 0.2 % Bisacrylamid, 0.1 % SDS, 0.03 %

TEMED, 0.02 % APS) hergestellt (0,1 x 7 x 8 cm). Die equilibrierten IEF-Gele wurden

aufgetaut, direkt auf das SDS-Gel aufgebracht und mit 0,5 % Agarose überschichtet. Die

Elektrophorese erfolgte bei 150 V und 30 mA für 1 Stunde und 15 Minuten.
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Die Western-Blot-Analyse des zweidimensionalen Gels wurde mit folgenden Bedingungen

und Lösungen durchgeführt:

Blotpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS; 20 % Methanol; pH 8,3

Blot-Apparatur Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, Hertfordshire,

Großbritannien, Kat.-Nr.: 170-3940)

Membran Immobilon-P Membran aus PVDF; 0,45 µm

(Millipore, Schwalbach, Kat.-Nr.: IPVH 07850)

Stromstärke 40 mA konstant (entspricht 1 mA/cm² Membran)

Spannung 80 V

Dauer 2 Stunden

Temperatur 4 °C

Die Immunfärbung des Blots erfolgte wie in Kap. 2.3.21. beschrieben.

Die Proteinidentifikation wurde mittels nano LC-ESI-MS/MS durchgeführt. Das System

besteht aus einer Agilent 1100 nanoLC (Agilent, Waldbronn), dem PicoTip Emitter (New

Objective, Woburn, MA, USA) und einer Esquire 3000 plus ion trap MS (Bruker Daltonics,

Billerica, MA, USA). Die Proteinspots wurden mit Trypsin (Promega, Mannheim) in-Gel

verdaut und auf die nano LC-ESI-MS/MS gegeben. Dabei erfolgte nach der 5 minütigen

Aufkonzentrierung und Entsalzung der Peptide mit einer Anreicherungssäule (Zorbax SB

C18 0,3 x 5 mm; Agilent, Waldbronn) mit 1 % Acetonitril/0,1 % Ameisensäure, die

Auftrennung der Peptide über eine Zorbax-300 SB C18-Säule (75 µm x 150 mm; Agilent,

Waldbronn) mit einem Gradienten von 5 % Acetonitril/0,1 % Ameisensäure zu 40 %

Acetonitril/0,1 % Ameisensäure über 40 Minuten. Die MS-Spektren wurden unter den

Standardeinstellungen von Bruker automatisch von der Esquire 3000 plus analysiert. Die

Proteinidentifikation erfolgte mittels einer Mascot Suche mit dem MS/MS Ion search (Matrix

Science, London) und der NCBI-Proteindatenbank (National Center for Biotechnology

Information, Bethesda, MD, USA).

2.3.12. Dialyse

Für die Methode der Oberflächenplasmonenresonanz mussten die jeweiligen putativen

Zielproteine der Heteroarylketone dialysiert werden. Insgesamt wurde je 1 ml der

Proteinprobe in 1 l Puffer über Nacht bei 4 °C dialysiert. Dafür wurde die Probe in einen
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Dialyseschlauch (Spectra/Por Dialysis membrane # 132650; Spectrum Laboratories, Inc.,

CA, USA; MCO 6 – 8 kDa) überführt.

2.3.13. Immunzytochemie

Zur Immunzytochemie-Markierung erfolgte die Kultivierung von 1 x 105 humanen MG-

U343 Gliomazellen für 24 Stunden auf 22 x 22 mm-Deckgläsern (Roth, Karlsruhe). Nach der

Transfektion, der Stimulation bzw. der Inhibitor-Behandlung der Zellen wurden diese 2 mal

mit eiskaltem 0,2 g/ml Natriumorthovanadat/PBS gewaschen, um eventuelle Phosphatreste

zu konservieren. Die Fixierung der Zellen erfolgte anschließend, je nach verwendetem

Antikörper, für 20 Minuten mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd oder für 10 Minuten mit

Methanol. Nach dem dreimaligen Waschen der Zellen für je 10 Minuten mit PBS fand die

Inkubation mit den primären und sekundären Antikörpern für je 1 Stunde bei RT statt. Beide

Antikörper wurden in 0,01 % Saponin/PBS (w/v) verdünnt. Zum Entfernen von

überschüssigen Mengen der Antikörper wurden die Zellen 3 x 5 Minuten mit PBS

gewaschen. Die mit den immunmarkierten Zellen bewachsenen Deckgläser wurden mit Hilfe

der Einbettungslösung Citifluor (Plano, Wetzlar) und handelsüblichem Nagellack auf

Objektträgern (Roth, Karlsruhe) fixiert. Die Nukleinsäure-Markierung mit DAPI wurde nach

dem detaillierten Protokoll des Herstellers durchgeführt.

2.3.14. Durchflusszytometrie

Für die Durchflusszytometrie wurden jeweils 2,5 x 105 MG-U343 Gliomazellen mit 625 µl

Vollmedium in eine Kavität einer 24-well Mikrotiterplatte eingesät und 24 Stunden bei 37 °C

und 5 % CO2 inkubiert. Dann erfolgte die Behandlung der Proben mit 20 µM Heteroarylketon

oder der entsprechenden Konzentration von DMSO sowie die Stimulation für einen Zeitraum

von 6 Stunden mit 100 µl/ml OSM in DMEM ohne Serum und die Ablösung der Zellen mit

Hilfe von 250 µl Accutase bei 37 °C für 10 Minuten. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS

abgespült und nach 5-minütiger Pelletierung bei 300 g in je 190 µl kaltem PBS/3 % FBS

resuspendiert. Die Markierung von je 90 µl Zellsuspension mit 10 µl Antikörper bzw. der

Isotypkontrolle fand für 30 Minuten bei 4 °C statt. Nach zwei Waschschritten mit je 1 ml

PBS wurden die Zellen in 200 µl PBS aufgenommen und am Durchflusszytometer „FACS-

Calibur“ die Fluoreszenz der markierten Zellen gemessen. Dabei diente die Isotyp-Kontrolle

als Standard für alle lebenden bzw. nicht reaktiven OSMR- und gp130-Zellen.
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2.3.15. Humanspezifischer IL-6-ELISA

Der verwendete ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) beruht auf dem Prinzip eines

„sandwich“-ELISA. Dafür wurde der Kit Human IL-6 ELISA der Fa. Thermo Fisher

Scientific (Karlsruhe) verwendet. Die Durchführung erfolgte gemäß den Angaben des

Herstellers. Die Fluoreszenzmessung fand am Plattenreader SUNRISE statt. Eine mitgeführte

Standardkurve ermöglichte die Ermittlung der absoluten Werte des sekretierten IL-6-Proteins

im Zellkulturüberstand. Die Ergebnisse wurden mit der Software „Prism 4 Graphpad“

ausgewertet (Fa. Statcon, Witzenhausen).

2.3.16. Immunpräzipitation

Das Prinzip der Immunpräzipitation beruht auf der Interaktion zwischen Antigen und

Antikörper. In den durchgeführten Experimenten wurde die Präzipitation außerdem durch die

Bindung von Streptavidin an Biotin bewerkstelligt.

Für die Immunpräzipitation erfolgte die Einsaat von 4 x 106 MG-U343 Zellen in

Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 6 cm. Nach 24 Stunden bei 37 °C und

5 % CO2 wurden die Zellen 6 Stunden mit OSM und den jeweiligen Inhibitoren inkubiert.

Anschließend fand das zweimalige Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS/Natrium-

orthovanadat (0,2 g/l) und die Extraktion mit Lysepuffer statt. Nach der Messung des

Proteingehaltes mit der Bradfordmethode wurden 200 - 300 mg Totalprotein mit 2 µg

Antikörper in einem Volumen von 500 µl über Nacht bei 4 °C immunpräzipitiert. Bei Bedarf

wurden die Proben dafür mit PBS versetzt. Dann wurden die Immunpräzipitionen mit 20 µl

Protein G Magnetic-Beads oder Streptavidin-gekoppelten Beads für 1 Stunde bei 4 °C

inkubiert und 3 mal mit je 600 µl PBS gewaschen. Die Abnahme der Überstände erfolgte am

Magnetständer. Die Beads wurden in 32 µl Ladepuffer resuspendiert und 10 Minuten bei

90 °C inkubiert, um gebundene Proteine zu denaturieren. Zum Abschluss fand die

größenspezifische Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese und die Detektion via

Western-Blot-Analyse statt.

2.3.17. Blaugel

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel 5 Minuten mit Wasser unter Schütteln gewaschen

und anschließend für 15 Minuten in einer Coomassie-Färbelösung inkubiert. Das Entfärben

erfolgte unter Schütteln und mehrmaligem Wechsel der Entfärbelösung.
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2.3.18. Silbergel

Die Detektion von Proteinen im Gel erfolgte mit Silber. Dafür wurde der Kit SilverSNAP

Stain II der Fa. Perbio (Bonn) entsprechend den Anweisungen des Herstellers angewandt.

2.3.19. Actinomycin D-Behandlung

Für die Untersuchung zum IL-6-mRNA-Abbau musste die Neusynthese der mRNA

intrazellulär unterbunden werden. Hierfür wurde Actinomycin D angewandt. Nach der

Einsaat und der Anheftung von 2,5 x 106 MG-U343 Gliomazellen in 24-well

Mikrotiterplatten erfolgte die Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml OSM für 6 Stunden.

Anschließend wurde eine Lösung aus 10 µg/ml Actinomycin D und 20 µM Inhibitor bzw.

0,2 % DMSO und serumfreiem Medium zu den Zellen gegeben. Nach der Inkubation für

definierte Zeitpunkte erfolgte die Extraktion der Zellen und die Isolation der RNA für qPCR-

Experimente.

2.3.20. Herstellung von Zellextrakten

Für die Western-Blot-Analysen wurden je nach Versuch Kern- und Zytoplasmaextrakte oder

Ganzzellextrakte mit allen löslichen Proteinen verwendet. Der Zellaufschluss behandelter

MG-U343 Gliomazellen erfolgte dabei entweder mit Lysepuffer der Fa. Thermo Fisher

Scientific (Karlsruhe) oder mit dem Nuclear Extract Kit der Fa. Active Motif (Rixensart,

Belgien) nach Herstellerangaben.

2.3.21. Immunoblotting

Die Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen und die Methode des

Immunoblottings sind weitverbreitete Methoden, um Proteine separiert und spezifisch

darzustellen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese u.a. verwendet, um den

Phosphorylierungsstatus sowie Interaktionen zwischen Proteinen zu zeigen.

Die Zusammensetzung der verwendeten Lösungen und die Liste der Antikörper befindet sich

in Kapitel 2.2. Die Arbeitsschritte zur Anfertigung eines Immunoblots sind in der Abbildung

2.1. schematisch dargestellt.
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Gelelektrophorese mit
4-12 % igem Bis-Tris-Gel

(Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe ),
denaturierend, U = 175 V, t ~ 70 min

Halbtrockener Western-Transfer,
t = 90 min, I = 0,8 mA /cm

Aufbau: Anode
2 x Filterpapier in Anodenpuffer 1
1 x Filterpapier in Anodenpuffer 2

Membran (in Wasser  gespült)
Bis-Tris - Gel

2 x Filterpapier in Kathodenpuffer
Kathode

Blocken in 5 % Trockenmilch/TBS
+ 0,05 % Tween20,

t = 1 h, RT

1. AK in Blocking Lsg., 4 °C, t ~ 16 h
Rollapparatur

Waschen: 3 x 10 Minuten in TBS

2. AK in Blocking Lsg., t = 1 h, RT, Schüttler
Ziege anti Maus: 1:10000

Ziege anti Kaninchen: 1:2000

Waschen: 3 x 5 Minuten in TBS

Inkubation des Immunoblots mit
Chemilumineszenzsubstrat (Pierce) lt.

Herstellerangaben

Entwicklung von Röntgenfilmen (Pierce,
Karlsruhe) mit Hilfe von Entwickler und

Fixiererlösung (Tetranal, Dresden)

2.1. Schema zur Herstellung eines Immunoblots.

2.3.22. Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden die Messwerte einem unabhängigen zweiseitigen t-Test

unterzogen und die Signifikanzen berechnet. Als statistisch relevant wurden die p-Werte

kleiner als 0,05 (*) herangezogen. Wenn keine Signifikanz zwischen den Messgrößen der

behandelten Probe und der Kontrolle vorlag, wurden die Messwerte nicht gekennzeichnet.

Eine Signifikanz wird jedoch nachfolgend nur als biologisch relevant bezeichnet, wenn die

Probe mindestens eine Abweichung eines Parameters um 15 % gegenüber der Kontrolle

zeigt. Da in der Zellkultur mit lebenden Modellsystemen gearbeitet wird, unterliegen

„typische“ Messwerte einer höheren Schwankung als Messgrößen, die mit unbelebten

Systemen erhoben wurden. Differenzen der Messwerte von behandelter Probe und Kontrolle

bis zu 15 % können daher als natürliche Abweichungen, bedingt durch das Modellsystem,

betrachtet werden.
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3. ERGEBNISSE

A. Einfluss der Prolylendopeptidase (PEP) auf die autokrine IL-6-Sekretion in

humanen MG-U343 Gliomazellen

3.1. Kausalität zwischen PEP-Aktivität und IL-6-Sekretion

Die prolinspezifische Serinprotease PEP (EC 3.4.21.26) wird ubiquitär im Organismus

exprimiert und liegt zusammen mit Tubulin kolokalisiert vor. Weiterhin ist bekannt, dass PEP

direkt an dieses Protein bindet. Bei der Charakterisierung von PEP-antisense-Zelllinien wurde

zudem eine modifizierte Sekretion des sekundären Botenstoffes Inositol-3-Phosphat

nachgewiesen. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde die Involvierung dieses Enzyms

im intrazellulären Transportmechanismus diskutiert [118]. Ein besonderer Aspekt fiel dabei

auf die Beeinflussung der Sekretion von Chemokinen und Zytokinen. Deshalb erfolgte

weiterführend die Untersuchung des Einflusses von PEP auf den sekretorischen Transport

ausgewählter Proteine in MG-U343 Gliomazellen. Für diese Versuche wurde neben dem

bereits bei Schulz et al. verwendeten PEP-Inhibitor Fmoc-Ala-Pyrr-CN eine weitere Substanz

(PP121) aus einer neuen Klasse von PEP-Inhibitoren, den Heteroarylketonen (HAK),

verwendet. Die Detektion der Proteine im Zellkulturüberstand erfolgte mit Hilfe eines

humanspezifischen Multiplex-Assays („Bioplex“, Bio-Rad Laboratories, München). Durch

die 24-stündige Inkubation von MG-U343 Gliomazellen mit PP121 konnte die Sekretion

mehrerer Proteine modifiziert werden. Unter anderem fand die Hemmung der autokrinen

IL-6-Sekretion statt (unveröffentlichte Daten, Probiodrug AG). Diese Inhibierung war jedoch

nicht durch die Zugabe von Fmoc-Ala-Pyrr-CN möglich (Tab. 3.1.). Da bisher keine

Kenntnisse zur Korrelation der Hemmung der PEP-Aktivität und der verringerten autokrinen

IL-6-Sekretion vorlagen, wurden weitere Vertreter der Heteroarylketone unter gleichen

Versuchsbedingungen bezüglich der Hemmung von PEP und der IL-6-Sekretion untersucht.

Aufgrund der Lösung der Inhibitoren in 100 % DMSO erfolgte die Inkubation der

Kontrollzellen mit 0,2 % DMSO im Versuchsansatz. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.1.

gezeigt. Zur besseren Übersichtlichkeit wurde im Fall der Hemmung der Proteine durch

Heteroarylketone ein grauer Hintergrund gewählt. Dabei wird deutlich, dass einige Vertreter

der Klasse der Heteroarylketone entweder die PEP-Aktivität (PP192) oder die IL-6-Sekretion

(PP253) inhibieren. Ebenso gibt es Vertreter der Heteroarylketone, die sowohl die Aktivität

von PEP als auch die Sekretion des Zytokins IL-6 hemmen (PP168) oder keinen dieser
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Effekte verursachen (PP254). Dieses Experiment sowie alle nachfolgenden Untersuchungen

wurden mit MG-U343 Gliomazellen durchgeführt.

3.1. Inhibierung der PEP-Aktivität und Reduktion der IL-6-Proteinsekretion durch HAK. Die Zellen
wurden über einen Zeitraum von 24 Stunden mit 20 µM HAK oder 0,2 % DMSO als Kontrolle in
serumfreiem Medium inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der IL-6-Konzentration im
Zellkulturüberstand in % bzgl. der unbehandelten Kontrolle mittels eines hIL-6-ELISA. Die Ki-Werte der
Inhibitoren bzgl. der Hemmung der PEP-Aktivität wurden in vitro in einem Ansatz mit rekombinanter
PEP, verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren und Z-Gly-Pro-AMC (PEP-Substrat) per
Fluoreszenzmessung bestimmt (n  2).

HAK-
Verbindung

Effekt auf PEP-Aktivität
[Ki-Wert]

verbleibende IL-6 Sekretion
[% bezüglich Kontrolle  SD]

PP121 4,6 * 10-9   19,5  5,0
Fmoc-Ala-Pyrr-CN 7,0 * 10-11   92,9  17,7

PP168 3,8 * 10-11   32,8  13,7
PP167 3,8 * 10-11   24,9  6,3
PP193 1,2 * 10-8   58,8  10,0
PP195 8,0 * 10-8   63,8  10,3
PP196 8,2 * 10-9   18,1  2,0
PP199 > 2,6 * 10-4 182,8  25,4
PP207        > 1,0 * 10-5 112,8  28,0
PP254  > 9,5 * 10-6 103,1  30,5
PP271 > 2,3 * 10-6   79,5  13,2
PP192 3,2 * 10-9   98,4  19,9
PP197 4,1 * 10-9   96,5  21,1
PP253 4,4 * 10-5   13,1  3,6
PP200 > 6,6 * 10-5   30,0  8,4
PP204        > 1,0 * 10-5   35,1  6,8

Beim Vergleich der Daten wird deutlich, dass keine Korrelation zwischen der Wirkung von

Heteroarylketonen bezüglich der Hemmung der PEP-Aktivität und der Reduktion des

sekretierten IL-6-Proteins existiert. Demzufolge ist die IL-6-Sekretion in MG-U343

Gliomazellen unabhängig von der Aktivität des PEP-Proteins. Diese Daten lassen keinen

Schluss auf den Einfluss von PEP bezüglich des Transports anderer Proteine zu.

3.2. Einfluss von PEP auf die autokrine IL-6-Expression

Neben der PEP-Aktivität könnte PEP per se als Interaktionspartner für die Komponenten der

Signalkaskade, welche zur IL-6-Expression führt, von Bedeutung sein. Deshalb wurde das

Protein mittels siRNA-Technik in MG-U343 Gliomazellen herunterreguliert. Die Über-

prüfung der siRNA-Effizienz fand sowohl auf transkriptioneller (Abb. 3.2. A) als auch auf
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translationaler Ebene (Abb. 3.2. B) statt. In jedem dieser Validierungsversuche wurden zwei

Kontrollen mitgeführt. Zum einen die Transfektionskontrolle, bei welcher die Zellen nur mit

Transfektionsreagenz behandelt wurden (Kontrolle) und zum anderen eine Kontrolle mit einer

siRNA, die keine Homologie zu codierenden Sequenzen im humanen Genom besitzt (Non-

Target-Kontrolle; NTK). Nach der RNA-Extraktion erfolgte die quantitative Analyse der

PEP-mRNA mit Hilfe der qPCR. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der

Zellen mit siRNA gegen PEP im Transfektionszeitraum von 72 Stunden zu einer Reduktion

des PEP-mRNA-Gehalts um 87 % gegenüber den Kontrollzellen führt. Zur Normalisierung

dieser Ergebnisse wurde die Expression der mRNA der Referenzgene Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase (G6PDH), Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) herangezogen. In der Western-Blot-

Analyse wurden die löslichen Proteine siRNA-behandelter Zellen verwendet. Die Detektion

fand mit einem spezifischen Antikörper gegen PEP statt. Zur Normalisierung wurde der

Immunoblot anschließend mit einem -Tubulin-spezifischen Antikörper markiert. Es ist ein

PEP-spezifisches Signal im Fall beider Kontrollen zu sehen, welche jedoch in der Spur der

siRNA-behandelten Zellextrakte fehlt. Dagegen ist -Tubulin homogen verteilt und somit die

Proteinbeladung aller Spuren identisch. Die Ergebnisse der qPCR- sowie der Western-Blot-

Analysen belegen, dass die Verringerung der PEP Expression in humanen MG-U343 Zellen

mit Hilfe der siRNA-Technik erfolgreich war.
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3.2. Untersuchung zur Effizienz von siRNA gegen PEP mittels qPCR- und Western-Blot-Analyse. Die
Zellen wurden mit spezifischer siRNA gegen PEP oder mit NTK-siRNA transfiziert. (A) Der PEP-
mRNA-Gehalt wurde mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe der Genexpression von G6PDH, GAPDH
und HPRT normiert. Dargestellt ist der relative mRNA-Gehalt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Mittelwert  SD, n = 2). (B) Nach der Extraktion der löslichen Proteine wurden je 20 µg des
Gesamtproteins gelelektrophoretisch unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und mittels PEP-
spezifischem Immunoblot analysiert. Als Referenzprotein wurde die Expression von -Tubulin
herangezogen.
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Um den Einfluss von PEP als Interaktionspartner auf die IL-6-Expression zu untersuchen,

wurden MG-U343 Zellen mit siRNA gegen PEP transfiziert und anschließend der IL-6-

mRNA-Gehalt sowie die IL-6-Sekretion ermittelt. Als Kontrolle erfolgte die Behandlung der

Zellen mit PP167 unter Transfektionsbedingungen. Die Resultate des Versuches sind in Abb.

3.3. dargestellt. Teil A zeigt die relativen IL-6-mRNA-Gehalte der PEP-siRNA- und der

PP167-behandelten Zellen im Vergleich zur Transfektionskontrolle. Bei der Verwendung von

spezifischer siRNA gegen PEP trat keine signifikante Veränderung der IL-6-mRNA-Gehalte

auf, während im Fall der Heteroarylketon-behandelten Zellen dieser Gehalt um etwa 50 %

abgesenkt wurde. Die Normalisierung der Daten erfolgte mit Hilfe der Analyse der mRNA-

Expression der Referenzgene GAPDH, G6PDH und HPRT. Ähnlich wie die IL-6-mRNA

blieben auch die Werte der IL-6-Sekretion von der Herunterregulation des PEP-Proteins

unbeeinflusst (Abb. 3.3. B). Dagegen war das Heteroarylketon PP167 in der Lage, die

Konzentration des IL-6-Proteins im Zellkulturüberstand zu erniedrigen.
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3.3. Einfluss von siRNA gegen PEP auf die IL-6-Expression. Die Zellen wurden mit NTK-siRNA oder
siRNA gegen PEP transfiziert und anschließend mit 20 µM PP167 bzw. 0,2 % DMSO als Kontrolle in
serumfreiem Medium über einen Zeitraum von 24 Stunden inkubiert. (A) Der IL-6-mRNA-Gehalt wurde
mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe der Genexpression von G6PDH, GAPDH und HPRT normiert. (B)
Die Ermittlung der IL-6-Konzentration im Zellkulturüberstand erfolgte mit einem hIL-6-ELISA.
Dargestellt sind jeweils die relativen IL-6-mRNA- bzw. Proteingehalte im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (Mittelwert  SD, n = 3).

Dieses Ergebnis bestätigt, dass die Hemmung der IL-6-Expression durch Heteroarylketone

unabhängig von der Expression und der Aktivität der PEP reguliert wird. Daher haben

Heteroarylketone, welche die IL-6-Sekretion spezifisch hemmen, neben der PEP mindestens

ein weiteres Zielprotein, das in einer noch nicht bekannten Art und Weise an der IL-6-

Genregulation beteiligt ist.
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Wie bereits in der Einleitung erwähnt, ist die IL-6-Proteinkonzentration in vielen

Krankheitsbildern, wie z.B. RA, Meningitis, Morbus Castleman und Morbus Crohn

pathologisch erhöht [70, 119]. In einer Reihe von Studien konnte eine Verbesserung von RA

durch die Behandlung mit anti-IL-6 bzw. anti-IL-6-Rezeptor-Antikörpern erzielt werden [115,

120-122]. Die Senkung des pathologisch erhöhten IL-6-Spiegels durch Heteroarylketone kann

somit eine wirkungsvolle Methode zur Behandlung von IL-6-korrelierten Erkrankungen

darstellen. Eine notwendige Voraussetzung für die Entwicklung anti-inflammatorischer

Therapeutika ist jedoch die Identifizierung des Interaktionspartners sowie des molekularen

Wirkmechanismus IL-6-senkender Heteroarylketone.

B. Etablierung eines Modellsystems zur definierten Stimulation der IL-6-

Expression in humanen MG-U343 Gliomazellen

Für die Identifizierung des unbekannten IL-6-relevanten Zielproteins von Heteroarylketonen

war ein geeignetes zellbasiertes Modellsystem notwendig. Bisher wurde die autokrine IL-6-

Expression von MG-U343 Gliomazellen untersucht. Der molekulare Mechanismus der

zugrunde liegenden Signalkaskade und die daran beteiligten Komponenten sind nicht

bekannt. Deshalb ist die autokrine IL-6-Sekretion kein zweckmäßiges Modell für die

Charakterisierung der Interaktionsproteine von Heteroarylketonen sowie deren Wirk-

mechanismus. Im Folgenden wurde daher nach einem geeigneten Stimulus für die IL-6-

Sekretion in MG-U343 Gliomazellen gesucht. Wichtige Kriterien waren dabei, dass der

molekulare Signalweg des Stimulus weitgehend erforscht ist und dieser, wie die autokrine

IL-6-Expression, durch Heteroarylketone beeinflusst werden kann.

3.3. Auswahl und Charakterisierung eines Stimulus der IL-6-Expression

Aus der Literatur sind verschiedene Substanzen bekannt, die in der Lage sind, die IL-6-

Sekretion in kultivierten humanen Zelllinien zu erhöhen [24-26, 123-127]. Diese wurden

bezüglich ihrer Wirkung auf die IL-6-Sekretion in der humanen Gliomazelllinie MG-U343

getestet. Dafür erfolgte die Inkubation der Zellen 24 Stunden in serumfreien Medium mit den

ausgewählten Substanzen in den angegebenen Konzentrationen (Abb. 3.4.). Die Erhöhung

des sekretierten IL-6-Proteins in den Zellkulturüberstand ist als Induktionsfaktor im

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle abgebildet. In der Darstellung 3.4. ist deutlich zu

sehen, dass die IL-6-Sekretion in MG-U343 Gliomazellen bei Inkubation mit 100 nM PMA

und 10 nM STS um das 12-fache anstieg. Durch die Zugabe von 10 µM Forskolin wurde die
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Konzentration des IL-6-Proteins im Zellkulturüberstand um das 23-fache erhöht. Der stärkste

Anstieg (35-fach) gegenüber der Kontrolle fand durch Inkubation mit 100 ng/ml OSM statt.

Alle anderen getesteten Substanzen veränderten die IL-6-Sekretion in MG-U343 Zellen nicht

oder nur geringfügig und wurden deshalb für die Etablierung eines Zellkulturmodells als

Stimulus der IL-6-Sekretion ausgeschlossen.
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3.4. IL-6-Sekretion in Abhängigkeit verschiedener Substanzen. Die Zellen wurden mit verschiedenen
Substanzen (X-Achse) in den dort angegebenen Konzentrationen 24 Stunden in serumfreiem Medium
inkubiert. Danach fand die Bestimmung der Menge des sekretierten IL-6-Proteins in den
Zellkulturüberstand mit einem spezifischen humanen IL-6-ELISA statt. Dargestellt sind die
Induktionsfaktoren des sekretierten IL-6 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Mittelwert  SD,
n ≥ 2).

