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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das NF-kB-System

Bei der Nuklearfaktor-xB (NF-kB)/Rel-Familie handelt es sich um Transkriptionsfaktoren,
die zentral an der Regulation zahlreicher Gene bei entziindlichen sowie immunologischen
Prozessen beteiligt sind und auflerdem eine wichtige Rolle bei Proliferation, Differenzierung
und Apoptose spielen [10, 11, 32, 62, 93, 206, 207]. Sowohl bei akut als auch bei chronisch
entziindlichen Prozessen, sowie bei malignen Erkrankungen wird eine Dysregulation des NF-
kB-Systems diskutiert [13, 18, 31, 65, 181, 206, 207].

Zwei Untereinheiten bilden als Homo- oder Heterodimer das regulatorische NF-kB-Protein
[11, 14, 127, 166]. Dabei handelt es sich am Héufigsten um einen Komplex aus p50 und p65
(RelA), an deren Stelle auch c-Rel, p52 oder RelB sowie die Vorldauferproteine p105 (p50)
und p100 (p52) treten konnen [10, 11, 14, 70, 127, 166]. Gemeinsam haben diese NF-kB/Rel-
Proteine alle eine C-terminale sogenannte Rel-Homologie-Domine (RHD, ca 300
Aminosduren). Diese besteht aus einem Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv, das die DNA-
Bindung ermoglicht, einer Dimerisierungsdomine und einer Sequenz, die fiir den Transport
der Proteine in den Zellkern (,,nuclear localization sequence®, NLS) verantwordlich ist [127,
143, 166]. Diese NLS wird im Zytosol unstimulierter Zellen durch inhibitorische Proteine,
unter anderem IkBa, B und € maskiert [10, 184, 185, 202]. Uber einen zentralen Abschnitt aus
mindestens sechs Ankyrin-Motiven (,,ankyrin repeat domain“, ARD), der fiir alle
Inhibitorproteine charakteristisch ist, binden diese an die NLS sowie einen C-terminal davon
gelegenen Bereich der RHD und verhindern so die nukeédre Translokation der NF-kB-Proteine
[11, 14, 127, 143]. Bei einigen NF-«B-Untereinheiten wie z.B. p65 trigt aullerdem eine
sogenannte NF-kB/Rel/dorsal (NRD)-Domine in der N-terminalen Region ihrer RHD zur
Interaktion mit den IxB-Proteinen bei [11, 143]. Die Vorlduferproteine p105 (IkBy) und p100
(IkBd) verfiigen neben einer RHD auch iiber eine C-terminale inhibitorische ARD. Die
Existenz dieser beiden strukturellen Motive erklirt die duale Funktion dieser Molekiile als

NF-xB-Proteine einerseits und als Inhibitoren andererseits [11, 127, 166].
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Abbildung 1: Wichtige Regionen der NF-kB/Rel-Familie und deren Inhibitorproteine. Den NF-xB
Dimeren ist eine Rel-Homologie-Domine (RHD) gemein, deren Bestandteile fiir die Dimerisierung,
die DNA-Bindung, die nukleédre Translokation und die IkB-Bindung notwendig ist. Die kB Proteine
haben eine charakteristische Domine (,,ankyrin repeat domain®, ARD), die essentiell fiir die Bindung
an NF-«xB und fiir die Maskierung der nukledren Lokalisationsdomine (NLS) ist. Die
Vorlduferproteine p100 und p105 besitzen eine RHD und eine ARD.
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1.1.1 Aktivierung und Regulation des NF-kB-Systems

Eine gro3e Zahl an Stimuli (insgesamt mehr als 150) kann die NF-kB-Komplexe aktivieren
[11, 14, 140, 166]. Zu diesen gehoren neben proinflammatorischen Zytokinen wie TNF
(Tumornekrosefaktor) oder IL-1 (Interleukin-1) auch Bakterien und bakterielle Proteine (v.a.
Lipopolysaccharid, LPS), Viren und virale Produkte, Wachstumsfaktoren sowie verschiedene
Formen von zelluldrem Stress [11, 14, 70, 166].

Zunichst induzieren diese Stimuli die Phosphorylierung der inhibitorischen IkB-Proteine an
spezifischen Serinresten in ihrem N-Terminus, worauf eine Ubiquitinmarkierung an
spezifischen Lysinresten folgt [10, 70, 184]. AnschlieBend werden die Inhibitorproteine
Proteasom-vermittelt proteolysiert [92, 184]. Da nun die NLS der NF-kB-Transkriptions-
faktoren frei vorliegt, kommt es zur nukledren Translokation des Dimers [11, 70, 92, 184].

Im Nukleus steuert der Transkriptionsfaktor seinerseits die spezifische Expression von iiber
150 Genen [10, 11, 14, 92, 127, 140], indem er im Zellkern an regulatorische kB-Promotor-
und Enhancer-Elemente bindet. Die Gene kodieren unter anderem fiir Zytokine (z.B. TNF,
IL-1, IL-6), Chemokine (z.B. IL-8; MCP-1, ,monocyte chemotactic protein-1°),
Zelladhiasionsmolekiile (z.B. ICAM-1, ,intercellular adhesion molecule-1“; VCAM-1,
,vascular cell adhesion molecule-1%), Wachstumsfaktoren (z.B. G/M-CSF, granulocyte-
macrophage colony stimulating factor*) sowie Akute-Phase-Proteine (z.B. Angiotensinogen,
Serum-Amyloid-A-Precursor) [11, 14, 70, 140]. So induziert NF-«xB die Produktion einiger
seiner eigenen Aktivatoren, wie etwa TNF oder IL-1 [140]. AuBlerdem kontrolliert NF-«xB
auch die Transkription des Inhibitorproteins IkBa, woraus eine strenge Autoregulation des
Systems resultiert [11, 62, 127, 140].

Der sogenannte IkB-Kinase-Komplex (IKK) ist fiir den initialen Schritt der Aktivierung von
NF-kB, die Serinphosphorylierung der IkB-Proteine verantwortlich. Dieser hochmolekulare,
zytosolische Komplex (ca. 300-900 kDa) setzt sich in seiner ,klassischen* Form aus den
kinaseaktiven Molekiilen IKKa (85 kDa) und IKKP (87 kDa) zusammen, die Homo- oder
Heterodimere bilden, sowie dem Adapterprotein IKKy (50 und 52 kDa) [87, 92, 160]. IKKa
und IKKp, deren Primérstruktur sehr dhnlich ist, verfiigen iiber eine N-terminale Kinase-
Domine (KD) sowie eine Leucin-Zipper (LZ)-dhnliche Struktur, die fiir ihre Dimerisierung
notwendig ist. Die Bindung des Adapterproteins IKKy erfolgt iiber ein C-terminales HLH-
Motiv, das zudem die Aktivitidt der KD moduliert [171, 204, 211].

IKKpB scheint laut mehrerer Untersuchungen fiir die Aktivierung wie auch fiir die
anschlieBende Inaktivierung des IKK-Komplexes essentiell zu sein [54, 92]. Uber die

Bedeutung von IKKa ist bisher noch weniger bekannt, doch es soll an spezifischen
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Signalwegen, wie z.B. an der B-Zellreifung sowie der Proliferation, beziehungsweise
Differenzierung insbesondere der Keratinozyten, beteiligt sein [49, 85, 87, 163]. Einigen
Studien zufolge konnte IKKo moglicherweise an IKKPB gebunden von demselben
phosphoryliert werden und damit zur Einleitung der IkB-Degradierung durch den IKK-
Komplex oder zur Erhohung der transkriptionellen Aktivitdt verschiedener NF-kB-Proteine
durch Phosphorylierung beitragen [119, 167]. Das Adapterprotein IKKy wird als
regulatorische Komponente im IKK-Komplex angesehen [61, 92, 156, 160].

Mechanismen, die die transkriptionelle Aktivitdt, beziehungsweise die DNA-
Bindungsfihigkeit von NF-xB auf (pri-)transkriptioneller Ebene modulieren, sind bisher nur
teilweise charakterisiert. Dazu gehort insbesondere die Phosphorylierung der Untereinheiten
(p63, c-Rel, p50) des Dimers [14, 61, 206]. So fiihrt die durch TNF oder IL-1 induzierte
Aktivierung von IKKa und IKKP neben der Degradierung von IkB auch zu einer
Phosphorylierung von p65 an verschiedenen Serinresten [119, 159, 195, 196]. An der
Ubertragung der Phosphatreste sind laut Studien unter anderem die Kinasen PI3K
(Phosphatidylinositol 3'-Kinase) und AKT/PKB (Proteinkinase B) [119, 167] sowie (nach
Stimulation mit TNF) auch CKII (Caseinkinase II) [196] beteiligt. Aulerdem wird p65 unter
Einfluss von TNF von PKAc (,cyclic AMP-dependent protein kinase A*) [219], MSK1
(,,mitogen- and stressactivated kinase 1%) [193] und PKC( (Proteinkinase C () [51]
phosphoryliert, wodurch sich jeweils eine stabile Interaktion von p65 mit dem Koaktivator
CBP (CREB-bindendes Protein)/p300 ausbilden kann, welche die transkriptionelle Aktivitit
von NF-xB moduliert [51, 219]. Neben Histon-Acetylasen wie CBP/p300 [164] konnen durch
die p65-Phosphorylierung aber auch Histon-Deacetylasen als Korepressoren an nukledres NF-
kB rekrutiert werden [8]. Fiir die positive oder negative Regulation der NF-kB-abhéngigen
Genexpression sind diese posttranskriptionellen Modifikationen also von entscheidender
Bedeutung. Variable Kombinationen der einzelnen NF-kB-Untereinheiten, geringe
Unterschiede in den kB-Bindungssequenzen der DNA sowie die Kooperation mit anderen
Transkriptionsfaktoren haben ebenfalls Auswirkungen auf die differentielle Regulierung der

Expression der einzelnen NF-kB-abhidngigen Gene [10, 14, 127, 173, 174, 197, 206].
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Abbildung 2: Die Aktivierung von NF-xB. Durch eine Stimulierung der Zelle kommt es zur
Phosphorylierung und Ubiquitinmarkierung von IkB. Dieser Vorgang ist das Signal zur Proteolyse der
IkB-Proteine. Der nun vom Inhibitor befreite und damit aktivierte NF-kB-Komlex kann nun in den
Zellkern tibertreten, um dort an regulatorische kB-Promoter- und Enhancer-Elemente verschiedener

Zielgene zu binden und so deren Transkription zu beeinflussen.
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1.1.2 Der TNF-Signalweg

Verschiedene Zelltypen und einige Tumore sind in der Lage das Zytokin TNF (TNFa) zu
bilden. Es dient als Mediator bei entziindlichen, immunologischen und malignen Vorgéngen
[15, 19]. TNF ist entscheidend an fundamentalen zelluldren Abldufen wie Proliferation,
Differenzierung und Apoptose beteiligt [19]. Eine Dysregulation der TNF-vermittelten
Signaliibertragung ist bei zahlreichen Erkrankungen wie Sepsis und septischem Schock,
rheumatoider Arthritis, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und bei malignen
Prozessen bedeutend [15, 84].

Durch Stimulation einer Zelle mit TNF wird die Aktivierung der proinflammatorischen
Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 (,activator protein-1%) induziert [18, 19]. Das
Zytokin kann iiber eine Caspase-Kaskade auch apoptoseassoziierte Prozesse fordern [19, 93].
Die Bindung von TNF an zwei unterschiedliche Rezeptoren, TNF-RI (p55) und TNF-RII
(p75), leitet die TNF-induzierten Signalwege ein. Es kommt jeweils zu einer Trimerisierung
der Rezeptoren. Dadurch wird die Anlagerung mehrerer Signalproteine an die
zytoplasmatische Domine der Rezeptoren moglich. Zunichst bindet TRADD (,,TNF-RI-
associated death domain protein“) an TNF-RI und interagiert mit mindestens drei weiteren
Molekiilen: RIP1 (,,receptor-interacting protein 1), FADD (,,Fas-associated death domain
protein®), das iiber Caspase 8 und weitere Caspasen zur TNF-vermittelten Apoptose fiihrt,
sowie TRAF2 (,,TNF-R-associated factor 2%) [19, 149]. Eine Belegung des TNF-RII mit TNF
resultiert in einer direkten Bindung von TRAF2 an den Rezeptor, was seinerseits TRAF1
anlagert [154, 155]. Demnach spielt TRAF2 fiir beide Rezeptoren eine zentrale Rolle in den
friihen Mechanismen der Signaliibertragung, die zu einer Aktivierung des IKK-Komplexes
und der MAP-Kinasen wie JNK oder p38 fiihren und den darauf folgenden Aktivierungen von
NF-xB bzw. AP-1 [19, 92].

Fiir die IKK-Aktivierung durch TNF-RI sind sowohl TRAF2 als auch RIP erforderlich, wobei
TRAF2 den IKK-Komplex rekrutiert wihrend RIP durch eine nicht-enzymatische Interaktion
mit IKKy zur IKK-Aktivierung fiihrt [215]. Weitere Studien weisen auf eine Rolle von
MEKK-3 (,,mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinase-3‘) [208], CDC37 (,.cell
division cycle 37 homolog®), Hsp90 (,,Hitzeschockprotein 90%) [42], Sphingomyelinasen
sowie aPKC (,,atypische Proteinkinase C*) [19, 97] bei der Aktivierung von NF-xB durch
TNF hin.

TNFa kann auch die Apoptose einleiten, wie bereits oben erwéhnt [19]. Die Stimulation
durch TNF fiihrt iiber TRADD und FADD zur Aktivierung von Caspase 8. Im Anschluss
aktiviert die durch TNFa induzierte Caspase 8 das Bid (,,BH3 interacting domain death

10
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agonist“)-Protein oder die Caspase 3, die zahlreiche Proteine spaltet und dadurch den Zelltod

induziert [149].

1.1.3 Der LPS-Aktivierungsweg

Wichtige  Bestandteile der duleren Membran gramnegativer Bakterien sind
Lipopolysaccharide [146]. Auf das Immunsystem wirken sie als Antigene und ihre
Identifizierung  filhrt z.B. in  Monozyten/Makrophagen = zur  Synthese  von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFo und IL-1f [146]. Thre Struktur ermoglicht
auBerdem eine serologische Charakterisierung [146]. LPS besteht aus drei Teilen: 1) Lipid A
(Endotoxin), 2) Kernregion, 3) Polysaccharidketten. Die meisten Lipid A-Molekiile werden in
Konzentrationen im pM-Bereich durch den TLR (,.toll-like receptor) 4 detektiert, der eine
wichtige Rolle im angeborenen Abwehrsystem spielt [146]. Das Akute-Phase-Protein LBP
(,,LPS-binding protein‘‘) erkennt in der Blutbahn das LPS und bildet mit dem Lipid A-Rest (in
Form von frei zirkulierenden oder noch in der Bakterienmembran eingebetteten Molekiilen)
stabile Komplexe [141]. Die Funktion von LBP liegt in der Beschleunigung der Bindung von
LPS an CDI14 [55]. CD14 besitzt weder eine Transmembran- noch eine zytoplasmatische
Domine. Bei der Priasentation von LPS an dem TLR4/MD2 (,,myeloid differentiation protein
2°)-Komplex scheint dieses Molekiil eine wichtige Rolle zu spielen. MD2 wirkt als
extrazelluldres Adapterprotein, bindet LPS und leitet durch die Bindung an extrazellulédre
Leucin-reiche Regionen (,leucine-rich-repeats) von TLR4 die Signaliibertragung ein.
Zusitzlich besitzt das Glykoprotein TLR4 eine zytoplasmatische Doméne, die so genannte
Toll/IL-1R (TIR)-Doméne. Vier Adaptermolekiile mit TIR-Doméne sind bis heute bekannt,
die fiir die TLR4-Signaliibertragung verantwortlich sind: MyD (,,myeloid differentiation
factor) 88, Mal (,,MyD88 adapter-like*) bzw. TIRAP (,,TIR-domain-containing adapter
protein‘‘), TRIF (,,TIR-domain-containing adapter inducing interferon B*) bzw. TICAMI1
(;,TIR-domain-containing adapter molecule 1) und TRAM (,,TRIF-related adapter
molecule) bzw. TIRP (,,TIR-containing protein*) genannt [55].

Mehrere Signalwege wurden bisher identifiziert, die zu einer MyD88-abhidngigen bzw. zu
einer zeitlich verzogerten MyD88-unabhingigen Antwort fithren [141]. Der erste und
schnellere Weg erfolgt iiber eine Homodimerisierung von TLR4, was zur Rekrutierung von
MyD88 fiihrt. Dieses Protein besteht aus einer TIR-Domine, die durch eine kurze Sequenz
mit einer N-terminalen DD (,,death domain*)-Region verbunden ist. Aulerdem ist MyD88 in

der Lage Homo- oder Heterodimere mit anderen TIR-Doméne-Adaptermolekiilen wie Mal
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[141] zu bilden. Die folgende Assoziation von MyD88 mit Proteinen der IL-1-Rezeptor-
assoziierten Kinasen (IRAK)-Familie erfolgt iiber DD/DD-Interaktionen [55]. Die IRAK-
Proteine sind eine Familie bestehend aus vier Mitgliedern: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-4 und
IRAK-M, denen eine N-terminale DD- und eine zentrale Serin/Threonin-Kinase-Domine
gemein sind [3]. Die Assoziation von IRAK-4 fiihrt somit zu einer ersten Phosphorylierung
von IRAK-1, worauf eine Autophosphorylierung dieses Proteins folgt. AnschlieBend
dissoziieren das hyperphosphorylierte IRAK-1 und das daran gebundene TRAF6 (,,TNF
receptor-associated factor 6*) vom Rezeptorkomplex und assoziieren an der Membran mit
TAB2 (,,TAK1 binding protein 2%), welches seinerseits die MAPK (,,mitogen-activated
protein kinase*)-Kinase TAKI1 (,,transforming growth factor-p-activated kinase 1) aktiviert.
Nun wird IRAK-1, moglicherweise durch einen Ubiquitin-abhiingigen Mechanismus, an der
Membran abgebaut [88, 110, 141]. TAKI, das konstitutiv an das Adapterprotein TAB1
gebunden ist, fungiert dann als Aktivator der NF-xB-, p38- und JNK (c-Jun N-terminal
kinase)-Signalwege [141]. Jetzt erfolgt die Aktivierung von NF-kB iiber den IKK-Komplex
wie oben beschrieben.

Der MyD88-unabhingige, langsamere Signalweg fiihrt {iber den Rezeptorkomplex
TLR4/TRAM/TRIF. Wihrend TRAM nur ein Verbindungsprotein ist, bindet TRIF an TRAF6
tiber verschiedene N-terminale TRAF6-Bindungsdoménen [141]. Die Weiterfithrung des
Signals verldauft nun wie im MyD88-abhingigen Weg iiber den IKK-Komplex bis zur
Aktivierung von NF-«xB.

1.1.4 NF-kB-regulierte Gene und deren Funktion

Die Expression vieler verschiedener Gene wird durch NF-xB reguliert. Dabei handelt es sich
hauptsichlich um Gene, die sowohl an entziindlichen und immunologischen Prozessen (TNF,
IL-1, IL-6) als auch an Vorgingen der Zellproliferation (z.B. G/M-CSF, ,.granulocyte/
macrophage-colony stimulating factor und c-myc) beteiligt sind [14, 61, 184, 206].
AuBerdem spielen die NF-xB-Zielgene eine Rolle bei Chemotaxis (z.B. 1L-8; MCPI,
,monocyte chemotactic protein 1), Adhidsionsvorgingen (z.B. ICAMI, ,intercellular
adhesion molecule 1, VCAMI, ,,vascular cell adhesion molecule 1, ELAM, ,.endothelial-
leucocyte adhesion molecule*) und der Thrombogenese (z.B. Tissue-Faktor) [16, 23, 28, 47,
58, 59, 112, 140, 203]. Auch bei apoptotischen Vorgingen wird NF-kB eine entscheidende
Rolle zugeschrieben. Die antiapoptotische Wirkung von NF-kB beruht dabei einerseits auf

einer Induktion antiapoptotischer Gene (z.B. Mangan-Superoxid-Dismutase, Zinkfinger-
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protein A20, die Bcl-2-Homologen A1/Bfl-1, IAP- und TRAF-verwandte Molekiile) und
andererseits auf einem Antagonismus der Caspase 8-Aktivitit und p53-Funktion [12, 17,

128].

1.1.5 Interaktion von NF-kB mit den C/EBP-Proteinen

Die NF-kB-Proteine agieren bei der Steuerung der Expression verschiedener Gene zusammen
mit einem dichten Netzwerk anderer Transkriptionsfaktoren, wie z.B. C/EBP
(,,CCAAT/enhancer-binding protein®), AP-1, Sp-1 oder Oct-1 [127, 173, 174, 197, 205]. N-
terminal besitzen die Proteine der C/EBP-Familie eine Transaktivierungsdomine und am
homologen C-Terminus charakterisiert sie eine basische DNA-Bindungsdoméne sowie ein
Leucin-Zipper-Motiv, weshalb sie als bZIP-Proteine bezeichnet werden [100, 147, 197].
Mittels der LZ-Struktur konnen die C/EBP-Molekiile Homo- und Heterodimere bilden [101,
147, 197]. Dabei sind sowohl zwischen verschiedenen C/EBP-Proteinen als auch mit
Transkriptionsfaktoren anderer Familien Assoziationen moglich, z.B. mit NF-kB, AP-1,
CREB oder STAT (,,signal transducer and activator of transcription protein‘) [2, 147, 197].
Die C/EBP-Proteine spielen eine wichtige Rolle im Metabolismus und bei der
Differenzierung insbesondere von Adipozyten, Hepatozyten und myelomonozytiren Zellen
[4, 147, 197].

C/EBPB  hemmt die Proliferation von monozytiren Zellen, indem es den
Retinoblastom/E2F/Cyclin E Signalweg angreift. Dadurch ist es nicht direkt fiir die
Morphologie von Makrophagen verantwortlich, aber an deren Differenzierung beteiligt [76].
Im Rahmen von inflammatorischen und immunologischen Prozessen ist C/EBPP (NF-IL6) fiir
die Regulation zahlreicher Gene verantwortlich [147, 197]. Es induziert z.B. die Produktion
von Zytokinen wie IL-1, IL-6, IL-8 oder TNF sowie von Akute-Phase-Proteinen, unter
anderem Serum-Amyloid A, Komplement C3 und CRP (C-reaktives Protein), wihrend
gleichzeitig die Expression anderer Gene wie Angiotensinogen oder ICAM-1 und einiger
viraler Gene, z.B. HPV (,,human papillomavirus*)-16 oder HPV-18, vermindert wird [2, 20,
99, 147].

Aufgrund seiner unterschiedlichen Funktionen unterliegt C/EBPP einer komplexen und
teilweise noch ungekldarten Regulation. In unstimulierten Zellen maskieren negativ
regulatorische intramolekulare Regionen die N-terminale Transaktivierungsdoméne, sodass
das Protein in transkriptionell inaktiver Form existiert [96, 190]. Zum einen wird C/EBPJ in

vielen Geweben wie vor allem Leber, Intestinaltrakt, Lunge und Fettgewebe konstitutiv
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exprimiert [147, 197], zum anderen konnen proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und
TNF, LPS sowie Glucagon und Dexamethason iiber die Induktion der mRNA die de novo-
Synthese von C/EBPf steigern [4, 68, 126]. Insbesondere posttranskriptionelle Mechanismen
— in erster Linie Phosphorylierungsreaktionen — nehmen jedoch eine Schliisselstellung bei der
Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors ein [2, 147]. Eine Phosphorylierung von C/EBP ist
laut zweier Studien durch eine cAMP-abhingige PKA nach Behandlung von PC12-Zellen mit
Forskolin ebenso wie von Kolorektalkarzinomzellen mit Antioxidantien eine essentielle
Voraussetzung fiir die nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors [43, 129]. In
myelomonozytiren bzw. in transformierten Hepatozyten induzieren LPS und TNF gleichfalls
eine schnelle Umverteilung von C/EBPf in den Zellkern [94, 209]. Aulerdem wurde auch
eine TNF-vermittelte Phosphorylierungsreaktion beschrieben, die in Maushepatozyten den
nukledren Export von C/EBPP fordert [35]. Ferner konnte gezeigt werden, dass eine
Phosphorylierung im Bereich der basischen Region durch PKA oder PKC die DNA-Bindung
des Transkriptionsfaktors bei Durchfithrung von Gelretardierungsassays behindert [120, 187].
Nach Stimulation von Rattenhepatozyten mit EGF (,,epidermal growth factor*) fand eine
weitere Untersuchung mit derselben Methode ebenfalls eine Reduktion der DNA-Bindung
von C/EBPp, wihrend TGFp (,,transforming growth factor f*) diese inhibitorische Wirkung
antagonisieren und die DNA-Bindungsaffinitidt erhohen konnte [148]. SchlieBlich wird die
Maskierung der Transaktivierungsdomidne von ras-abhidngigen MAP-Kinasen durch
Phosphorylierung der inhibitorischen Region aufgehoben und C/EBPB so in seinen
transkriptionel aktiven Zustand iiberfiihrt [134, 190]. Das Transaktivierungspotential wird
ebenso durch eine Phosphorylierung der Aktivierungsdomédne durch PKC nach Stimulation
mit LPS oder proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNF [186] sowie durch
eine Phosphorylierung des Leucin-Zippers durch eine Ca**/Calmodulin-abhingige
Proteinkinase gesteigert [198]. AuBlerdem wurde beschrieben, dass C/EBPB mit dem
Koaktivator CBP/p300 assoziiert [131]. Durch Phosphorylierung kann Insulin diese
Interaktion der Koaktivatoren iiber PKB bzw. PI3K verhindern und so die transkriptionelle
Aktivitit von C/EBPB negativ regulieren [75]. Die Existenz dieser zahlreichen
Regulationsmechanismen erlaubt in Abhingigkeit von Stimulus, Zelltyp und Spezies eine
variierende Modulation der C/EBPB-induzierten Genexpression [147, 190].

C/EBPPB und NF-kB sind an der Regulation von Genen, welche eine wichtige Rolle bei
Entziindung, Immunitit und malignen Prozessen spielen beteiligt. Dabei reguliert C/EBPJ die
NF-«kB-Signalkaskade, indem es das Level von IkB-a reduziert [39].
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1.2 Der FLT3-Rezeptor und AML

1.2.1 Akute myeloische Leukimie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine heterogene Gruppe maligner
himatopoetischer Storungen, die charakterisiert werden durch unkontrollierte Proliferation
klonaler neoplastischer Zellen und Akkumulation von unvollstindig differenzierten Blasten
im Knochenmark, die verschiedene Reifestufen aufweisen und nicht den natiirlichen Zelltod
sterben [52, 124]. AML macht etwa 80% der Leukdmien Erwachsener aus [124]. Abgesehen
von betréachtlichen Fortschritten in der Diagnostik der verschiedenen AML-Subtypen und
leichten Verbesserungen in der Therapie, erzielen die gingigen Chemotherapien nur initial
Remissionen, so dass die meisten Patienten einen Riickfall erleiden und an der Krankheit
sterben [52, 124]. Seit den 70er Jahren pendelt die 5-Jahres Uberlebensrate um die 15-30%
und fiir Patienten, die élter als 60 Jahre sind, fillt die Prognose noch schlechter aus [124].

In den letzten Jahren wurden beachtliche Fortschritte bei der Aufklirung der molekularen
Pathogenese der AML gemacht. Auf der einen Seite blockieren Fusionsproteine aus
Transkriptionsfaktoren wie etwa AMLI/ETO (,eight-twenty-one*, auch genannt MTGS
[115]), PML-RARa (,,promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor o [137]),
CBFB/MYHI11 (,,core binding factor B/myosin heavy chain“ [158]) oder MLL/AF9 die
Differenzierung der Zellen, indem sie ihre Zielgene unterdriicken. Andererseits sind das
unkontrollierte Zellwachstum und die Hochregulierung der fiir das Uberleben der Zelle
zustandigen Gene notwendige Ereignisse fiir die Entstehung einer Leukidmie. Haufig finden
sich in Leukdmien Mutationen in wachstumsregulierenden Genen, wie etwa FLT3 (Fms-like
tyrosine kinase 3), Ras und c-Kit. Mutationen in Signaltransduktionsmolekiilen induzieren
Verdnderungen in der Aktivitit und der Expression von  verschiedenen
Transkriptionsfaktoren, die fiir eine normale Differenzierung des Knochenmarks notwendig

sind [124].

1.2.2 Der FLT3-Rezeptor und Leukimie

Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) (auch bezeichnet als Fotale Leber Kinase 2 [Flk-2] oder
Stammzell Tyrosin Kinase 1 [STK-1]) gehort zur Familie der Klasse III Rezeptortyrosin-
kinasen (RTKIII), welche auch FLT1, FMS, PDGFR (,,platelet-derived growth factor*) und
KIT enthilt. Dabei handelt es sich um membranstindige Rezeptoren mit fiinf

immunglobulindhnlichen extrazellularen Dominen, einer transmembranidren Doméne und
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einer Kinasedoméne, die durch einen sogenannten Kinasespalt mit regulatorischer Funktion
geteilt ist [25, 44, 50, 63, 72, 83, 90].

Das menschliche FLT3-Gen liegt auf dem Chromosom 13 (13q12), besteht aus 24 Exons und
kodiert fiir ein Protein aus 1000 bzw. 993 Aminosduren in Médusen bzw. Menschen. Das
Protein zeigt sich als kriftige 140 kDa und als schwichere 160 kDa Bande, wobei erstere die
unvollstindig glycosylierte, mannosereiche, unreife Form und letzteres das vollstindig N-
glycosylierte, reife Protein ist. Gro3enangaben variieren von 130 bis 143 kDa und von 155 bis
160 kDa [44, 63, 117].