Aufgrund der signifikanten Erhöhung der IL-6-Sekretion durch PMA, OSM, STS und

Forskolin und basierend auf Literaturkenntnissen über deren Wirkmechanismen wurden diese

Stimuli für die weiteren Untersuchungen ausgewählt. So ist bekannt, dass PMA die

Proteinkinase C (PKC) aktiviert [128] und Forskolin ein Stimulator der Adenylyl-Zyklase ist

[129]. Dagegen werden durch STS verschiedene Kinasen gehemmt, wie z.B. PKC, PKA und

PKG [130, 131]. OSM bindet an den Rezeptorkomplex OSMR/gp130 und bewirkt damit die

Aktivierung von Kinasen, wie Erk1/2, PKC und Akt sowie von den Transkriptionsfaktoren

NFB und Stat3 [15, 132]. In den folgenden Experimenten fand die Analyse der PMA-,

OSM-, STS- und Forskolin-vermittelten IL-6-Genexpression auf transkriptioneller und

translationaler Ebene statt. Dabei standen die Fragen im Mittelpunkt, ob die Erhöhung der

IL-6-Proteinkonzentration auf einer gesteigerten IL-6-mRNA-Synthese basiert und wie sich
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diese in Abhängigkeit der Zeit verändert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.5. dargestellt. Die

linke Y-Achse entspricht der absoluten IL-6-Proteinsekretion in das Zellkulturmedium

(pg/ml). Die rechte Y-Achse gibt den IL-6-mRNA-Gehalt als Induktionsfaktor bezüglich der

Kontrolle zum Zeitpunkt 0 an. Die Analyse der Proben fand zu den Zeitpunkten 1, 3, 6, 16

und 24 Stunden nach der Zugabe der Stimuli statt.
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3.5. Analyse der PMA-, OSM-, STS- und Forskolin-abhängigen IL-6-Protein- und Genexpression. Die
Zellen wurden mit dem jeweiligen Stimuli 24 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert. Zu den
Zeitpunkten 0, 1, 3, 6, 16 und 24 Stunden (X-Achse) wurde der Zellkulturüberstand mit einem
spezifischen humanen IL-6-ELISA auf das Vorhandensein des IL-6-Proteins überprüft und die absoluten
Werte  SD in pg/ml ermittelt (linke Y-Achse). Die Bestimmung des IL-6-mRNA-Gehalts erfolgte
mittels qPCR. Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten  SD als Induktionsfaktor im
Vergleich zur Probe zum Zeitpunkt 0 Stunden (rechte Y-Achse). Zur Normalisierung wurden die
mRNA-Gehalte der Referenzgene GAPDH, G6PDH und HPRT herangezogen (n ≥ 2).

Gemeinsam war allen ausgewählten Stimuli, dass sie genau wie in der autokrinen

Signalkaskade zu einer transkriptionellen Aktivierung des IL-6-Gens führen. Prinzipiell

unterschied sich der Verlauf der IL-6-mRNA-Synthese jedoch. Die Expression des IL-6-Gens

war im Fall von OSM und Forskolin biphasisch, d.h. einer starken Erhöhung und dem

schnellen Abfall des IL-6-mRNA-Gehalts innerhalb von 3 Stunden folgte ein zweiter Anstieg

der Genexpression. Dabei war die Expressionsrate der IL-6-mRNA bei der Stimulation mit

OSM geringer (> 6-fach) als die der Stimulation mit Forskolin. Bei dieser wurde der IL-6-
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mRNA-Gehalt bis zu 18-fach erhöht. Demgegenüber stieg die STS-abhängige IL-6-mRNA-

Synthese, ähnlich der des autokrinen Modellsystems, kontinuierlich an (vgl. [9]). Nach einem

Zeitraum von 24 Stunden wurde dabei das 15-fache des IL-mRNA-Gehalts der

Ausgangskonzentration erreicht. Bei der PMA-Stimulation lag der 9-fache Gehalt der IL-6-

mRNA nach 6 Stunden vor, danach wurde sie abgesenkt und stagnierte bei einem

Induktionsfaktor von 2. Die Konzentration des IL-6-Proteins stieg bei der Stimulation mit

PMA und Forskolin innerhalb der ersten 6 Stunden stark an, während dies nicht auf die

OSM- und STS-vermittelte IL-6-Sekretion zutraf. Im Fall der Stimulation mit OSM und STS

wurde eine Erhöhung über 1000 pg/ml erst zum Zeitpunkt von 16 Stunden ermittelt. Die

Konzentration des IL-6-Proteins im Zellkulturüberstand bei der Stimulation durch PMA,

OSM und Forskolin erreichte nach 24 Stunden vergleichbare Werte um 5000 pg/ml. Im

Unterschied dazu wurde bei der STS-Stimulation, trotz der sehr starken Synthese der IL-6-

mRNA, nur eine IL-6-Proteinkonzentration von 1500 pg/ml erreicht, was etwa einem Viertel

der IL-6-Proteinkonzentration der Stimulationen mit OSM, PMA oder Forskolin entsprach.

Neben einer definierten Stimulation der IL-6-Expression war die Hemmung dieser durch

Heteroarylketone ein weiteres Kriterium für die Auswahl eines entsprechenden Stimuli-

basierten Modellsystems. Dafür wurden PMA-, OSM-, STS- und Forskolin-behandelte

MG-U343 Gliomazellen für 24 Stunden mit ausgewählten HAK-Vertretern inkubiert. Die

ermittelten Werte des sekretierten IL-6-Proteins sind in der Abb. 3.6. graphisch dargestellt,

wobei die jeweils stimulierte unbehandelte Probe 100 % gesetzt wurde (grau). Die Abbildung

zeigt, dass die Vertreter der Heteroarylketone nicht in der Lage waren, die PMA- und

Forskolin-abhängige Stimulation der Zellen einheitlich zu inhibieren. Daher waren diese

Stimuli nicht geeignet für die Etablierung eines Modellsystems zur Charakterisierung der

IL-6-Expression durch Heteroarylketone. Ein einheitliches Muster der Inhibierung, ähnlich

dem des autokrinen Modellsystems, ergab sich dagegen bei der Hemmung der STS- und

OSM-stimulierten IL-6-Proteinexpression durch ausgewählte Heteroarylketone. In diesem

Fall sind alle verwendeten Substanzen in der Lage, die IL-6-Sekretion um 90 bis 70 %

gegenüber der stimulierten Kontrolle zu reduzieren. Daher stellen die OSM- sowie die STS-

stimulierte IL-6-Expression in MG-U343 Zellen anwendbare Modellsysteme für die

Untersuchung des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus von Heteroarylketonen dar.
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3.6. Modifikation der PMA-, OSM-, STS- und Forskolin-abhängigen IL-6-Sekretion durch
Heteroarylketone. Die Zellen wurden mit dem jeweiligen Stimuli und 20 µM HAK (X-Achse) oder
0,2 % DMSO 24 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert. Die Inkubation der Kontrolle erfolgte ohne
Stimuli. Danach wurde der Zellkulturüberstand mit einem spezifischen humanen IL-6-ELISA auf das
Vorhandensein des IL-6-Proteins überprüft. Dargestellt sind jeweils die relativen IL-6-Proteingehalte
gegenüber den stimulierten Kontrollen ohne HAK (Mittelwert  SD, n ≥ 3).

Die Stimulation der IL-6-Sekretion durch STS basiert auf der Hemmung verschiedener

Kinasen, wie z.B. PKA, PKC und CaMKII. Infolgedessen werden mehrere Signalkaskaden

ausgelöst, welche sich gegenseitig überlagern und beeinflussen. Im Gegensatz dazu beruht

der Wirkmechanismus von OSM auf der Stimulation eines spezifischen Rezeptorkomplexes.

Dann erfolgt die Weiterleitung des Signals mittels der Aktivierung von Kinasen, wie der

Extracellular-signal regulated kinase 1/2 (Erk1/2), und Transkriptionsfaktoren, z.B. NFB

[15]. Dabei wird die Aktivierung der beteiligten Signalkaskadekomponenten durch deren

Phosphorylierung bewerkstelligt. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren sind in der Lage, an

die IL-6-Promotorelemente zu binden und damit die transkriptionelle Aktivität der

Genexpression zu modulieren [133-135]. Aufgrund dieser Kenntnisse wurde das Modell der

OSM-stimulierten und nicht das der STS-stimulierten IL-6-Sekretion in der hier vorliegenden

Arbeit für die Identifizierung des IL-6-relevanten Zielproteins von Heteroarylketonen

ausgewählt.
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Für die Bestimmung der geeigneten OSM-Konzentration wurde ein EC50-Wert der OSM-

stimulierten IL-6-Expression ermittelt. Dafür erfolgte die Inkubation von MG-U343

Gliomazellen mit OSM-Konzentrationen von 1 bis 200 ng/ml in serumfreien Medium. Die

absoluten Werte des sekretierten IL-6-Proteins in den Zellkulturüberstand werden als

Funktion der OSM-Konzentration im Diagramm 3.7. gezeigt. Die Ermittlung des EC50 ergab

einen Wert von 71,7 ± 4,8 ng/ml. Aus der Graphik wird deutlich, dass die Zugabe von

200 ng/ml OSM die Sekretion von IL-6 nicht wesentlich im Vergleich zu 100 ng/ml OSM

erhöhte und demnach eine Sättigung erreicht wurde. Resultierend aus diesen Ergebnissen

wurde für die nachfolgenden Versuche generell eine OSM-Konzentration von 100 ng/ml

verwendet.
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3.7. IL-6-Sekretion in Abhängigkeit verschiedener Konzentrationen von OSM. Die Zellen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von OSM (0 bis 200 ng/ml) 24 Stunden in serumfreiem Medium
inkubiert. Danach wurde der Zellkulturüberstand mit einem spezifischen humanen IL-6-ELISA auf das
Vorhandensein des IL-6-Proteins überprüft. Dargestellt sind die absoluten Werte in pg/ml
(Mittelwert  SD, n = 6).

3.4. Hemmung der OSM-stimulierten IL-6-Expression durch Heteroarylketone

Für die Untersuchung der zeitabhängigen Wirkung von Heteroarylketonen auf die OSM-

induzierte IL-6-Sekretion erfolgte die Inkubation von MG-U343 Zellen über einen Zeitraum

von 24 Stunden mit 100 ng/ml OSM und dem HAK-Vertreter PP167. Die Probenentnahme

fand zu den Zeitpunkten 1, 3, 6, 17 und 24 Stunden nach der OSM-Stimulation statt. Als

Ausgangswert wurde nicht konditioniertes Medium verwendet, welches nachweislich kein

IL-6 enthielt. Im Zeitraum von 0 bis 6 Stunden (Abb. 3.8.) war nur ein geringer Anstieg der

absoluten IL-6-Sekretion in der Kontroll- und der HAK-behandelten Probe zu beobachten.

Im weiteren Verlauf nahm die IL-6-Sekretion der Kontrollzellen stark zu und erreichte Werte

über 6000 pg IL-6 pro ml Zellkulturüberstand. Im Vergleich dazu wurde die IL-6-Sekretion
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in den PP167-behandelten Zellen nur schwach erhöht und stagnierte bei einem Wert von etwa

1500 pg/ml IL-6. Ein signifikanter Unterschied der IL-6-Sekretion war erst nach 6 Stunden

OSM-Inkubation nachweisbar.
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3.8. Einfluss von PP167 auf die OSM-stimulierte IL-6-Proteinsekretion. Die Zellen wurden mit 20 µM
PP167 oder 0,2 % DMSO als Kontrolle in serumfreiem Medium inkubiert. Zu den Zeitpunkten 1, 3, 6,
17 und 24 Stunden erfolgte die Bestimmung der IL-6-Proteinkonzentration in pg/ml im Kulturüberstand
mit einem spezifischen humanen IL-6-ELISA. Dargestellt sind die absoluten Werte in pg/ml
(Mittelwert  SD, n = 3).

Weiterhin wurde überprüft, ob die Verminderung der stimulierten IL-6-Proteinsekretion, wie

die autokrine Sekretion, durch die Regulation des IL-6-Gens auf transkriptioneller Ebene

erfolgt. Dafür fand die Behandlung der Zellen mit PP167 und OSM wie oben beschrieben

statt. Die Quantifizierung des IL-6-mRNA-Gehalts zu den Zeitpunkten 0, 1, 3, 6 und 24

Stunden nach der OSM-Stimulation wurde mit Hilfe der qPCR-Technik durchgeführt. Die

Induktionsfaktoren der IL-6-mRNA sind als Funktion der Zeit graphisch im Diagramm 3.9.

abgebildet. Im Verlauf von einer Stunde ist die Expression der IL-6-mRNA im Vergleich

zum Zeitpunkt 0 etwa 7-fach erhöht, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen

PP167-behandelten Zellen und Kontrollzellen beobachtet wurden. Der Abbau der IL-6-

mRNA erfolgte innerhalb der folgenden 2 Stunden in beiden Zellpopulationen. Nach

6 Stunden stieg die Expression der IL-6-mRNA in den Kontrollzellen wieder an, während bei

PP167-behandelten Zellen die mRNA-Synthese stagnierte. Dieses Ergebnis korreliert mit den

Daten der IL-6-Proteinsekretion (Abb. 3.8.). Vergleicht man die Kurvenverläufe der IL-6-

mRNA-Gehalte miteinander, wird deutlich, dass Heteroarylketone nur den zweiten Anstieg

der IL-6-Genexpression beeinflussen. Dieser ist für die Quantität der Proteinsekretion

ausschlaggebend, denn erst nach 6 Stunden OSM-Stimulation war ein steiler Anstieg der

IL-6-Sekretion zu beobachten (Abb. 3.8.). Dagegen führte die erste starke Erhöhung des
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IL-6-mRNA-Gehalts innerhalb von 3 Stunden nur zu einer sehr geringen Expression des

Zytokins.
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3.9. Einfluss von PP167 auf die OSM-stimulierte IL-6-mRNA-Expression. Die Zellen wurden mit 20 µM
PP167 bzw. 0,2 % DMSO als Kontrolle und 100 ng/ml OSM in serumfreiem Medium über einen
Zeitraum von 1, 3, 6 und 24 Stunden inkubiert. Der IL-6-mRNA-Gehalt wurde mittels qPCR bestimmt
und mit Hilfe des mRNA-Gehalts von G6PDH, GAPDH und HPRT normiert. Dargestellt ist der mRNA-
Gehalt als Induktionsfaktor der Kontrolle zum Zeitpunkt 0 Stunden (Mittelwert  SD, n  6).

Um die Aussage zu unterstützen, dass die Wirkung von Heteroarylketonen auf der

Beeinflussung des zweiten Anstiegs der IL-6-mRNA-Synthese beruht, wurde PP167

nachfolgend jeweils 1, 3 und 6 Stunden nach der OSM-Stimulation zu humanen MG-U343

Gliomazellen gegeben. Insgesamt erfolgte die Stimulierung über einen Zeitraum von

24 Stunden. Die IL-6-Sekretion ist als Funktion der Zeit relativ zur Kontrolle in Abb. 3.10.

gezeigt.
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3.10. OSM-stimulierte IL-6-mRNA-Expression bei zeitverzögerter Zugabe von PP167. Die Zellen wurden
mit 100 ng/ml OSM in serumfreiem Medium über einen Zeitraum von 24 Stunden inkubiert. Zusätzlich
erfolgte die Zugabe von 20 µM PP167 bzw. 0,2 % DMSO als Kontrolle nach 0, 1, 3 und 6 Stunden.
Anschließend wurde der IL-6-mRNA-Gehalt mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe des mRNA-Gehalts
von G6PDH, GAPDH und HPRT normiert. Dargestellt ist jeweils der relative mRNA-Gehalt im
Vergleich zur OSM-stimulierten Kontrolle ohne Inhibitor (Mittelwert  SD, n=3).
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Unabhängig vom Zeitpunkt der Zugabe des Inhibitors wiesen die Zellen eine mindestens

70-prozentige Verringerung des IL-6-Proteins im Zellkulturüberstand auf. Demnach bestätigt

sich, dass der erste sehr starke Anstieg der IL-6-mRNA nur zu einem geringen Anteil an der

Menge des gesamten sekretierten IL-6-Proteins beteiligt ist. Diese verzögerte Wirkung von

Heteroarylketonen ist vermutlich auf die selektive Interaktion mit Proteinen oder

Proteinkomplexen zurückzuführen, welche erst im Verlauf der OSM-Signalkaskade in einem

Zeitfenster von 3 bis 6 Stunden synthetisiert oder aktiviert werden.

3.5. Einfluss von Heteroarylketonen auf den Abbau der OSM-stimulierten

IL-6-mRNA

Bisher war nicht bekannt, ob Heteroarylketone ihre Wirkung über die Hemmung der IL-6-

mRNA-Synthese oder über den verstärkten Abbau der IL-6-mRNA ausüben. Um den

Einfluss von Heteroarylketonen auf den IL-6-mRNA-Abbau zu untersuchen, wurden MG-

U343 Gliomazellen nach einer 6-stündigen OSM-Stimulation mit Actinomycin D behandelt.

Dieses Antibiotikum inhibiert die Synthese von mRNA durch Interkalation an die DNA

[136]. Zusätzlich fand die Inkubation der Zellen mit 20 µM PP167 bzw. 0,2 % DMSO als

Kontrolle statt. Anschließend erfolgte die Probennahme nach 20, 40, 60, 190, 120 und

180 Minuten. Der IL-6-mRNA-Gehalt der Zellen zum Zeitpunkt 0 Stunden nach der OSM-

Stimulation wurde 1 gesetzt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.11. als Funktion der Zeit

graphisch dargestellt.
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3.11. Einfluss von PP167 auf die Stabilität der OSM-stimulierten IL-6-mRNA über einen Zeitraum von
3 Stunden. Die Zellen wurden mit 100 ng/ml OSM in serumfreiem Medium über einen Zeitraum von
6 Stunden inkubiert. Nachfolgend erfolgte die Zugabe von 20 µM PP167 bzw. 0,2 % DMSO als
Kontrolle und 10 µg/ml Actinomycin D zur Inhibierung der mRNA-Neusynthese. Aus den Proben wurde
nach 20, 40, 60, 90, 120 und 180 Minuten die Gesamt-RNA extrahiert. Der IL-6-mRNA-Gehalt wurde
mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe des mRNA-Gehalts der Referenzgene GAPDH, G6PDH und
HPRT normiert. Dargestellt ist der mRNA-Gehalt als Induktionsfaktor der Kontrolle zum Zeitpunkt von
0 Stunden nach der Zugabe von OSM (Mittelwert  SD, n = 2).



Ergebnisse

43

Bis auf geringfügige Unterschiede bei dem Messpunkt von 20 Minuten ist der Verlauf der

abgebildeten Graphen identisch, was auf einen übereinstimmenden Abbau der IL-6-mRNA in

PP167-behandelten- und Kontrollzellen schließen lässt. Somit haben Heteroarylketone keinen

Einfluss auf die Stabilität der OSM-stimulierten IL-6-mRNA, sondern müssen deren

Synthese modifizieren.

Aufgrund aller vorliegenden Ergebnisse wurde für die Identifizierung des Interaktions-

proteins von Heteroarylketonen das Modell der OSM-stimulierten IL-6-Expression zum

Zeitpunkt von 6 Stunden in humanen MG-U343 Gliomazellen verwendet.

C. Identifizierung der IL-6-relevanten Interaktionspartner von Heteroarylketonen

im Modellsystem der OSM-stimulierten MG-U343 Gliomazellen

Für die nachfolgenden Versuche fand die strukturelle Modifikation der bisher verwendeten

Heteroarylketone statt. Die Synthese der Inhibitoren PP301 und PP310 erfolgte mit Biotin für

die Streptavidin-vermittelte Fixierung und Detektion. Die Änderungen an den Heteroaryl-

ketonen sind in der Abbildung 3.12. schematisch dargestellt.
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3.12. Struktur der biotinylierten Inhibitoren PP301 und PP310.
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Um sicherzustellen, dass eine stabile kovalente Bindung zwischen Inhibitor und Zielprotein

hergestellt wird, wurde eine Azidgruppe als photoreaktiver Crosslinker angefügt. Bei

Bestrahlung dieser Azidgruppe mit UV-Licht wird ein Nitren gebildet. Nitrene stellen

Elektronenmangelverbindungen dar, welche sich unter Einschub- oder Additionsreaktionen

an nukleophile Partner stabilisieren. Dieses ermöglicht die kovalente Verknüpfung zwischen

Inhibitor und putativen Interaktionspartnern. Die IL-6-senkende Wirkung von Hetero-

arylketonen wird über eine Benzothiazolstruktur vermittelt. Der IL-6-bioaktive biotinylierte

Inhibitor PP301 verfügt über die Benzothiazolstruktur, während diese der negativen Kontrolle

PP310 fehlt. Die Ausgangssubstanz für die Synthese der biotinylierten Inhibitoren war die

IL-6-senkende Verbindung PP200, welche keinen PEP-Inhibitor darstellt. Bereits kleinste

Veränderungen von Molekülen können zu einer Modifikation der biologischen Aktivität

führen. Deshalb war es notwendig, die biotinylierten Substanzen bezüglich deren

Wirksamkeit auf die IL-6-Expression zu validieren.

3.6. Einfluss von biotinylierten Inhibitoren auf die IL-6-Expression

Um nachzuweisen, dass die biotinylierten Substanzen identische Eigenschaften wie die nicht-

biotinylierten Heteroarylketone aufweisen, fand die Untersuchung der Beeinflussung der

IL-6-Expression durch diese Substanzen auf transkriptioneller sowie auf translationaler Ebene

statt (Abb. 3.13.).
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3.13. Einfluss der biotinylierten Inhibitoren PP301 und PP310 auf die OSM-stimulierte IL-6-Expression.
Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 24 Stunden mit 40 µM PP301, PP310, 20 µM PP200 oder
DMSO als Kontrolle in serumfreiem Medium inkubiert. (A) Die IL-6-mRNA-Gehalte wurden mit einer
qPCR-Analyse ermittelt und mit Hilfe der mRNA-Gehalte von GAPDH, G6PDH und HPRT normiert.
(B) Die Bestimmung der IL-6-Proteinkonzentration im Zellkulturüberstand erfolgte mittels eines hIL-6-
ELISA. Dargestellt ist jeweils der relative IL-6-mRNA- bzw. Proteingehalt im Vergleich zur stimulierten
OSM-Kontrolle (Mittelwert  SD, n ≥ 2).
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Im Unterschied zu den bisher verwendeten Heteroarylketonen mussten die biotinylierten

Inhibitoren in einer Konzentration von 40 µM eingesetzt werden, um eine signifikante

Inhibierung der IL-6-Expression zu erzielen. Die Stimulation der verwendeten MG-U343

Gliomazellen erfolgte mit 100 ng/ml OSM über einen Zeitraum von 24 Stunden. Für die

Normalisierung der Ergebnisse der qPCR wurde die mRNA der Referenzgene GAPDH,

G6PDH und HPRT verwendet. In beiden Untersuchungen wurden jeweils die Werte von

OSM-stimulierten Kontrollzellen 100 % gesetzt. Die biotinylierte Substanz PP301 war bei

einer Konzentration von 40 µM in der Lage, die OSM-vermittelte IL-6-Genexpression von

MG-U343 Zellen um 40 % zu inhibieren, während diese durch die Negativkontrolle PP310

nicht gehemmt wurde. Basierend auf dieser Hemmung der IL-6-Genexpression konnte auch

die Menge des IL-6-Proteins im Zellkulturüberstand durch die Inkubation mit PP301 um

60 % gegenüber der stimulierten Kontrolle inhibiert werden. Dagegen wurde die IL-6-

Sekretion durch die Zugabe der Negativkontrolle PP310 nur gering beeinflusst. Demzufolge

konnte nachgewiesen werden, dass der biotinylierte Inhibitor PP301 trotz der

Modifizierungen aktiv ist, da er hemmend auf die IL-6-Expression wirkt.

3.7. Konzentrations- und zeitabhängige Markierung durch biotinylierte

Inhibitoren

Im weiteren Verlauf der Validierung der biotinylierten Inhibitoren wurde die Methode der

Immunzytochemie angewandt. Mit diesen Experimenten ist aufgrund der Biotinmarkierung

des Inhibitors die Lokalisation dieser Substanz intrazellulär möglich. Somit kann auch auf die

Lokalisation des Zielproteins von Heteroarylketonen geschlossen werden. Um die dosis-

abhängige Markierung von MG-U343 Gliomazellen durch den biotinylierten Inhibitor PP301

zu untersuchen, wurden die auf Deckgläser kultivierten Zellen 24 Stunden mit

Konzentrationen zwischen 40 nM bis 80 µM PP301 sowie 100 ng/ml OSM inkubiert. Nach

10 Minuten Bestrahlung mit UV-Licht erfolgte die Detektion von Biotin in den Proben mit

Hilfe von Cy3-konjugiertem Streptavidin.

Kontrolle 40 nM PP301 400 nM PP301 4 µM  PP301 40 µM  PP301 80 µM  PP301

25 µm25 µm

3.14. Konzentrationsabhängige Markierung von PP301-behandelten Zellen durch Cy3-konjugiertes
Streptavidin. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM sowie PP301
in den oben angegebenen Konzentrationen inkubiert. Nach der 10-minütigen Bestrahlung mit UV-Licht
folgte die Fixierung mit 4 % PFA und die Markierung mit Cy3-konjugiertem Streptavidin. Die
Bildaufnahme der Proben fand am Fluoreszenzmikroskop statt.
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In Abb. 3.14. kann man deutlich erkennen, dass die Kontrollzellen nicht markiert worden

sind. Dagegen fand eine stete Intensivierung der Markierung der Zellen mit zunehmender

Konzentration des Inhibitors PP301 statt. Daher liegt eine Korrelation vor. Nach der

Inkubation der Zellen mit dem biotinylierten Inhibitor war eine inhomogene perinukleäre

zytoplasmatische Markierung zu sehen.

Um die Zeitabhängigkeit der Markierung von MG-U343 Gliomazellen durch PP301 zu

untersuchen, wurde im folgenden Experiment eine Kinetik der Markierung OSM-stimulierter

MG-U343 Gliomazellen durch jeweils 40 µM PP301 oder PP310 über einen Zeitraum von

24 Stunden durchgeführt (Abb. 3.15.).

25 µm

25 µm

25 µm25 µm

25 µm

Kontrolle 1 h 3 h 6 h 24 h

OSM

PP301

PP310

3.15. Zeitabhängige Markierung von PP301- und PP310-behandelten Zellen mit Cy3-konjugiertem
Streptavidin. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 24 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 40 µM
PP301 bzw. PP310 inkubiert. Zu den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 24 Stunden erfolgte eine 10-minütige
Bestrahlung mit UV-Licht. Danach fand die Fixierung mit 4 % PFA und die Markierung statt. Die Bild-
aufnahme erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

Bereits nach einer Stunde Inkubation mit PP301 war die perinukleäre Anreicherung dieses

Inhibitors im Zytoplasma zu beobachten, wobei die Strukturen auf eine endosomale

Verteilung bzw. eine Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum (ER) hindeuten. Die

Markierung nahm mit längerer Inkubationszeit zu und erreichte nach 6 Stunden ihre stärkste

Ausprägung. Damit korreliert die Hemmung des zweiten Anstiegs der IL-6-mRNA-

Expression durch Heteroarylketone mit dem Markierungsmuster des Inhibitors PP301. Nach

24 Stunden war die Intensität der Zellmarkierung deutlich schwächer. Dagegen wurde diese

bei allen Zeitpunkten der Negativkontrolle PP310 gleich der Kontrolle zum Zeitpunkt von

0 Stunden beibehalten.
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3.8. Kolokalisation von PP301 und Mannose-6-Phosphat Rezeptor sowie

Calnexin

Der Inhibitor PP301 weist eine strukturierte perinukleäre Lokalisation im Zytoplasma auf.

Eine ähnliche Lokalisation ist vom ER bzw. den späten Endosomen bekannt [137]. Um die

Markierung des Inhibitors PP301 zu spezifizieren wurden daher Kolokalisationsstudien mit

dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR), einem Marker für späte Endosomen und

Calnexin, einem Markerprotein des ER, durchgeführt [138, 139] (Abb. 3.16. A).