FLT3 wird von friihen hidmatopoetischen Stammzellen, von B-Zell- und
Makrophagenvorldufern exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei ihrer Entwicklung,
Proliferation und Uberleben [77]. AuBerdem findet sich der Rezeptor auch in Plazenta,
Gonaden und Gehirn [44, 45, 63]. Der Ligand des FLT3 (FL) wird membrangebunden auf
Stromazellen des Knochenmarks und in 16slicher Form exprimiert. FLT3 findet sich auch in
hohem Mafle in hdmatologischen Tumoren und in 70 bis 100% der akuten myeloischen
Leukédmien aller FAB-Subtypen (,,French-American-British®, eine Klassifikation zur
zytomorphologischen FEinteilung akuter Leukdmien und myelodysplastischer Syndrome,
benannt nach den Nationalitdten der sie ausarbeitenden Hamatopathologen) [63, 72].

In bis zu einem Drittel aller AML Fille ist der FLT3-Rezeptor mutiert und stellt damit die
hiufigste Mutation iiberhaupt bei AML dar [77]. Es werden vor allem zwei verschiedene
Mutationen beschrieben. Die eine Sorte von Mutationen zeichnet sich durch internal tandem
duplications (FLT3-ITD) im Exon 14 und/oder 15 des Rezeptors aus. Sie tritt in etwa 25% der
Fille auf und fiihrt zur Insertion mehrerer Aminoséurereste in die juxtamembranire Doméne
des Rezeptors. Die andere Sorte von Mutationen sind Punktmutationen, kleine Deletionen
oder Insertionen, in der Aktivierungsschlaufe der Tyrosinkinasedoméne (FLT3-TKD) des
Rezeptors. In etwa 7% der AML Patienten tritt diese Mutation auf [33, 44, 45, 63, 72, 90,
132].

Diese Mutationen fiihren zu einer ligandunabhingigen Aktivierung des Rezeptors, die Zellen
proliferieren und sind strahlensensibel. Transduziert man die FLT3-ITD Mutation auf
retrovirale Weise in Spenderknochenmark bei Transplantationsexperimenten, dann entsteht
ein Myeloproliferatives Syndrom beim Empfinger dieses Knochenmarks [63, 72, 132].
Klinisch bedeutet die FLT3-ITD Mutation fiir den Patienten eine schlechtere Prognose [33,
44,45, 63,72, 83, 90, 132].
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1.2.3 FLT3-WT und seine Signalkaskade

Die meisten Wild-Typ (WT-) FLT3-Rezeptoren werden auf der Zelloberflache als inaktive
Monomere exprimiert. Die Bindung des FL induziert eine Dimerisierung, welche wiederum
zur Autophosphorylierung des Rezeptors und dessen Aktivierung fiihrt. Beim inaktiven
Rezeptor nimmt die juxtamembrane Domine eine gut organisierte [(-Faltblattstruktur an,
welche mit der Kinasedoméne interagiert, die das katalytische Zentrum der Kinase verbirgt,
so dass die inaktive Kinasekonformation stabilisiert ist. Durch die Ligand-induzierte
Dimerisierung und Konformationsinderungen werden zwei entscheidende juxtamembranire
Tyrosinreste phosphoryliert. Diese befinden sich an den Stellen Y589 und Y591. Dies
destabilisiert die Konformation der juxtamembrandren Doméne und erlaubt ihr, sich von dem
aktiven Zentrum der Kinase wegzubewegen, was zu deren Aktivierung fiihrt. Die Aktivierung
des FLT3 Rezeptors durch den FL fiihrt zu schneller Autophosphorylierung und Aktivierung
einer grolen Zahl von Signaliibermittlern [44, 72, 83, 90, 122, 213, 214].

Als Adapterproteine sind bisher SHC, VAV, SHP-2 (,,Src homology domain 2-containing
protein tyrosine phosphatase‘), PLC-y (,,Phospholipase C-y*), GAB1 (GRB-associated binder
1/2), GAB2, GRB2 (,,growth factor receptor bound protein-2*‘), PI3K (,,Phosphoinositol-3-
Kinase*) und GAP (,,GTPase-activating protein*) bekannt. Sie werden durch den Rezeptor
phosphoryliert und dadurch aktiviert. GAB1 und GAB?2 sind Adapterproteine, welche an den
aktivierten FLT3-Rezeptor binden. GAB2 wird vom aktivierten FLT3 an Tyrosinresten
phosphoryliert und assoziiert mit SHP-2 und mit p85. Nicht alle Zelllinien exprimieren
GABI1, doch in GABI1 exprimierenden Zellen findet ebenfalls eine Komplexbildung von
GAB1, SHP-2 und p85 statt. Auch in diesen Zellen wird durch Aktivierung des FLT3 mit FL
GABI tyrosinphosphoryliert. GAB1 und GAB2 binden konstitutiv an GRB2, daher auch der
Name ,,GRB associated binder 1/2* [213].

GAP und VAV sind zwei Adapterproteine, welche ebenfalls vom FL stimulierten FLT3-
Rezeptor an Tyrosin phosphoryliert werden. Es konnte jedoch keine Assoziation mit dem
Rezeptor detektiert werden. Moglicherweise spielen sie etwas spiter in der Signalkaskade des
Rezeptors eine Rolle [50, 157].

PLCy ist ein direktes Substrat des FLT3-Rezeptors. Das Protein assoziiert durch FL
Stimulierung an den FLT3 und wird an Tyrosin phosphoryliert [50].

Die Bindung von GRB2 und SHC an die phosphorylierten Tyrosinreste des aktivierten
Rezeptors fiithrt dazu, dass ein Komplex aus GRB2 und SOS (,,son of sevenless* [123]) zur
Plasmamembran verlagert wird. Dies ermoglicht die Interaktion von RAS mit SOS, worauthin

ein an RAS gebundenes GDP zu GTP phosphoryliert wird. Dadurch ist RAS aktiviert. RAS
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Proteine sind kleine GTPasen, welche wiederum die Serin/Threonin Kinase RAF-1 aktivieren.
Die Aktivierung von RAF-1 fiihrt wiederum durch die Aktivierung weiterer Kinasen zur
Phosphorylierung und Aktivierung und der Transkriptionsfaktoren ERK-1 und ERK-2
(,,extracellular signal-regulated kinases*), die dadurch in den Zellkern transportiert werden
[44, 77].

Das PI3K Enzym ist ein Heterodimer bestehend aus der regulatorischen Untereinheit p85 und
der katalytischen Untereinheit p110. Beziiglich PI3K wurden unterschiedliche Aussagen
publiziert. Die Kinase bindet entweder direkt an FLT3 oder iiber ein Adapterprotein, wie
GAB1/2, GRB2 oder SHP-2. Offensichtlich enthdlt der murine FLT3-Rezeptor in seinem
carboxyterminalen Ende eine Bindungsstelle fiir p85, die regulatorische Untereinheit von
PI3K. Aus diesem Grund kann dieser FLT3-Rezeptor an PI3K direkt assoziieren. Im humanen
FLT3 fehlt diese Bindungsstelle jedoch im carboxyterminalen Ende. Statt dessen besitzt der
menschliche FLT3 eine zweite Kinasedomine. Eine Interaktion zwischen humanem FLT3
und PI3K ist nur iiber vermittelnde Proteine moglich. Als notwendige Adaptoren wurden
SHP-2, GRB2, GABI1/2 und SHIP (,,SH2 domain-containing inositol phosphatase®)
identifiziert. SHIP assoziiert mit SHC an GRB2 und beide werden durch die FL Stimulierung
des Rezeptors an ihren Tyrosinresten phosphoryliert. Aulerdem bedingt die Stimulierung
durch FL eine Assoziation von SHIP mit PI3K [50, 77, 212, 213]. In Zellen, die sich in einer
spiaten Phase der myeloiden Reifung befinden, findet sich auBerdem das Molekiil CBL,
welches durch die Stimulierung mit FL phosphoryliert wird und an PI3K bindet. In frithen B-
Zellen dagegen ist dieses Protein nicht nachweisbar. CBL ist konstitutiv an GRB2 gebunden
[103].

Ist PI3K mittels der Adapterproteine durch den aktiven FLT3-Rezeptor aktiviert worden, so
konvertiert es die Plasmamembranlipide Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate (PIP;) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphaten (PIP3;). Diverse Signalproteine akkumulieren
darauthin am aktivierten PI3K wie zum Beispiel AKT oder PDK1. Der Kontakt von AKT mit
den PIP; an der Plasmamembran fiihrt zur Phosphorylierung von AKT durch PDKI1. Diese
Phosphorylierung stimuliert die katalytische Aktivitit von AKT, was dazu fiihrt, dass eine
Schar weiterer Proteine durch AKT phosphoryliert werden, die Zellwachstum, den Eintritt in
den Zellzyklus und Zelliiberleben bewirken [37].

Neben ERK-1, ERK-2 und den durch AKT aktivierten Transkriptionsfaktoren wird auch ein
STAT durch die Aktivierung von FLT3 mit FL phosphoryliert und in den Zellkern

transportiert. Unter den bekannten STAT Proteinen 1-6 ist es STATS5a, welches an Tyrosin
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phosphoryliert wird, nicht jedoch STATSb. Und im Gegensatz zum herkomlichen JAK/STAT
Signalweg werden durch FL keine JAKSs (,,Januskinasen‘ [86]) phosphoryliert [213].

1.2.4 FLT3-ITD und seine Signalkaskade

Im Gegensatz zum WT-Rezeptor, der von seinem Liganden aktiviert wird, sich anschlieend
autophosphoryliert und seine Adapterproteine aktiviert, ist der mutierte FLT3-Rezeptor
konstitutiv aktiviert. Er bedarf keines Liganden um weitere Signalmolekiile an Tyrosin zu
phosphorylieren und Signalkaskaden anzuschalten. In Zellen, die den FLT3-Rezeptor mit der
ITD Mutation exprimieren, werden die Proteine AKT, ERK und STATS5 in konstitutiv
phosphoryliertem Zustand nachgewiesen [72].

So wie in den FLT3-WT exprimierenden Zellen wird auch in den Zellen des ITD-mutierten
Rezeptors SHC an den FLT3 adaptiert und phosphoryliert. Die Transkriptionsfaktoren
C/EBPa und PU.1 werden in ITD exprimierenden Zellen unterdriickt [44].

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den durch den FLT3-WT-Rezeptor aktivierten
Signalwegen und den durch FLT3-ITD besteht darin, dass nur der FLT3-ITD-Rezeptor
STATS aktiviert, nicht jedoch der WT [83, 170]. Um genau zu sein phosphoryliert der Wild-
Typ FLT3 nur STATS5a, aber nicht STATSb [213]. Die internal tandem duplication im FLT3-
Rezeptor fiihrt dazu, dass die Zellen ligandunabhéngig proliferieren, Kolonien bilden und
gegeniiber strahleninduzierter Apoptose resistent sind. Von den erwihnten Signalkaskaden
werden ERK und AKT schwach aktiviert, wohingegen STATS stark aktiviert wird [132].
Verglichen mit dieser starken Aktivierung von STAT5 wird STAT3 nur schwach durch den
FLT3-ITD aktiviert und der Wild-Typ Rezeptor ist tiberhaupt nicht in der Lage, STAT3 zu
aktivieren [170].

1.2.5 NF-kB-Aktivierung durch FLT3 iiber AKT

AKT kann zum Uberleben der Zelle beitragen, indem es Transkriptionsfaktoren, welche die
Expression von pro- oder antiapoptotischen Genen kontrollieren, phosphoryliert. Entweder
inhibiert AKT Faktoren, welche Gene exprimieren, die den Zelltod vermitteln, oder stimuliert
Faktoren, die Gene exprimieren, die das Uberleben der Zelle induzieren. Einer dieser
Transkriptionsfaktoren, welcher durch AKT hochreguliert werden kann, ist NF-xB. Die
Mitglieder der NF-kB Familie bilden Dimere, iiblicherweise Heterodimere bestehend aus p65

und p50 (siehe Abschnitt 1.1 und 1.1.1). Unter unstimulierten Bedingungen befinden sie sich
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im Zytosol. Dort wird die Funktion der NF-«xB durch seine Assoziation an den hemmenden
Cofaktor IkB, der NF-xB gebunden hilt, reguliert. Wird IkB durch Kinasen phosphoryliert,
welche als IKKs bezeichnet werden, so begiinstigt dies seine Ubiquitinmarkierung und
konsekutiv seinen Abbau mittels Proteasom. Das wiederum ermoglicht NF-xB, in den
Zellkern zu gelangen und dort seine Zielgene hochzuregulieren.

Akt ist in der Lage, IKKa direkt zu phosphorylieren und damit zu aktivieren. Aulerdem wird
angenommen, Akt sei entscheidend am IKK-vermittelten Abbau von IkB beteiligt [48, 124].

1.3 Ozon

1.3.1 Ozon in der Medizin

Ozon wurde in der Vergangenheit fiir mehrere therapeutische Ansitze verwendet, z.B. wurde
versucht, frische = Hautwunden (Ulcera cruris, Fisteln, Abszesse, Gangrin,
Dekubitalgeschwiire), Verbrennungen und Virusinfekte (Herpes simplex, Herpes zoster)
durch Spiilen der Wunden mit ozoniertem Wasser zu desinfizieren und dadurch eine
schnellere Ausheilung zu bewirken. Auch in Form von subkutanen, intramuskuldren und
intraarteriellen Injektionen sowie als rektale Insufflationstherapie (chronisch entziindliche
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa) wurde Ozon angewendet.
Besonders geeignet fiir einen kurativen FEinsatz von Ozon erscheinen jedoch die
Erkrankungen der Zahnmedizin (Karies, Endo- und Parodontopathien) aufgrund ihrer in erster
Linie mikrobiellen Atiologie [80]. Ein weiterer, eher spekulativer therapeutischer Ansatz, ist
die so genannte extrakorporale Ozon-Eigenblutbehandlung, bei der dem Patienten Blut
entnommen wird, welches dann extrakorporal mit exakt vorgegebenen Mengen Ozon
angereichert und reinfundiert wird. Bei der Behandlung arterieller Verschlusskrankheiten und
zur Anregung einer geschwichten Immunabwehr soll dieses Verfahren therapeutischen

Nutzen bringen [27].

1.3.2 Ozon und sein Einfluss auf die NF-kB-Signaliibertragung

Ozon besitzt neben seiner Fahigkeit, Mikroorganismen abzutiten, eine hohe Reaktivitit
gegeniiber verschiedenen Biomolekiillen und nimmt moglicherweise Einfluss auf
immunologische zelluldre Prozesse [106, 199, 200]. Experimente, in denen Ozon in Gasform
appliziert wurde, zeigten, dass Ozon in Zellen des Respirationstrakts bzw. in Leukozyten eine

Modulation des Aktivierungsstatus von Transkriptionsfaktoren wie NF-«B, C/EBP und AP-1
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bewirkt. Dies wurde anhand von Gelretardierungsassays bestimmt. Es wurden Kulturen
menschlicher Nasenepithelzellen mit Ozon behandelt und anschlieBend NF-xB in nukledren
Zellextrakten nachgewiesen [135]. Man verabreichte Ratten Ozon zum inhalieren, um
anschlieend deren Bronchiallavage auf mRNA zu untersuchen [79, 102]. Je nach Bedingung
aktivierte Ozon die Expression von Zytokinen oder Chemokinen wie IL-8 oder MCP1 bzw.
hemmte die Expression von IL-2 [7, 22, 89, 217]. 260 Ozon-sensitive Gene wurden bei einer
Transkriptionsanalyse mit Lungengewebe identifiziert, von denen 80% inhibiert und 20%
induziert wurden [67]. Unter diesen wurden mehrere NF-kB-regulierte Gene sowie einige mit
der Immunantwort in Zusammenhang stehende Gene gefunden. Zum jetzigen Zeitpunkt sind
die Effekte von Ozon auf die NF-kB-assoziierte Signaliibertragung/Transkription nicht weiter
charakterisiert. Auflerdem wurde die Wirkung von Ozon in wissrigem Milieu auf die

genannten transkriptionellen Systeme nicht untersucht.