25 µM

Calnexin MPR Calnexin + MRP

PP301 MPR PP301 + MRP

PP301 Calnexin PP301 + Calnexin

A)

B)

C)

25 µm

25 µm

25 µm
25 µM

3.16. Intrazelluläre Lokalisation von MPR, Calnexin und PP301 in OSM-stimulierten Zellen. Die Zellen
wurden über einen Zeitraum von 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 40 µM PP301 inkubiert. Nach der
10-minütigen Bestrahlung mit UV-Licht folgte die Fixierung und die Markierung von (A) Calnexin mit
Red-X-konjugiertem sekundären Antikörper und MPR mit Cy2-konjugiertem-Antikörper, (B) PP301 mit
Cy3-konjugiertem-Streptavidin und MPR mit Cy2-konjugierten sekundären Antikörper, sowie (C) PP301
mit Cy2-konjugiertem-Streptavidin und Calnexin mit Red-X-konjugiertem sekundären Antikörper. Die
Bildaufnahme erfolgte für die Teile (A) und (C) mit dem Laserscanning-Mikroskop und für den Teil (B)
mit dem Fluoreszenzmikroskop.
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Während mit Hilfe der Markierung von Calnexin durch den Fluoreszenzfarbstoff Red-X eine

gepunktete Struktur (rot) um den gesamten Zellkern erreicht wurde, zeichnete sich die grüne

Cy2-Markierung des MPR durch inhomogenere Strukturen aus, die sich gehäuft an einer

Stelle marginal des Zellkerns befanden. Bei einer Überlagerung beider Bilder ist deutlich zu

erkennen, dass unterschiedliche Bereiche in der Zelle angefärbt wurden. Im sauren Milieu der

Endosomen werden z.B. internalisierte Rezeptorkomplexe recycelt, während am ER die

Translation von Proteinen, deren Faltung und posttranslationale Modifikationen sowie der

Transport von Transmembranproteinen und sekretorischen Proteinen stattfindet [137]. Beide

Zellkompartimente spielen demnach für Signaltransduktionsprozesse sowie bei der Sekretion

von Proteinen eine große Rolle. Beim Vergleich der PP301-spezifischen Markierung mit den

Calnexin- bzw. MPR-markierten Zellen wird deutlich, dass PP301 mit beiden Proteinen

kolokalisiert vorliegt, wobei eine stärkere Kolokalisation mit dem MPR-Protein erreicht

wurde (Abb. 3.16. B und C). Aufgrund der unterschiedlichen physiologischen Funktionen der

repräsentierten Zellorganellen sind für das Zielprotein des biotinylierten Inhibitors PP301

mehrere Lokalisationen und somit funktionelle Eigenschaften denkbar.

3.9. Validierung der biotinylierten Inhibitoren mit Streptavidin-spezifischem

Immunoblot

Für die Verwendung der biotinylierten Inhibitoren in der 2-D-Gelelektrophorese sollte

überprüft werden, ob diese in der Lage sind, Proteine in vivo spezifisch mit Biotin zu

markieren. Zu diesem Zweck erfolgte die Extraktion von Zellkernen und Zytoplasma von

Kontrollzellen, PP301- und PP310-behandelten Zellen. Für die Detektion der biotinylierten

Proteine wurde ein spezifischer HRP-konjugierter anti-Streptavidin-Antikörper verwendet.

Die Western-Blot-Analysen sind in der Abbildung 3.17. gezeigt. Es sind jeweils 20 µg des

Gesamtproteins der jeweiligen Extrakte in der oben genannten Reihenfolge aufgetragen. Die

Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford. In beiden

Fraktionen wurden Proteine spezifisch durch die Zugabe des Inhibitors PP301 mit Biotin

markiert, während dies in den Fraktionen der Negativkontrolle mit PP310 nicht der Fall war.

In der Zytoplasmafraktion der PP310-behandelten Zellen konnten zwei spezifische Banden

detektiert werden, welche ebenso in der stimulierten Kontrolle vorhanden waren. Auch in der

Kernfraktion glichen die markierten Proteine der OSM-behandelten Kontrolle denen der

PP310-behandelten Zellen. Die so detektierten Proteine sind entweder endogen biotinyliert

oder sie wurden unabhängig von der Benzothiazolgruppe markiert. Die Proteine, welche
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zusätzlich durch die Inkubation mit PP301 spezifisch markiert worden sind, stellen somit

putative Interaktionspartner von Heteroarylketonen dar.

98,0

62,0

49,0

38,0

28,0

1 = 6 h OSM
2 = 6 h OSM + PP301
3 = 6 h OSM + PP310

1      2     3 1       2       3

Zytoplasma KernkDa

3.17. Western-Blot-Analyse von PP301- und PP310-behandelten Zellen. Die Zellen wurden mit 40 µM
PP301 und 100 ng/ml OSM über einen Zeitraum von 6 Stunden in serumfreiem DMEM inkubiert. Nach
10-minütiger Bestrahlung mit UV-Licht folgte ein Waschschritt mit 0,2 mg/ml Natriumorthovanadat in
PBS und die anschließende Fraktionierung in Zellkerne und Zytoplasma. Die Extrakte wurden mittels
Streptavidin-spezifischem Immunoblot analysiert.

Das Ergebnis ist identisch mit den Resultaten der Immunzytochemie (vgl. Abb. 3.15.). Auch

in diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die PP301-spezifisch markierten Zellen

nach 6 Stunden OSM-Stimulation eine stärkere Intensität aufweisen als die PP310-

behandelten Kontrollzellen. Somit wurden in diesen Zellen mehr Proteine markiert. Dagegen

glichen die Markierungen der PP310-behandelten Zellen zu allen Zeitpunkten denen der

OSM-stimulierten Zellen zum Zeitpunkt von 0 Stunden. Aufgrund der IL-6-senkenden

Wirkung von PP301 und dessen spezifischer Markierung von Proteinen, konnte der Inhibitor

in der 2-D-Gelelektrophorese und damit zur Identifizierung des Bindungspartners von

Heteroarylketonen verwendet werden.

3.10. Zweidimensionale Gelelektrophorese und Streptavidin-spezifischer

Immunoblot

Um die in Abb. 3.17. (eindimensionaler Immunoblot) durch den Inhibitor PP301 spezifisch-

markierten Proteine zu identifizieren, erfolgte die Auftrennung der dort verwendeten

Zellextrakte in einer 2-D-Gelelektrophorese.
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Kern Zytoplasma

lösliche Proteine

3.18. 2-D-Western-Blot-Analysen von PP301-behandelten Zellextrakten. MG-U343 Zellen wurden mit
40 µM PP301 und 100 ng/ml OSM über einen Zeitraum von 6 Stunden in serumfreiem DMEM inkubiert.
Nach 10-minütiger Bestrahlung mit UV-Licht folgte ein Waschschritt mit 0,2 mg/ml Natriumortho-
vanadat in PBS und die anschließende Lyse der Zellen. Der Kern- und Zytoplasmaextrakt sowie ein
Extrakt mit allen löslichen Proteinen wurden zweidimensional gelelektrophoretisch aufgetrennt und die
Proteine auf einer PVDF-Membran immobilisiert. Biotinylierte Proteine wurden mit Hilfe eines HRP-
konjugierten anti-Streptavidin-Antikörpers detektiert.

Dabei wurden die Proteine zunächst entsprechend ihrem pH-Wert mittels einer

isoelektrischen Fokussierung aufgetrennt. Im Anschluss daran erfolgte die Trennung nach

dem Molekulargewicht. Es wurden 2 identische Gele angefertigt. In einem der beiden Gele

fand die Detektion aller vorhandenen Proteine mit Hilfe einer Silberfärbung statt. Die

Proteine des zweiten Gels wurden auf einer PVDF-Membran immobilisiert und diese

anschließend in Abhängigkeit der spezifischen Bindung von Streptavidin an Biotin gefärbt.

Anders als im eindimensionalen Immunoblot wurde durch die Zweidimensionalität die

Möglichkeit verringert, dass sich mehrere Proteine in einem sogenannten Spot überlagern.

Die angefertigten Immunoblots des Kern- und Zytoplasmaextrakts sowie des Extrakts mit den

löslichen Proteinen von PP301-behandelten MG-U343 Zellen sind in Abb. 3.18. gezeigt.

Parallel dazu wurden die jeweiligen Immunoblots der mit PP310-behandelten MG-U343

Zellen (Negativkontrollen) angefertigt (Daten nicht gezeigt). Während in den abgebildeten

Immunoblots eine Reihe von Proteinen detektiert werden konnte, waren in den

Negativkontrollen nur wenige Protein-Spots sichtbar.
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Im Anschluss an die 2-D-Gelelektrophorese erfolgte die Zuordnung der Proteine der

immunogefärbten PVDF-Membran mit denen des dazugehörigen Silbergels. Nach dem

Verdau der ausgewählten Proteine durch Trypsin fand die Identifizierung dieser mit Hilfe von

nanoLC-ESI-MS/MS und einem Sequenzvergleich mit der NCBI Proteindatenbank (National

Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) statt. Auf diese Weise konnte

eine Reihe von Proteinen identifiziert werden (Tab. 3.19.).

3.19. Identifizierte PP310-spezifisch-(1. Spalte) und PP301-spezifisch-(2. – 4. Spalte) markierte Proteine
der 2-D-Gelelektrophorese.

Negativkontrolle
(PP310)

Kernfraktion
(PP301)

Zytoplasmafraktion
(PP301)

Extrakt löslicher
Proteine (PP301)

-
eukaryotischer

Elongationsfaktor 1A1
(eEF1A1)

eukaryotischer
Elongationsfaktor 1A1

(eEF1A1)

eukaryotischer
Elongationsfaktor 1A1

(eEF1A1)
eukaryotischer

Elongationsfaktor 2
(eEF2)

- -
eukaryotischer

Elongationsfaktor 2
(eEF2)

Annexin A2 - Annexin A2 Annexin A2
- - Annexin A5 -

Glyceraldehyde-3-
Phosphat-

Dehydrogenase
-

Glyceraldehyde-3-
Phosphat-

Dehydrogenase

Glyceraldehyde-3-
Phosphat-

Dehydrogenase
Enolase 1 - - Enolase 1

Pyruvatkinase Pyruvatkinase - Pyruvatkinase
 -Aktin -Aktin -Aktin -Aktin

Peroxiredoxin 1 - Peroxiredoxin 6 -

ATP-Synthase,
mitochondrial F1 Vimentin Brain fatty acid

binding protein

Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase B

precursor
NAD(P)H menadione

oxidoreductase 1 Moesin Triose-Phosphate
Isomerase 1

Katanin p60 subunit A-
like 2

RuvB-like protein Chaperonin/ HSP60 Keratin 2 Chaperonin/ HSP60

- -Aktin Filamin A (FLNA) Valosin-containing
protein 1 (VCP1)

- -Tubulin Phosphoglycerate-
mutase 1 Isoform 2

Phosphoglyceratkinase
1

-
Thyroid hormone
binding protein

Prolyl 4-hydroxylase

5-Aminoimidazole-4-
carboxamid

ribonucleotid
formyltransferase/IMP

cyclohydrolase,
isoform CRA_c

HSP 70/ Protein 8
Isoform 1

- Endothelial actin-
binding protein -

- 54 kDa Protein - -
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Die identifizierten Proteine der Negativkontrolle (linke Spalte, grau) sind entweder endogen

biotinyliert oder sie wurden unspezifisch markiert. Diese Proteine scheiden als

Interaktionspartner von Heteroarylketonen aus. Von den restlichen Proteinen wurden

aufgrund der in der Literatur veröffentlichten Angaben 3 Kandidaten ausgewählt, die an der

IL-6-Expression beteiligt sein könnten. Dabei handelt es sich um den eukaryotischen

Elongationsfaktor 1A1 (eEF1A1), das Filamin A (FLNA) und das Valosin-containing protein 1

(VCP1). Eine Übersicht über die physiologischen Funktionen der Proteine zeigt Tabelle 3.20.

Aus diesen ergibt sich eine mögliche direkte Involvierung in der Regulation der OSM-

stimulierten IL-6-Expression von MG-U343 Gliomazellen.

3.20. Physiologische Funktionen ausgewählter Proteine der 2-D-Gelelektrophorese.

Identifiziertes
Protein Funktion Referenz

eEF1A1
GTPase; Mitglied von Signalkaskaden; Transport von Aminoacyl-
tRNAs an das Ribosom (für mRNA Synthese); Transport von mRNA;
Interaktionspartner von PKC bindet SH2-Domänen-Proteine

[140-148]

FLNA
Aktin bindendes Protein; c-terminale Domäne ist Interaktionspartner
von TFs, Integrinen, Transmembranrezeptoren und sekundären
Botenstoffen; lokalisiert im Zytoskelett

[149-154]

VCP1
involviert in Vesikeltransport und –fusion; beteiligt am Abbau von
IB im 26S Proteasom; beteiligt bei der Assemblierung von
Peroxisomen; Interaktionspartner von Akt

[155-160]

Um zu überprüfen, ob die ausgewählten Proteine tatsächlich spezifisch durch die Inkubation

von MG-U343 Gliomazellen mit PP301 mit Biotin markiert wurden, fand eine Streptavidin-

spezifische Immunpräzipitation statt. Dabei konnte der Nachweis der Proteine in der

nachfolgenden Antikörper-spezifischen Western-Blot-Analyse nur dann erfolgen, wenn diese

zuvor durch den Inhibitor PP301 mit Biotin markiert wurden.

3.11.  Streptavidin-spezifische Immunpräzipitation der ausgewählten putativen

Interaktionspartner

Für die Streptavidin-spezifische Immunpräzipitation wurden die Zellextrakte aus der

2-D-Analyse eingesetzt. Die Fällung erfolgte mit Streptavidin-konjugierten Agarosebeads.

Anschließend wurde ein Immunoblot angefertigt, wobei die Detektion der Proteine mit

spezifischen HRP-konjugierten Antikörpern gegen eEF1A1, FLNA und VCP1 durchgeführt

wurde (Abb. 3.21.).
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3.21. Streptavidin-spezifische Immunpräzipitation von PP301- und PP310-behandelten Zellextrakten.
Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 0,4 % DMSO, 40 µM PP301 oder PP310 in
serumfreiem Medium inkubiert. Nach der 10-minütigen Bestrahlung mit UV-Licht erfolgte ein
Waschschritt mit Natriumorthovanadat/PBS (0,2 g/l) und die Lyse der Zellen. Je Probe wurden 300 µg
Gesamtprotein mit 40 µl Streptavidin-Beads 1 Stunde bei 4 °C im Rotator präzipitiert. Nach dem
3-maligen Waschen der Präzipitate mit je 600 µl kaltem PBS erfolgte die Resuspension der Beads in je
32 µl Ladepuffer. Die Präzipitate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf einer
Nitrocellulosemembran immobilisiert. Die Markierung fand mit HRP-konjugierten spezifischen
Antikörpern gegen eEF1A1, FLNA, VCP1, -Tubulin und Creb statt.

Mit dieser Methode konnte eEF1A1, jedoch nicht FLNA und VCP1, im Extrakt PP301-

behandelter Zellen nachgewiesen werden. Im Fall der letztgenannten Proteine besteht

demnach die Möglichkeit, dass sie falsch als positive Kandidaten identifiziert wurden. In den

Extrakten der stimulierten Kontrolle und der PP310-behandelten Negativkontrolle konnten in

keinem, der für diese Proteine spezifisch-markierten Immunoblots, Signale detektiert werden.

Die Auftrennung der nicht präzipitierten Zellextrakte (Inputs) und die anschließende

Detektion mit Antikörpern gegen die ausgewählten Proteine diente der Kontrolle des

Probenauftrags. Zusätzlich wurden die Immunoblots der Zellextrakte mit Antikörpern gegen

2 Proteine gewählt, die nicht als PP301-spezifisch-markierte Proteine identifiziert worden

waren. Dafür wurden die Immunoblots mit -Tubulin und Creb inkubiert. In beiden Fällen

war der Nachweis von biotinylierten Proteinen in den mit Streptavidin präzipitierten

Extrakten negativ. Deshalb ist die unspezifische Bindung von PP301 an Proteine

unwahrscheinlich. Aufgrund der PP301-spezifischen Markierung von eEF1A1 sollte die



Ergebnisse

54

Bindung zwischen diesem Protein und dem Inhibitor mit einer weiteren Methode überprüft

werden.

3.12. Isolierung von endogenem eEF1A1 aus humanen MG-U343 Gliomazellen

Für den in vitro-Nachweis der Interaktion von eEF1A1 und PP301 wurde die Technik der

Oberflächenplasmonenresonanz angewandt. Bei dieser Methode wird der Inhibitor mit Hilfe

des Biotins auf einen Streptavidin-Chip fixiert und nachfolgend das Protein dazugegeben. Für

die Oberflächenplasmonenresonanz-Methode war es notwendig, das endogene eEF1A1-

Protein anzureichern. Dafür kam zum einen die Methode der Klonierung des eEF1A1-Gens

und die Überexpression in einem geeigneten Modellorganismus und zum anderen die

Isolation des Proteins aus Zellen in Frage. Da eEF1A1 eines der häufigsten Proteine in der

Zelle darstellt und einen Anteil von etwa 1 – 2 % des Gesamtproteins ausmacht, wurde die

letztgenannte Methode ausgewählt [161]. Diese hat zudem den Vorteil, dass mögliche

posttranslationale zelltypspezifische Modifikationen des Proteins, welche für die Bindung an

den Inhibitor von Bedeutung sind, erhalten bleiben. Zum Zweck der Isolierung des eEF1A1-

Proteins wurden 1,5 Milliarden MG-U343 Gliomazellen extrahiert. Anschließend erfolgte die

Reinigung dieses Zellextrakts mit Hilfe der Fast protein liquid chromatography (FPLC). Für

die Überprüfung des Proteingehalts der Fraktionen wurden diese gelelektrophoretisch

aufgetrennt. Von den so erhaltenen Gelen wurde eines mit Coomassieblau oder Silber gefärbt

und das andere für eine eEF1A1-spezifische Western-Blot-Analyse verwendet (Abb. 3.22.).

Die Fraktionen, welche das eEF1A1-Protein enthielten, wurden zusammengeführt und mit

Hilfe von 10 kDa-CO-Mikrokonzentratoren aufkonzentriert. Die Überprüfung dieser

Fraktionen bezüglich des Vorhandenseins von eEF1A1 fand mit den o.g. Methoden statt.

Mittels Densitometrie konnte der prozentuale Gehalt von eEF1A1 in den Proben ermittelt

werden. Nach der Isolation stand für die Oberflächenplasmonenresonanz ein Proteinextrakt

mit einem Anteil an eEF1A1 von 40 % zur Verfügung, was einer Gesamtmenge von 1,2 mg

eEF1A1 entsprach.
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3.22. Anreicherung von eEF1A1 aus MG-U343 Gliomazellen mit Hilfe von FPLC und 10 kDa-MWCO-
Mikrokonzentratoren. Es wurden jeweils 20 µg des Ausgangsextrakts mit allen löslichen Proteinen und
einer Reinigungsfraktion gelelektrophoretisch aufgetrennt und nachfolgend das Gel (A) mit Silber gefärbt
und (B) für die Anfertigung einer eEF1A1-spezifischen Western-Blot-Analyse verwendet.

3.13. Nachweis der Bindung von eEF1A1 und PP301 mit Hilfe der

Oberflächenplasmonenresonanz

Nach der erfolgreichen Isolierung des eEF1A1-Proteins aus MG-U343 Gliomazellen fand der

Nachweis der Bindung zwischen dem eEF1A1-Protein und dem Inhibitor PP301 mit Hilfe der

Oberflächenplasmonenresonanz statt. Als Negativkontrolle wurde die biotinylierte Substanz

PP310 mitgeführt. Als Folge einer spezifischen Bindung des Inhibitors auf die Flusszellen

eines Streptavidin-Chips kann man einen Anstieg der Messeinheiten beobachten (Response

Units, RU). Nach der Absättigung des Streptavidin-Chips wurde das angereicherte eEF1A1-

Protein auf die Flusszellen gegeben. Im Fall einer Bindung von eEF1A1 an die Inhibitoren

sollte die Anzahl der RUs signifikant ansteigen. In der Abbildung 3.23. sind die RU-Einheiten

als Funktion der Zeit dargestellt.
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3.23. Bindung von eEF1A1 an PP301 und PP310. Die Validierung der Bindung erfolgte mit Hilfe der
Oberflächenplasmonenresonanz. Nach der Fixierung der biotinylierten Inhibitoren auf die Flusszellen
eines Streptavidin-Chips wurde zu diesen das gereinigte eEF1A1-Protein gegeben. Bei einer Bindung
steigt die Anzahl der RUs an. Das Diagramm zeigt die RUs in Abhängigkeit der Zeit.

Wie im Diagramm dargestellt, stieg die Anzahl der RUs bei der Zugabe des eEF1A1-Proteins

zu der Flusszelle mit dem Inhibitor PP301 deutlich an. Dagegen war nur eine geringe

Zunahme der RUs zu beobachten, wenn das eEF1A1-Protein zu der Flusszelle mit PP310

gegeben wurde. Somit ist das Protein eEF1A1 in der Lage, spezifisch an PP301, nicht jedoch

an PP310, zu binden. Das Experiment wurde 3 Mal wiederholt. Aus den Kurvenverläufen in

den Diagrammen der PP301-Probe konnte eine Dissoziationskonstante (Kd) der Bindung von

eEF1A1 an PP301 von 200 nM ermittelt werden. Aufgrund dieser erfolgreichen in vitro

Bindungsstudien ist eEF1A1 als Interaktionspartner von PP301 charakterisiert worden.

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob das eEF1A1-Protein an der Regulation der OSM-

stimulierten IL-6-Expression von MG-U343 Gliomazellen beteiligt ist.

3.14. Einfluss von eEF1A1 auf die IL-6-Expression

Für die Beantwortung der Frage, ob eEF1A1 neben der bekannten Funktion in der mRNA-

Synthese auch für die OSM-stimulierte IL-6-Expression wichtig ist, wurde die siRNA-

Technik angewandt. Mit Hilfe dieser Methode ist es möglich, die Expression des eEF1A1-

Proteins spezifisch herunter zu regulieren. Zunächst erfolgte die Validierung der Spezifität der

verwendeten siRNA gegen eEF1A1 bezüglich ihres Effekts auf die Transkription der

eEF1A1-mRNA bzw. der Translation des eEF1A1-Proteins. Als Kontrollen wurden eine

NTK-siRNA sowie untransfizierte Zellen eingesetzt. Die Ergebnisse (Abb. 3.24.) zeigen

deutlich, dass die eEF1A1-mRNA-Synthese gehemmt wurde (A) und basierend darauf auch
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die eEF1A1-Proteinexpression signifikant inhibiert werden konnte. Dies wurde mit Hilfe

einer Western-Blot-Analyse und durch die Markierung der Zellen im Immunzytochemieassay

verdeutlicht (B und C). Mit Hilfe der Färbung der Zellen mit einem spezifischen Antikörper

gegen eEF1A1 ist die Lokalisation dieses Proteins in den äußeren Bereichen der

Zellmembranen und marginal um den Zellkern zu sehen.
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3.24. Untersuchung zur Effizienz von siRNA gegen eEF1A1 mittels (A) qPCR-, (B) Western-Blot-und
(C) Immunzytochemie-Analyse. Die Zellen wurden mit NTK-siRNA oder spezifischer siRNA gegen
eEF1A1 transfiziert. (A) Der eEF1A1-mRNA-Gehalt wurde mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe der
Genexpression von G6PDH und HPRT normiert. Dargestellt ist der relative mRNA-Gehalt im Vergleich
zur OSM-stimulierten Kontrolle (Mittelwert  SD, n = 3). (B) Nach der Extraktion der löslichen Proteine
wurden je 20 µg des Gesamtproteins gelelektrophoretisch unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt
und mit Hilfe eines eEF1A1-spezifischen Western-Blot analysiert. Als Referenzprotein wurde -Tubulin
herangezogen. (C) Nach der Transfektion der auf Deckgläsern kultivierten Zellen erfolgte die Fixierung
mit Methanol und die Markierung mit einem primären spezifischen anti-eEF1A1-Antikörper sowie einem
sekundären Cy3-konjugierten Antikörper.

Die Abbildung 3.24. (B) zeigt, dass trotz der Behandlung mit spezifischer siRNA gegen

eEF1A1 das Protein in geringen Mengen in MG-U343 Gliomazellen vorhanden war.

Aufgrund dieses Restproteins und der damit verbleibenden Aktivität von eEF1A1, bezüglich

seiner Funktion in der mRNA-Synthese, sichert dies wahrscheinlich das Überleben der

Zellen. Es wurden keine sichtbaren Unterschiede hinsichtlich der Zellmorphologie zwischen

transfizierten Zellen und Kontrollzellen beobachtet (Daten nicht gezeigt). Allerdings konnte
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nachgewiesen werden, dass durch die siRNA-vermittelte Hemmung der eEF1A1-Expression

die Proliferationsrate der Zellen um ca. 20 % abnahm (Abb. 3.25. A), was vermutlich auf

einen allgemeinen Verlust der Vitalität der Zellen zurückzuführen ist und auf den

funktionellen Eigenschaften des Elongationsfaktors in der Proteinbiosynthesemaschinerie

beruht. Dass diese Funktionen des eEF1A1-Proteins nicht durch die 24-stündige Inkubation

der Zellen mit Heteroarylketonen beeinträchtigt werden, ist im Diagramm 3.25. B erkennbar.

In diesem Fall wurde die Proliferationsrate der Zellen nur in sehr geringem Maße im

Vergleich zu den stimulierten Kontrollzellen modifiziert, was ein Hinweis dafür ist, dass

Heteroarylketone nicht in die Funktionen von eEF1A1 in der Proteinbiosynthese eingreifen.
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3.25. Einfluss von eEF1A1-spezifischer siRNA und von Heteroarylketonen auf die Proliferation OSM-
stimulierter Zellen. (A) Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 72 Stunden mit NTK-siRNA oder
spezifischer siRNA gegen eEF1A1 transfiziert. (B) Die Zellen wurden mit 20 µM Heteroarylketon oder
0,2 % DMSO als Kontrolle für 24 Stunden inkubiert. Alle Proben wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml
OSM stimuliert. Anschließend erfolgte die Ablösung der Zellen von der Wachstumsoberfläche mit
Trypsin und die Messung der Zellzahl mit Hilfe des Casy-Cellcounters. Dargestellt sind die relativen
Zellzahlen der siRNA- bzw. der Heteroarylketon-behandelten Proben im Vergleich zur nicht-
transfizierten bzw. zur OSM-stimulierten Kontrolle (Mittelwert  SD, n ≥ 2).

Nach der erfolgreichen Validierung der spezifischen siRNA gegen eEF1A1 fand die

Untersuchung der Beeinflussung von eEF1A1 auf die OSM-stimulierte IL-6-Expression in

MG-U343 Gliomazellen statt. Dafür wurden die Zellen nach einer 72-stündigen Transfektion

mit der siRNA gegen eEF1A1 für 6 Stunden mit OSM stimuliert. Die Quantifizierung der

IL-6-Expression erfolgte auf transkriptioneller und translationaler Ebene. Neben der NTK-

Probe sowie den stimulierten und unstimulierten Kontrollzellen wurden PP167-behandelte

MG-U343 Gliomazellen als Vergleich mitgeführt (Abb. 3.26.). Bei der Hemmung der

Transkription der eEF1A1-mRNA wurde eine Reduktion der IL-6-mRNA um 40 % erreicht

(A). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem der PP167-behandelten Kontrolle. Der

Hemmung der mRNA-Expression folgend nahm auch die IL-6-Proteinsekretion durch die
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Behandlung mit spezifischer siRNA gegen eEF1A1 um bis zu 70 % ab (B). Übereinstimmend

damit wiesen die PP167-behandelten Zellen eine Reduktion des sekretierten IL-6-Proteins

von 80 % gegenüber der stimulierten Kontrolle auf.
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3.26. Einfluss von eEF1A1 auf die OSM-stimulierte IL-6-Expression. Die Zellen wurden mit NTK- oder
spezifischer siRNA gegen eEF1A1 transfiziert. Die Transfektion der Kontrollen erfolgte ohne siRNA.
Danach fand die 6-stündige Inkubation der Zellen mit 20 µM PP167 oder 0,2 % DMSO als Kontrolle in
serumfreiem Medium sowie 100 ng/ml OSM statt. (A) Der IL-6-mRNA-Gehalt wurde mittels qPCR
bestimmt und mit Hilfe der Genexpression von G6PDH und HPRT normiert. (B) Die Bestimmung der
IL-6-Konzentration im Zellkulturüberstand erfolgte mit Hilfe eines hIL-6-ELISA. Dargestellt sind jeweils
die relativen IL-6-mRNA- bzw. Proteingehalte im Vergleich zur OSM-stimulierten Kontrolle
(Mittelwert  SD, n ≥ 2).

Obwohl die transfizierten MG-U343 Gliomazellen, wie oben beschrieben, noch über geringe

Konzentrationen des eEF1A1-Proteins verfügen, wurde die Inhibierung der IL-6-Expression

durch die Herunterregulation des eEF1A1-Proteins nachgewiesen. Diese Ergebnisse zeigen,

dass eEF1A1 an der Hemmung der OSM-stimulierten IL-6-Expression beteiligt ist. Demnach

könnte die Sekretion des IL-6-Proteins durch die Bindung von Heteroarylketonen an eEF1A1

modifiziert werden.

3.15. Lokalisation des eEF1A1-Proteins im Vergleich zum biotinylierten

Inhibitor PP301

Bei einer Interaktion des eEF1A1-Proteins mit den Heteroarylketonen ist die gemeinsame

intrazelluläre Lokalisation naheliegend. Für die Überprüfung dessen sollten Kolokalisations-

studien durchgeführt werden. Diese waren jedoch aufgrund der notwendigen unter-

schiedlichen Fixierungslösungen für die jeweiligen Antikörper nicht möglich. Deshalb

wurden die Zellen getrennt markiert. Eine Gegenüberstellung der Markierungen zeigt

Abbildung 3.27.



Ergebnisse

60

PP301 eEF1A1

6 h OSM

25 µm

A) B)

3.27. Intrazelluläre Lokalisation von PP301 und eEF1A1 in OSM-stimulierten Zellen. (A) Die Zellen
wurden über einen Zeitraum von 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 40 µM PP301 inkubiert. Nach der
10-minütigen Bestrahlung mit UV-Licht folgte die Fixierung mit 4 % PFA und die Markierung der Zellen
durch Cy3-konjugiertes Streptavidin. (B) Die Zellen wurden mit spezifischer siRNA gegen eEF1A1
transfiziert und nach der Fixierung mit Methanol mit einem primären spezifischen anti-eEF1A1-
Antikörper sowie einem sekundären Cy3-konjugierten Antikörper markiert. Die Bildaufnahme erfolgte
mit dem Fluoreszenzmikroskop.

Es ist zu sehen, dass der Elongationsfaktor eEF1A1 perinukleär, im Zytoplasma sowie in den

Zellfortsätzen lokalisiert ist. Diese verschiedenen Lokalisationen deuten auf die

multifunktionellen Eigenschaften des Proteins hin. Die perinukleäre Färbung konnte auch mit

dem Inhibitor PP301 beobachtet werden. Wie zuvor untersucht, entspricht dies einer

Kompartimentierung im ER bzw. in den späten Endosomen. Die perinukleäre Markierung

war mit beiden verwendeten Antikörpern zu sehen. Demnach liegt das biotinylierte

Heteroarylketon PP301 mit hoher Wahrscheinlichkeit mit dem eEF1A1-Protein kolokalisiert

vor.

3.16. Abhängigkeit der PP301-spezifischen Markierung von eEF1A1

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde die Abhängigkeit des PP301-spezifischen

Markierungsmusters in MG-U343 Gliomazellen vom eEF1A1-Protein untersucht. Dies fand

ebenfalls durch den Einsatz der spezifischen siRNA gegen eEF1A1 statt. Wenn eine

Kolokalisation des biotinylierten Inhibitors PP301 mit dem eEF1A1-Protein vorliegt, so sollte

die PP301-spezifische Markierung der Zellen nach der siRNA-vermittelten Herunter-

regulation von eEF1A1 modifiziert werden. Die Detektion des Biotins erfolgte mit Cy3-

konjugiertem Streptavidin (Abb. 3.28.).
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3.28. Modifikation der PP301-spezifischen Markierung OSM-stimulierter Zellen durch die siRNA-
vermittelte Herunterregulation von eEF1A1. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 72 Stunden
mit NTK- oder spezifischer siRNA gegen eEF1A1 transfiziert bzw. lediglich mit Transfektionsreagenz
(Kontrolle) behandelt. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen mit 100 ng/ml OSM und 40 µM PP301
über einen Zeitraum von 6 Stunden. Nach der 10-minütigen Bestrahlung mit UV-Licht fand die Fixierung
mit 4 % PFA und Cy3-konjugiertem Streptavidin statt. Die Bildaufnahme erfolgte mit dem Fluoreszenz-
mikroskop.

Die PP301-behandelten Kontrollzellen wiesen eine typische perinukleäre Lokalisation auf, die

die späten Endosomen und das ER kennzeichnet. Die Markierungen wurden nicht durch die

Transfektion mit NTK-siRNA verändert (Abb. 3.28.). Dagegen führte die siRNA-vermittelte

Hemmung der eEF1A1-Expression zu einer dramatischen Veränderung. Obwohl der Inhibitor

PP301 wie zuvor perinukleär lokalisiert ist, akkumulierte er in diesem Fall in großen,

einzelnen, vesikulären Strukturen. Somit wurde die PP301-spezifische Markierung durch die

Herunterregulation der eEF1A1-Expression verändert. Die Modifikation des Markierungs-

musters unterstützt die Ergebnisse der in vitro-Experimente zur Bindung von PP301 an das

eEF1A1-Protein. Zusätzlich zu diesen Ergebnissen sollte der Einfluss von Heteroarylketonen

auf die Lokalisation des eEF1A1-Proteins untersucht werden. Dafür wurden die Zellen mit

den nicht-biotinylierten Inhibitoren PP167 und PP196 inkubiert und im Anschluss daran das

eEF1A1-Protein markiert (Abb. 3.29.).

Kontrolle OSM-Kontrolle PP167 PP196
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25 µm

3.29. Modifikation der eEF1A1-spezifischen Markierung von OSM-stimulierten Zellen durch
Heteroarylketone. Die Zellen wurden 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 20 µM Heteroarylketon oder
0,2 % DMSO (Kontrolle) inkubiert. Anschließend fand die Fixierung der Zellen mit Methanol und die
Markierung mit einem primären spezifischen anti-eEF1A1-Antikörper sowie einem sekundären Cy3-
konjugierten Antikörper statt. Die Bildaufnahme erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop.
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Es wurde weder durch die OSM-Stimulation noch durch die Inkubation der Zellen mit den

Inhibitoren eine Modifikation der Lokalisation des eEF1A1-Proteins erreicht. Demzufolge

haben Heteroarylketone keinen Einfluss auf die Verteilung dieses Proteins in der Zelle.

Aufgrund der Bindung des eEF1A1-Proteins an den Inhibitor PP301 wurde der zugrunde

liegende molekulare Mechanismus der Beeinflussung der OSM-stimulierten IL-6-Expression

durch Heteroarylketone untersucht. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse

vorgestellt.

D. Molekularer Wirkmechanismus der Beeinflussung der OSM-stimulierten IL-6-

Expression durch Heteroarylketone in humanen MG-U343 Gliomazellen

Aus der Literatur ist bekannt, dass durch die Bindung von OSM an den Rezeptorkomplex

gp130/OSMR bzw. gp130/LIFR verschiedene Signalkaskaden ausgelöst werden. Im Rahmen

dieser Arbeit konnte belegt werden, dass der Rezeptorkomplex gp130/LIFR nur eine

geringfügige Bedeutung in der OSM-vermittelten IL-6-Sekretion von MG-U343 Glioma-

zellen hat (Daten nicht gezeigt). Daher wurden die nachfolgenden Untersuchungen

ausschließlich auf den gp130/OSMR-Rezeptorkomplex bezogen. Ausgehend von der

Aktivierung der Januskinasen (JAKs) Jak1, Jak2 und Tyk2 werden die Protein-Tyrosin-

Phosphatase SHP2, die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) sowie der Transkriptionsfaktor

Signal transducer and activator 3 (Stat3) phosphoryliert. Die aktivierte PI3K verursacht die

Phosphorylierung der Akt-Kinase, welche ihrerseits über die Aktivierung der mTor-Kinase

unter anderem die Phosphorylierung von Stat1 und Stat3 bewirkt. Neben diesem Signalweg

kann Stat3 auch durch andere Kinasen, wie z.B. die Proteinkinase C delta (PKC oder direkt

durch die Bindung an gp130 phosphoryliert werden [15, 16, 25, 57]. Die Phosphorylierung

von SHP2 führt über die Anschaltung des Ras/Raf/Erk-Signalwegs zur Aktivierung von Stat3

und den NFB-Transkriptionsfaktoren. Aufgrund der Phosphorylierung von IB findet die

Freisetzung der NFB-Dimere statt, die daraufhin in den Zellkern translozieren können.

Sowohl NFB als auch Stat3 sind in der Lage, die Expression des IL-6-Gens zu regulieren

(Abb. 3.30.). Dabei können die NFB-Komponenten, am häufigsten tritt das Dimer aus p50

und p65 auf, direkt an ein B-Element des IL-6-Promotors binden, während die Aktivierung

von Stat3 zu einer Erhöhung der transkriptionellen Aktivität der Promotoren mit einer Stat3-

Konsensussequenz führt [134, 162-164]. Zu diesen gehört u.a. das Socs3-Protein (Suppressor

of cytokine signalling), welches als Negativregulator der IL-6-Genexpression fungiert [67,

165, 166].
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3.30. Schema der OSM-induzierten Signalkaskade (modifiziert nach [15]).

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen multifunktionellen Eigenschaften des eEF1A1-

Proteins sind mehrere Möglichkeiten der Einflussnahme dieses Proteins auf die Regulation

der oben beschriebenen OSM-induzierten Signalwege denkbar. So konnte gezeigt werden,

dass eEF1A1 in der Lage ist, mit der SHP2-Phosphatase zu interagieren. Diese Interaktion

wird durch die Bindung eines phosphorylierten Tyrosins von eEF1A1 an die SH2-Domänen

von SHP2 ermöglicht [146]. Wenn die Bindung zwischen der SHP2-Phosphatase und

eEF1A1 durch Heteroarylketone modifiziert werden würde, so hätte dies Auswirkungen auf

die Aktivierung des Ras/Raf/Erk-Signalwegs und somit auf die Phosphorylierung von Stat3

und NFB. Neben der SHP2-Phosphatase verfügt auch das Stat3-Protein selbst über eine

SH2-Domäne. Demzufolge wäre die direkte Beeinflussung der Stat3-Aktivierung durch die

Interaktion zwischen Heteroarylketonen und eEF1A1 vorstellbar. Außerdem wurde in der

Literatur die Bindung von eEF1A1 an PKC beschrieben [167]. Aus diesem Grund könnte die

PKC-vermittelte Stat3-Aktivierung ein weiterer Prozess sein, der durch Heteroarylketone

beeinflusst wird (Abb. 3.30.). Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der

Untersuchungen zur Einflussnahme der an der OSM-Signalkaskade beteiligten Proteine auf

die OSM-induzierte IL-6-Expression dargestellt.
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3.17. Einfluss von ausgewählten Proteinen auf die OSM-stimulierte IL-6-mRNA-

Expression

Wie zuvor dargestellt sind 3 Signalwege bekannt, die durch die Stimulation mit OSM

angeschaltet werden. Um zu überprüfen, welche der oben genannten Mitglieder der OSM-

vermittelten Signalkaskade an der IL-6-Expression zum Zeitpunkt von 6 Stunden nach der

OSM-Stimulation in humanen MG-U343 Gliomazellen beteiligt sind, wurde die Expression

dieser Proteine mit Hilfe der siRNA-Technik herunterreguliert. Nach der 72-stündigen

Transfektion der Zellen mit den entsprechenden siRNAs erfolgte die OSM-Stimulation der

Zellen für 6 Stunden (Tab. 3.31.). Zum Vergleich wurden eine Transfektionskontrolle und

eine NTK-Kontrolle mitgeführt. Für die Validierung der spezifischen siRNAs fand die

Untersuchung der Effizienz dieser auf transkriptioneller und translationaler Ebene statt. Als

Referenzgene für die qPCR-Analyse diente die Expression der mRNAs von G6PDH und

HPRT.

3.31. Untersuchungen zur Effizienz spezifischer siRNA gegen verschiedene OSM-Signalkaskade-
komponenten mittels qPCR. Die Zellen wurden mit spezifischer siRNA der unten angegebenen
Proteine sowie mit NTK-siRNA transfiziert. Anschließend fand die OSM-Stimulation für 6 Stunden statt.
Die Menge der jeweiligen mRNA wurde mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe der Genexpression von
G6PDH und HPRT normiert. Dargestellt sind die relativen mRNA-Gehalte im Vergleich zur nicht
transfizierten Kontrolle (Mittelwert  SD, n ≥ 2). Die Werte der mitgeführten NTK-Proben wurden nicht
aufgelistet.

siRNA
Rest-mRNA-Gehalt

[% bzgl. Kontrolle  SD]

gp130  4,1  2,3

OSMR  9,1  3,3

Erk1  7,9  4,1

Erk2  9,8  2,6

p65 13,3  4,8

p50 28,1  3,9

PKC 19,6  4,1

Stat1 11,2  3,8

Stat3 18,1  6,4

Socs3 19,4  7,2

Wie die Auswertung der qPCR zeigte, konnte durch den Einsatz der spezifischen siRNA der

OSM-Signalkaskadekomponenten deren mRNA-Expression um mindestens 70 % inhibiert

werden (Tab. 3.31.). Aufgrund der verringerten mRNA-Transkriptionsrate sank auch die

Expression der entsprechenden Proteine signifikant ab (Abb. 3.32. und 3.33.). Das -Tubulin-
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Protein wurde in den Western-Blot-Analysen als Referenz für die Proteinexpression der

siRNA-behandelten Proben verwendet.
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3.32. Analyse der Effizienz spezifischer siRNA ausgewählter OSM-Signalkaskadekomponenten mittels
Western-Blot. Die Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifischer siRNA gegen A) PKC, B) Erk1,
C) p65, D) Stat1, E) Stat3 und F) p50 sowie NTK-siRNA transfiziert. Nach der 6-stündigen OSM-
Stimulation fand die Extraktion der löslichen Proteine statt. Dann wurden je 20 µg des Gesamtproteins in
einem spezifischen Western-Blot analysiert. Die Detektion der o.g. Proteine erfolgte mit einem
sekundären HRP-konjugierten Antikörper. Als Referenz wurde die Proteinexpression von -Tubulin
herangezogen.

In den abgebildeten proteinspezifisch markierten Immunoblots waren die Signale der

Kontrolle und von NTK ähnlich stark ausgeprägt, während die der siRNA Proben jeweils

schwächer oder gar nicht vorhanden waren. Die Signale des Referenzproteins -Tubulin sind

dagegen in allen Proben nahezu identisch. Für das Socs3-Protein konnte keine Western-Blot-

Analyse erstellt werden, da alle getesteten anti-Socs3-Antikörper lediglich unspezifische

Signale detektierten.

Im Fall der Rezeptorkomponenten OSMR und gp130 wurde die Expression mit Hilfe der

Durchflusszytometrie untersucht. In den Histogrammen ist jeweils die Intensität des

Fluoreszenzsignals gegen die Anzahl der Ereignisse dargestellt (Abb. 3.33.). Je weiter die

Graphen nach rechts verschoben sind, desto stärker war die Fluoreszenz pro Zelle (MFI) und

desto häufiger wurde die jeweilige Rezeptorkomponente auf der Zelloberfläche exprimiert. In
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der dazugehörigen Tabelle sind die relativen geometrischen Mittel der siRNA-behandelten

Proben gegenüber der OSM-stimulierten Kontrolle aufgelistet.
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3.33. Untersuchung der Oberflächenexpression der Rezeptorkomponenten gp130 und OSMR mittels
FACS-Analyse nach siRNA-Transfektion und OSM-Stimulation. Die Zellen wurden für 72 Stunden
mit spezifischer siRNA gegen (A) OSMR und (B) gp130 transfiziert. Nach der 6-stündigen OSM-
Stimulation fand die Ablösung der Zellen mit Accutase und die Markierung der Zellen mit (A) einem
anti-OSMR-PE-konjugierten Antikörper oder (B) einem anti-gp130- PE-konjugierten Antikörper statt. In
beiden Versuchen wurde eine IgG-Isotypkontrolle mitgeführt. Die Auswertung der Fluoreszenz-
markierung der Zellen erfolgte mit Hilfe des Durchflusszytometers FacsCalibur. Im Histogramm wurde
die Fluoreszenzintensität (MFI, X-Achse) gegen die Anzahl der Ereignisse (Y-Achse) aufgetragen.

Die Expressionen des OSMR- und des gp130-Proteins konnten durch die Inkubation der

Zellen mit OSM um 39 % und um 63 % gesteigert werden. Mit Hilfe der siRNA-Technik

wurde die Expression auf 79 % (OSMR) und 39 % (gp130) des Werts der OSM-stimulierten

Kontrolle herunterreguliert.

Nach der erfolgreichen Validierung der siRNAs wurden diese mit Hilfe der qPCR-Technik

auf den Effekt im Hinblick auf die IL-6-mRNA-Expression in MG-U343 Gliomazellen

untersucht (Abb. 3.34.). Die spezifische siRNA von gp130 und OSMR wurde eingesetzt, weil

die Aktivierung des Rezeptorkomplexes den Ausgangspunkt für alle 3 Signalwege darstellt.

Durch die Transfektion von MG-U343 Gliomazellen mit diesen siRNAs konnte tatsächlich

eine Reduktion der OSM-induzierten IL-6-mRNA um bis zu 80 % gezeigt werden. Außer der

Erk2-Kinase hatten alle ausgewählten Proteine einen Einfluss auf die Synthese der IL-6-

mRNA. Zusätzlich wurden die Zellen mit einer spezifischen siRNA gegen das Socs3-Protein

transfiziert, um den Einfluss des Negativregulators der IL-6-Expression zu überprüfen.
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3.34. Einfluss von spezifischer siRNA gegen ausgewählte Komponenten der OSM-Signalkaskade auf die
IL-6-mRNA-Expression mittels qPCR. Die Zellen wurden mit spezifischer siRNA gegen verschiedene
Proteine (siehe X-Achse) und mit einer NTK-siRNA transfiziert. Im Fall der PP167 Probe erfolgte die
Behandlung mit 20 µM PP167. Alle Zellen wurden 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert. Der IL-6-
mRNA-Gehalt wurde mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe der Genexpression von G6PDH und HPRT
normiert. Dargestellt sind jeweils die relativen IL-6-mRNA-Gehalte im Vergleich zur OSM-stimulierten
Kontrolle (Mittelwert  SD, n ≥ 2).

Durch die Inkubation der Zellen mit der entsprechenden siRNA wurde eine Inhibierung der

IL-6-Expression zwischen 40 und 75 % erreicht. Die Wirkung dieser siRNAs auf die IL-6-

mRNA-Synthese ist vergleichbar mit der von PP167 (vgl. Abb. 3.26., Reduzierung um 50 %).

Außer der Erk2-Kinase spielen demnach alle Proteine der oben dargestellten Signalwege in

der IL-6-Expression im Zeitfenster von 6 Stunden nach der OSM-Stimulation in MG-U343

Gliomazellen eine wichtige Rolle. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Transkriptions-

faktoren Stat1 und Stat3 neben ihrer beschriebenen Funktion als Negativregulatoren der IL-6-

Expression durch die Erhöhung der Proteinexpression von Socs3 auch eine Wirkung als

Positivregulatoren in der OSM-Signalkaskade ausüben [168, 169].

3.18. Beeinflussung der OSM-vermittelten Phosphorylierung der Erk1-Kinase

durch Heteroarylketone

Um die Einflussnahme von Heteroarylketonen auf die Erk1-Kinase-Aktivierung zu zeigen,

wurde überprüft, ob diese durch OSM aktiviert wird. Eine Aktivierung findet dabei durch die

Phosphorylierung der Erk1-Kinase an den Aminosäuren Threonin 202 und Tyrosin 204 statt.

Das Experiment wurde mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse durchgeführt, in dem

Zellextrakt von unstimulierten, OSM-stimulierten und U0126-behandelte Zellen eingesetzt
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wurde. Die Substanz U0126 diente als Kontrolle, da sie einen spezifischen Inhibitor der

Erk1/2-Phosphorylierung darstellt [170].
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3.35. Einfluss von OSM auf die Phosphorylierung der Erk1-Kinase. Die Zellen wurden für 6 Stunden mit

100 ng/ml OSM und parallel dazu mit 10 µM U0126 bzw. 0,1 % DMSO inkubiert. Nach der Extraktion
der löslichen Proteine wurde je 20 µg Gesamtproteinextrakt in einem Western-Blot analysiert. Zur
Detektion wurde ein phosphospezifischer anti-Erk1/2-Antikörper sowie ein sekundärer HRP-konjugierter
Antikörper verwendet. Die Proteinexpression von -Tubulin wurde als Referenz herangezogen.

Das Ergebnis des phosphospezifischen Immunoblots in Abb. 3.35. zeigt, dass die

Phosphorylierung der Erk1-Kinase an den Aminosäuren Threonin 202 und Tyrosin 204 nach

6 Stunden OSM-Stimulation erfolgte. Diese konnte durch die Inkubation der Zellen mit dem

spezifischen Erk1/2-Inhibitor U0126 gehemmt werden. Weiterhin sollte der Einfluss von

Heteroarylketonen auf die phosphorylierte Erk1-Kinase nach der OSM-Stimulation untersucht

werden (Abb. 3.36.).
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3.36. Analyse des Einflusses von IL-6-bioaktiven und IL-6-unwirksamen Heteroarylketonen auf die
OSM-induzierte Phosphorylierung der Erk1/2-Kinase mittels Western-Blot. Die Zellen wurden für
6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und parallel mit je 20 µM Heteroarylketon inkubiert. Nach der Extraktion
der löslichen Proteine wurden je 20 µg Gesamtproteinextrakt in einem Western-Blot analysiert. Zur
Detektion wurde ein phosphospezifischer anti-Erk1/2-Antikörper sowie ein sekundärer HRP-konjugierter
Antikörper verwendet. Die Proteinexpression von -Tubulin diente als Referenz.
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Für die Untersuchung fand die Behandlung der OSM-stimulierten Zellen mit den

Heteroarylketonen PP167, PP121, PP204 und PP200 (IL-6-bioaktiv) sowie PP192 (IL-6-

unwirksam) statt. Als Beladungskontrolle für die Western-Blot-Analyse wurden Antikörper

gegen das Erk1-Protein sowie das -Tubulin-Protein eingesetzt.

Im oben abgebildeten Immunoblot ist die Aktivierung der Erk1-Kinase in Abhängigkeit einer

6-stündigen OSM-Stimulation zu sehen. Die phosphospezifischen Erk1-Signale wurden durch

die Inkubation der Zellen mit Heteroarylketonen nicht modifiziert. Auch die Expression des

Erk1-Proteins blieb durch die Heteroarylketon-Behandlung unbeeinflusst. Somit wurde

nachgewiesen, dass sowohl IL-6-bioaktive als auch IL-6-unwirksame Heteroarylketone

keinen Einfluss auf die OSM-vermittelte Aktivierung des Erk1-Proteins bezüglich der

Phosphorylierungen an den Aminosäuren Threonin 202 und Tyrosin 204 in MG-U343

Gliomazellen haben.

Ebenso wurde die Beeinflussung des Interaktionspartners der Heteroarylketone eEF1A1 auf

die Aktivierung der Erk1-Kinase untersucht. Dafür fand die Transfektion der Zellen mit

spezifischer siRNA gegen die Proteine gp130, OSMR, eEF1A1 und Erk1 sowie mit NTK-

siRNA statt. Im Anschluss daran erfolgte die 6-stündige Stimulation der transfizierten Zellen

mit OSM und deren Analyse mittels Western-Blot. Als Kontrolle diente wiederum die

Proteinexpression von -Tubulin sowie der Erk1-Kinase (Abb. 3.37.).
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3.37. Analyse des Einflusses der Herunterregulation von gp130, OSMR und eEF1A1 auf die OSM-
induzierte Phosphorylierung der Erk1/2-Kinase mittels Western-Blot-Analyse. Die Transfektion der
Zellen erfolgte mit den oben genannten siRNAs. Als Kontrollen wurden eine spezifische siRNA gegen
Erk1 sowie die NTK-siRNA mitgeführt. Anschließend fand die 6-stündige Stimulation mit 100 ng/ml
OSM statt. Nach der Extraktion der löslichen Proteine wurden je 40 µg Gesamtproteinextrakt in einem
Western-Blot analysiert. Zur Detektion wurden spezifische Erk1/2-Antikörper sowie sekundäre HRP-
konjugierte Antikörper verwendet. Die Proteinexpression des Proteins -Tubulin diente als Referenz.
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Die Abbildung 3.37. zeigt, dass die Herunterregulation der eEF1A1-Expression keinen Effekt

auf die Phosphorylierung des Erk1-Proteins an den Aminosäuren Threonin 202 und

Tyrosin 204 hat. Dagegen konnte durch die Inkubation der Zellen mit der spezifischen siRNA

der Proteine gp130 und OSMR eine starke Verminderung der entsprechenden

Phosphorylierungen der Erk1-Kinase erreicht werden. Als Kontrolle für die Signalspezifität

wurden Erk1-siRNA transfizierte Zellen verwendet. In diesem Fall war der Nachweis der

Erk1-Kinase nicht möglich. Die Detektion des Erk1-Proteins zeigte, dass alle transfizierten

Zellen, außer den si-eEF1A1-behandelten Proben, über vergleichbare Mengen dieses Proteins

verfügen. Durch die Herunterregulation des eEF1A1-Proteins wurde die Expression dieser

Kinase erhöht, was auf eine Funktion des eEF1A1-Proteins als Negativregulator der Erk1-

Kinase hinweist. Mit Hilfe des Referenzproteins -Tubulin konnte nachgewiesen werden,

dass in allen Proben ähnliche Proteinmengen untersucht wurden.

Aufgrund der Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen wird deutlich, dass die

Phosphorylierung der Erk1-Kinase an den Aminosäuren Threonin 202 und Tyrosin 204

unabhängig von der Inkubation von MG-U343 Gliomazellen mit Heteroarylketonen und der

eEF1A1-Expression erfolgt.

Parallel dazu wurde festgestellt, dass sich das Wirkprinzip von Heteroarylketonen von dem

des Erk1/2-spezifischen Inhibitors U0126 unterscheidet (Abb. 3.38.).
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3.38. Zeitabhängige Hemmung der IL-6-mRNA-Expression durch den spezifischen Erk1/2-Kinase-
Inhibitor U0126 im Vergleich zu Heteroarylketonen. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von
einer und 6 Stunden mit 20 µM Heteroarylketon, 10 µM U0126 oder 0,2 % DMSO als Kontrolle in
serumfreiem Medium inkubiert. Parallel dazu erfolgte die Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml OSM.
Der IL-6-mRNA-Gehalt wurde mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe des mRNA-Gehalts von G6PDH,
GAPDH und HPRT normiert. Dargestellt ist der relative IL-6-mRNA-Gehalt im Vergleich zur OSM-
stimulierten Kontrolle (Mittelwert  SD, n ≥ 2).
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Während Heteroarylketone (vgl. Kap. 3.4.) nur in der Lage sind, den zweiten Anstieg der

IL-6-mRNA-Synthese zu inhibieren, bleibt die erste Erhöhung der IL-6-mRNA-Synthese

unbeeinflusst. In der Abbildung 3.38. sind die relativen Mengen der IL-6-mRNA von

Heteroarylketon- und U0126-behandelten MG-U343 Gliomazellen nach der OSM-

Stimulation für eine bzw. 6 Stunden dargestellt. Die stimulierten Kontrollen wurden 100 %

gesetzt. Gegenüber den Ergebnissen mit Heteroarylketonen war durch die Inkubation der

Zellen mit dem spezifischen Erk1/2-Inhibitor U0126 die signifikante Hemmung der OSM-

induzierten Erhöhung der IL-6-mRNA-Expression zu beiden Zeitpunkten möglich.