1.3.3 Ozon als Produkt im Organismus

In letzter Zeit wurde iiberraschenderweise in mehreren Studien ein Vorkommen von Ozon
endogen im menschlichen Organismus postuliert [106, 199-201]. Ozon soll insbesondere an
der korpereigenen Immunabwehr beteiligt sein. In neueren Studien wurden Hinweise dafiir
gefunden, dass Ozon auch in vivo als Teil der Inmunabwehr generiert wird und eine wichtige
Rolle bei der korpereigenen Regulation von Entziindungen spielt [199, 201]. Wiahrend der
Bekampfung von Bakterien wird ein Molekiil gebildet, das exakt die chemischen
Eigenschaften von Ozon aufweist [199, 201]. Offenbar wird dieses Ozon von korpereigenen
Antikorpern gebildet, wenn bakterielle Infektionen durch aktivierte Leukozyten, insbesondere
B-Lymphozyten, bekdmpft werden [199, 201]. Diese Produktion von Ozon als Antwort auf
Inflammation durch Antigen-Antikdrper-Komplexe wurde als ,,antibody-catalyzed water-
oxidation pathway* bezeichnet [199, 201]. Das auf diese Weise gebildete Ozon ist scheinbar
in der Lage, Bakterien abzutoten [199, 201]. Diese Hinweise auf das in vivo-Vorkommen
eines so reaktiven Molekiils wie Ozon und dessen Beteiligung an der korpereigenen
Immunabwehr er6ffnen vollig neue Forschungsansitze, wenn die Vielzahl von potentiellen

Reaktionspartnern von Ozon im menschlichen Gewebe vor Augen gefiihrt wird.
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1.4 Arteriosklerose

1.4.1 Definition, Atiologie und Epidemiologie

Arteriosklerose gehort zu den systemischen, chronisch-entziindlichen Erkrankungen. Sie ruft
herdformige Verdnderungen der mesenchymalen Zellen der inneren GefiaBwand (Intima),
sowie der inneren Schichten der mittleren GefdBwand (Media) hervor und befillt vor allem
groBe und mittelgroBe elastische sowie muskuldre Arterien [153].

Schon im Kindesalter beginnt die Arteriosklerose sich zu entwickeln. Zunichst
asymptomatisch iiber viele Jahre fiihrt sie im mittleren und hohen Alter zu den typischen
Organschiddigungen. Thre Genese ist multifaktoriell bedingt, denn sowohl exogene
Risikofaktoren, als auch genetische Veranlagung liegen ihr zugrunde. Man grenzt
unbeeinflussbare Faktoren (familidre Disposition, Lebensalter, minnliches Geschlecht) von
beeinflussbaren Faktoren, welche widerum in zwei Gruppen unterteilt werden kénnen, ab. Zu
den Risikofaktoren erster Ordnung gehoren Dyslipoproteindmien (hohes Gesamtcholesterin,
hohes LDL-Cholesterin, niedriges HDL-Cholesterin), Bluthochdruck, Diabetes mellitus und
Nikotinabusus. Zu den Risikofaktoren zweiter Ordnung zdhlt man hohes Lipoprotein (a),
Antiphospholipid-Antikorper, Hyperfibrinogendmie, Hyperhomocysteindmie, Bewegungs-
mangel und Adipositas. Bevor eine arteriosklerotische Lision entsteht, kommt es zunichst zu
einer endothelialen Dysfunktion. In diesem Stadium lagern sich Lipide in die GefidBwand ein
und es kommt zum Einwandern von Makrophagen, T-Lymphozyten, sowie zur Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen [23, 67]. Daraus entsteht der sogenannte arteriosklerotische
Plaque. Durch die verminderte Vasorelaxation und die Raumforderung in der GefdBwand
entsteht eine Behinderung des Blutstroms. Hinzu kommen noch prokoagulatorische Prozesse
[59]. Durch Lumeneinengung oder Ruptur des Plaques entstehen Thrombosen. Dies fiihrt
unter lokaler Aktivierung der Blutgerinnung zum kompletten Verschluss des Gefidlles. Daher
ist das Endstadium der Arteriosklerose die Infarzierung des von diesem Gefdll abhingigen
Gewebes [153]. Prinzipiell kann jede Arterie des Organismus von Arteriosklerose befallen
werden. Am héufigsten sind jedoch die GefdBe folgender Organe betroffen: Herz (Angina
pectoris, Herzinfarkt), Gehirn (transitorische ischamische Attacke, Schlaganfall),
Extremititen (periphere arterielle Verschlusskrankheit mit Claudicatio intermittens, Gangrén).
Als Folge von Veridnderungen an Herz und Gehirn ist die Arteriosklerose die hédufiste Ursache
fir Tod und Behinderung in den westlichen Industrielindern [153]. Hierbei stellen die
ischamische Herzerkrankung und der Myokardinfarkt die bedeutsamsten Organschadigungen

dar.
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1.4.2 Die Pathogenese der Arteriosklerose — Schaumzellbildung und modifizierte

Lipoproteine

Die Entwicklung der Arteriosklerose verlduft in mehreren Stadien. Zu Beginn des
arteriosklerotischen Krankheitsprozesses fiihren die oben beschriebenen Risikofaktoren zur
Schiadigung der Endothelzellen. Etliche Aufgaben der Zelle — Aufrechterhaltung des
GefiBtonus, Regulation von Thrombozyten- und Leukozytenadhdsion, Hemmung der
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen — konnen dadurch nicht mehr erfiillt werden
[23, 46, 203]. AuBerdem kommt es zu einer verminderten Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) und der vermehrten Bildung von freien Sauerstoffradikalen. Der
daraus resultierende oxidative Stress ist fiir jedes Stadium der Arteriosklerose
pathophysiologisch von gro3er Bedeutung.

Zunichst entstehen durch die Einlagerung von Lipiden und die Migration von Makrophagen
und glatten Muskelzelln in die arteriosklerotische Lidsion so genannte ,Fatty-Streak-
Lisionen®. Dann wandert oxidiertes LDL (oxLDL) durch das Endothel in die GefiBBwand ein
und fiihrt dort zu einer abnormen Lipidablagerung innerhalb der GefdBwand [175-179]. In der
so entstandenen Neointima proliferieren die GefdBmuskelzellen und akkumulieren die
Makrophagen [23, 153]. In diesem Stadium der Arteriosklerose besteht nur eine geringe
Raumforderung in der GefidBwand und nur selten eine Lumeneinengung.

Eine weitere Besonderheit ist das Auftreten von so genannten Schaumzellen [109]. Wenn
Makrophagen das im Uberschuss vorhandene Fett phagozytieren und so zu Adipozyten-
dhnlichen Zellen degenerieren, entstehen daraus Schaumzellen. Bei dieser Entwicklung spielt
die Modifikation von Lipoproteinen eine wichtige Rolle. Diese Lipoproteine konnen durch
ihre Einlagerung in der Arterienwand enzymatisch oder nicht-enzymatisch modifiziert werden
[66, 179, 210]. Die Oxidation von LDL zu oxLDL fiihrt dabei zu einer verstirkten Bindung
dieses Lipoproteins an die Makrophagen.

Ein arteriosklerotischer Plaque entsteht, wenn weiter Makrophagen und T-Zellen einwandern
und vermehrt glatte GefiBmuskeln proliferieren. Dadurch entsteht eine Raumforderung in der
GefidBwand und der Blutfluss wird beeintrichtigt. Meistens wird der Plaque durch eine fibrose
Kappe und die dariiber liegenden Endothelzellen vom Gefdallumen abgeschirmt. Es kommt
auBerdem zu Kalzifizierungsprozessen, die der Kkalzifizierenden Arteriosklerose
(,,GefdBverkalkung®) ihren Namen gegeben haben [5, 23, 66].

Bei der Arteriosklerose kann es auch zu einer Ruptur eines solchen Plaque kommen. Eine
Ruptur fithrt zum Kontakt der GefaBwand und des Plaqueinhalts mit dem zirkulierenden Blut.

Dadurch kommt es zu einer raschen Aktivierung von Thrombozyten und es entsteht eine
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Thrombose, die das betroffene Gefdl komplett verschlieft und damit zur Infarzierung des

davon abhingignen Gewebes fiihrt.

1.4.3 Die Rolle von NF-kB bei Arteriosklerose

Der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt bei der Regulation zahlreicher zelluldrer Prozesse eine
entscheidende Rolle (siehe Abschnitt 1.1). Viel deutet darauf hin, dass eine Dysregulation des
NF-kB-Systems auch zur Entstehung der Arteriosklerose beitrigt [23, 46, 59]. In
arteriosklerotischen Lisionen kann in situ aktiviertes NF-kB nachgewiesen werden [28, 31].
Dabei handelt es sich um die aktivierte Form des NF-kB, die in Monozyten, Makrophagen
und in glatten Muskelzellen gefunden wurde. In fritheren Entwicklungsstufen der
Arteriosklerose ist aktiviertes NF-kB auch in Endothelzellen nachweisbar. Moglicherweise
spielen mehrere NF-kB-Zielgene bei den Prozessen der Arteriosklerose eine Rolle. In diesen
Vorginge sind Chemokine, Zytokine, Adhésionsmolekiile, Wachstumsfaktoren und
Proteasen, sowie prokoagulatorische und anti-apoptotische Proteine involviert. In der
arteriosklerotischen Lision finden sich viele Modulatoren, die zumindest in vitro das NF-xB-
System in den pathogenetische entscheidenden Zellen beeinflussen konnen. Dazu gehoren IL-
1, TNF, aktivierte Thrombozyten, virale und bakterielle Produkte, Thrombin, oxLDL und
Fibronektin [29, 58, 139, 206]. Diese Induktion von NF-kB-regulierten Genen konnte auf den
Verlauf der beteiligten entziindlichen Prozesse und auf die Entstehung der
arteriosklerotischen Lision Einfluss haben. Durch die Induktion von NF-kB-Zielgenen wird
die Chemotaxis von Lymphozyten und Monozyten gesteigert, deren Transmigration
wiederum durch spezifische NF-kB-regulierte, endotheliale Adhédsionsmolekiile gesteuert
wird. In dieser frithen Phase kommt es auBerdem durch die Aktivierung des NF-kB-Systems
zu einer vermehrten Expression von Wachstumsfaktoren, die die Proliferationsvorginge im
GefidBBendothel fordern. Auch in spiteren Stadien der Arteriosklerose ist NF-kB von
Bedeutung, z.B. bei der Expression von prokoagulatorischen Proteinen oder wiederum bei der
Produktion von Wachstumsfaktoren, aber auch bei der Produktion von Proteasen sowie der
Apoptose [31]. AuBerdem kommt es zu einer gesteigerten Produktion von Tissue-Faktor,

wodurch das Risiko thrombotischer Ereignisse erhoht wird [29].
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1.4.4 Ozon - allgemeine Grundlagen

Ozon ist ein Molekiil, das aus drei Sauerstoffatomen besteht. Sein Oxidationsvermogen ist
beinahe ebenso stark, wie das des atomaren Sauerstoffs und wird nur von wenigen Stoffen
iibertroffen wie F,, Szng', H4XeOg, KrFg [151]. Als Gas ist Ozon blau, in fliissigem Zustand
(Sdp. -110,5°C) violettblau und in festem Zustand (Smp. -192,5°C) schwarz-violett. Seine
Molekiile sind gewinkelt (Bindungswinkel 117°) mit gleichen Abstinden der O-Atome (128
pm) und somit einer delokalisierten n-Bindung [151].

Bei Ozon handelt es sich um eine endotherme Verbindung, die thermodynamisch so instabil
ist, dass es selbst bei -120°C stark explosiv ist. In der Stratosphidre wird Ozon durch UV-
Strahlung gebildet. Die dafiir benotigte Energie entspricht einer Wellenldnge von A<240 nm.
Somit wird Ozon bei A<310 nm wieder abgebaut. Dieses Gleichgewicht fiihrt zur Bildung der
Ozonschicht, einem wichtigen Schutzschild gegen ultraviolette Strahlung. Durch stille
elektrische Entladungen wird Ozon industriell hergestellt [151].

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde Ozon zur Desinfektion von Wasser sowie zur
Konservierung von Lebensmitteln eingesetzt, da es die herausragende Fihigkeit besitzt
Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Parasiten) abzutten [41, 142, 150, 183, 192]. Jiingste
Studien entdeckten Ozon sogar als hoch potentes bakterizides Biomolekiil an der Schnittstelle
zwischen angeborener und erworbener Immunitidt und postulieren eine regulatorische Rolle
bei entziindlichen Prozessen [199, 200]. Bisher ist die therapeutische Bedeutung von Ozon in

der Medizin bzw. Zahnmedizin nur ungeniigend untersucht.

1.4.5 Ozon und Arteriosklerose

In neueren Studien werden Hinweise auf das Vorkommen von Ozon in humanen
arteriosklerotischen Arterien gegeben [106, 199, 200]. In arteriosklerotischem Gewebe, das
mittels Endarteriektomie der Arteria carotis gewonnen wurde, konnten Molekiile
nachgewiesen werden, die nur durch die Ozonierung von Lipiden entstehen. Dies lasst
vermuten, dass Ozon wihrend der Entstehung der arteriosklerotischen Lésion gebildet wird.
AuBerdem konnte eine Zunahme dieser Ozon-spezifischen Produkte festgestellt werden, als
arteriosklerotisches Gewebe aus dem Plaque kultiviert und in vitro aktiviert wurde [200].
Zusitzlich konnte die Produktion von Ozon durch Antikorper bei der korpereigenen
Immunantwort nachgewiesen werden (antibody-catalyzed water-oxidation pathway, siehe
Abschnitt 1.3.4). Interessanterweise finden sich alle Komponenten, die notig sind, diesen

Ozon-produzierenden Abwehrmechanismus zu aktivieren, in arteriosklerotischen Lésionen.
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Die arteriosklerotische Lision zeichnet sich durch die Akkumulation von Lipoproteinen aus
[199-201]. In modifizierter Form tragen diese Lipoproteine zur Entstehung der
Arteriosklerose bei. Daher stellt sich die Frage, wie sich die Ozonierung von Lipoproteinen

auf zelluldre Funktionen auswirkt.

1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Themengebiete bearbeitet. Es sollte untersucht
werden wie NF-kB und C/EBPP vom FLT3-Rezeptor beeinflusst werden und wie Ozon die
Aktivierung von NF-«xB beeintrichtigt.

1.5.1 NF-xB und C/EBPp in FLT3-positiven Zellen

Zunichst wurde getestet, welchen direkten Effekt der FLT3-Rezeptor in 32D-Zellen auf das
NF-kB-System besitzt und wie sich eine Mutation des FL'T3-Rezeptors auf die Aktivitéit des
NF-kB-Systems auswirkt. Weiterhin galt es, unter diesen Bedingungen die Wirkung der
FLT3-Mutation auf Mechanismen der NF-xB-Signaltransduktion zu analysieren. Dazu
wurden die Konzentrationen der NF-«kB Untereinheiten und die der Inhibitorproteine IkBa
und IxBf untersucht.

Ferner sollte untersucht werden, welchen Effekt der FLT3-Rezeptor in 32D-Zellen auf den
Transkriptionsfaktor C/EBPP hat. Zu diesem Zweck wurden dessen Konzentrationen im

Zytosol gemessen.

1.5.2 Ozon und NF-kB

AuBerdem wurde in dieser Studie erarbeitet, welchen Effekt ozoniertes LDL (ozLDL) auf die
NF-kB-vermittelte Signaliibertragung hat. Dies konnte im zeitlichen Verlauf und an
verschiedenen Zellen demonstriert werden. Dazu galt es auch zu untersuchen, ob der
beobachtete Effekt auf eine Wirkung von Nebenprodukten, die bei der Ozonierung von

Lipiden entstehen, zuriickzufiihren ist, oder auf einer toxischen Wirkung beruht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Alle Antikorper stammen (sofern nicht anders angegeben) von Santa Cruz Biotechnology

(Heidelberg, Deutschland). In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Antikorper (Ak)

eingesetzt:

Western Blot:

B-Aktin monoklonaler Maus-Ak gegen N-Terminus (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland)

Cyclin B1 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen Aminoséduren 1-433

NF-kB, p65 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen N-Terminus

NF-«B, p50 monoklonaler Maus-Ak gegen N-Terminus

IxBa polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus

IxBj polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus

C/EBPp polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus

Sekundire Ak: Peroxidase-konjugierter, polyklonaler Ziege-Ak gegen Kaninchen-IgG und
Peroxidase-konjugierter, monoklonaler Ziege-Ak gegen Maus-IgG (Dianova, Hamburg,

Deutschland)

Supershift:

NF-kB, p65 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen N-Terminus
NF-xB, p50 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen NLS-Region
NF-kB, c-Rel polyklonaler Kaninchen-Ak gegen N-Terminus

2.1.2 Reagenzien

Tumornekrosefaktor a (TNF o, rekombinant, human) sowie Lipopolysaccharid (LPS; E. coli
0111:B4) wurden von Sigma-Aldrich bezogen, humanes Low Density Lipoprotein (LDL) von
Biomedical Technologies Inc. (Stoughton, USA). FIt3/FLK-2 Ligand (FL) und Interleukin-3

(IL-3 rekombinant, murin) stammten ebenfalls von Sigma-Aldrich.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fiir den ersten Teil der Experimente wurden murine hamatopoetische 32D-Zellen verwendet.
Die FLT3-WT- und die FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen wurden von Prof. Dr. med J.
Duyster (III. Medizinische Klinik, Klinikum rechts der Isar der Technische Universitit
Miinchen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Von den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe
Duyster wurde eine Linie der 32D-Zellen anhand des viralen Mig-Vektors mit dem FLT3-
WT-Rezeptor transfiziert und eine andere Linie mit dem FLT3-ITD-Rezeptor [72]. Diese
hintereinandergeschalteten Duplikationen in den Exons 14 und/oder 15 der DNA fiihren zur
Insertion mehrerer Aminosiurereste in der juxtamembrandren Domine des Rezeptors. Die
32D-Zellen wurden in RPMI 1640 unter Zusatz von 8,5% FKS, 100 U/ml Penicillin, 100
pug/ml Streptomycin und 15% ,,Walter and Eliza Hall Institute* (WEHI-3B)-Medium
kultiviert. WEHI-3B Medium erhélt man aus 90 - 95% Iscove-Medium (Biochrom, Berlin,
Deutschland) mit 5 - 10% FKS, 2 mM L-Glutamin und 2,5 - 1,5 x 10°M Mercaptoethanol
(beides von Sigma-Aldrich). Die FLT3-WT-positiven 32D-Zellen bendtigten zum Wachstum
2 ng/ml Interleukin-3 (IL-3). Beide Linien wurden bis zu einer Dichte von 1 - 1,5 x 10°
Zellen/ml kultiviert (37°C, 5% CO,) und alle 3 - 4 Tage 1:50 gesplittet. Fiir die Experimente
wurden die Zellen in einer Dichte von 4 - 5 x 10° Zellen pro Schale in 6-Well-Kulturplatten
ausgesat.

Fiir die zweite Serie an Experimenten wurde die Zelllinie THP-1 (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um Zellen einer humanen akuten myeloiden
Leuké@mie. THP-1-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (Biochrom) unter Zugabe von 7,5%
FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bis zu einer Dichte von 0,5-1 x 10°
Zellen/ml kultiviert (37°C, 5% CO,). Die Zellen wurden fiir die Experimente in einer Dichte
von 2 - 3 x 10° Zellen pro Schale in 6-Well-Kulturplatten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)
ausgesat.

Humane Monozyten konnten aus Blut von gesunden Spendern gewonnen werden, indem man
heparinisiertes Vollblut zentrifugierte und den Buffy Coat (Leukozytenfilm) abpipettierte.
Dieser wurde mit Medium verdiinnt, in ein mit Biocoll-Trennlosung (Biochrom) gefiilltes
LeucoSepTM—Rbhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) pipettiert und erneut
zentrifugiert. So entstand eine weille Monozytenschicht zwischen Plasma und Trennlosung.
Anschlieend wurden die Monozyten in RPMI mit 2% FKS gewaschen und mittels
himatologischer Analyse (Sysmex Deutschland, Norderstedt, Deutschland) differenziert. Die
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so gewonnenen Monozyten wurden anschlieBend mit dem ,Monocyte Isolation Kit II*
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) negativ isoliert. Dabei wurden alle Nicht-
Monozyten indirekt magnetisch mittels Biotin-konjugierter Antikorper und Anti-Biotin
MicroBeads gelabeled. Durch die Entfernung der so magnetisch markierten Zellen erhélt man
die gereinigten Monozyten. Fiir diesen Prozess wurde als Puffer immer eiskaltes, steriles PBS
(Biochrom) mit 5% FKS und 2mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (Sigma-Aldrich)
verwendet. Daraufhin wurden die Zellen in 24-Well-Kulturplatten (2,5 x 10%well) in THP-1-
Medium (RPMI, Biochrom; 7,5% FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin; OPI
Media Supplement (Sigma-Aldrich) und nicht-essentielle Aminosduren (Gibco Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), 37°C, 5% CO,) fiir 24 Stunden (adhirente Monozyten) oder 8 Tage
(Makrophagen) ausgesit. Mittels Durchflusszytometrie konnte eine Immunphinotypisierung
der Monozyten anhand der Oberflichenantigene CD45, CD14, HLA-DR, CD3, CD4, CDS8
und CD19 durchgefiihrt werden, welche eine Reinheit von tiber 95% bestitigte.

HUVEC Endothelzellen (Promocell, Heidelberg, Deutschland) wurden in Zellkulturmedium
(,,endothelial cell growth medium®, Promocell) unter Zusatz von 10% FKS, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin sowie 12,3 ml Supplement Mix (Promocell) kultiviert
(37°C, 5% CO,) und alle 2 - 3 Tage nach Ablésen mittels EDTA/Trypsin gesplittet.

2.2.2 Ozonierung von PBS

PBS wurde durch einen Ozongenerator (Ozonosan photonik; Dr. Hinsler GmbH, Iffezheim,
Deutschland) mit gasformigem Ozon der Ausgangskonzentration 75 pg/ml fiir 15 min
behandelt (durchperlt). Eine Behandlung mit ozoniertem Gas dieser Konzentration fiihrt
aufgrund des physikalischen Losungsverhaltens und des Erreichens der Sittigungsgrenze in
deionisiertem Wasser zu einer Konzentration von Ozon in Wasser von 17 pg/ml bei 4°C.

Die Ozonherstellung wurde mit einem Photometer (Ozonosan photonik), das in den
Ozongasprozessor integriert ist, iiberwacht und mit einem weiteren Messgerét bestitigt (GM-
6000-NZL; Anseros, Tiibingen, Deutschland). Um die Ozonierung von PBS zu iiberpriifen,
wurde die entsprechende Ozonkonzentration in Wasser unter identischen Bedingungen

photometrisch gemessen (Palintest; Gateshead, England).
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2.2.3 Ozonierung von Lipoproteinen

Humanes Low Density Lipoprotein (LDL) wurde von Biomedical Tecchnologies Inc.
bezogen. Zur Produktion der LDL-Losung wurden 200 pl humanes LDL
(Proteinkonzentration: 5 mg/ml) mit PBS in einer zuvor mit PBS gewaschenen PD-10-Siule
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) dialysiert, um EDTA zu entfernen. Danach
wurde das LDL in 100 ml PBS gel6st, um eine Endkonzentration von 10 ug/ml zu gewinnen.
Diese Losung wurde mit dem Ozongasprozessor behandelt, um ozoniertes LDL (ozLLDL)
herzustellen. Entsprechend den Anweisungen des Herstellers wurde die LDL-Lésung mit
Ozongas durchperlt. Die Ozonherstellung wurde auch in diesem Fall mit einem Photometer
(vgl. Abschnitt 2.2.2) iiberwacht.

Basierend auf Halbwertszeit-Tests wurde die ozonierte Losung mindestens 1 h unter sterilen
Bedingungen stehen gelassen, sodass das nicht reagierte Ozon entweichen konnte. Die
Reaktion von LDL mit Ozon wurde durch die Bestimmung sog. ,,Thiobarbituric Acid
Reactive Substances” (TBARS) iiberwacht. Diese Methode dient der Bestimmung des
Oxidationsgrads von Lipiden. AuBerdem wurde die durch Ozon induzierte Fragmentierung

von Apolipoprotein B durch Western Blots bestimmt.

2.2.4 Lipidextraktion

Mit einer Losung aus Chloroform und Methanol im Verhiltnis 2:1 (inkl. 0,01%
Butylhydroxytoluol; Sigma-Aldrich) wurden Lipidextrakte aus nativem LDL, oxLDL oder
ozLLDL (je 3 mg) extrahiert, die organischen Fraktionen gesammelt, in Stickstoffatmosphére
vollstindig eingedampft und anschlieend in 300 pl Hexan fiir eine weitere Trennung gelost.
Mit einer Bakerbond spe Extraktionssdule (Baker, Paris, Frankreich) erfolgte die Trennung
des Gesamtlipidextrakts. Zuvor wurde die Sidule mit 5 ml Hexan gewaschen, dann wurden die
Lipide mit jeweils 2 ml von 8 Losungsmittelgemischen mit steigender Polaritidt eluiert.
Fraktion 1 bestand aus 1% Ethylacetat in Hexan, Fraktion 2 aus 5% Ethylacetat in Hexan,
Fraktion 3 aus 15% Ethylacetat in Hexan, Fraktion 4 aus 30% Ethylacetat in Hexan, Fraktion
5 aus 60% Ethylacetat in Hexan, Fraktion 6 aus 100% Ethylacetat, Fraktion 7 aus 30%
Methanol in Dichlormethan und Fraktion 8 aus 100% Methanol. Die Eluate wurden
vollstandig eingedampft und in 300 ul Methanol gelost. Fraktion 1 enthielt Cholesterinester,
Fraktion 3 Triglyceride und freies Cholesterin und Fraktion 7 Phospholipide. Die Lipide

wurden enzymatisch mittels Cholesterol C System (Roche, Penzberg, Deutschland) bestimmt.
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2.2.5 Zellvitalitatstest

Mit Hilfe des sogenannten ,,CellTiter-Glo luminescent cell viability test“ (Promega,
Mannheim, Deutschland) wurde die Vitalitit der Zellen iiberpriift. Die Menge an ATP ldsst
sich als Marker fiir die metabolische Aktivitit in den kultivierten Zellen quantifizieren. Dabei
ist die Menge an ATP direkt proportional zu der Zahl intakter Zellen in der Kultur.

Nachdem die Zellen in Mikrotiterplatten (Nunc) mit den zu testenden Bedingungen
vorbehandelt waren, wurde das CellTiter-Glo-Reagenz zugegeben und 10 min inkubiert. Das
durch das ATP intakter Zellen erzeugte Lumineszenzsignal wurde bei 405 nm photometrisch
gemessen und iiber die erhaltene optische Dichte (OD) die Stoffwechselaktivitit der Zellen

quantitativ ermittelt.

2.2.6 Isolierung zytosolischer und nukleérer Extrakte

Zelluldre und nukledre Proteine wurden nach einem in der Literatur beschriebenen und leicht
modifizierten Verfahren isoliert [118]. THP-1-Zellen (3 x 106) oder 32D-Zellen (5 x 106)
wurden abzentrifugiert (200 x g, 5 min, 4°C) und einmal in PBS gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (2.000 x g, 2 min, 4°C) wurden die Zellpellets in Puffer A (0,1% Nonidet P-
40; 10 mM Hepes, pH 7,9; 10 mM KClI; 1,5 mM MgCl,; 0,5 mM Dithiothreitol (DTT); 300
mM Saccharose; je 0,75 pg/ml Pepstatin, Antipain, Chymostatin, Aprotinin und Leupeptin
sowie 0,5 mM PMSF) gelost und 5 min auf Eis inkubiert. Dies dient dazu, die dufleren
Zellmembranen aufzubrechen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15.800 x g, 30
sec, RT) wurde der Uberstand mit der zytosolischen Fraktion von den noch intakten
Zellkernen abpipettiert und auf Eis gelagert. Eine Kontamination der nukledren Extrakte
durch zytosolische Proteine wurde durch einen Waschschritt der Kerne in Puffer A und eine
erneute Zentrifugation vermieden. Um die Proteinausbeute zu verbessern wurde der
Uberstand anschlieBend abgenommen, mit der zytosolischen Fraktion vereint und bei -80 °C
aufbewahrt. Die im Pellet enthaltenen Zellkerne wurden daraufhin in Puffer B (20 mM Hepes,
pH 7,9; 100 mM KCI; 100 mM NaCl; 20% Glycerin, 0,5 mM DTT; Proteaseinhibitoren wie
in Puffer A) aufgenommen und die Kernmembranen mittels eines Ultraschallhomogenisators
aufgebrochen. Die Membranfragmente wurden durch Zentrifugation (15.800 x g, 30 sec, RT)
abgetrennt. Die so gewonnenen Extrakte wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt.

Bei der Herstellung der Extrakte aus adhidrenten Zellen kam das gleiche Verfahren zum

Einsatz, allerdings mussten diese vor dem ersten Zentrifugationsschritt nach Entfernen des
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Mediums in PBS gewaschen und anschlieBend mit Hilfe von Zellschabern vom Boden der 6-
Well-Kulturplatten abgeldst werden.