Wie in Schema 3.30. gezeigt, hängt die Aktivierung des Ras/Raf/Erk-Signalwegs von der

Aktivierung der SHP2-Phosphatase ab. Aufgrund der SH2-Domänen dieser Phosphatase

bindet das eEF1A1-Protein an SHP2 [146]. Diese Bindung bzw. die OSM-vermittelte

Aktivierung von SHP2 wird jedoch nicht durch die Interaktion zwischen eEF1A1 und

Heteroarylketonen beeinträchtigt. Demzufolge basiert die Inhibition der IL-6-Expression in

MG-U343 Gliomazellen durch Heteroarylketone nicht auf der Modifizierung der Bindung des

eEF1A1-Proteins an die SHP2-Phosphatase. Der Hemmung der IL-6-Expression durch

bioaktive Heteroarylketone muss somit ein anderer molekularer Wirkmechanismus zugrunde

liegen.

3.19. Einfluss von Heteroarylketonen auf die OSM-induzierte Stat3-

Phosphorylierung

In der OSM-vermittelten IL-6-Expression erfolgt neben der Aktivierung der erwähnten

Kinasen die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Stat3. Dabei werden durch eine

direkte Interaktion von Stat3 mit gp130, mit den Jak-Kinasen und auch mit anderen Kinasen

die Aminosäuren Tyrosin 705 und Serin 727 des Stat3-Proteins phosphoryliert [16, 171, 172].

Aufgrund der Phosphorylierung an der Aminosäure Tyrosin 705 wird die Bildung von Homo-

oder Heterodimeren des Stat3-Proteins mit Stat1 induziert. Diese Dimere sind in der Lage, die

Kernmembran zu passieren. Die phosphorylierte Aminosäure Serin 727 führt dagegen zur

Verstärkung der transkriptionellen Promotoraktivität der Gene mit einem sogenannten IRS-

Element (Interferon-sensitive response) und einem Serum response element (SRE) [58, 173,

174]. In den folgenden Versuchen wurde analysiert, ob die genannten Phosphorylierungen des

Stat3-Proteins durch OSM induziert werden und ob eine Beeinflussung dieser

Phosphorylierungen durch Heteroarylketone stattfindet.
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Zunächst wurden die Kern- und Zytoplasmaextrakte unstimulierter und OSM-stimulierter

Zellen mit Hilfe von Western-Blot-Analysen untersucht. Der Nachweis des aktivierten Stat3-

Proteins erfolgte dabei mit phosphospezifischen anti-Stat3-Antikörpern gegen die

Aminosäuren Tyrosin 705 sowie Serin 727. Sowohl in den Kernen als auch im Zytoplasma

konnten die Phosphorylierungen des Transkriptionsfaktors Stat3 an beiden Aminosäuren nach

der 6-stündigen OSM-Inkubation nachgewiesen werden (Abb. 3.39.). Dagegen wurden diese

in den unstimulierten Proben nicht detektiert. Mittels der Normalisierung der Proben mit

einem anti-Stat3-Antikörper gegen das Gesamtprotein erfolgte der Nachweis, dass die Menge

des Stat3-Proteins innerhalb der Kern- und Zytoplasmaproben jeweils identisch war. Zur

Kontrolle der Probenfraktionierung wurden die Blots anschließend mit einem Antikörper

gegen das kernspezifische Protein YY1 [175] sowie einem Antikörper gegen das

zytoplasmaspezifische -Tubulin gefärbt. Die Ergebnisse weisen die gewählte

Fraktionierungsmethode als geeignet aus.
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3.39. OSM-induzierte Stat3-Phosphorylierung an den Aminosäuren Tyrosin 705 und Serin 727. Die
Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert. Nach der Extraktion der löslichen Proteine
wurde je 40 µg Gesamtproteinextrakt in einem Western-Blot analysiert. Die Detektion fand mit einem
phosphospezifischen anti-Stat3- und einem sekundären HRP-konjugierten Antikörper statt. Als Referenz
wurde die Expression des Stat3-Proteins sowie der Proteine YY1 und -Tubulin herangezogen.

Da eine Induzierung der beschriebenen Phosphorylierungen am Stat3-Protein durch die

Inkubation mit OSM nach einem Zeitraum von 6 Stunden stattfindet, wurde weiterhin

überprüft, ob Heteroarylketone in der Lage sind, diese zu modifizieren. Dafür erfolgte die

Inkubation OSM-stimulierter MG-U343 Gliomazellen mit PP167. Die Ergebnisse der

Western-Blot-Analysen sind in Abbildung 3.40. dargestellt.
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3.40. Beeinflussung der OSM-induzierten Stat3-Phosphorylierung an den Aminosäuren Tyrosin 705 und
Serin 727 durch das Heteroarylketon PP167. Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM
und parallel mit je 20 µM PP167 oder 0,2 % DMSO als Kontrolle inkubiert. Nach der Proben-
fraktionierung wurden je 40 µg Gesamtproteinextrakt in einem Western-Blot analysiert. Die Detektion
fand mit spezifischen anti-Stat3-Antikörpern gegen die Phosphorylierung an (A) Tyrosin 705 und (B)
Serin 727 sowie einem sekundären HRP-konjugierten Antikörper statt. Als Referenz wurde die
Expression des Stat3-Proteins herangezogen.

Beide Phosphorylierungen wurden durch die Inkubation mit OSM induziert. Während im Fall

der Tyrosin-Phosphorylierung keine Unterschiede in der Intensität zwischen stimulierten

Zellen und PP167-behandelten Zellen festgestellt werden konnte, wurde die Phosphorylierung

an der Aminosäure Serin 727 durch die Zugabe von PP167 vermindert. Der abgebildete

Western-Blot zeigt einen geringen Unterschied der Signalintensität zwischen der OSM-

Kontrolle und der PP167-behandelten Probe, welcher in 3 nachfolgenden Analysen

reproduziert werden konnte. Die Expression des Stat3-Proteins war jeweils ähnlich.

Demzufolge haben Heteroarylketone einen Einfluss auf die OSM-induzierte Stat3-

Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727, aber nicht an der Aminosäure Tyrosin 705.

Da erstmals ein Unterschied zwischen PP167-behandelten Zellen und Kontrollzellen

nachgewiesen wurde, sollte geprüft werden, ob die Inhibierung der Stat3-Phosphorylierung an

Serin 727 mit der Hemmung der IL-6-Sekretion durch Heteroarylketone korreliert. Dafür

wurden neben der unstimulierten und der OSM-stimulierten Kontrolle IL-6-bioaktive

Substanzen (PP167, PP121, PP204, PP200) sowie ein IL-6-unwirksames Heteroarylketon

(PP192) verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.41. dargestellt. Als

Beladungskontrolle wurde die Expression des Stat3-Proteins herangezogen.
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3.41. Beeinflussung der OSM-induzierten Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727 durch
verschiedene Heteroarylketone. Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und parallel mit
je 20 µM Heteroarylketon oder 0,2 % DMSO als Kontrolle inkubiert. Nach der Extraktion der löslichen
Proteine wurden je 20 µg Gesamtproteinextrakt in einem Western-Blot analysiert. Die Detektion fand mit
einem spezifischen Stat3-Antikörper gegen die Phosphorylierung des Serin 727 sowie einem sekundären
HRP-konjugierten Antikörper statt. Als Referenz wurde die Expression des Stat3-Proteins herangezogen.

Alle Heteroarylketone, die in der Lage waren, die IL-6-Expression zu inhibieren, hatten auch

einen hemmenden Einfluss auf die Phosphorylierung von Stat3 an der Aminosäure Serin 727.

Die detektierten Signale in den jeweiligen Proben waren im Vergleich zur OSM-Kontrolle

deutlich schwächer. Wenn dagegen die Inkubation von MG-U343 Gliomazellen mit einem

IL-6-unwirksamen Heteroarylketon (PP192) erfolgte, konnte nur eine geringe Veränderung

der Signalstärke gegenüber der stimulierten Kontrolle festgestellt werden.

Aufgrund des nicht-linearen Umsatzes des zur Detektion verwendeten Chemilumineszenz-

substrates bei den hier gezeigten Western-Blot-Analysen ist die densitometrische Auswertung

der phospho-Stat3-[S727]-Immunoblots kritisch zu bewerten. Um eine quantitative Aussage

zu einer Korrelation zwischen der Senkung der IL-6-Expression und der Inhibierung der

Phosphorylierung von Stat3 an der Aminosäure Serin 727 durch Heteroarylketone zu treffen,

musste eine andere Methode etabliert werden.

Daher erfolgte die Durchführung eines Immunzytochemieassays für die Untersuchungen.

Diese Methode erlaubt die densitometrische Auswertung. Zunächst war es notwendig, die

Spezifität des Antikörpers bezüglich der Eignung für eine solche Anwendung zu überprüfen.

Dafür fand die Transfektion von MG-U343 Gliomazellen mit siRNA gegen Stat3 sowie die

anschließende Markierung dieser Zellen mit einem phosphospezifischen anti-Stat3-[S727]-

Antikörper statt. Im Experiment wurden eine Transfektionskontrolle und eine NTK-Kontrolle

mitgeführt. Die Immunzytochemieaufnahmen sind in der Abbildung 3.42. gezeigt.
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3.42. Validierung des phosphospezifischen Stat3-Antikörpers für Immunzytochemieassays mit Hilfe der
siRNA-Technik. Nach der Transfektion der Zellen mit NTK-siRNA bzw. spezifischer siRNA gegen
Stat3 wurden diese mit Methanol fixiert. Dann erfolgte die Markierung der transfizierten Zellen mit
einem phosphospezifischen anti-Stat3-[S727]-Antikörper und einem sekundären Red-X-konjugierten
Antikörper. Die Bildaufnahme der Zellen fand am Fluoreszenzmikroskop statt.

In beiden Kontrollen war jeweils eine starke Markierung der Zellen zu sehen, während diese

in der siRNA-behandelten Probe nur gering ausgeprägt war. Infolge der Herunterregulation

des Stat3-Proteins war der Antikörper nicht in der Lage, an sein Zielprotein, in diesem Fall

Stat3, zu binden. Dieses Ergebnis beweist, dass der phosphospezifische anti-Stat3-[S727]-

Antikörper für die Etablierung eines Immunzytochemieassays verwendet werden kann.

Weiterhin wurde untersucht, ob das phosphorylierte Stat3-Protein nach der OSM-Stimulation

in den Zellkern transloziert. Diese Lokalisation des aktivierten Transkriptionsfaktors wurde in

der Literatur beschrieben und wäre für die Auswertung der Immunzytochemie-Experimente

von Vorteil, da die Zellkerne einen klar abgrenzbaren Bereich innerhalb des Zellkörpers

darstellen. Für diesen Test erfolgte die Markierung von OSM-stimulierten MG-U343

Gliomazellen mit dem Antikörper gegen phospho-Stat3-[S727] sowie mit dem DNA-

Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Abb. 3.43.).

p-Stat3-[S727] DAPI p-Stat3-[S727] + DAPI

Kontrolle

OSM

p-Stat3-[S727] DAPI p-Stat3-[S727] + DAPI

Kontrolle

OSM

25 µm

25 µm

3.43. Untersuchungen zur Lokalisation und der OSM-Abhängigkeit des phosphorylierten Stat3-[S727]
mittels Immunzytochemie-Analyse. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 6 Stunden mit
100 ng/ml OSM stimuliert. Nach der Fixierung mit Methanol fand die Markierung der Zellen mit einem
phosphospezifischen Stat3-Antikörper gegen Serin 727 und einem sekundären Cy2-konjugierten
Antikörper bzw. durch DAPI statt. Die Bildaufnahme der Zellen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.
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In den stimulierten Zellen war im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle eine signifikante

Verstärkung der grünen Markierung von phospho-Stat3-[S727] zu sehen. Durch die parallele

Detektion der Zellkerne mit Hilfe von DAPI (blau) konnte gezeigt werden, dass in diesen

Zellkompartimenten die Akkumulation des phosphorylierten Stat3-Proteins in Abhängigkeit

von OSM stattfand. Somit ist die Auswertung der phospho-Stat3-[S727]-markierten Zellkerne

in MG-U343 Gliomazellen zulässig.

Für die Validierung der Korrelation zwischen der Inhibierung der IL-6-Sekretion und der

Hemmung der Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727 mit Hilfe des

Immunzytochemieassays wurden 7 IL-6-bioaktive und 6 IL-6-unwirksame Heteroarylketone

getestet. Die Stimulation der MG-U343 Gliomazellen mit OSM erfolgte über einen Zeitraum

von 6 Stunden. Die mittels Fluoreszenzmikroskopie aufgenommenen Bilder der Abb. 3.44. A

zeigen repräsentative Zellen der unstimulierten und der stimulierten Kontrolle sowie PP167-

(IL-6-bioaktiv) und PP207- (IL-6-unwirksam) behandelte Zellen.
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3.44. Quantifizierung von phosphoryliertem Stat3-[S727] nach 6 Stunden OSM-Stimulation und
Heteroarylketon-Behandlung. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 6 Stunden mit 100 ng/ml
OSM und mit je 20 µM Heteroarylketon bzw. 40 µM biotinyliertem Heteroarylketon PP301 und PP310
inkubiert. Nach der Fixierung mit Methanol erfolgte die Markierung der Zellen mit einem phospho-
spezifischen anti-Stat3-Antikörper gegen Serin 727 und einem sekundären Cy2-konjugierten Antikörper.
Für die statistische Auswertung wurden je 4 mal 200 Zellkerne pro Probe mit Hilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert. (A) Beispiele von Fluoreszenzaufnahmen der markierten Zellen, welche mit
nicht-biotinylierten Heteroarylketonen behandelt wurden. (B) Statistische Auswertung der markierten
Zellen, die mit IL-6-bioaktiven und (C) mit IL-6-unwirksamen Heteroarylketonen behandelt wurden.
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Es ist zu erkennen, dass die OSM-induzierte Markierung der Zellkerne durch die Inkubation

mit PP167 gegenüber der stimulierten Kontrolle beträchtlich verringert und im Fall der

PP207-behandelten Zellen kaum modifiziert wurde. Für die densitometrische Auswertung

(Abb. 3.44. B und C) erfolgte die Durchführung von jeweils 4 Versuchen mit je 200

Zellkernen pro Heteroarylketon mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie. Für die Auswertung

wurde die Fluoreszenzintensität der unstimulierten und der stimulierten Zellen ermittelt. Die

Differenz zwischen beiden Werten entspricht der OSM-induzierten Stat3-[S727]

Phosphorylierung. Dieser Wert wurde 100 % gesetzt und die jeweiligen

Fluoreszenzintensitäten der Heteroarylketon-behandelten Proben darauf bezogen.

Aus den Ergebnissen kann eine Korrelation zwischen der Hemmung der IL-6-Expression und

der Reduzierung der Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727 abgeleitet werden.

Alle IL-6-bioaktiven Heteroarylketone waren in der Lage, die Phosphorylierung des Stat3-

Proteins an der Aminosäure Serin 727 um mindestens 50 % zu inhibieren. Die dazugehörigen

Kontrollen, welche keinen Einfluss auf die IL-6-Expression ausüben, haben dagegen diese

Phosphorylierung nicht gehemmt. Die grau unterlegten Balken stellen die Resultate für die

biotinylierten Inhibitoren PP301 und PP310 dar, welche für die Identifizierung der IL-6-

relevanten Interaktionspartner von Heteroarylketonen mittels 2-D-Gelelektrophorese

synthetisiert wurden. Auch hier konnte die Beeinflussung der entsprechenden

Phosphorylierung von Stat3 in Abhängigkeit der Hemmung der IL-6-Expression

nachgewiesen werden.

Aufgrund der oben beschriebenen Korrelation sollte ebenso der Einfluss des Zielproteins von

Heteroarylketonen, eEF1A1, auf die Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727

untersucht werden. Dabei fand die Transfektion von MG-U343 Zellen mit spezifischer siRNA

gegen eEF1A1 statt und im Anschluss daran die OSM-Stimulation für einen Zeitraum von

6 Stunden. Im Diagramm 3.45. A ist die relative Menge des phospho-Stat3-Proteins-[S727]

der siRNA-behandelten Zellen dargestellt, welche durch die Anwendung des

Immunzytochemieassays ermittelt wurde. Der abgebildete Immunoblot 3.45. B wurde mit

spezifischen Antikörpern gegen die Proteine phospho-Stat3-[S727], Stat3 sowie -Tubulin

markiert.
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3.45. Untersuchungen zur eEF1A1-Abhängigkeit der OSM-induzierten Stat3-Phosphorylierung-[S727]
mittels Immunzytochemie- und Western-Blot-Analyse. Die Zellen wurden mit spezifischer siRNA
gegen eEF1A1 transfiziert und danach mit 100 ng/ml OSM stimuliert. (A) Nach der Fixierung mit
Methanol erfolgte die Markierung der Zellen mit einem phosphospezifischen anti-Stat3-Antikörper gegen
Serin 727 und einem sekundären Cy2-konjugierten Antikörper. Für die statistische Auswertung wurden je
4 mal 200 Zellkerne pro Probe mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dargestellt ist die
relative Änderung der Phosphorylierung des p-Stat3-[S727] durch die Herunterregulation von eEF1A1 im
Vergleich zur OSM-stimulierten Kontrolle. (B) Nach der Extraktion der löslichen Proteine wurden je
20 µg Gesamtproteinextrakt in einem Western-Blot analysiert. Die Detektion fand mit einem phospho-
spezifischen anti-Stat3-Antikörper-[S727] statt. Als Referenz wurde die Expression des Stat3-Proteins
und des -Tubulin herangezogen.

Die Ergebnisse zeigen, dass aufgrund der siRNA-spezifischen Herunterregulation des

eEF1A1-Proteins die Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727 um

50 % erniedrigt wurde. Demnach führte der Einsatz von spezifischer siRNA gegen eEF1A1 in

MG-U343 Gliomazellen zu einem vergleichbaren Effekt bezüglich dieser Stat3-

Phosphorylierung wie die Inkubation mit IL-6-bioaktiven Heteroarylketonen. Somit ist die

Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727 von der Expression des eEF1A1-

Proteins abhängig und wird durch die Inkubation der Zellen mit Heteroarylketonen

modifiziert. Als Konsequenz kann gefolgert werden, dass die IL-6-senkende Wirkung des

eEF1A1-Heteroarylketon-Komplexes auf der Inhibierung der Phosphorylierung des Stat3-

Proteins an der Aminosäure Serin 727 beruht.

Unterstützend dazu wurde mit Hilfe der Immunzytochemie belegt, dass sowohl Stat3 als auch

eEF1A1 in den Zellen partiell kolokalisiert vorliegen. Beide Proteine wurden in den

Zellfortsätzen von OSM-stimulierten MG-U343 Gliomazellen detektiert (Abb. 3.46.).
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Stat3 eEF1A1 Stat3 + eEF1A1
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3.46. Kolokalisation von Stat3 und eEF1A1 in OSM-stimulierten Zellen. Die Zellen wurden über einen
Zeitraum von 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert. Nach der Fixierung mit Methanol erfolgte die
Markierung mit einem spezifischen primären Antikörper gegen Stat3 bzw. eEF1A1 und einem Cy2- bzw.
RedX-konjugierten Sekundärantikörper. Die Bildaufnahme der Zellen fand am Fluoreszenzmikroskop
statt.

Mit Hilfe von Immunpräzipitationen konnte nachgewiesen werden, dass das eEF1A1-Protein

und das Stat3-Protein in einem Komplex vorliegen. Zum einen erfolgte die Detektion des

Stat3-Proteins im Streptavidin-präzipitierten Extrakt von PP301-behandelten Zellen (Abb.

3.47. A). Dagegen wurde in den Kontrollzellen kein Stat3-spezifisches Signal detektiert. Die

für die IP eingesetzten Zellextrakte enthielten jeweils identische Konzentrationen des Stat3-

Proteins (siehe Input). Zum anderen konnte mit einem anti-eEF1A1-Antikörper der

Transkriptionsfaktor Stat3 immunpräzipitiert werden (Abb. 3.47. B). Während das detektierte

Stat3-Signal in dieser Probe stark ausgeprägt war, wurde in der mitgeführten Kontrolle nur

ein schwaches Signal detektiert.
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3.47. Detektion von Stat3 in einer Streptavidin-spezifischen IP mit PP301-behandeltem Zellextrakt und
in einer eEF1A1-spezifischen IP. (A) Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 0,4 %
DMSO, 40 µM PP301 oder PP310 in serumfreiem Medium inkubiert. Nach der 10-minütigen
Bestrahlung mit UV-Licht erfolgte ein Waschschritt mit Natriumorthovanadat/PBS (0,2 g/l) und die Lyse
der Zellen. Je Probe wurden 300 µg Gesamtprotein mit 40 µl Streptavidin-gekoppelten Agarosebeads
1 Stunde bei 4 °C im Rotator präzipitiert. (B) Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM in
serumfreiem Medium inkubiert. Nach der Lyse der Zellen wurden jeweils 250 µg Gesamtprotein mit
spezifischem eEF1A1-Antikörper über Nacht bei 4 °C im Rotator präzipitiert. Dann erfolgte die
Präzipitation mit Protein G-gekoppelten Magnetbeads. Nach dem 3-maligen Waschen der Präzipitate mit
je 600 µl kaltem PBS fand die Resuspension der Beads in je 32 µl Ladepuffer statt. Als Kontrolle wurde
eine Präzipitation mit A. dest. mitgeführt. Die Präzipitate, sowie je 10 µg Protein des Originalextrakts
(Input) wurden mit einem Stat3-spezifischen Western-Blot analysiert.
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Die Ergebnisse deuten auf eine Interaktion zwischen dem Stat3-Protein und dem eEF1A1-

Protein hin. Die gemeinsame Lokalisation der Proteine unterstützt die Daten zur Bedeutung

des eukaryotischen Elongationsfaktors 1A1 für die Phosphorylierung des Stat3-Proteins an

der Aminosäure Serin 727.

3.20. Erk1-abhängige Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure

Serin 727

In Kapitel 3.19. wurde die Rolle der Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727 für

die OSM-induzierte IL-6-Expression untersucht. Diese Phosphorylierung ist vom eEF1A1-

Protein abhängig. Da keine Kinaseaktivität für den Elongationsfaktor selbst beschrieben

wurde, sollten nachfolgend die an der Phosphorylierung von p-Stat3-[Ser727] beteiligten

Kinasen identifiziert werden. Aus dem Schema in Abbildung 3.30. wird ersichtlich, dass für

die OSM-abhängige Aktivierung des Stat3-Proteins unter anderem die Erk1-Kinase bzw. die

PKC-Kinase relevant sein können. Außerdem ist bereits bekannt, dass die PKC-Kinase und

das eEF1A1-Protein miteinander wechselwirken [167]. Durch die Anwendung der

Immunzytochemie-Technik konnte die Kolokalisation der beiden Proteine in MG-U343

Gliomazellen nachgewiesen werden. Ebenso wurden diese Angaben mit Hilfe der

Immunpräzipitation des Elongationsfaktors und einer anschließenden PKC-spezifischen

Western-Blot-Analyse im angewandten Modellsystem bestätigt (Abb. 3.48. und 3.49.). Die

Aufnahmen der Immunzytochemie zeigen, dass die PKC-Kinase ebenso wie der

Elongationsfaktor eEF1A1 u.a. in den Zellfortsätzen lokalisiert ist. Ein vergleichbares Bild

wurde durch die Markierung von MG-U343 Gliomazellen mit einem Stat3-spezifischen

Antikörper (vgl. Abb. 3.46.) beobachtet.

eEF1A1 PKC eEF1A1 + PKC

25 µm

6 h OSM

3.48. Kolokalisation von eEF1A1 und PKC in OSM-stimulierten Zellen. Die Zellen wurden über einen
Zeitraum von 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert. Nach der Fixierung mit Methanol erfolgte die
Markierung mit einem primären Antikörper gegen die Proteine eEF1A1 bzw. PKC. Dann fand die
Inkubation der Zellen mit Red-X- bzw. Cy2-konjugiertem sekundären Antikörper statt. Die
Bildaufnahme erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.
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Weiterhin war die Detektion des PKC-Proteins in Streptavidin-präzipitierten Proben des

Extrakts von PP301-behandelten Zellen möglich. Die mitgeführten Kontrollen zeigten

dagegen nur eine schwache Ausgeprägung des Signals (Abb. 3.49. A). Ebenso wie das Stat3-

Protein wurde auch die PKC-Kinase mit einem eEF1A1-spezifischen Antikörper

immunpräzipitiert (Abb. 3.49. B). Aufgrund der dargestellten Daten ist eine Komplexbildung

dieser Kinase mit dem Elongationsfaktor 1A1 und dem Stat3-Protein sehr wahrscheinlich.
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3.49. Detektion von PKC in einer Streptavidin-spezifischen IP mit PP301-behandeltem Zellextrakt und
in einer eEF1A1-spezifischen IP. (A) Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 0,4 %
DMSO, 40 µM PP301 oder PP310 in serumfreiem Medium inkubiert. Nach der 10-minütigen
Bestrahlung mit UV-Licht erfolgte ein Waschschritt mit Natriumorthovanadat/PBS (0,2 g/l) und die Lyse
der Zellen. Je Probe wurden 300 µg Gesamtprotein mit 40 µl Streptavidin-gekoppelten Agarosebeads
1 Stunde bei 4 °C im Rotator präzipitiert. (B) Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM in
serumfreiem Medium inkubiert. Nach der Lyse der Zellen wurden jeweils 250 µg Gesamtprotein mit
spezifischem eEF1A1-Antikörper über Nacht bei 4 °C im Rotator präzipitiert. Dann erfolgte die
Präzipitation mit Protein G-gekoppelten Magnetbeads. Nach dem 3-maligen Waschen der Präzipitate mit
je 600 µl kaltem PBS fand die Resuspension der Beads in je 32 µl Ladepuffer statt. Als Kontrolle wurde
eine Präzipitation mit A. dest. mitgeführt. Die Präzipitate, sowie je 10 µg Protein des Originalextrakts
(Input) wurden in einem PKC-spezifischen Western-Blot analysiert.

Basierend auf diesen Ergebnissen besteht die Möglichkeit, dass die PKC-Kinase tatsächlich

einen Einfluss auf die Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727 hat.

Deshalb sollte die siRNA-vermittelte spezifische Herunterregulation der PKC-Expression zu

einer verringerten Phosphorylierung von Stat3 an der Aminosäure Serin 727 führen. Parallel

zu diesem Experiment wurden MG-U343 Gliomazellen mit siRNAs transfiziert, welche

spezifisch gegen die mRNAs von Erk1-Kinase sowie von den Rezeptorkomponenten gp130

und OSMR gerichtet waren. Diese Komponenten haben große Bedeutung in der OSM-

induzierten Signalkaskade (Abb. 3.34.). Alle Zellen wurden 6 Stunden mit OSM stimuliert. In

Abbildung 3.50. sind die Ergebnisse der Analysen zum einen als Auswertung der

Immunzytochemie-Untersuchungen (A) und zum anderen als Western-Blot-Analyse (B)

gezeigt.
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3.50. Analyse zur Abhängigkeit des OSM-induzierten p-Stat3-[S727] von Erk1 und PKC mittels qPCR
und Western-Blot. Die Zellen wurden mit spezifischer siRNA gegen PKC Erk1, gp130 und OSMR
transfiziert und danach für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert. (A) Nach der Fixierung mit
Methanol erfolgte die Markierung der Zellen mit einem phosphospezifischen anti-Stat3-Antikörper gegen
Serin 727 und einem sekundären Cy2-konjugierten Antikörper. Für die statistische Auswertung wurden je
4 Mal 200 Zellkerne pro Probe mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dargestellt ist die
relative Änderung der Phosphorylierung des p-Stat3-[S727] durch die Herunterregulation der o.g.
Proteine im Vergleich zur OSM-stimulierten Kontrolle. (B) Nach der Extraktion der löslichen Proteine
wurden je 20 µg Gesamtproteinextrakt in einem phosphospezifischen Stat3-Western-Blot analysiert. Als
Referenz wurde die Expression des Stat3-Proteins herangezogen.