Die Proteinkonzentrationen der zytosolischen und nukledren Extrakte wurden mit Hilfe des
Bradford-Assays (Biorad, Miinchen, Deutschland) bestimmt. Als Messgrofle diente hierbei
die Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant Blau G 250 von 465

nm zu 595 nm durch Proteinbindung.

2.2.7 Western Blot-Analyse

Die Anwesenheit bestimmter Proteine in zytosolischen und nukledren Extrakten wurden
mittels Western Blot untersucht. Nach Zugabe von SDS-Probenpuffer (20,8 mM Tris-HCI,
pH 7.5; 1,27% SDS; 4% Glycerin; 1,25% Mercaptoethanol; 330 uM EDTA; 0,2%
Bromphenolblau) wurden 5 - 15 pg der jeweiligen Proteinextrakte fiir 5 min auf 95°C erhitzt.
In einem 12%-igen Polyacrylamid-Fertiggel (Novex Pre-Cast Gel; Invitrogen, Groningen,
Niederlande) erfolgte die anschlieBende Auftrennung der Proteine. Zur Feststellung der
Proteingroen wurden vorgefirbte Molekulargewichtsstandards (Rainbow: Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland; Kaleidoscope: Biorad, Miinchen, Deutschland;
Page Ruler: Fermentas, Burlington, Kanada) aufgetragen. Nach Auftrennung der Proteine
wurden die Gele 15 min in Transferpuffer (25 mM Tris-HCIL, pH 8.3; 0,2 M Glycin)
dquilibriert und die Proteine im Wet Blot-Verfahren auf eine ebenfalls &quilibrierte
Nitrocellulosemembran (PALL Gelman Sciences, Dreieich, Deutschland) transferiert. Die
gewaschenen Membranen wurden mit Ponceau S (Sigma-Aldrich) gefiarbt, um eine
gleichmiBige Ubertragung der Proteine aus den Gelen zu iiberpriifen. Nach 10 min wurden
die Firbelosungen abgespiilt, das Proteinmuster fotografiert und die Membranen 1 h lang in
PBST (PBS + 0,05% Tween 20) mit 5% Magermilchpulver inkubiert, um die freien Stellen
auf der Membran mit Protein abzusittigen und unspezifische Antikorperbindungen zu
verhindern. AnschlieBend wurden die Membranen mit den entsprechenden priméren
Antikorpern (siehe 2.1.1; Verdiinnung je nach Antikorper 1 : 200 bis 1 : 2.000, jeweils in
PBST + 1% Milchpulver) fiir 1 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach Waschen mit PBST + 1% Milchpulver (3 x 10 min, RT) erfolgte die Inkubation (1 Std.,
RT) mit dem entsprechenden sekundédren, Peroxidase-konjugierten Antikorper (siehe 2.1.1;
Verdiinnungen in PBST + 1% Milchpulver wie folgt: Anti-Kaninchen 1 : 20.000; Anti-Maus:
1 : 7.500). Im Anschluss an weitere Waschschritte mit PBST (1 x 15 min, 4 x 5 min, RT)
wurden die Antigen-Antikorper-Komplexe auf den Membranen mit Hilfe des ECL-
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Verfahrens auf Rontgenfilmen (beides von Perkin Elmer Life Sciences, Jiigesheim,

Deutschland) sichtbar gemacht und mittels Densitometrie ausgewertet oder direkt gescannt.

2.2.8 Gelretardierungsassay

Die Anwesenheit aktiver, DNA-bindender Transkriptionsfaktoren in nukledren Extrakten
wurden mittels Gelretardierungsassay untersucht. Hierfiir kamen doppelstringige
Oligonukleotide mit Bindungssequenzen fiir die jeweiligen Transkriptionsfaktoren zum
Einsatz. Ein  Oligonukleotid mit dem  prototypischen Ig  «-Motiv (5
CAGAGGGGACTTTCCGAGA-3‘; MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) diente als NF-
kB-Konsensussequenz. Dieses wurde in Anwesenheit der erforderlichen Nukleotide durch das
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) mit
[0->*P]dCTP (>3000 Ci/mmol) (Perkin Elmer Life Sciences) markiert. Nicht gebundene
Nukleotide konnten mittels Sephadex G50-Sdulen (Roche Diagnostics) abgetrennt werden.
Gleiche Proteinmengen nukledrer Extrakte (4 - 8 pg) wurden in Bindepuffer (20 mM Hepes,
pH 7.9; 50 mM KCI; 1 mg/ml BSA; 0,5 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,1% Nonidet P-40; 5%
Glycerin; 50 ng Poly[d(I-C)]/ul; Roche Diagnostics) aufgenommen und 30 min mit dem
radioaktiv markierten Oligonukleotid (10 ng, 10° cpm) inkubiert [172]. Nach Zugabe des
Ladepuffers (0,25 x TBE-Puffer [10 x TBE: 890 mM Tris; 890 mM Borsidure; 20 mM EDTA
pH 8,0]; 40% Glycerin; 0,2% Bromphenolblau) erfolgte anschlieBend die Auftrennung der
Proteine mittels Gelelektrophorese in einem 4%-igen Polyacrylamidgel in 0,25 x TBE-Puffer.
Als positive Kontrollen dienten routineméfig nukledre Extrakte LPS-stimulierter THP-1-
Zellen oder ITD-positiven 32D-Zellen. Die quantitative Auswertung der getrockneten Gele

erfolgte mittels Autoradiographie und Densitometrie.

2.2.9 Supershift-Analyse und Kompetitionsstudien

Die Differenzierung der Untereinheiten der aktivierten DNA-Protein-Komplexe wurde mit
der Supershift-Analyse durchgefithrt. Die Wanderungssgeschwindigkeit des DNA-
gebundenen Komplexes in der nativen Gelelektrophorese konnte durch spezifische Bindung
von Antikérpern an die entsprechende Untereinheit verringert werden. Dazu wurden 2 - 4 pg
der nukledren Extrakte mit jeweils 2 ng des betreffenden Supershift-Antikorpers (siehe 2.1.1)
fiir 1 h bei 4°C priinkubiert und anschlieBend mit Hilfe des Gelretardierungsassays weiter

analysiert (siehe 2.2.8). Diesmal wurde dazu ein 6%-iges Polyacrylamidgel in 0,25 x TBE-
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Puffer verwendet. Dieselbe Menge nukledren Extraktes ohne Antikorper-Vorinkubation
wurde gleichzeitig zur Kontrolle elektrophoretisch aufgetrennt. Die an den jeweiligen
Antikorper gebundenen Proteine bilden im Gel eine Bande weit oberhalb der ungebundenen
Untereinheiten von NF-kB.

Zudem wurden in Kompetitionsstudien die nukledren Extrakte mit einem 100-fachen
Uberschuss unmarkierter Oligonukleotide (IL-8 wt, C/EBPB (IL-8), NF-xB (IL-8), C/EBPp-
Konsensus, Oct-1-Konsensus oder SP-1) als spezifische Kompetitoren inkubiert und
anschlieBend im Gelretardierungsassay untersucht. Auch hier diente die elektrophoretische
Auftrennung einer gleichen Menge nukledren Extraktes ohne Zugabe eines Kompetitors als

Kontrolle.

2.2.10 Endotoxin-Test

Vor Beginn der Experimente wurden alle eingesetzten Medien und Reagenzien auf ihren
Gehalt an Endotoxinen tiberpriift. Hierfiir wurde in dem quantitativen, chromogenen Limulus-
Amobozyten-Lysat Assay (Bio Whittaker, Verviers, Belgien) die Endotoxin-abhingige
Spaltung des Substrats Ac-lIle-Glu-Ala-Arg-pNA bei 405 nm erfasst. Nur Substanzen, deren

Pyrogen-Endkonzentration weniger als 10 pg/ml betrug, fanden Verwendung.

2.2.11 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel 2002 eingesetzt. Die Ergebnisse sind als

Mittelwert + Standardabweichung (MW + SD) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des NF-kB-Systems in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss die ITD-Mutation

des FLT3-Rezeptors auf die Aktivierung von NF-«kB ausiibt.

3.1.1 NF-kB-Aktivitit in FLT3-WT- und FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen

Als Voraussetzung fiir die hier prasentierte Studie wurden Zellen der murinen
hidmatopoetischen Linie 32D stabil mittels eines Mig Vektors entweder mit dem WT-FLT3-
Rezeptor oder mit dem ITD-FLT3-Rezeptor transfiziert (siche Abschnitt 2.2.1).

Zunichst sollte untersucht werden, ob der FLT3-Rezeptor beim Auftreten einer ITD-Mutation
einen direkten aktivierenden Einfluss auf das NF-kB-System besitzt. Gelretardierungsassays
wurden verwendet um die Aktivitit von NF-kB zu ermitteln. Interessanterweise konnte in
nukledren Extrakten von 32D-Zellen mit ITD-Mutation eine deutliche Zunahme der Aktivitit
von NF-kB gegeniiber den mit dem FLT3-WT-Rezeptor transfizierten Zellen gezeigt werden
(Abb.1). In den gleichen nukledren Extrakten wurde als Ladungskontrolle auch die Aktivitit
des konstitutiven Transkriptionsfaktors Sp-1 bestimmt, der in beiden Proben vergleichbare
Aktivitdtsniveaus aufwies.

Die Aktivitit von NF-xB in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen und die NF-kB-Aktivitit in
FLT3-WT-positiven 32D-Zellen wurden quantifiziert, indem die Intensitédt der Signale mittels
Densitometrie ausgewertet wurden (Abb.2). Das Diagramm verdeutlicht, dass die NF-kB
Aktivitdat in den FLT3-ITD-Proben etwa dreifach hoher ist, als die Aktivitdt von NF-xB in
FLT3-WT-Zellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der ITD-positive FLT3-Rezeptor einen

aktivierenden Einfluss auf das NF-kB-System ausiibt.
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Abbildung 1: Aktivierung von NF-kB in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen. Die Experimente wurden
in 32D-Zellen durchgefiihrt, die stabil mit dem FLT3-WT- bzw. FLT3-ITD-Rezeptor transfiziert
worden waren. Die Aktivitit von NF-kB wurde mit Gelretardierungsassays erfasst. Die DNA-Bindung
des konstitutiven Transkriptionsfaktors Sp-1 wurde zur Kontrolle gleicher Ladung und Qualitéit der
Extrakte bestimmt. In der Kompetitionsstudie (*) wurde der Extrakt der FLT3-ITD-Zellen mit einem
100-fachen Uberschuss nicht markierter Oligonukleotide priinkubiert, welche die NF-xB-Sequenz des

IL-8-Proteins enthielten.

NF-xB / Sp-1
(x-fache Induktion)
N

WT ITD

Abbildung 2: Quantifizierung der FLT3-ITD-Rezeptor-abhidngigen NF-kB-Aktivierung. Transfizierte
32D-Zellen wurden im Hinblick auf die DNA-Bindungsaktivitit von NF-kB untersucht. Die Aktivitét
von NF-«xB wurde mit Gelretardierungsassays erfasst. Die Intensitit der Banden wurde
densitometrisch ermittelt. Die Sp-1-Bindung wurde zur Uberpriifung gleicher Ladung und Qualitit der
Extrakte bestimmt. Die NF-xB/Sp-1-Werte der ITD-32D Proben von jeweils drei unabhingigen
Experimenten sind als Vielfache der unstimulierten WT-Kontrollen abgebildet (MW + SD).

3.1.2 Charakterisierung der Untereinheiten des durch FLT3-ITD aktivierten NF-kB

Da es sich bei NF-kB um einen dimeren Transkriptionsfaktor handelt, der auf verschiedene
Weise aus seinen Untereinheiten gebildet werden kann, sollte im Rahmen dieser Studie die
Zusammensetzung der NF-kB-Komplexe untersucht werden, die durch den FLT3-ITD-

Rezeptor aktiviert werden. Mittels Supershift-Analysen sollte gezeigt werden, welche
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Untereinheiten von NF-kB bei der Aktivierung des NF-kB-Systems durch den mutierten
FLT3-ITD-Rezeptor beteiligt sind. Es galt herauszufinden, ob die Zusammensetzung des NF-
kB Komplexes moglicherweise nach der Initialisierung der NF-kB-Kaskade durch FLT3-ITD
variiert.

In diesem Experiment wurden zuerst die beiden unbehandelten Proben der 32D-Zellen
aufgetragen (Abb. 3; Bahn 1: FLT3-WT-Rezeptor, Bahn 2: FLT3-ITD-Rezeptor). In weiteren
FLT3-WT- und FLT3-ITD-positiven Proben wurden nach der Inkubation mit Antikorpern
gegen die haufigsten NF-kB-Untereinheiten (p65, p50 und c-rel) ebenfalls
Gelretardierungsassays durchgefiihrt. Die Prainkubation der Extrakte mit Antikdrpern gegen
p65 (Bahnen 3 und 4) fiihrte zu einer Retardierung der DNA-Protein-Komplexe in der
Gelelektrophorese, die mit der Abwesenheit der oberen Bande im typischen NF-kB-Muster
einhergeht. Bei Zugabe von p50-Antikorpern (Bahnen 5 und 6) war die Laufgeschwindigkeit
beider Banden im Gel reduziert, wobei zusitzlich die untere Bande von NF-xB deutlich
schwicher ausfiel. c-rel-Antikorper dagegen (Bahnen 7 und 8) beeinflussten das
Laufverhalten im Gel nicht. Demzufolge bestehen die aktivierten NF-kB-Komplexe in
Anwesenheit der FLT3-ITD-Mutation, so wie auch die NF-xB-Komplexe in FLT3-WT-
Zellen, vorwiegend aus den Untereinheiten p65 und p50 (Abb. 3).

p65 p50 c-rel

WT ITD WT ITD WT ITD WTITD *
1 2 3 4 5 6 7 8
weor . . < verlangsamte
, Banden
— < verlangsamte
Banden

bl : ] NF-xB

..
‘e
. ] Sp-1

Abbildung 3: Identifizierung der durch FLT3-ITD aktivierten NF-xB-Untereinheiten p65 und p50 mit
Supershift. Drei Extrakte von jeweils FLT3-WT-Zellen und FLT3-ITD-Zellen wurden mit Supershift-
Antikorpern fiir p65, pS0 und c-rel prdinkubiert. Die Banden mit den verlangsamten, gebundenen NF-
kB-Untereinheiten sind markiert (). Ladungs- und Qualitdtskontrolle: Transkriptionsfaktor Sp-1. In
der Kompetitionsstudie (*) wurde der Extrakt der FLT3-ITD-Zellen mit einem 100-fachen Uberschuss

nicht markierter Oligonukleotide pridinkubiert, welche die IL-8-Konsensussequenz enthielten.
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3.1.3 Bestimmung der p50- und p65-Konzentration in FLT3-WT- bzw. FLT3-ITD-
positiven 32D-Zellen

Angesichts der gegeniiber FLT3-WT-Zellen gesteigerten NF-kB-Aktivitidt in 32D-Zellen, die
den FLT3-ITD-Rezeptor stabil exprimieren, stellte sich die Frage, ob dieser Umstand auf eine
vermehrte NF-kB-Proteinsynthese oder auf eine erhohte regulatorische Aktivitit der
vorliegenden Proteinkomplexe zuriickzufiithren ist. Dazu wurden in zytosolischen und
nukledren Extrakten (siehe Abschnitt 2.2.6), die aus den oben beschriebenen Zellen gewonnen
wurden, die Konzentrationsverinderungen der NF-kB-Untereinheiten pS0 und p65 nach
Aktivierung von NF-kB durch den FLT3-ITD-Rezeptor ermittelt. Die Western Blot-Analyse
diente dazu, beide Proteine zu detektieren (Abb. 4). Dabei wurde eine nur leicht hohere
Konzentration von p50 und p65 sowohl im Zytosol, als auch im Nukleus in den FLT3-ITD-
gegeniiber den FLT-WT-positiven 32D-Zellen gemessen. Der relativ kleine Unterschied in
der Proteinexpression von p50 und p65 korreliert nicht mit dem oben beschriebenen Anstieg
der DNA-Bindungsaktivitit von NF-kB zwischen FLT3-WT- und FLT3-ITD-Zellen (siehe
Abschnitt 3.1.1). Dies deutet darauf hin, dass in den durch die ITD-Mutation aktivierten
Zellen eine deutliche Zunahme der NF-kB-Bindungsaktivitit ohne signifikante Zunahme der
Untereinheiten pS0 und p65 statt findet (Abb. 4).

Die Konzentration von p50 und p65 in 32D-Zellen mit ITD-mutiertem FLT3-Rezeptor wurde
im Vergleich zu ihrer Konzentration in WT-32D-Zellen quantifiziert, indem die Intensitit der
Signale mittels Densitometrie ausgewertet wurde (Abb. 5). Die Werte fiir p5S0 und p65 in
Zytosol und Kern der FLT3-WT-positiven 32D-Zellen wurden als 1 definiert und die
Ergebnisse der FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen dazu in Relation gesetzt. Die graphische
Darstellung zeigt, dass die Signalstirke der p5S0-Banden von 1 auf 1,25 + 0,35 im Zytosol und
von 1 auf 1,2 + 0,27 im Kern zunimmt. Bei p65 steigt im Zytosol die Bandenintensitit von 1
auf 1,26 + 0,13 und im Kern von 1 auf 1,04 + 0,36. Dabei handelt es sich um eine minimale

Zunahme der Konzentration in den FLT3-ITD-Zellen gegeniiber den FLT3-WT-Zellen.
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Abbildung 4: FLT3-ITD-Zellen zeigen einen geringen Anstieg der p50- und p65-Konzentration
gegeniiber den FLT3-WT-positiven 32D-Zellen im Western Blot. Zytosolische und nukleédre Extrakte
von FLT3-WT- und FLT3-ITD-Zellen wurden im Western Blot mit Antikdrpern gegen p50 und p65
inkubiert. Die Bestimmung der Menge des Zellstrukturproteins PB-Aktin diente als Ladungs- und
Qualititskontrolle der zytosolischen Extrakte. Bei den nukledren Extrakten wurde als entsprechende

Kontrolle Cyclin B1 eingesetzt.
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Abbildung 5: Densitometrische Auswertung der Proteinkonzentrationen von p50 und p65 in FLT3-
WT- und FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen. Die Menge von p50 und p65 in FLT3-WT- und FLT3-
ITD-positiven 32D-Zellen wurde mittels Western Blot-Analyse bestimmt und auf die
Ladungskontrollen normalisiert. Die p50/B-Aktin-, p65/B-Aktin-, pS0/Cyclin B1- bzw. p65/Cyclin B1-
Werte der ITD-positiven 32D-Proben von jeweils drei unabhingigen Experimenten sind als Vielfache

der unstimulierten Wild-Typ-Kontrollen abgebildet (MW + SD).
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3.1.4 Bestimmung der Konzentrationen von IkBa und IxBf in FLT3-WT- und FLT3-
ITD-positiven 32D-Zellen

Da NF-kB im Zytosol an seine Inhibitorproteine IkBa und IkBf} gebunden ist (siehe Abschnitt
1.1.1), spielt fiir die Aktivierung von NF-«kB eine zentrale Rolle, in welchen Konzentrationen
diese Proteine in den Zellen vorliegen und ob sie aktiviert und mittels Proteolyse abgebaut
werden. Deshalb sollte als nédchster Schritt der Einfluss des FLT3-Rezeptors auf die
aktivierungsabhingige Proteolyse von IkBa und IkBf untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden die Konzentrationen von IkBa und IkBf mittels Western Blot-Analyse bestimmt.
Entgegen unseren Erwartungen wurde fiir IxkBa ein geringer Konzentrationsanstieg im
Zytosol von FLT3-WT- zu FLT3-ITD-Zellen und ein geringer Konzentrationsabfall im
Nukleus nachgewiesen. Fiir IkB} ergab sich eine etwas stirkere Konzentrationszunahme im
Zytosol und eine stirkere Konzentrationsabnahme im Kern (Abb. 6). Diese nur geringen
Unterschiede von IkBa und IkBf zwischen den FLT3-WT- und den FLT3-ITD-Zellen kénnen
den bereits oben beschriebenen deutlichen Unterschied der NF-kB-Bindungsaktivitét (siehe
Abschnitt 3.1.1) nicht erkldren. Vielmehr ist zu vermuten, dass in den durch die FLT3-ITD-
Mutation aktivierten Zellen ein deutlicher Anstieg der DNA-Bindungsaktivitit von NF-xB
ohne signifikante Anderung der Konzentrationen von IxBa und IxBp statt findet.

Die Konzentrationen von IkBoa und IkBf in 32D-Zellen mit FLT3-ITD-Rezeptor wurden
gegeniiber ihren Konzentrationen in FLT3-WT-Zellen quantifiziert, indem die Intensitét der
Signale mittels Densitometrie ausgewertet wurde (Abb. 7). Die Werte fiir [kBa und IkBp in
Zytosol und Nukleus der FLT3-WT-positiven 32D-Zellen wurden als 1 definiert und die
Ergebnisse der FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen dazu in Relation gesetzt. Die Diagramme
verdeutlichen, dass die Konzentration von IkBa im Zytosol von 1 auf 1,13 + 0,23 zu- und im
Kern von 1 auf 0,82 + 0,25 abnimmt. Ein Einfluss der ITD-Mutation auf IxBo ist somit nicht
nachweisbar. IkBp zeigt dagegen eine Zunahme im Zytosol von 1 auf 1,31 £+ 0,40 und einen
Konzentrationsabfall im Kern von 1 auf 0,34 + 0,18. Dies konnte moglicherweise zur

gesteigerten NF-kB-Aktivitit in FLT3-ITD-Zellen beitragen.
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Zytosol Nukleus
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Abbildung 6: Bestimmung der Konzentrationen von IkBa und IxkBf in FLT3-WT- bzw. FLT3-ITD-
positiven 32D-Zellen. Zytosolische und nukledre Extrakte von FLT3-WT- und FLT3-ITD-Zellen
wurden im Western Blot mit Antikdrpern gegen IkBo und IkBP inkubiert (Ladungs- und

Qualititskontrolle: B-Aktin bzw. Cyclin B1).
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Abbildung 7: Densitometrische Analyse der Konzentrationen von IkBa und IkBf in FLT3-WT bzw.
FLT3-ITD-positiven Zellen. Die Menge von IkBa und IkBf wurde mittels Western Blot-Analyse
bestimmt. Die IkBa/B-Aktin- und IxkBp/B-Aktin-, bzw. IxkBo/Cyclin B1- und IxkBp/Cyclin B1-Werte
der ITD-Proben sind als Vielfache der unstimulierten Kontrollen abgebildet (drei unabhéngige

Experimente; MW + SD).
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3.1.5 Stimulation von FLT3-WT-Zellen mit IL-3

Damit die FLT3-WT-positiven 32D-Zellen undifferenziert bleiben und sich im stidndigen
Zellzyklus befinden, muss der Zellkultur entweder FL oder der Wachstumsfaktor IL-3
zugegeben werden (sieche Abschnitt 2.2.1). Um zu testen, ob IL-3 die NF-xB-Signalkaskade
aktiviert, wurden die FLT3-WT-Zellen mit verschiedenen Dosen an IL-3 stimuliert. Es zeigte
sich im Gelretardierungsassay eine gleichbleibend niedrige NF-xB-Aktivitdt in allen WT-
Proben (Abb. 8). Weder 2 ng/ml, noch 20 ng/ml IL-3 fiihrten zu einem signifikanten Anstieg
der NF-kB Bindungsaktivitit, wihrend die Probe aus den FLT3-ITD-Zellen wie gewohnt eine

deutlich erhohte NF-kB-Aktivitdt auch ohne duleren Stimulus zeigte.

A

WT ITD
0 2 20 0 * IL-3 (ng/ml)
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Sp-1
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Abbildung 8: Bestimmung NF-kB-Aktivitdt nach Stimulation von FLT3-WT-Zellen mit IL-3. FLT3-
WT-positive 32D-Zellen wurden mit den Dosen 0, 2 und 20 ng/ml IL-3 fiir 1 h prdinkubiert. Als
Positivkontrolle dienten die aktivierten FLT3-ITD-Zellen. A) Die Aktivitit von NF-«xB wurde mit
Gelretardierungsassays erfasst. In der Kompetitionsstudie (*) wurde der Extrakt der FLT3-ITD-Zellen
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mit einem 100-fachen Uberschuss nicht markierter Oligonukleotide mit IL-8 Konsensussequenz
prdinkubiert. B) Densitometrische Analyse der NF-kB-Aktivitdt im Gelretardierungsassay von drei

unabhéngigen Experimenten (Ladungs- und Qualitédtskontrolle: Sp-1).

3.1.6 Bestimmung der Konzentration von C/EBPf in 32D-Zellen

Aufgrund der deutlich erhohten Aktivitit von NF-xB in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen
sollte abschlieBend im ersten Abschnitt dieser Arbeit untersucht werden, ob ein dhnliches
Aktivierungsmuster fiir C/EBPp in 32D-Zellen nachweisbar ist. Dazu wurden Zellextrakte aus
FLT3-WT- und FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen gewonnen. Die Western Blot-Analyse
ergab, dass im Zytosol der FLT3-ITD-positiven Zellen eine weit hohere Menge an C/EBPJ
enthalten war, als in den FLT3-WT-positiven Zellen (Abb. 9). Zu sehen sind die drei Banden
entsprehend der drei Isoformen von C/EBPP: LAP* (38 kDa), LAP (35 kDa) und LIP
(20kDa) die miteinander unterschiedliche Heterodimere bilden konnen (Abb. 9A) [147].

Die Konzentration von C/EBP in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen wurde gegeniiber dessen
Proteinexpression in FLT3-WT-positiven 32D-Zellen quantifiziert, indem die Intensitdt der
Signale mittels Densitometrie ausgewertet wurde. Das Diagramm verdeutlicht, dass die
Menge von C/EBPp im Zytosol der mutierten Zellen um das 3,85-fache hoher ist, als in den
WT-Zellen (Abb 9B).
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Abbildung 9: Nachweis von C/EBPJ in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen. A) Die Konzentration von
C/EBPPB im Zytosol in beiden Zellpopulationen wurde mit Western Blot-Analyse semiquantitativ

erfasst. B) Die Bandenintensitit wurde densitometrisch ausgewertet (Ladungs- und Qualitéitskontrolle:
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B-Aktin). Die C/EBPP/B-Aktin-Werte der FLT3-ITD-Proben von jeweils drei unabhingigen
Experimenten sind als Vielfache der unstimulierten FLT3-WT-Kontrollen abgebildet (MW + SD).

3.2 Modulation von NF-kB durch ozonierte Lipoproteine

Der zweite Abschnitt dieser Studie behandelt den Effekt von ozLDL auf das NF-kB-System.
Zunidchst wurden Vorversuche durchgefiihrt, die zur Untersuchung von oxidierten
Lipoproteinen dienten. Um ozLDL fiir weitere Studien einsetzen zu konnen, waren erst

Experimente zu seiner Charakterisierung und Toxizitét erforderlich.

3.2.1 TBARS-Messung von ozLLDL

Zur Herstellung von ozLDL wurde humanes LDL ozoniert wie in Material und Methoden
beschrieben (siehe Abschnitt 2.2.3). Um zu bestimmen, in welchem MafBe die mehrfach
ungesittigten Fettsduren oxidiert waren, wurden die TBARS-Werte gemessen. Dabei wird
Malondialdehyd nachgewiesen, da diese Substanz bei der oxidativen Spaltung von
Doppelbindungen entsteht, die in verschiedenen ungesittigten Fettsduren mit mindestens drei
Doppelbindungen (z.B. Linolensidure, Arachidonsdure) vorkommen. Bei ungesittigten
Fettsdauren handelt es sich um langkettige Kohlenwasserstoffe, die bis zu vier
Doppelbindungen besitzen konnen. Sie bilden Restgruppen von Phospholipiden,
Triglyceriden und verestertem Cholesterin und sind wichtiger Bestandteil von LDL. Nach
Behandlung von LDL mit Ozon in n=7 Experimenten reichten die Werte fiir die TBARS von
42,3 nmol/mg bis 144,7 nmol/mg (Mittelwert 90,5 nmol/mg) (Tab. 1). Malondialdehyd war

im nativen LDL nicht messbar.
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ozLDL TBARS
(nmol/mg)
Prap. Nr. 1 42.3
Préap. Nr. 2 144,7
Prap. Nr. 3 141,9
Prap. Nr. 4 46,2
Prap. Nr. 5 49,6
Prap. Nr. 6 72,7
Prap. Nr. 7 136,7

Tabelle 1: Messung der TBARS. Nach 16-miniitiger Behandlung mit Ozon wurden die TBARS-

Werte in sieben ozLDL-Ldsungen gemessen.

3.2.2 Abnahme der Cholesterinkonzentration in ozLDL

Zur Bestimmung der Konzentration von Cholesterin in LDL, oxLDL und ozLLDL wurde mit
allen drei Substanzen (je 3 mg Protein) eine Lipidextraktion durchgefiihrt (siehe Abschnitt
2.2.4). Mit Losungsmittelgemischen steigender Polaritdt wurden die Lipoproteine aus einer
Sdule eluiert. Bei den Eluenten handelte es sich um eine Verdiinnungsreithe von 1%
Ethylacetat in Hexan, bis 100% Ethylacetat und schlieBlich 100% Methanol. Die gewonnenen
acht Fraktionen enthielten in Fraktion 1 Cholesterinester, in Fraktion 3 freies Cholesterin und
Triglyceride und in Fraktion 7 Phospholipide. Mittels Cholesterinoxidase-Untersuchungen
wurden die Cholesterinkonzentrationen bestimmt. Bei diesem Test bindet die
Cholesterinoxidase an die 3-Hydroxygruppe des Cholesterins und katalysiert somit dessen
Oxidation zu 5-Cholesten-3-on. Im Anschluss bewirkt dieses Enzym die Isomerisierung zum
4-Cholesten-3-on. Ein Peroxydaseenzym reduziert das aus der Redoxreaktion entstandene
Wasserstoffperoxid, wihrend ein oxidiertes Indikatormolekiil die Peroxidase aktiviert und mit
ihr ein Chromophor bildet, das photometrisch gemessen werden kann.