Obwohl PKC für die IL-6-Expression wichtig und gemeinsam mit eEF1A1 in einem

Komplex lokalisiert ist (vgl. Abb. 3.34. und Abb. 3.48.), wurde keine Modifikation der Stat3-

[Ser727]-Phosphorylierung durch den Einsatz der spezifischen siRNA beobachtet. Im

Gegensatz dazu kam es durch die Transfektion der Zellen mit der Erk1-siRNA zu einer

Inhibierung dieser Phosphorylierung um 45 %. Demnach ist die Erk1-Kinase und nicht die

PKC-Kinase an der Aktivierung von Stat3 beteiligt. Wie erwartet, wurde die Stat3-[Ser727]-

Phosphorylierung durch die Transfektion der Zellen mit der siRNA der OSM-

Rezeptorkomponenten OSMR und gp130 dramatisch reduziert.

In Kapitel 3.18. konnte die Beeinflussung der OSM-induzierten Aktivierung der Erk1-Kinase

durch Heteroarylketone ausgeschlossen werden. Deshalb müssen diese Substanzen über die

Interaktion mit dem eEF1A1-Protein in die Erk1-vermittelte Stat3-Phosphorylierung

eingreifen, ohne dabei die Aktivierung der Erk1-Kinase selbst zu regulieren. Eine mögliche

Beeinflussung ist aufgrund der beschriebenen Interaktion zwischen den phosphorylierten

Tyrosinresten des Elongationsfaktors und den SH2-Domänen der SHP2-Phosphatase denkbar

[146]. Die Mitglieder der Stat-Familie besitzen ebenso SH2-Domänen. Zudem wurde die

Komplexbildung des Elongationsfaktors eEF1A1 mit dem Stat3-Protein nachgewiesen (Abb.

3.47.). Analog dazu wäre die Bindung des Elongationsfaktors an die SH2-Domäne des Stat3-
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Proteins vorstellbar, welche möglicherweise die Erk1-abhängige Phosphorylierung des Stat3-

Proteins an der Aminosäure Serin 727 beeinflusst. In diesem Fall könnten Heteroarylketone

die Komplexbildung von Stat3/eEF1A1 und Erk1 unterdrücken. Mit Hilfe einer eEF1A1-

spezifischen Immunpräzipitation sollte die Komplexbildung von Stat3/eEF1A1 in

Abhängigkeit von PP167 untersucht werden. Die Präzipitate wurden anschließend in einer

Stat3-spezifischen Western-Blot-Analyse eingesetzt (Abb. 3.51.).
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3.51. Untersuchung der Beeinflussung der Komplexbildung von Stat3/eEF1A1 durch PP167 mittels
eEF1A1-spezifischer Immunpräzipitation. Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und
20 µM PP167 oder 0,2 % DMSO in serumfreiem Medium inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit
Natriumorthovanadat/PBS (0,2 g/l) und der Extraktion der löslichen Proteine wurden je 250 µg
Gesamtprotein mit spezifischem eEF1A1-Antikörper über Nacht bei 4 °C im Rotator präzipitiert. Dann
erfolgte die Präzipitation mit Protein G-gekoppelten Magnetbeads. Nach dem 3-maligen Waschen der
Präzipitate mit je 600 µl kaltem PBS fand die Resuspension der Beads in je 32 µl Ladepuffer statt. Als
Kontrolle wurde eine Präzipitation mit A. dest. mitgeführt. Die Präzipitate sowie je 10 µg Protein des
Originalextrakts (Input) wurden mit einem Stat3-spezifischen Western-Blot analysiert.

Diese Untersuchungen zeigten, dass die Komplexbildung der beiden Proteine zum einen

unabhängig von OSM stattfindet und zum anderen durch die Inkubation mit dem IL-6-

bioaktiven Heteroarylketon PP167 vermindert werden konnte, weil im abgebildeten

Immunoblot ein deutlich schwächeres Stat3-Signal im Fall der PP167-behandelten Zellen

gegenüber der stimulierten Kontrolle zu sehen ist. Die Stat3-Konzentrationen in den

nichtpräzipitierten Zellextrakten waren identisch (Input). Demzufolge besitzt das eEF1A1-

Protein vermutlich eine regulatorische Funktion. Aus dem Diagramm der Abbildung 3.50.

geht ferner hervor, dass der Einsatz der Erk1-spezifischen siRNA nicht zu einer vollständigen

Inhibierung der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Stat3 an der Aminosäure Serin

727 führt. Demnach sind an der Phosphorylierung der Aminosäure Serin 727 von Stat3 auch

andere Kinasen beteiligt.
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3.21. Beeinflussung der Komplexbildung von Stat3/NFB durch

Heteroarylketone

Die Abbildung 3.44. verdeutlicht, dass IL-6-hemmende Heteroarylketone in der Lage sind,

die OSM-induzierte Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727 zu

inhibieren. Aus der Literatur war bekannt, dass diese Aktivierung zu einer Verstärkung der

Expression von Stat3-regulierten Genen, wie z.B. dem Negativregulator der IL-6-Expression

Socs3, führt [176]. Entgegen dem Socs3-Promotor existieren auf dem IL-6-Promotor keine

Stat3-Konsensussequenzen. Eine direkte Beeinflussung des IL-6-Gens durch Stat3 ist aber

trotzdem möglich, da eine Bindung zwischen Stat3 und dem Transkriptionsfaktor NFB

beschrieben wurde und auf dem IL-6-Promotor Bindestellen für NFB vorhanden sind [177].

Im Fall von Socs3 ist jedoch eine direkte Beeinflussung der Genexpression ohne die

Involvierung von NFB möglich (Abb. 3.52.).
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3.52. Schema der Beeinflussung der Genexpression von IL-6 und Socs3 durch das Stat3-Protein [16, 166,
177].

Wenn eine Beeinflussung der eEF1A1/Stat3-Komplexe durch Heteroarylketone relevant ist,

dann wird möglicherweise auch die Komplexbildung von Stat3/NFB durch diese Substanzen

beeinflusst. Zu den NFB-Transkriptionsfaktoren gehören u.a. die Komponenten p50 und

p65. Es wurde beschrieben, dass das Dimer aus p50 und p65 am häufigsten in Zellen

vorkommt und p65 eine bedeutende Rolle bei der Aktivierung von Genen mit einem B-

Element im Promotor spielt [61]. Deshalb wurde im folgenden die Kolokalisation des NFB-

Proteins p65 und Stat3 untersucht. Interessant war dabei, dass p65 genau wie Stat3, eEF1A1

und PKC unter anderem in den Zellfortsätzen von OSM-stimulierten MG-U343

Gliomazellen lokalisiert ist (Abb. 3.53.).
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p65 Stat3

OSM

25 µm

3.53. Lokalisation von p65 und Stat3 in OSM-stimulierten Zellen. Die Zellen wurden über einen Zeitraum
von 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert. Nach der Fixierung erfolgte die Markierung mit einem
primären Antikörper gegen p65 oder Stat3 sowie die Inkubation mit Cy3-konjugierten sekundären
Antikörpern. Die Bildaufnahme der Proben fand am Fluoreszenzmikroskop statt.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass das p65-Protein mit dem Transkriptionsfaktor

Stat3 immunpräzipitiert (Abb. 3.54.). Demnach existieren die in der Literatur beschriebenen

p65/Stat3-Komplexe im angewandten Modellsystem. Im Gegensatz zu der Bildung von

Stat3/eEF1A1-Komplexen ist die Bindung zwischen p65 und Stat3 von OSM abhängig (vgl.

Abb. 3.51.). Wenn die Zellen mit OSM stimuliert wurden, konnte im Vergleich zur

unstimulierten Probe ein stärkeres Signal detektiert werden. Dieses entspricht einer größeren

Anzahl der p65/Stat3-Komplexe gegenüber den Kontrollzellen. Bei der Inkubation der Zellen

mit dem Vertreter der Heteroarylketone PP167 wurde die Anzahl der nachweisbaren

Komplexe vermindert. Das detektierte Signal glich dem der unstimulierten Kontrolle. Die

geringere Zahl der p65/Stat3-Komplexe korreliert mit der verminderten Komplexbildung

zwischen den Proteinen eEF1A1 und Stat3 (vgl. Abb. 3.51.). Die für die Immunpräzipitation

verwendeten Zellextrakte enthielten jeweils identische Mengen des Stat3-Proteins (s. Input).
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3.54. Untersuchung der Beeinflussung der Komplexbildung von Stat3 und p65 durch PP167 mittels p65-
spezifischer Immunpräzipitation. Die Zellen wurden für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM und 20 µM
PP167 oder 0,2 % DMSO in serumfreiem Medium inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit
Natriumorthovanadat/PBS (0,2 g/l) und der Extraktion der löslichen Proteine wurden je 250 µg
Gesamtprotein mit spezifischem p65-Antikörper über Nacht bei 4 °C im Rotator präzipitiert. Dann
erfolgte die Präzipitation mit Protein G-gekoppelten Magnetbeads. Nach dem 3-maligen Waschen der
Präzipitate mit je 600 µl kaltem PBS fand die Resuspension der Beads in je 32 µl Ladepuffer statt. Als
Kontrolle wurde eine Präzipitation mit A. dest. mitgeführt. Die Präzipitate sowie je 10 µg Protein des
Originalextrakts (Input) wurden mit einem Stat3-spezifischen Western-Blot analysiert.
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In der Literatur wurde beschrieben, dass durch die Komplexbildung beider

Transkriptionsfaktoren die transkriptionelle Aktivität des IL-6-Promotors erhöht wird [178].

Aufgrund der Komplexbildung zwischen Stat3 und p65 ist Stat3 in der Lage, neben seiner

Wirkung auf den Negativregulator Socs3, einen direkten Einfluss auf die IL-6-Expression

auszuüben.

3.22. Einfluss von Heteroarylketonen und deren Interaktionspartner eEF1A1 auf

die Socs3-Proteinexpression

Neben der Regulation des IL-6-Gens sollte die Wirkung der Heteroarylketone auf die

Genexpression von Socs3 analysiert werden, da dieses Protein ebenfalls durch OSM induziert

und durch den Transkriptionsfaktor Stat3 reguliert wird. Socs3 ist ein Negativregulator der

IL-6-Expression (vgl. Abb. 3.34.). Bei der Herunterregulation von Socs3 mit Hilfe der

spezifischen siRNA wurde die IL-6-Expression dramatisch erhöht. Aus der Literatur ist

bekannt, dass der Socs3-Promotor eine Stat3-Konsensussequenz enthält (Abb. 3.52.) [15, 16,

166, 179]. Durch die Anschaltung der OSM-Signalkaskade wird das Stat3-Protein aktiviert

und beeinflusst demzufolge die Socs3-Expression. Da Heteroarylketone und deren

Interaktions-partner eEF1A1 die OSM-induzierte IL-6-Expression über die Regulation der

Phos-phorylierung von Stat3 an der Aminosäure Serin 727 beeinflussen, wurde nachfolgend

überprüft, ob parallel dazu auch die Expression von Socs3 beeinflusst wird.
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3.55. Zeitabhängigkeit der OSM-stimulierten Expression der IL-6- und der Socs3-mRNA. Die Zellen
wurden mit 100 ng/ml OSM in serumfreiem Medium über einen Zeitraum von 1, 3, 6 und 24 Stunden
inkubiert. Die mRNA-Gehalte wurden mittels qPCR bestimmt und mit Hilfe des mRNA-Gehalts von
G6PDH, GAPDH und HPRT normiert. Dargestellt sind die ermittelten Werte als Induktionsfaktor der
Kontrollen zum Zeitpunkt von 0 Stunden (Mittelwert  SD, n = 3).
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Die Kinetik der Expression des Socs3-Gens in Abhängigkeit von OSM (Abb. 3.55.) zeigt,

dass die Socs3-mRNA nach einer Stunde OSM-Stimulation auf das 28-fache erhöht wurde.

Nach diesem Anstieg fiel die Menge der Socs3-mRNA bis zum Zeitpunkt von 3 Stunden auf

das 10-fache der Ausgangskonzentration ab und stagnierte bei diesem Wert, während die

Expression des IL-6-Gens biphasisch verlief und einen zweiten Anstieg der mRNA aufweist.

Demnach werden beide Gene unterschiedlich reguliert (vgl. Abb. 3.52.).

Um die Bedeutung von Stat3 für die Expression des IL-6- bzw. des Socs3-Gens im

verwendeten Modellsystem zu ermitteln, erfolgte die Transfektion der OSM-stimulierten

Zellen mit spezifischer siRNA gegen Stat3. Parallel dazu wurden die Zellen mit der siRNA

gegen Erk1 sowie p65 transfiziert, da beide Proteine in der OSM-Signalkaskade involviert

sind. Im Anschluss daran fand die Quantifizierung der Socs3- und der IL-6-mRNA mit Hilfe

der qPCR-Technik relativ zu den Kontrollen statt (Abb. 3.56.).
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3.56. Analyse des Einflusses ausgewählter OSM-Signalkaskadekomponenten auf die IL-6- und die Socs3-
mRNA-Expression mittels siRNA-Technik und qPCR. Die Zellen wurden mit spezifischer siRNA
gegen die Proteine (siehe X-Achse) bzw. mit einer NTK-siRNA transfiziert. Nach der 6-stündigen
Stimulation mit 100 ng/ml OSM fand die Quantifizierung der IL-6- und der Socs3-mRNA-Gehalte mit
Hilfe der qPCR-Techik statt. Die Werte wurden mit Hilfe des mRNA-Gehalts von G6PDH und HPRT
normiert. Dargestellt wurden jeweils die relativen mRNA-Gehalte im Vergleich zur OSM-Kontrolle
(Mittelwert  SD, n ≥ 2).

Im Diagramm ist zu erkennen, dass alle verwendeten siRNA-Spezies einen hemmenden

Einfluss auf die Transkription der Socs3- und der IL-6-mRNA-Expression hatten. Dabei gab

es qualitative Unterschiede in der Wirkung auf die Regulation. Durch die Transfektion der

Zellen mit siRNA gegen Stat3 war es möglich, die mRNA des Socs3-Proteins auf 15 %

gegenüber der stimulierten Kontrolle zu reduzieren. Dagegen erfolgte im Fall der IL-6-mRNA

nur eine Hemmung auf 60 % des ursprünglichen mRNA-Gehalts von OSM-stimulierten

Zellen. Bei der Herunterregulation der Proteine Erk1 und p65 fand jeweils eine stärkere

Inhibierung der IL-6-Genexpression im Vergleich zur Socs3-Genexpression statt.
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Dabei erfolgte die Senkung der IL-6-mRNA durch die Verwendung von siRNA gegen Erk1

um 62 % und im Fall des p65-Proteins um 57 %, während dementsprechend die Socs3-

mRNA-Expression um 32 % (si-Erk1) und 39 % (si-p65) reduziert wurde.

Die Ergebnisse bestätigen die Angaben aus der Literatur, dass das Stat3-Protein für die

Expression des Socs3-Gens essentiell ist [68, 180]. Außerdem wurde die partielle

Abhängigkeit der Expression von Socs3 von den OSM-Signalkaskademitgliedern p65 und

Erk1 nachgewiesen.

Da Heteroarylketone und deren Interaktionspartner eEF1A1 die Stat3-abhängige IL-6-

Expression modifizieren, (Kapitel 3.19.) sollte auch die Beeinflussung der Expression des

Stat3-abhängigen Socs3-Gens durch Heteroarylketone analysiert werden. Die Expression der

IL-6-mRNA wurde vergleichend dazu untersucht. Die Ergebnisse sind in den Diagrammen

der Abbildung 3.57. relativ zur stimulierten Kontrolle abgebildet.
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3.57. Analyse des Einflusses von eEF1A1 und von Heteroarylketonen auf die IL-6- und die Socs3-
mRNA-Expression mittels qPCR. (A) Die Zellen wurden mit einer spezifischen siRNA gegen eEF1A1
sowie mit einer NTK-siRNA transfiziert und anschließend für 6 Stunden mit 100 ng/ml OSM stimuliert.
(B) Die Zellen wurden für einen Zeitraum von 6 Stunden mit je 20 µM der Heteroarylketone (siehe
X-Achse) und mit je 100 ng/ml OSM stimuliert. Die Bestimmung der IL-6- und Socs3-mRNA-Gehalte
erfolgte mit Hilfe der qPCR. Die Werte wurden gegen die mRNA-Gehalte der Referenzgene G6PDH und
HPRT normalisiert. Dargestellt wurden die relativen mRNA-Gehalte im Vergleich zur OSM-stimulierten
Kontrolle (Mittelwert  SD, n ≥ 2).

Das Diagramm 3.57. A zeigt, dass bei der siRNA-vermittelten Herunterregulation von

eEF1A1 eine signifikante Reduzierung um 41 % der IL-6-mRNA auftrat, während die Socs3-

mRNA nur geringfügig gesenkt wurde. Ein ähnliches Inhibierungsmuster ergibt die

Behandlung der Zellen mit den IL-6-bioaktiven Heteroarylketonen PP167 und PP196. Auch

hier ist die Expression der IL-6-mRNA stärker betroffen als die des Socs3-Gens. Beide

getesteten Inhibitoren reduzieren die IL-6-mRNA etwa um die Hälfte im Vergleich zur
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stimulierten Kontrolle. Dagegen beträgt die Hemmung der Transkription der Socs3-mRNA-

Expression ca. 30 %. Die dazugehörigen Negativkontrollen, die IL-6-unwirksamen Hetero-

arylketone PP192 und PP207, verursachten keine Senkung der Genexpression von IL-6 und

Socs3, sondern erhöhten diese leicht.

Entsprechend der Daten haben die Heteroarylketone und deren Interaktionspartner eEF1A1

einen unterschiedlich starken Einfluss auf die Expression von IL-6 bzw. Socs3, welche mit

der jeweiligen Art und Weise der dazugehörigen Promotor-Aktivierung korreliert. Der

Einfluss von Heteroarylketonen beruht dabei auf der Modifikation der Phosphorylierung des

Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727. Während diese Phosphorylierung eine

entscheidende Rolle für die Verstärkung der IL-6-Genexpression spielt, ist sie im Fall der

Socs3-Genexpression von geringerer Bedeutung. Aufgrund der unterschiedlichen

Abhängigkeit der Promotoren von der Stat3-[S727]-Phosphorylierung besteht die

Möglichkeit, dass Heteroarylketone selektiv die Expression von Genen beeinflussen.

Basierend darauf könnten mit Hilfe dieser Substanzen pathophysiologische Prozesse

hochspezifisch modifiziert werden.
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4. DISKUSSION

Heteroarylketone als potentielle Therapeutika für die Behandlung von RA

RA ist eine der am häufigsten vorkommenden chronisch entzündlichen Gelenkerkrankungen,

deren Behandlung allein in Deutschland jährlich mehr als 10 Milliarden Euro Behandlungs-

und Folgekosten verursacht [181]. Die Autoimmunerkrankung wird charakterisiert durch

verschiedene Symptome, wie z.B. das Anschwellen und die zunehmende Zerstörung von

Knorpel- und Knochengewebe in den Gelenken. Diese Prozesse werden durch die

Einwanderung von Immunzellen in die Gelenke ausgelöst, welche proinflammatorische

Zytokine sekretieren. Eine besondere Rolle wird dabei den Zytokinen TNF und IL-1

zugesprochen. Im Fall von RA ist das Gleichgewicht der Sekretion dieser Zytokine gestört

und die entzündlichen Prozesse werden verstärkt. Neben diesen Faktoren sind jedoch weitere

Komponenten an der Entstehung von RA beteiligt und somit Gegenstand intensiver

Forschung. Dazu gehört auch das proinflammatorische Zytokin IL-6. Mehrere Studien zeigen

die große Bedeutung dieses Proteins im Krankheitsgeschehen von RA [81-83, 97-100]. So

konnte beispielsweise eine direkte Korrelation zwischen der Konzentration von IL-6 bzw.

dem löslichen Rezeptor sIL-6R in der synovialen Flüssigkeit und dem Schweregrad der

Erkrankung nachgewiesen werden [10, 114]. Zudem sind transgene Mäuse, denen ein

funktionelles IL-6-Gen fehlt, resistent gegenüber der Antigen-vermittelten Induktion von RA

[88]. Durch die Therapie von RA-Patienten mit einem IL-6-Rezeptor-blockierenden

Antikörper, wie z.B. Tocilizumab, konnte eine beträchtliche Verbesserung des

Krankheitsbildes erreicht werden [79]. Diese Daten zeigen, dass durch die Blockade der

IL-6-Proteinsekretion die Entstehung von RA eingegrenzt werden kann. Eine vollständige

Heilung der Erkrankung mit den zur Zeit zur Verfügung stehenden Medikamenten ist nicht

möglich, da die Ursachen bis zum heutigen Zeitpunkt weitgehend unverstanden sind.

Die Behandlung erfolgt derzeit durch den Einsatz von Methotrexat (MTX) in Kombination

mit anderen Substanzen aus den Klassen der NSAIDS, der DMARDS, der Glukokortikoide

bzw. den sogenannten “Biologicals”. Bei diesen Therapeutika handelt sich meist um NFB-

Inhibitoren. Die Klasse der “Biologicals” beinhaltet blockierende oder antagonistisch

wirkende (Rezeptor-)Antikörper gegen TNF und das Zytokin IL-1 [92, 93, 110-113].

Allerdings sind diese Therapien nicht bei allen Patienten erfolgreich und verursachen neben

teilweise starken Nebenwirkungen auch hohe Kosten. Deshalb stellen gegen IL-6 bzw. den

IL-6-Rezeptor gerichtete Therapeutika eine Alternative zu den bisherigen Medikamenten dar.
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Eine Reihe der von der Probiodrug AG synthetisierten Vertreter der Substanzklasse der

Heteroarylketone sind in der Lage, die IL-6-Expression in 5 humanen Karzinomzelllinien zu

inhibieren [9]. Ihre Wirksamkeit ist auch in primären Astrozyten der Ratte und der Maus

sowie im akuten Sepsis-Mausmodell validiert worden (unveröffentlichte Daten, Probiodrug

AG). Die Stimulierung der IL-6-Sekretion in diesem Tiermodell erfolgte durch die Zugabe

von LPS. Durch die Injektion des Heteroarylketons PP167 konnte die IL-6-mRNA-

Expression konzentrationsabhängig und organspezifisch, insbesondere in Hippocampus,

Muskel, Leber und Plasma herunterreguliert werden. Als Kontrolle wurde Dexamethason

injiziert. Das Heteroarylketon PP167 war im Vergleich mit der handelsüblichen Dosierung

von Dexamethason ebenso potent bzgl. der Inhibierung der IL-6-Expression

(unveröffentlichte Daten, Probiodrug AG). Die Blockade der IL-6-Sekretion durch

Heteroarylketone in humanen Zellen findet über einen bisher nicht bekannten Wirk-

mechanismus statt. Im Gegensatz zu den monoklonalen anti-IL-6-(Rezeptor)-Antikörpern

sind Heteroarylketone relativ kostengünstig synthetisierbar und stellen bei gleicher bzw.

größerer anti-inflammatorischer Potenz eine marktrelevante Alternative für die Behandlung

von IL-6-assoziierten Erkrankungen dar. Eine Kombination von Heteroarylketonen mit den

bereits verfügbaren Therapeutika wäre ein weiterer vielversprechender Therapieansatz.

Heteroarylketone als Inhibitoren der PEP und der IL-6-Expression

Heteroarylketone wurden ursprünglich als Inhibitoren der Elastase synthetisiert [182]. Später

konnte gezeigt werden, dass bestimmte Heteroarylketone in der Lage sind, die PEP zu

inhibieren [183]. Aufgrund der Kolokalisation der Peptidase mit Tubulin wurde die

Beteiligung von PEP beim intrazellulären Transport von Proteinen und speziell der Sekretion

von Zytokinen und Chemokinen diskutiert. Demzufolge könnten durch die Inhibierung des

PEP-Enzyms auch Transportprozesse von Proteinen beeinflusst werden. In darauf

aufbauenden Untersuchungen wurde tatsächlich nachgewiesen, dass eine Verminderung der

IL-6-Sekretion durch Heteroarylketone stattfindet. Das Ausmaß der Hemmung der IL-6-

Sekretion ist dabei lediglich abhängig von der Wahl der Aminosäure bzw. der Kombination

von zwei Aminosäuren zwischen dem Heteroaryl-Rest und der Schutzgruppe. Zudem wurden

die Substanzen in der Art und Weise verändert, dass der inhibierende Effekt auf die Aktivität

der PEP limitiert werden konnte (Tab. 4.1.). In diesem Fall erfolgte der Austausch der

Aminosäure Prolin, welche für die Aktivitätshemmung der PEP essentiell ist, durch eine

andere Aminosäure, wie zum Beispiel Alanin. Die Hemmung der IL-6-Sekretion blieb davon

unbeeinflusst. In der Tabelle wurde die inhibierende Wirkung der Heteroarylketone auf die

PEP-Aktivität und die IL-6-Sekretion jeweils mit grauem Untergrund dargestellt.
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4.1. Charakterisierung verschiedener Heteroarylketone und deren Effekte bzgl. der Inhibierung der
PEP-Aktivität und der IL-6-Sekretion (Z = Schutzgruppe Benzyloxycarbonyl, BT = Benzothiazol,
Th = Thiazol, Phe = Phenylalanin, Pro = Prolin, Ala = Alanin, Arg = Arginin, Lys = Lysin, Leu =
Leucin).

HAK-
Verbindung Charakterisierung Effekt auf PEP-

Aktivität [Ki-Wert]
verbleibende IL-6 Sekretion

[% bezüglich Kontrolle  SD]
PP121 Z-Phe-Pro-BT 4,6 * 10-9 19,5  5,0
PP168 Z-Phe-Pro-Th 3,8 * 10-11   32,8  13,7
PP167 Z-Ala-Pro-BT    3,8 * 10-11  24,9  6,3
PP192 Z-Arg-Pro-BT   3,2 * 10-9   98,4  19,9
PP197 Z-Lys-Pro-BT   4,1 * 10-9   96,5  21,1
PP253 Z-Ala-BT   4,4 * 10-5  13,1  3,6
PP200 Z-Phe-Leu-BT > 6,6 * 10-5  30,0  8,4
PP271 Z-Ala-Th > 2,3 * 10-6    79,5  13,2
PP199 Z-Phe-Phe-BT > 2,6 * 10-4  182,8  25,4

Als Kontrolle wurde der in der Literatur beschriebene und nicht zur Klasse der

Heteroarylketone gehörende spezifische PEP-Inhibitor Fmoc-Ala-Pyrr-CN verwendet [8,

118]. Durch diesen Inhibitor konnte die Konzentration des sekretierten IL-6-Proteins im

Zellkulturüberstand von MG-U343 Gliomazellen nicht reduziert werden. Ferner blieb die

IL-6-Expression von der siRNA-vermittelten Herunterregulation der PEP unbeeinflusst.

Demzufolge wurde geschlussfolgert, dass die IL-6-Hemmung durch Heteroarylketone

unabhängig von der Aktivität und vom Vorhandensein der Peptidase erfolgt. Trotz dieser

Resultate kann die Beteiligung von PEP am Transport bzw. der Sekretion anderer Proteine

nicht ausgeschlossen werden. Daher ist die Diskussion bezüglich der Beeinflussung solcher

Prozesse durch PEP noch immer relevant und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die IL-6-inhibierenden Vertreter der Substanzklasse der Heteroarylketone müssen neben der

PEP mindestens mit einem weiteren Protein interagieren. Diese Interaktion führt in einer

speziellen Art und Weise zu der Reduzierung der IL-6-Sekretion. Um Heteroarylketone

bezüglich ihres Einsatzes als Therapeutika optimieren zu können, ist die Kenntnis des neuen

Zielproteins notwendig. Dieses sollte in der vorliegenden Arbeit identifiziert werden.

Außerdem war beabsichtigt, den zugrunde liegenden molekularen Mechanismus der IL-6-

hemmenden Wirkung von Heteroarylketonen aufzuklären.

Bei der Entwicklung eines Therapeutikums ist für gewöhnlich das therapeutisch-relevante

Zielprotein bekannt. Aufgrund der Kenntnisse der Proteinstruktur, des aktiven katalytischen

Zentrums und der physiologisch wichtigen Proteindomänen werden bioaktive inhibitorische

Moleküle synthetisiert. Diese erfahren im Verlauf der weiteren Entwicklung im Hinblick auf

ihre pharmakokinetischen Eigenschaften eine Optimierung. In dieser Arbeit musste jedoch
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die umgekehrte chemische Analyse, ein sogenannter reverse chemical approach, angewandt

werden. Dabei ist der einzige Ausgangspunkt für die Entwicklung des Wirkstoffs der

therapeutisch-relevante Effekt. Im Fall der Heteroarylketone ist dies die Hemmung der IL-6-

Expression. Ein gleicher Ansatz wurde auch für die Identifizierung des Zielproteins von

Gamendazole, einem Inhibitor der Spermatogenese, durchgeführt [147]. Wie im Fall der

Heteroarylketone war auch hier der Interaktionspartner nicht bekannt, sondern lediglich der

Effekt des Wirkstoffs. Die Analyse erforderte die Modifikation der Heteroarylketone in der

Art und Weise, dass zum einen die intrazelluläre Lokalisation und die Wiederfindung der

Substanzen möglich wird und zum anderen ein stabiler Komplex aus Heteroarylketon und

dessen Zielprotein entsteht. Gleichzeitig sollte die Ausgangssubstanz lediglich die IL-6-

inhibierende Funktion haben und PEP nicht mehr in seiner Aktivität beeinflussen. Als Basis

für die Synthese der modifizierten Inhibitoren wurde deshalb die Substanz PP200 mit den

Aminosäuren Phenylalanin und Leucin ausgewählt. Dieses Heteroarylketon ist kein Inhibitor

von PEP. Stattdessen findet nur die Hemmung der IL-6-Sekretion durch den Heteroaryl-Rest

statt. Der Ausgangssubstanz wurde eine Biotingruppe hinzugefügt, welche mit Streptavidin

interagieren kann. Um eine stabile Verknüpfung zwischen Zielprotein und Heteroarylketon

zu bewerkstelligen, wurde außerdem eine Azidgruppe angefügt. Bei der Bestrahlung mit UV-

Licht findet die Bildung eines Nitrens statt. Aufgrund des elektrophilen Status dieser

Elektronenmangelverbindung wird eine kovalente Bindung zwischen dem Inhibitor und dem

Zielprotein ausgebildet. Somit kann der Komplex zwischen Heteroarylketon und Zielprotein

mit Hilfe des Biotins intrazellulär lokalisiert sowie in einer Streptavidin-spezifischen

Western-Blot-Analyse detektiert werden. In der Literatur ist die Biotinylierung sowie das

Hinzufügen einer Azidgruppe an bestimmte Wirkstoffe mehrfach beschrieben worden [147,

184-186]. Diese Modifizierungen verursachen häufig einen Wandel der pharmako-

kinetischen Eigenschaften der eingesetzten Verbindungen. In dieser Arbeit wurde gezeigt,

dass der biotinylierte Inhibitor PP301 auch unter Einfügung dieser strukturellen

Veränderungen hemmend auf die IL-6-Expression im angewandten Modellsystem wirkt und

somit bioaktiv ist. Allerdings musste dieser, im Unterschied zu der Ausgangssubstanz PP200,

in einer Konzentration von 40 µM statt 20 µM eingesetzt werden, um eine adäquate

Hemmung der IL-6-Sekretion zu erreichen. Zeitgleich zu dem biotinylierten Inhibitor wurde

eine Negativkontrolle (PP310) synthetisiert. Diese beinhaltete dieselben Aminosäuren sowie

die Biotin- und die Azidgruppe, jedoch nicht den Heteroaryl-Rest. Die Negativkontrolle hatte

keinen Einfluss auf die IL-6-Expression im verwendeten Modellsystem.
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Stimuli der IL-6-Sekretion in humanen MG-U343 Gliomazellen

Alle Heteroarylketone wurden unter bestimmten Bedingungen in einem Modellsystem

validiert. Das Modell soll die pathologischen Prozesse von IL-6-korrelierten Erkrankungen

simulieren. Dabei wurde die humane Gliomazelllinie MG-U343 durch den Einsatz von

insgesamt 18 aus der Literatur bekannten Stimuli der IL-6-Expression zur Sekretion des IL-6-

Proteins angeregt [187, 188]. Lediglich 4 von diesen erhöhten das in den Zellkulturüberstand

sekretierte IL-6-Protein deutlich (> 10-fach). Es handelte sich um die Substanzen PMA,

OSM, STS und Forskolin. Die anderen eingesetzten Stimuli haben im Modellsystem der MG-

U343 Gliomazellen keine bzw. nur eine sehr geringe Wirkung. Möglicherweise fehlen der

verwendeten Zelllinie die Rezeptoren für diese Substanzen oder die an der

Signalweiterleitung beteiligten Proteine. Speziell für MG-U343 Gliomazellen wurde bisher

nur die IL-6-stimulierende Wirkung von OSM beschrieben [189]. Die Erhöhung der IL-6-

Proteinexpression beruht bei den 4 ausgewählten Stimuli auf der Steigerung der

Transkriptionsrate des IL-6-Gens. Es liegen jedoch unterschiedliche IL-6-mRNA-

Expressionsmuster vor, welche auf die Nutzung verschiedener Signalwege zurückzuführen

sind [190-192]. Im Fall von OSM und Forskolin konnte eine biphasische Expression

des IL-6-Gens nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe um Van Wagoner zeigte 2000

übereinstimmend mit dieser Arbeit den biphasischen Verlauf der IL-6-Genexpression in

humanen Astrozyten unter dem Einfluss von OSM [25]. Im Gegensatz dazu konnte bei der

PMA-vermittelten IL-6-mRNA-Expression nur ein Anstieg innerhalb der ersten 6 Stunden

und bei der STS-vermittelten Expression ein kontinuierlicher Anstieg über den gesamten

Zeitraum verzeichnet werden. Heteroarylketone sind in der Lage, neben der autokrinen IL-6-

Sekretion die OSM- sowie die STS-vermittelte Signalkaskade über die Hemmung der IL-6-

mRNA-Neusynthese zu inhibieren. Aufgrund des Wissens über viele der beteiligten Proteine

der OSM-vermittelten IL-6-Sekretion wurde dieses Modellsystem zum Zeitpunkt von

6 Stunden für die Identifizierung der Zielproteine von Heteroarylketonen ausgewählt. Der

ermittelte Zeitpunkt resultiert aus den Ergebnissen von qPCR- und Immunzytochemie-

Untersuchungen. Die Beeinflussung der IL-6-mRNA durch Heteroarylketone findet im

Zeitraum zwischen 3 und 6 Stunden statt. In diesem Zeitfenster war auch die stärkste

Markierung der Zellen durch den biotinylierten Inhibitor zu beobachten. Zudem konnte

nachgewiesen werden, dass die verzögerte Gabe von Heteroarylketonen 6 Stunden nach der

OSM-Stimulation zu einer Hemmung der IL-6-Sekretion führt. Vermutlich findet in dem

genannten Zeitraum ein Umbau der Proteinkomplexe am IL-6-Promotor bzw. in der OSM-
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vermittelten Signalkaskade in der Art und Weise statt, dass Heteroarylketone in diese

eingreifen können.

Intrazelluläre Lokalisation von Heteroarylketonen

Mit Hilfe des Biotins der modifizierten Inhibitoren PP301 und PP310 war es möglich,

Untersuchungen zur intrazellulären Lokalisation durchzuführen. Dabei konnte keine

Markierung der MG-U343 Gliomazellen beobachtet werden, wenn diese mit der Negativ-

kontrolle PP310 behandelt wurden. Die Verwendung des bioaktiven Heteroarylketons PP301

hatte eine Markierung der Zellen zur Folge. Die Färbung der Zellen durch Cy3-konjugiertes

Streptavidin erfolgte dabei in Abhängigkeit der Konzentration des Inhibitors PP301 und der

Inkubationszeit. Wie bereits erwähnt, war zum Zeitpunkt von 6 Stunden die intensivste

Markierung der Zellen durch das Heteroarylketon PP301 zu sehen, während diese nach

24 Stunden deutlich geringer ausgeprägt war. Das Biotin des Inhibitors konnte weder im

Kern noch membranständig detektiert werden. Hauptsächlich war eine zytoplasmatische,

insbesondere eine perinukleäre und vesikuläre Lokalisation zu beobachten. Aufgrund dieser

Ergebnisse ist eine Interaktion mit membranständigen Rezeptoren und mit kernlokalisierten

Transkriptionsfaktoren sehr unwahrscheinlich. Der Inhibitor wird stattdessen, basierend auf

den physiko-chemischen Eigenschaften, in bestimmten Kompartimenten, wie z.B. im cis-

Golgi-Netzwerk, in den Lysosomen und im ER akkumuliert. Bei der Interpretation dieser

Ergebnisse muss jedoch bedacht werden, dass keine Daten zum Metabolismus der

verwendeten Heteroarylketone in MG-U343 Gliomazellen vorliegen. So kann mittels der

Färbung mit Cy3-konjugiertem Streptavidin lediglich das Biotin in der Zelle nachgewiesen

werden. Wenn dieses von dem eigentlichen Wirkstoff des Inhibitors abgespalten wird, liegen

beide Moleküle getrennt voneinander vor und können daher unterschiedlich lokalisiert sein.

Der für die IL-6-Hemmung verantwortliche Heteroaryl-Rest könnte sich demnach in einem

anderem Kompartiment befinden als das abgespaltene Biotin, wobei jedoch nur das Letztere

sichtbar markiert werden kann. Ebenso besteht die Möglichkeit, dass der gebundene Inhibitor

nicht mehr durch das Streptavidin detektiert werden kann, da das Biotin nicht mehr frei

zugänglich ist.

Die oben genannten Lokalisationen des Inhibitors PP301 im ER und in den späten

Endosomen wurden näher untersucht. Die Analyse der Verteilung im ER erfolgte mit Hilfe

des Markerproteins Calnexin. Die Markierung der späten Endosomen fand durch die

Verwendung des Mannose-6-Phospat-Rezeptors (MPR) statt. Generell konnte in beiden

Kompartimenten die Kolokalisation der biotinylierten Substanz PP301 mit den markierten
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Proteinen nachgewiesen werden. Im Fall von PP301 und Calnexin sind die Markierungen

allerdings nicht in allen Bereichen der Zelle identisch. Das markierte Calnexin stellt jedoch

nur eins von mehreren Proteinen des ER dar, d.h. es werden nicht alle Bereiche dieses

Kompartiments markiert. Um eine konkretere Aussage zur Lokalisation des Inhibitors PP301

im ER zu treffen, müssten daher weitere Kolokalisationen mit anderen ER-Proteinen

durchgeführt werden, wie z.B. der Protein-Disulfid-Isomerase und Calreticulin. Im Gegensatz

zur Kolokalisation des Inhibitors mit Calnexin konnte das bioaktive Heteroarylketon PP301

fast vollständig mit dem Markerprotein der späten Endosomen, MPR, kolokalisiert werden.

Dieses gemeinsame Vorkommen deutet auf eine Interaktion von Heteroarylketonen mit

Proteinen des endosomalen Transports hin. Zudem findet im sauren Milieu der Endosomen

der Abbau bzw. der Wiederaufbau von Rezeptoren, wie z.B. des Low-Density-Lipoprotein-

Rezeptors statt [137]. Möglicherweise kann die Bindung von Heteroarylketonen an diese

Rezeptoren nur bei einer nicht membranständigen Lokalisation realisiert werden, da lediglich

in diesem Fall die Bindungsstelle zugänglich wird. Wenn beispielsweise die Aktivierung von

Proteinen aufgrund einer Ligandenbindung stattfindet, ändert sich deren Konformation und

u. U. auch die Lokalisation. Diese Konformationsänderungen ermöglichen die Bindung von

neuen Proteinen, welche zuvor infolge der für die Bindung ungünstigen Stereometrie nicht

binden konnten. Tritt zudem eine Modifikation der Lokalisierung auf, so befindet sich der

gebundene Wirkstoff vor der Ligandenbindung in anderen Zellkompartimenten als danach.

Würde keine Lokalisationsänderung, wie z.B die Internalisierung von Rezeptorkomplexen

stattfinden, hätte die Inkubation der Zellen mit dem bioaktiven Heteroarylketon PP301 die

Markierung der Zellmembran zur Folge. Nach Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit

konnte jedoch keine Membranmarkierung beobachtet werden.

Im Fall der kovalenten Verknüpfung der Heteroarylketone mit deren Zielproteinen ist die

beobachtete Verteilung des Inhibitors in mehreren Zellkompartimenten entweder mit der

Multifunktionalität von einem Zielprotein oder mit der Bindung an mehrere unterschiedliche

Proteine zu erklären. Aufgrund der engen Wechselwirkung zwischen ER und Kernmembran

wurde in der nachfolgenden ein- und zweidimensionalen Western-Blot-Analyse, neben dem

Extrakt mit allen löslichen Proteinen der Zelle, sowohl die Kern- als auch die

Zytoplasmafraktion verwendet.

Potentielle Zielproteine von Heteroarylketonen

Bereits in der eindimensionalen Western-Blot-Analyse konnten durch die Behandlung der

Zellen mit dem bioaktiven Inhibitor PP301 sehr viele Biotin-markierte Proteine detektiert

werden. Dagegen war die Anzahl der Banden in der Western-Blot-Analyse des Negativ-
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kontrollextrakts gering. Dementsprechend wurde auch in den Streptavidin-spezifischen

Immunoblots der 2-D-Gelelektrophorese der PP301-behandelten Zellextrakte eine große

Anzahl von markierten Proteinen im Vergleich zur Negativkontrolle identifiziert. In Bezug

auf diese Ergebnisse sind die hier gezeigten Arbeiten mit denen zur Identifikation der

Zielproteine der Wirkstoffe Gamendazole und Indomethacin ähnlich. In diesen

Untersuchungen wurde ebenfalls eine Vielzahl von Proteinen in vivo mit einer biotinylierten

Substanz markiert [147, 186]. Aufgrund der Versuchsbedingungen zur Identifikation der

Zielproteine von Heteroarylketonen war keine vollständige Erfassung aller in Frage

kommenden Proteine möglich. Die Untersuchungen wurden beispielsweise durch die

verwendeten Gele und die Detektionsgrenzen der angewandten Methoden limitiert. Nach der

Zuordnung der Streptavidin-markierten Proteinspots der Immunoblots zu den mittels Silber-

gefärbten Proteinspots der dazugehörigen Gele erfolgte die massenspektroskopische Analyse.

Bei einigen der Streptavidin-markierten Proteine war die Zuordnung zu einem Proteinspot im

Silbergel nicht möglich. Diese Proteine lagen vermutlich in einer zu geringen Konzentration

vor und konnten deshalb nicht mittels der verwendeten Färbung detektiert werden. Die

Detektionsgrenze von silbergefärbten Gelen liegt bei etwa 0,5 ng (Herstellerangabe, Pierce).

Der Streptavidin-konjugierte Antikörper weist jedoch eine höhere Empfindlichkeit auf, so

dass auch markierte Proteine im Immunoblot sichtbar gemacht werden konnten, welche auf

dem Silbergel nicht detektiert wurden. Außerdem fand aufgrund der verwendeten Gele nur

die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht zwischen

10 kDa und 150 kDa statt. Alle Proteine, die ein höheres oder geringeres Molekulargewicht

hatten, wurden nicht erfasst. Bei einigen der Proteinspots des Silbergels erfolgte massen-

spektroskopisch keine Identifizierung. Insgesamt wurden 32 Proteine aus dem Zytoplasma-

und dem Kernextrakt sowie dem Extrakt aller löslichen Proteine von PP301- und PP310-

behandelten MG-U343 Gliomazellen identifiziert. Dabei erfolgte in keinem Fall dieser

Analysen der Nachweis eines biotinylierten Proteinfragments. Fünf der in der Negativ-

kontrolle gefundenen Proteine konnten auch in den Proben nachgewiesen werden, welche mit

dem biotinylierten bioaktiven Inhibitor PP301 behandelt wurden. Diese entweder endogen

biotinylierten oder unspezifisch markierten Proteine können aus diesem Grund als spezifische

Interaktionspartner von Heteroarylketonen ausgeschlossen werden. Zu den 27 Proteinen,

welche nur in den PP301-behandelten Zellextrakten vorhanden waren, wurde eine

Literaturrecherche bezüglich der Eigenschaften durchgeführt, welche auf die Involvierung in

der OSM-vermittelten IL-6-Expression hinweisen. Auf dieser Grundlage wurden 3

Kandidaten ausgewählt. Dabei handelt es sich um das Valosin containing protein 1 (VCP1),
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Filamin A (FLNA) und den eukaryotischen Elongationsfaktor 1A1 (eEF1A1). Das VCP1-

Protein, auch p97 genannt, gehört zur AAA-Superfamilie (ATPases associated with various

cellular activities). Es ist beteiligt am Ubiquitin/Proteasom-vermitteltem Abbau von

Proteinen, beim Vesikeltransport und deren Fusion, bei der Assemblierung von Peroxisomen,

in der Regulation des Zellzyklus und beim ER-assoziierten Abbau (ERAD) von Proteinen.

Zudem ist VCP1 als Interaktionspartner der Akt-Kinase sowie durch die Beteiligung am

Abbau des Inhibitors der NFB-Transkriptionsfaktoren (IB in intrazellulären Signal-

kaskaden involviert [155-160]. Diese Transkriptionsfaktoren sind u.a. wichtig für die

Regulation des Zellwachstums, der Zellproliferation, der Zellapoptose sowie der

Immunantwort und werden speziell in der OSM-vermittelten Signalkaskade aktiviert. NFB

ist ein wichtiger Regulator der IL-6-Genexpression. Seine Bedeutung für die Aktivierung des

IL-6-Gens und anderer Proteine wird u.a. durch die Verwendung von NFB-Inhibitoren als

Therapeutika für die Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen deutlich. Das Protein

FLNA wurde als aktinbindendes Protein identifiziert, welches für die Bindung des Aktins an

Membranglykoproteine verantwortlich ist. FLNA ist involviert in der Ausbildung und der

Regulation des Zytoskeletts und damit wichtig für die Zellmigration und die Zellform. Von

dem 280 kDa großen Protein wird durch limitierte Proteolyse am C-Terminus ein 90 kDa

Fragment abgespalten, welches an Integrine, membrangebundene Rezeptoren und sekundäre

Botenstoffe binden und in den Zellkern translozieren kann [149, 150, 193].

Der Elongationsfaktor 1A1 ist ein Bestandteil des Proteinbiosynthese-Komplexes und

gewährleistet eine hohe Effektivität und Genauigkeit bei der Translation von Proteinen in

Eukaryoten. Das eEF1A1-Protein wurde als GTP-bindendes Protein identifiziert und ist

verantwortlich für den Transport sowie die Bindung von Aminoacyl-tRNA an die A-Position

des Ribosomenkomplexes [143, 194]. Als Teil des Proteinbiosynthese-Apparats und der

Fähigkeit, Aktinfilamente zu bündeln und damit in die Anordnung des Zytoskeletts

einzugreifen [142, 145, 148], stellt das eEF1A1-Protein eine wichtige Verknüpfung zwischen

der Translation und dem Transport von Proteinen dar. Zudem wurde nachgewiesen, dass

eEF1A1 mit wichtigen Signalproteinen über die Bindung an SH2-Domänen interagieren kann

[141, 147]. Unter anderem findet über eine Interaktion mit den SH2-Domänen der SHP2-

Phosphatase die Regulation des Ras/Raf/Erk-Signalswegs statt [146]. Diese Kinasen werden

durch die Inkubation der Zellen mit OSM stimuliert und beeinflussen nachfolgend die

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B p65 oder Stat3 [15, 173]. Außerdem konnte

die Wechselwirkung mit der PKC-Kinase gezeigt werden, welche ebenfalls bei der Bindung

von OSM an den Rezeptorkomplex gp130/OSMR rekrutiert wird [144]. Mit diesem
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Hintergrund steigt die Wahrscheinlichkeit der Involvierung des eEF1A1-Proteins in der

OSM-vermittelten Signalkaskade. Außerdem wurde es in den Analysen der vorliegenden

Arbeit in der Kern- und der Zytoplasmafraktion, sowie in der Fraktion mit allen löslichen

zellulären Proteinen identifiziert. Dies könnte jedoch auch auf die Häufigkeit dieses Proteins

zurückzuführen sein, welches 1 - 2 % des Gesamtproteins einer Zelle darstellt [161]. Die 3

putativen Kandidaten wurden mittels einer Streptavidin-spezifischen Immunpräzipitation

bezüglich der in vivo Biotinylierung überprüft.

Die Ergebnisse der Analysen zeigten, dass ausschließlich eEF1A1 in der PP301-behandelten

Probe biotinyliert war, während dies für FLNA und VCP1 ausgeschlossen werden konnte.

Zudem wurde die Bindung von eEF1A1 an das biotinylierte Heteroarylketon durch die

Anwendung der Methode der Oberflächenplasmonenresonanz eindeutig bestätigt. Im

Gegensatz dazu erfolgte keine Bindung von VCP1 und FLNA an das biotinylierte

Heteroarylketon PP301 (Daten nicht gezeigt). Schlussfolgernd aus diesen Ergebnissen wurde

der Elongationsfaktor mit Hilfe dieser Methoden als potentieller Interaktionspartner von

Heteroarylketonen validiert. Die Proteine VCP1 und FLNA wurden dagegen verworfen.

Beide Proteine sind mit einem hohen Anteil in der Zelle vertreten. Es ist möglich, dass die

jeweils signalgebenden Proteine des Streptavidin-spezifischen Immunoblots gleiche

Eigenschaften bezüglich des isoelektrischen Punkts und des Molekulargewichts wie VCP1

bzw. FLNA aufwiesen. Damit wären sowohl die detektierten Proteine VCP1 und FLNA als

auch die, durch den biotinylierten Inhibitor PP301-spezifisch markierten, Proteine im Gel

ähnlich lokalisiert. Aufgrund der geringen Konzentration der signalgebenden Proteine und

den gleichzeitig hohen Konzentrationen von VCP1 und FLNA konnten nur die

letztgenannten Proteine im entsprechenden Silbergel identifiziert werden. Möglich ist auch,

dass die signalgebenden Proteine in geringem Abstand zu den identifizierten Proteinen VCP1

bzw. FLNA lagen, sodass eine Verschiebung zwischen Protein und Signal stattfand und keine

korrekte Zuordnung erfolgte. Daher wurden nur VCP1 und FLNA nachgewiesen und nicht

das eigentliche biotinylierte Protein. Im Gegensatz dazu konnte der Elongationsfaktor mit

einem spezifisch gegen eEF1A1-gerichteten Antikörper nachgewiesen werden. Demnach

bindet dieses Protein mit großer Wahrscheinlichkeit an Heteroarylketone. Ein weiterer

Hinweis für die Wechselwirkung zwischen eEF1A1 und dem biotinylierten Inhibitor PP301

ist die teilweise parallele intrazelluläre Lokalisation und die modifizierte Markierung der

Zellen durch den biotinylierten Inhibitor bei der siRNA-vermittelten Herunterregulation des

eEF1A1-Proteins. In der Zelle liegt der Elongationsfaktor u.a. perinukleär im Zytoplasma

vor. Diese Markierungen sind vergleichbar mit denen des Heteroarylketons PP301. Die
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zytoplasmatische perinukleäre Lokalisation des eEF1A1-Proteins wurde in der Literatur

bereits beschrieben [195]. Dort konnte das Protein speziell im ER lokalisiert werden, was mit

der Funktion des Elongationsfaktors in der Proteinbiosynthese erklärt werden kann. Eine

Translokation des Proteins in den Nukleus konnte in dieser Arbeit im Gegensatz zu anderen

Untersuchungen nicht gezeigt werden [196]. Ein Grund dafür könnte die Wechselwirkung

von eEF1A1 mit anderen Proteinen sein, durch welche das für die Markierung benötigte

Epitop nicht zugänglich ist. Neben der perinukleären Lokalisation ist das eEF1A1-Protein in

dieser Arbeit zum ersten Mal in den Zellfortsätzen von humanen Gliomazellen nachgewiesen

worden. Diese membranständige Lokalisation des Elongations-faktors ist vermutlich mit der

Bindung an Rezeptorproteine zu erklären. Das eEF1A1-Protein hat eine GTPase-Aktivität

und könnte damit eine ähnliche Funktion wie die Ras-GTPase, welche für die Aktivierung

des Ras/Raf/Erk1-Signalwegs von entscheidender Bedeutung ist, haben. Die Ras-GTPase

wird durch die SHP2-Phosphatase aktiviert. Es ist bekannt, dass das eEF1A1-Protein in der

Lage ist, an die SH2-Domänen der SHP2-Phosphatase zu binden. Diese Lokalisation würde

somit mittels der Bindung an die SHP2-Phosphatase erklärt. Im Fall der Heteroarylketone

konnte keine Membranmarkierung beobachtet werden. Entweder kann der Inhibitor dort nicht

an sein Zielprotein binden oder er ist im gebundenen Zustand nicht detektierbar.

Möglicherweise findet eine Komplexierung mehrerer Proteine statt, durch welche das Biotin

für die Markierung durch das Cy3-konjugierte Streptavidin nicht mehr verfügbar ist. Es

wurde auch beschrieben, dass eEF1A1 durch die Hydrolyse von GTP zu GDP einer der

größten Konformationsänderungen, verglichen mit anderen GTPasen, unterliegt [140, 197].

Die Abspaltung eines Phosphatrestes von GTP und die daraus folgende Änderung der

sterischen Form ist häufig mit einer Modifikation der funktionellen Eigenschaften des

Proteins und damit seiner intrazellulären Lokalisation verbunden. Es ist zu vermuten, dass

der Inhibitor PP301 nur an eine dieser beiden Konformationen von eEF1A1 binden kann und

demzufolge nur die dazu gehörige Lokalisation aufweist. In diesem Fall wäre das GTP-

eEF1A1-Protein in den Zellfortsätzen an bestimmte membranständige Rezeptorproteine

gebunden. Die Bindung des Heteroarylketons PP301 wird jedoch aufgrund der Konformation

des Proteins verhindert. Durch die Katalyse von GTP zu GDP liegt das eEF1A1-Protein in

einer anderen Form vor und ist nicht mehr an der Zellmembran lokalisiert. Aufgrund der

genannten Modifikationen kann der Inhibitor PP301 an das Protein binden. Dies würde die

Lokalisation des biotinylierten Inhibitors in den späten Endosomen erklären. In diesen findet

der Abbau bzw. das Recycling der internalisierten Rezeptor-komplexe statt [137]. Neben der

Bindung des Inhibitors an das eEF1A1-Protein wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
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dass der Elongationsfaktor in die OSM-Signalkaskade involviert ist. Es besteht eine

Korrelation zwischen der siRNA-vermittelten Herunterregulation des eEF1A1-Proteins und

der Senkung der IL-6-mRNA-Expression sowie der IL-6-Sekretion. Somit haben

Heteroarylketone und die Verminderung des eEF1A1-Protein denselben Effekt auf die IL-6-

Genexpression im Modellsystem. Es ist daher wahrscheinlich, dass Heteroarylketone die IL-

6-mRNA-Synthese und in der Konsequenz die Sekretion dieses Zytokins über die Bindung

an das eEF1A1-Protein beeinflussen.

eEF1A1 in der OSM-vermittelten IL-6-Expression

Aufgrund der oben dargestellten Zusammenhänge muss der Elongationsfaktor auf eine

bestimmte Art und Weise mit einem oder mehreren Mitgliedern der OSM-Signalkaskade

interagieren. Die Möglichkeiten der Beeinflussung des Signalwegs ergeben sich aus den

bekannten Interaktionspartnern des eEF1A1-Proteins. Es wurde beschrieben, dass eEF1A1

mit der PKC-Kinase interagiert, sowie über phosphorylierte Tyrosine in Kontakt mit SH2-

Domänen, wie z.B. in der SHP2-Phosphatase, treten kann [15, 144, 146, 167, 198, 199]. Die

beiden genannten Enzyme sind direkt in die OSM-Signalkaskade involviert [200]. Die OSM-

vermittelte Rekrutierung der SHP2-Phosphatase an das gp130-Protein führt zur Aktivierung

des Ras/Raf/Erk-Signalwegs [60, 163, 201]. Als Konsequenz der Interaktion von Hetero-

arylketonen mit dem Elongationsfaktor käme es zu einer Beeinflussung der Aktivierung der

Erk1/2-Kinase. Der Elongationsfaktor könnte außerdem an den für die IL-6-Sekretion sehr

wichtigen Transkriptionsfaktor Stat3 binden, da dieser ebenfalls SH2-Domänen aufweist. Mit

Hilfe der siRNA-vermittelten Herunterregulation von Proteinen wurde nachgewiesen, dass

die PKC-Kinase, die Erk1-Kinase und der Transkriptionsfaktor Stat3 große Bedeutung als

Positivregulatoren der OSM-vermittelten IL-6-Expression im verwendeten Zellkulturmodell

besitzen. Im Gegensatz dazu wurde die IL-6-Sekretion nicht durch die Erk2-Kinase

beeinflusst.

Heteroarylketone sind in der Lage, die OSM-vermittelte Phosphorylierung an der Amino-

säure Serin 727 des Stat3-Proteins zu inhibieren. Diese Reduktion der Phosphorylierung

konnte ebenso durch die siRNA-vermittelte Herunterregulation des eEF1A1-Proteins erreicht

werden. Dagegen findet keine Beeinflussung der Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure

Tyrosin 705 statt. Die genannten beschriebenen Phosphorylierungen des Stat3-Proteins sind

in unterschiedlichen Prozessen bedeutsam. Während die Aktivierung der Aminosäure

Tyrosin 705 die Dimerisierung sowie die nachfolgende Translokation von Stat3-

Homodimeren und Stat1/Stat3-Heterodimeren in den Zellkern zur Folge hat, ist die
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Phosphorylierung des Serin 727 wichtig für die Verstärkung der transkriptionellen Aktivität

von Promotoren mit einer Stat3-Konsensussequenz [134, 162-164]. Schlussfolgernd aus den

Ergebnissen dieser Arbeit spielt die PKC-Kinase keine Rolle für die Phosphorylierung des

Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727. Demgegenüber hat die Erk1-Kinase einen

großen Einfluss auf diese Phosphorylierung. Es wurde jedoch auch belegt, dass weder

Heteroarylketone noch deren Interaktionspartner eEF1A1 die OSM-vermittelte Aktivierung

der Erk1/2-Kinase über die Phosphorylierung an den Aminosäuren Threonin 202 und Tyrosin

204 modifizieren können und damit nicht der Ras/Raf/Erk1-Signalweg bzw. die Rekrutierung

der SHP2-Phosphatase an den Rezeptorkomplex beeinflusst wird. Aufgrund der vorliegenden

Daten muss die Erk1-vermittelte Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure

Serin 727 durch Heteroarylketone beeinflusst werden. Möglicherweise ist der

Elongationsfaktor für die Rekrutierung der Erk1-Kinase an das Stat3-Protein notwendig.

Mittels Immunzytochemie konnte nachgewiesen werden, dass das eEF1A1-Protein und der

Transkriptionsfaktor Stat3 kolokalisiert in den Zellfortsätzen vorliegen. Auch die PKC-

Kinase wurde dort detektiert. Durch die Anwendung von Immunpräzipitationen wurden die

Komplexbildungen von eEF1A1 und Stat3 sowie von eEF1A1 und PKC nachgewiesen.

Demzufolge interagieren die genannten Proteine intrazellulär miteinander. Diese

Interaktionen werden durch die Inkubation der Zellen mit Heteroarylketonen derartig

beeinflusst, dass die Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727 nur

noch in reduziertem Maße stattfindet. Durch die Herunterregulation des Erk1-Proteins um

92 % wird die Phosphorylierung des Stat3-Proteins lediglich um 60 % vermindert. Daher ist

es sehr wahrscheinlich, dass diese Phosphorylierung nicht ausschließlich von der Erk1-

Kinase abhängt, sondern auch andere Kinasen beteiligt sind. In der Literatur sind eine Reihe

von Kinasen beschrieben, welche in die Phosphorylierung von Stat3 an der Aminosäure

Serin 727 involviert sein können. Dazu gehören neben der Erk1/2- und der PKC-Kinase

unter anderem die p38/MAPK-, die c-Jun-, die MAPK/Erk-Kinase-Kinase 1 (MEKK1) sowie

die Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II [202-208]. Diese Kinasen werden jeweils durch

unterschiedliche Stimuli aktiviert. Die Untersuchungen zur Beeinflussung weiterer Kinasen

durch einen Vertreter der Heteroarylketone, welcher über keine PEP-inhibierende Wirkung

verfügt, wurde im Rahmen dieser Arbeit in Auftrag gegeben (Cerep, Frankreich). Dabei

erfolgte jeweils die Messung der Änderung des Umsatzes eines bekannten Substrats der

Kinase nach der Inkubation dieser mit dem Inhibitor. Die Ergebnisse zeigen, dass die

Aktivität der ausgewählten Kinasen nicht durch Heteroarylketone beeinträchtigt wird

(Tab. 4.2.).
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4.2. Beeinflussung der Aktivität ausgewählter Kinasen durch das Heteroarylketon PP167.

Kinase Referenz bzgl.
des Substrats

Relative Kinase Aktivität  SD
[% bzgl. Kontrolle]

Akt 1/PKB [209] 103,6  4,2
Erk1 [210] 106,2  4,5

Erk2 [211] 92,1  0,0

IKK [212] 102,7  2,8

JNK1 [213] 100,9  1,8

Lck-Kinase [214] 98,6  11,2
Lyn-Kinase [215] 84,5  5,7

p38-Kinase [216] 95,8  15,2
PDK1 [217] 106,8  0,1

PKA [218] 93,6  2,0

PKC [219] 97,7  1,3

PKC [219] 107,9  2,0
Src-Kinase [215] 121,8  2,8

Wie bereits erwähnt, hat die PKC-Kinase in dem verwendeten Modellsystem keinen

Einfluss auf die Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727. Jedoch

hat sie gleichartig wie die Erk1-Kinase eine große Bedeutung für die OSM-vermittelte IL-6-

Expression. In der Konsequenz heißt das, dass die IL-6-Expression nicht allein von der

Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Stat3 abhängt. Tatsächlich wurde durch die

Behandlung der Zellen mit einer spezifischen siRNA gegen Stat3 die IL-6-mRNA-Synthese

lediglich um 45 % reduziert. Es ist bekannt, dass das Stat3-Protein nicht direkt an den

Promotor des IL-6-Gens binden kann, da dieser keine Stat3-Konsensussequenz enthält.

Dagegen enthält das als Negativregulator beschriebene Socs3-Gen eine Stat3-

Konsensussequenz auf seinem Promotor und ist damit direkt vom Stat3-Protein abhängig.

Diese unterschiedlichen Abhängigkeiten konnten mit Hilfe der siRNA-vermittelten Stat3-

Herunterregulation gezeigt werden. Dabei wurde die Expression des Socs3-Gens mit 80 %

stärker durch den Einsatz der spezifischen siRNA abgesenkt als die des IL-6-Gens (40 %).

Bisher war das Stat3-Protein durch die Beeinflussung des Socs3-Gens als Negativregulator

der IL-6-Expression beschrieben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen allerdings

die Rolle von Stat3 als Positivregulator auf. Das bedeutet, dass Stat3 in der Lage ist, die

Expression des IL-6-Gens zu verstärken. Die direkte Beeinflussung der IL-6-Expression

findet dabei über die Komplexbildung mit anderen Transkriptionsfaktoren und die Bindung
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dieser Komplexe an den IL-6-Promotor statt. Aus der Literatur ist bekannt, dass Stat3

zusammen mit dem Transkriptionsfaktor p65 die Expression des IL-6-Gens reguliert [220,

221]. In den Untersuchungen dieser Arbeit wurde belegt, dass die Reduzierung der OSM-

vermittelten Komplexbildung der beiden Transkriptionsfaktoren durch Heteroarylketone

vermindert wird. Diese Modifikation der Komplexbildung durch Heteroarylketone ist

vergleichbar mit der Beeinflussung der Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727.

Deshalb wird vermutet, dass die Komplexbildung teilweise von dieser Phosphorylierung

abhängt. Für die Aktivierung des Socs3-Gens wird kein Adapterprotein benötigt, da Stat3

direkt an den Socs3-Promotor binden kann [176]. Mit Hilfe der siRNA-vermittelten

Herunterregulation der Erk1-Kinase konnte gezeigt werden, dass die Beeinflussung der

Phosphorylierung der Aminosäure Serin 727 an Stat3 eine geringe Auswirkung auf die

Expression des Socs3-Proteins hat. In diesem Fall wurde die IL-6-Expression stärker

abgesenkt als die Socs3-Expression. Es wird vermutet, dass die Aktivierung des Socs3-Gens

von der Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Tyrosin 705 abhängt. Diese

Überlegungen werden durch die Ergebnisse der Beeinflussung der Socs3-Expression durch

Heteroarylketone unterstützt, denn es konnte gezeigt werden, dass sowohl IL-6-bioaktive

Heteroarylketone als auch die siRNA-vermittelte Herunterregulation des eEF1A1-Proteins

die IL-6-Expression stärker hemmen als die des Socs3-Proteins.

Die Entwicklung eines Therapeutikums, welches mit einem der wichtigsten Proteine der

Proteinbiosynthesemaschinerie interagiert, ist kritisch zu diskutieren. Der Elongationsfaktor

ist verantwortlich für den Transport sowie die Bindung von Aminoacyl-tRNA an die

A-Position des Ribosomenkomplexes [143, 194]. Er ist ubiquitär im Organismus verbreitet

und stellt mit einem Anteil von 1 - 2 % des Gesamtproteins einer Zelle eines der häufigsten

Proteine dar [161]. Außer der bekannten Funktion des Elongationsfaktors in der

Proteinbiosynthese sind eine Reihe anderer Funktionen bekannt (Tab. 4.3.).

Aufgrund der Multifunktionalität dieses Proteins sollte untersucht werden, ob

möglicherweise weitere Funktionen durch Heteroarylketone modifiziert werden. Daher ist ein

Vergleich zwischen diesen Inhibitoren und einem bekannten Inhibitor des eEF1A1-Proteins

zweckmäßig. Das als Kinaseinhibitor beschriebene Flavonoid Quercetin ist ein solcher

Inhibitor. Diese Substanz hemmt die Proteinbiosynthesefunktion des Elongationsfaktors

durch eine direkte Blockade der tRNA-Bindungsstelle von eEF1A1 [222]. Dadurch werden

sowohl das Wachstum der Zellen als auch deren Proliferation inhibiert.
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4.3. Funktionen von eEF1A1 in der Zelle.

Zellulärer Prozess Biologische Aktivität funktionelle Relevanz Zitat

Transport tRNA-Bindung Proteinbiosynthese [223]

Aktinzytoskelett Bündelung von Aktinfilamenten Metastasierung
[142, 145,

148]

Transport Kernexport von Proteinen Proteintransport [224]

Mikrotubulinzytoskelett Abbau der Mikrotubuli Apoptose [225-227]

Signaltransduktion
Genexpression von Akt1, NFB

und IL-1
Spermatogenese [147]

Signaltransduktion
Bindung an SH2-

Proteindomänen
Kanzerogenese [141, 146]

Zellzyklus bindet an HIV-1 Gag RNA-Replikation [228]

Signaltransduktion Interaktionspartner von Akt2 Kanzerogenese [229]

Proteinbiosynthese
Interaktionspartner des Testis-
specific protein Y-encoded
(TSPY)

Kanzerogenese/Verstärkung
der Proteinbiosynthese

[230]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde belegt, dass Quercetin im verwendeten Zellkulturmodell

nicht die gleichen Eigenschaften wie HAK-Inhibitoren bezüglich der Hemmung der IL-6-

Sekretion besitzt (unveröffentlichte Daten, Probiodrug AG). Zudem hatten weder IL-6-

bioaktive noch IL-6-unwirksame Heteroarylketone eine signifikante Auswirkung auf die

Zellproliferation. Demgegenüber wurde die Gesamtmenge der Proteine der behandelten

Zellen gegenüber den Kontrollen durch die siRNA-vermittelte Herunterregulation der

eEF1A1-Expression stark vermindert, was auf die Rolle des Elongationsfaktor in der

Proteinbiosynthese zurückzuführen ist. Aufgrund dieser Daten ist eine Blockade der tRNA-

Bindungstelle durch HAK-Inhibitoren unwahrscheinlich. Ähnliche Ergebnisse wurden auch

mit dem Wirkstoff Gamendazole, einem Inhibitor der Spermatogenese, erzielt. Diese

Substanz interagiert ebenfalls wie Heteroarylketone direkt mit dem Elongationsfaktor 1A1.

Sie beeinflusst jedoch nicht dessen Funktion in der Proteinbiosynthese [147]. Der

Wirkmechanismus von Gamendazole ist ebenso wie der der Heteroarylketone noch nicht

vollständig aufgeklärt. Deshalb sind weitere zellbiologische, biochemische und

molekularbiologische Untersuchungen notwendig. Außer dem bereits erwähnten Wirkstoff

Gamendazole sind bisher keine weiteren Substanzen bekannt, welche ebenfalls mit eEF1A1

wechselwirken und dabei bestimmte, außerhalb der Proteinbiosynthese wirkende, eEF1A1-

abhängige physiologische Prozesse blockieren.



Diskussion

106

Hypothese des molekularen Wirkmechanismus von Heteroarylketonen bezüglich der

Hemmung der IL-6-Expression

Aufgrund der OSM-Stimulation werden verschiedene intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert.

Als Auslöser der zu differenzierenden Signalwege dient jeweils die Bindung von OSM an

den gp130/OSMR-Rezeptorkomplex.
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4.4. Beeinflussung der IL-6-Genexpression durch Heteroarylketone über die Phosphorylierung des
Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727.

Im Verlauf der Signalkaskaden führt die Aktivierung verschiedener Kinasen u.a. zur

Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der Aminosäure Serin 727. Es wurde belegt, dass

diese Phosphorylierung verstärkend auf die IL-6-Genexpression wirkt. Ebenso wird durch

diese Modifikation des Proteins die Komplexbildung mit dem Transkriptionsfaktor p65

gesteigert. Sowohl die Stat3-Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727, die

Komplexbildung des Stat3-Proteins mit p65 als auch die IL-6-Expression können mittels

Heteroarylketonen verringert werden. In der vorliegenden Arbeit konnte das eEF1A1-Protein

als Bindungspartner der Heteroarylketone identifiziert werden. Die Herunterregulation dieses

Proteins führt zu denselben Konsequenzen wie der Einsatz der Heteroarylketone. Der

Elongationsfaktor weist dieselbe subzelluläre Lokalisation wie die Proteine p65 und Stat3

auf. Alle genannten Proteine konnten in den Zellfortsätzen der MG-U343 Gliomazellen
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detektiert werden. Ebenso wurde die Komplexbildung dieser Proteine mittels

Immunpräzipitationsversuchen validiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass

Heteroarylketone ihre IL-6-senkende Wirkung über die Interaktion mit dem eEF1A1-Protein

vermitteln. Aufgrund dieser Wechselwirkung findet die Hemmung der Stat3-

Phosphorylierung an der Aminosäure Serin 727 statt. Als Ursache dieser Phosphorylierung

ist unter anderem die Erk1-Kinase zu nennen. Allerdings zeigen die Resultate dieser Arbeit

auch, dass weder Heteroarylketone noch die siRNA-vermittelte Herunterregulation von

eEF1A1 einen Einfluss auf die Erk1/2-Kinaseaktivität haben. Somit stellt die Erk1-Kinase

einen wichtigen Faktor für die Phosphorylierung des Stat3-Proteins dar. Sie ist allerdings

nicht der alleinige Auslöser für diese spezielle Modifizierung an dem Transkriptionsfaktor

Stat3. Aus diesem Grund sind weitere Untersuchungen zur Identifizierung der beteiligten

Kinasen und Proteine notwendig.
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5. AUSBLICK

Obwohl ein Teil des molekularen Wirkmechanismus der Heteroarylketone bezüglich ihrer

IL-6-hemmenden Wirkung in der vorliegenden Arbeit aufgeklärt werden konnte, sind zur

detaillierten Untersuchung der relevanten Interaktion zwischen der Substanzklasse der

Heteroarylketone und deren Bindungspartner eEF1A1 weitere Experimente nötig. Zum einen

muss die Wechselwirkung und die Komplexbildung der Proteine eEF1A1 und Stat1, Stat3

und Erk1 sowie von Stat3 und p65 mit geeigneten Methoden näher untersucht werden. Zum

anderen sind Studien zur Promotorbindungsaktivität erforderlich, um eine direkte Bindung

der Transkriptionsfaktoren an die jeweiligen Konsensussequenzen nachzuweisen.

Für die Untersuchungen der Komplexe muss die Röntgenkristallstruktur des Elongations-

faktors in den verschiedenen Konformationen, d.h. unter Bindung von GTP bzw. GDP

bekannt sein. Infolgedessen ist es wichtig, zu analysieren, wie der Transkriptionsfaktor Stat3

an eEF1A1 bindet sowie die Frage zu beantworten, ob diese Bindung mit Hilfe des

phosphorylierten Tyrosins des Elongationsfaktors an die SH2-Domänen von Stat3 stattfindet.

Da in der vorliegenden Arbeit kein absoluter Nachweis erfolgte, ob eine Bindung zwischen

den Proteinen Stat3 und eEF1A1 stattfindet, sollte diese These mittels der Methode der

Oberflächenplasmonenresonanz bestätigt werden. Möglicherweise wird der Elongationsfaktor

durch die Stimulation der MG-U343 Gliomazellen mit OSM modifiziert, was zu einer

differenzierten Kinetik der Bindung zwischen beiden Proteinen führen könnte. Die bisherigen

Daten lassen keinen Schluss auf die Modifikation des Elongationsfaktors eEF1A1 durch die

Einwirkung von OSM zu. Deswegen ist eine ausführliche Analyse zu möglichen

Phosphorylierungen, Glykosylierungen, Acetylierungen oder auch Methylierungen von

eEF1A1 notwendig [140]. Obwohl andere Modifikationen des eEF1A1-Proteins bekannt sind,

wurde ein funktioneller Zusammenhang bisher nur für die Phosphorylierung an der

Aminosäure Threonin 431 von eEF1A1 durch PKC oder die S6-Kinase beschrieben [167].

Weiterhin sollte eine Immunpräzipitation mit Stat3 durchgeführt und in dem Präzipitat das

Erk1-Protein nachgewiesen werden.

Einige Daten aus der Literatur beschreiben, dass auch für Stat1 eine Phosphorylierung an der

Aminosäure Serin 727 möglich ist [215, 231]. In diesem Fall müsste überprüft werden, ob

Heteroarylketone diese Phosphorylierung beeinflussen können und welche Auswirkungen

diese mögliche Modifizierung auf nachfolgende Signaltransduktionsprozesse hat.
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Für die Analysen zur Promotorbindung wären der Electrophoretic Mobility Shift Assay

(EMSA) oder die Chromatin-Immunpräzipitation-(ChIP) Technik zweckmäßig, da mit diesen

Methoden ein direkter Nachweis der Bindung von Stat3 bzw. p65 an den jeweiligen Promotor

und deren Modifizierung durch eEF1A1 erbracht werden kann.

Wenn der Mechanismus aufgeklärt werden konnte, ist zudem die Validierung des

Wirkmechanismus in anderen Zelllinien oder Modellsystemen erforderlich.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen die selektive Wirkung von Heteroarylketonen auf

den Elongationsfaktor, wobei nur eine der bekannten Funktionen dieses multifunktionellen

Proteins beeinflusst wird. Daher sollte fortführend auch die Wirkung von Heteroarylketonen

auf weitere Eigenschaften des eEF1A1-Proteins analysiert werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Identifizierung des Zielproteins von

Heteroarylketonen. Diese Substanzklasse ist in der Lage, die Expression des Zytokins

Interleukin-6 (IL-6) in verschiedenen humanen Karzinomzelllinien zu senken. Die Erhöhung

der Sekretion dieses pro-inflammatorischen Proteins ist im Zusammenhang mit chronisch

inflammatorischen Erkrankungen, wie z.B. RA, beschrieben worden. Daher stellen

Heteroarylketone eine Basis für die Entwicklung eines Therapeutikums zur Behandlung

dieser IL-6-korrelierten Erkrankungen dar, dessen Wirkung auf der Absenkung eines

pathophysiologisch erhöhten IL-6-Spiegels beruht. Bisher war unklar, welches Protein als

Interaktionspartner der Heteroarylketone fungiert. Aufgrund von Untersuchungen zur IL-6-

Sekretion sowie zur IL-6-mRNA-Synthese in MG-U343 Gliomazellen unter dem Einfluss

verschiedener IL-6-Stimuli erfolgte die Auswahl der Oncostatin M (OSM)-vermittelten IL-6-

Expression zum Zeitpunkt von 6 Stunden als Modellsystem. In diesem System wurden

modifizierte, mit Biotin markierte Inhibitoren eingesetzt, welche mit Hilfe einer Azidgruppe

unter Bestrahlung von UV-Licht an putative Interaktionspartner gekoppelt wurden. Die

Auftrennung der Proteine der so behandelten Zellextrakte erfolgte zweifach mittels einer

zweidimensionalen Gelelektrophorese. Während für eines der Gele eine Silberfärbung

stattfand, wurde das andere in einer Streptavidin-spezifischen Western-Blot-Analyse

verwendet. Anschließend erfolgte die Zuordnung der Proteinspots des Silbergels mit denen

des Immunoblots und die Identifizierung der relevanten Proteine mittels nanoLC-ESI-MS/MS

und einem Sequenzvergleich. Zu den 32 identifizierten Proteinen fand eine Literaturrecherche

statt. Auf dieser Basis wurden 3 Proteine aufgrund ihrer Eigenschaften als putative

Interaktionspartner von Heteroarylketonen ausgewählt: der Elongationsfaktor 1A1 (eEF1A1),

das Valosin-containing-Protein 1 (VCP1) und Filamin A (FLNA). Nachfolgend wurden diese

Proteine mit Hilfe einer Streptavidin-spezifischen Immunpräzipitation validiert. Dabei konnte

nur das eEF1A1-Protein in der Western-Blot-Analyse detektiert werden. Eine Reihe von

Experimenten zeigte zudem, dass

 die Bindung von eEF1A1 an das biotinylierte Heteroarylketon stattfindet,

 die Lokalisation des biotinylierten Inhibitors durch die siRNA-vermittelte Hemmung

des eEF1A1-Proteins modifiziert wird und

 die siRNA-vermittelte Herunterregulation des Elongationsfaktors, ebenso wie die

Heteroarylketone, einen hemmenden Einfluss auf die IL-6-Expression hatte.
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Aufgrund dieser Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dass Heteroarylketone in der Lage sind, die

OSM-vermittelte IL-6-Expression über die Interaktion mit dem eEF1A1-Protein zu

inhibieren.

Es konnte die Beteiligung verschiedener Proteine, darunter der Transkriptionsfaktoren Signal

transducer and activator of transcription 3 (Stat3) und p65 und der Kinasen Extracellular

regulated kinase 1 (Erk1) sowie der Proteinkinase C delta (PKC in der OSM-vermittelten

IL-6-Expression bestätigt werden [15, 16, 144]. In der Literatur ist die Wechselwirkung

zwischen dem eEF1A1-Protein und der Proteinkinase PKC sowie den SH2-Domänen der

SHP2-Phosphatase (SHP2) beschrieben worden [146, 167]. Infolge dieser Kenntnisse wurde

auch die Interaktion zwischen dem eEF1A1-Protein und dem Transkriptionsfaktor Stat3

vermutet, da dieser ebenfalls SH-Domänen aufweist.

Die Überprüfung der Hypothese konnte belegen, dass sowohl Heteroarylketone als auch deren

Interaktionspartner eEF1A1 die OSM-induzierte Phosphorylierung des Stat3-Proteins an der

Aminosäure Serin 727 beeinflussen. Ebenso war die Koimmunpräzipitation und die

Kolokalisation von eEF1A1 und Stat3 erfolgreich. Die anschließende Analyse der an der

Phosphorylierung beteiligten Kinasen erbrachte den Beweis, dass die Erk1-Kinase teilweise

für die Phosphorylierung verantwortlich ist und nicht die PKC-Kinase. Zuvor war es

möglich die Beeinflussung der SHP2-vermittelten Erk1-Kinase-Aktivität durch

Heteroarylketone auszuschließen. Deshalb müssen die verwendeten Substanzen über die

Interaktion mit dem eEF1A1-Protein in die Erk1-vermittelte Stat3-Phosphorylierung

eingreifen. Tatsächlich wurde nachgewiesen, dass Heteroarylketone die Komplexbildung

zwischen eEF1A1 und Stat3 vermindern. Auf dem Promotor des IL-6-Gens ist die Bindung

von Stat3 nur indirekt über einen Vermittler, in diesem Fall das p65-Protein, möglich. Eine

Untersuchung zur Komplexbildung der beiden Proteine zeigte, dass diese durch OSM

induziert und im ausgewählten Modellsystem durch Heteroarylketone vermindert wird. Auf

der Basis der unterschiedlichen Abhängigkeit der Promotoren von der Stat3-Phosphorylierung

an der Aminosäure Serin 727 besteht die Möglichkeit, dass Heteroarylketone auf die

Expression von Genen sehr selektiv wirken. Um dies zu überprüfen, wurde die Beeinflussung

des Negativregulators der IL-6-Expression, Socs3, durch Heteroarylketone untersucht. Die

Expression von Socs3 wird durch OSM induziert und auf dem dazugehörigen Promotor ist

eine Stat3-Bindestelle vorhanden. Wie zu erwarten, wurden beide Gene unterschiedlich stark

durch Heteroarylketone und deren Interaktionspartner eEF1A1 beeinflusst. Demzufolge

könnten durch die Verwendung von Heteroarylketonen pathophysiologische Prozesse

hochspezifisch modifiziert werden. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass Heteroarylketone die
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Funktion von eEF1A1 in der Proteinbiosynthesemaschinerie nicht modifizieren. In diesem

Fall wird das Risiko von relevanten Nebenwirkungen erheblich eingeschränkt. Deswegen

könnten Heteroarylketone einen Ausgangspunkt für die Entwicklung neuer Therapeutika zur

Inhibierung der IL-6-Sekretion darstellen, welche über einen neuartigen Wirkmechanismus

bzw. ein neues Zielprotein in die IL-6-Expression eingreifen.

Für die Realisierung dieser Entwicklung ist die Durchführung von Promotor-Analysen (ChIP

und EMSA) und weiteren Experimenten zur Bindung von Stat3 und eEF1A1 (Oberflächen-

plasmonenresonanz) sowie die Validierung der Heteroarylketone in einem spezifischen RA-

Tiermodell bzgl. der Hemmung der IL-6-Expression notwendig. Außerdem ist die Kenntnis

des Bindungsmodus von Heteroarylketonen an das eEF1A1-Protein erforderlich, wofür eine

Röntgenkristallstruktur des Elongationsfaktors obligat wäre.
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