In LDL und in oxLDL konnten etwa gleich hohe Konzentrationen an Cholesterin gemessen
werden. So enthielt LDL ein Gesamtcholesterin von 45,35 mg/dl (n=4) und oxLLDL von 57,15
mg/dl (Tab. 2). AuBerdem bestand bei beiden Substanzen auch ein dhnliches Verhéltnis

zwischen freiem und verestertem Cholesterin. Die Werte an freiem Cholesterin in LDL und
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oxLDL aus n=4 Experimenten schwankten zwischen 9,25 mg/dl und 19,05 mg/dl, wéhrend
die an verestertem Cholesterin zwischen 26,14 mg/dl und 53,11 mg/dl lagen. Jedoch konnte
im Gegensatz dazu in ozLDL kaum Gesamtcholesterin nachgewiesen werden, wobei in der
untersuchten Fraktion 3 kein freies Cholesterin detektiert wurde. Diese Ergebnisse deuten an,
dass bei der Ozonierung von LDL das Cholesteringeriist gespalten wird oder zumindest eine
Oxidation statt findet, die zur Bildung einer Ketogruppe in Position 3 fiihrt, welche die

Bindung der Cholesterinoxidase an das Cholesterin hemmt.

Lipoproteine Gesamt- Freies Verestertes
cholesterin Cholesterin  Cholesterin
(Konzentration (Konzentration (Konzentration
in mg/di) in mg/dl) in mg/dl)
LDL Nr. 1 44,52 12,86 31,66
LDL Nr. 2 49,17 12,86 36,31
LDL Nr. 3 45,18 19,05 26,14
LDL Nr. 4 42,52 9,52 33,00
oxLDL Nr. 1 47,84 14,76 33,08
oxLDL Nr. 2 66,45 13,33 53,11
ozLDL Nr. 1 3,99 0,00 3,99
ozLDL Nr. 2 3,99 0,00 3,99
ozLDL Nr. 3 3,99 0,00 3,99
ozLDL Nr. 4 4,65 0,00 4,65

Tabelle 2: Cholesterinkonzentrationen in verschiedenen Lipoproteinen. Uber eine Extraktionssiule
wurden durch Losungsmittelgemische steigender Polaritit natives LDL, oxLDL und ozLDL (jeweils 3
mg) eluiert. Die Fraktion 1 enthielt Cholesterinester, die Fraktion 3 das freie Cholesterin. Die
Konzentrationen an Cholesterin wurden im Anschluss enzymatisch analysiert. Die dargestellte

Konzentration an Gesamtcholesterin wurde aus der Summe an freiem und verestertem Cholesterin

ermittelt.
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3.2.3 Hemmung der LPS-induzierten Aktivierung von NF-kB durch ozLDL

Da NF-kB eine zentrale Rolle bei entziindlichen Prozessen spielt und Ozon als
immunmodulatorisches Agens bekannt ist (siehe Abschnitt 1.3.3), galt es herauszufinden, ob
ozLDL einen direkten Effekt auf das NF-kB-System ausiibt. THP-1-Zellen wurden fiir 30 min
mit 10 pg/ml ozLDL vorbehandelt und anschlieBend mit 10 pg/ml LPS stimuliert. Die Zellen,
die nicht mit ozLDL vorbehandelt worden waren, reagierten auf die Stimulation mit LPS mit
einer deutlichen Zunahme der Aktivitit von NF-kB. In den mit ozLDL vorbehandelten Proben
zeigte sich hingegen eine deutlich reduzierte NF-kB-Aktivierung im Gelretardierungsassay
(Abb. 10). Die Bindungsaktivitit des konstitutiven Transkriptionsfaktors Sp-1 wurde durch
die Behandlung der Zellen mit ozLDL oder LPS nicht beeinflusst.

- R . ozLDL
- + - + LPS

. NF-xB

bttt it | sp-

Abbildung 10: Hemmung der LPS-induzierten Aktivierung von NF-kB durch ozLDL. Jeweils ca. 3 x
10%ml THP-1-Zellen wurden in PBS (Bahnen 1 und 2) oder in PBS mit ozoniertem LDL (Bahnen 3
und 4) fiir 30 min inkubiert. Anschlieend wurde mit 10 pg/ml LPS fiir 1 h stimuliert (Bahnen 2 und
4) und der nukledre Zellextrakt gewonnen. Die Aktivitit von NF-xB und SP-1 wurde durch

Gelretardierungsassays bestimmt (Ladungs- und Qualitédtskontrolle: Sp-1).

3.2.4 Fehlende Toxizitit von ozLDL

Toxikologische Studien waren weiterhin erforderlich, um schidigende Folgen von ozLDL auf
die Zellen auszuschlieBen. Alle Bedingungen der spiteren Experimente wurden auf mogliche
toxische Effekte untersucht, welche den beobachteten Wirkungen auf die Zellen zugrunde
liegen konnten.

Nach jeder Behandlung der Zellen mit Ozon wurde die Morphologie der Zellen im Mikroskop
begutachtet und die Zellzahl mittels Neubauer-Zdahlkammer bestimmt. Auflerdem wurde die

mogliche toxische Wirkung von ozLDL auf die Zellen durch Trypanblau-Firbung iiberwacht.
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Zusitzlich wurde mit Hilfe des Bradford-Assays der Proteingehalt in Zytosol und Kern der
untersuchten Zellen bestimmt. Anhand der Tabelle 3 ist zu sehen, dass weder ozLDL noch der

Stimulus LPS in den verwendeten Konzentrationen oder Bedingungen toxisch wirkte.

Behandlung Zellzahl Trypanblau Proteingehalt

der Zellen (% Kontrolle) (% der Zytosol
MW + SD Gesamt- Nukleus
n=3 zellzahl) (% Kontrolle)
MW + SD MW + SD
n=3 n=3
PBS 100 5,0+3,0 100 100
ozPBS 97+15 5,9+1,6 100+1 128120
LDL 104142 3,0+£2,0 98+1 120%29
ozLDL 11810 4,0+1,2 96+4 11015
PBS+LPS 125131 4,6+1,1 96+10 98%15
0zPBS+LPS 102+16 4,4+1,2 103+3 110+14
LDL+LPS 112+29 3,5+1,3 95+10 124419
ozLDL+LPS 103+£13 6,0+1,8 97+2 9919

Tabelle 3: Untersuchung der Toxizitdt von ozLDL. Jeweils gleiche Mengen an THP-1-Zellen wurden
mit PBS, 0zPBS, LDL (10 pg/ml) oder ozLDL (10 pg/ml) fiir 30 min vorinkubiert und dann entweder
unstimuliert gelassen oder mit 10 pug/ml LPS fiir 1 h stimuliert. In drei unabhéngigen Experimenten
wurde die Zellzahl mittels mikroskopischer Zellzdhlung bestimmt. Die Zellzahl in der nur mit PBS
behandelten Proben wurde als 100 % definiert (MW =+ SD). Bei den Trypanblau-Tests sind die
Ergebnisse in % toter Zellen von der Gesamtzahl angegeben (MW =+ SD, n=3). Der Proteingehalt in
Zytosol und Kern von drei unabhingigen Experimenten wurde mit dem Bradford-Assay bestimmt. Die
Proben, die nur mit PBS behandelt wurden, sind als 100 % definiert und die Ergebnisse als MW + SD

angegeben.
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3.2.5 0zLDL zeigt nur einen geringen Effekt auf die Zellvitalitit

Ein Zellvitalitétstest diente zur weiteren Untersuchung der Toxizitdt von ozLDL. Die Zellen
wurden wie in Abschnitt 3.2.3 vorbehandelt und mit 10 pg/ml LPS bzw. 2ng/ml TNF
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem Kit-Reagenz (siehe Abschnitt 2.2.5)
inkubiert, um deren metabolische Aktivitidt zu ermitteln. Die ATP-Konzentrationen zeigen,

dass ozLDL die Vitalitét der Zellen nicht beeintriachtigt (Tab. 4).

Behandlung Zellvitalitats-

der Zellen Test
(% Kontrolle)
MW<SD
(n=4)
PBS 100
ozPBS 11120
LDL 115+27
ozLDL 96+12
PBS+LPS 90+13
ozPBS+LPS 101+23
LDL+LPS 83+14
ozLDL+LPS 9318

Tabelle 4: 0ozLDL hat kaum einen Einfluss auf die Zellvitalitit. THP-1-Zellen wurden entweder mit
PBS, 0zPBS, 10 pg/ml LDL oder 10 pg/ml ozLDL fiir 30 min vorinkubiert und anschliefend entweder
unstimuliert belassen oder mit 10 pg/ml LPS fiir 1 h stimuliert. Der Zellvitalitétstest stellt die ATP-
Konzentrationen der stimulierten Proben in Prozent zu der ATP-Konzentration in nur mit PBS

behandelten Zellen (100 % Kontrolle) dar (MW =+ SD, n=4).

TNF wurde bei dieser Untersuchung als zweiter Stimulus verwendet, da TNF NF-«xB {iiber
einen anderen Signalkaskadeweg als LPS aktiviert (siehe Abschnitt 1.2.2 und 1.2.3). Daher

war die Messung, ob mit ozoniertem PBS oder mit ozoniertem LDL vorbehandelte und mit

49



Ergebnisse

TNF stimulierte Zellen im Zellvitalitéitstest beeintrachtigt sind, fiir die weiteren Versuche
interessant (Tab. 5). Auch in mit TNF stimulierten Zellen konnte mittels Zellvitalitétstest
keine Beeintrichtigung des Zellstoffwechsels nach Inkubation in 0zPBS oder ozLDL

festgestellt werden.

Behandlung Zellvitalitiats-
der Zellen Test
(% Kontrolle)
MWSD
(n=4)
PBS 100
PBS+TNF 110145
0zPBS+TNF 122+53
LDL+TNF 131291
ozLDL+TNF 123+57

Tabelle 5: Fehlender Einfluss von ozLLDL auf die Zellvitalitit. THP-1-Zellen wurden entweder mit
PBS, 0zPBS, 10 pg/ml LDL oder 10 pg/ml ozLDL fiir 30 min vorinkubiert und anschliefend entweder
unstimuliert belassen oder mit 2 ng/ml TNF fiir 15 min stimuliert. Der Zellvitalititstest stellt die ATP-
Konzentrationen der Zellen in Prozent der ATP-Menge in der Kontrolle dar. Als Kontrolle (100 %)
dienten die nur mit PBS behandelte Zellen (MW + SD, n=4).

3.2.6 Abnahme der NF-kB-Hemmung im zeitlichen Verlauf

Um einzugrenzen, wie lange sich der hemmende Effekt von ozLLDL auf die Aktivierbarkeit
von NF-kB auswirkt, wurden mehrere Proben von THP-1-Zellen mit ozLDL vorinkubiert und
dann unterschiedlich lang in Zellmedium ruhen gelassen (0, 2, 6, 24 h). Erst nach dieser
Ruhephase wurden die Zellen mit 10 pg/ml LPS stimuliert. Mittels Gelretardierungsassays
konnte die Aktivierung von NF-kB in nicht-priinkubierten THP-1 Zellen nach LPS
Stimulation (Bahn 2) gezeigt werden. An den Bahnen 3 und 4 sah man (wie in Abb. 10) die
vollstindige Hemmung der NF-kB-Bindungsaktivitit durch ozLDL nach der Stimulation mit

LPS. Auch zwei Stunden nach Entfernung von ozLDL konnte man noch eine fast vollstandige
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Hemmung der LPS-induzierten NF-kB-Aktivierung beobachten. Dieser hemmende Effekt von
ozLLDL war allerdings zu spiteren Zeitpunkten (6, 24 h) deutlich reduziert (Bahnen 8, 12, 16)
(Abb. 11).

Die oben beschriebenen Ergebnisse des Gelretardierungsassays wurden mittels Densitometrie
quantifiziert (Abb. 12). Die Inhibierung der LPS-induzierten NF-xB-Aktivierung nach 30-
miniitiger Behandlung mit ozLDL wurde als 100 % definiert (gestrichelte Linie) und die
Hemmung nach den jeweiligen Zeitspannen in Prozent angegeben.

Dieses Experiment verdeutlicht, dass es sich bei dem Effekt der Hemmung der NF-«xB-
Aktivitdat durch ozLDL um einen reversiblen Prozess handelt. Aulerdem zeigt der Versuch,
dass die Inhibierung der NF-kB-Aktivitit nicht auf einer direkten Interaktion zwischen
0zLLDL und LPS beruht, da das Ersetzen von ozLDL durch Medium nicht zu einer sofortigen
Aktivierbarkeit von NF-kB durch LPS-Stimulation fiihrt.

0 2 6 24 Zeitspanne zwischen
ozLDL und LPS (h)

PBS ozLDL PBS ozLDL PBS ozLDL PBS ozLDL «

L T T T T R R S B . - LPS

~ M N ol ] NF-«B

Abbildung 11: Die Hemmung der LPS-induzierten NF-xB-Aktivierung ist reversibel. Je 1,5 x 10%ml
THP-1-Zellen wurden in PBS (Bahnen 1 und 2) oder in ozLDL (Bahnen 3 und 4) fiir 30 min
vorbehandelt und anschliefend fiir 1 h mit 10 pg/ml LPS stimuliert (Zeitpunkt O h). Fiir die weiteren
Zeitpunkte wurden die Zellen erst 90 min mit PBS (Bahnen 5, 6, 9, 10, 13, 14) oder mit ozLDL
(Bahnen 7, 8, 11, 12, 15, 16) behandelt, dann in Medium inkubiert und nach 2, 6, und 24 h mit 10
pg/ml LPS fiir 1 h stimuliert. Die Aktivitat von NF-kB und Sp-1 (Kontrolle hier nicht abgebildet)
wurde durch Gelretardierungsassays bestimmt. In der Kompetitionsstudie (*) wurde der Extrakt der
Probe 16 mit einem 100-fachen Uberschuss nicht markierter Oligonukleotide priinkubiert, die die IL-

8-Konsensussequenz enthielten.
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Abbildung 12: Die Hemmung der LPS-induzierten NF-kB-Aktivierung ist reversibel. Die Proben
wurden behandelt wie in Abbildung 11 beschrieben. Die Aktivitit von NF-«B wurde mit
Gelretardierungsassays erfasst und densitometrisch ausgewertet (Ladungs- und Qualitédtskontrolle: Sp-
1). Die maximale Hemmung der Aktivierung von NF-kB durch ozLDL wurde als 100 % definiert und
die jeweiligen Ergebnisse nach 0, 2, 6 und 24 h Inkubation als Prozent davon angegeben. Es wurden je

drei voneinander unabhingige Experimente gemittelt (MW + SD).

3.2.7 Hemmung der LPS-induzierten Aktivierung von NF-kB durch ozLDL in

verschiedenen Zelllinien

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob auch in anderen Zellen, die mit
Atherosklerose assoziiert sind, insbesondere in primédren humanen Monozyten, der Effekt von
ozLDL auf die LPS-induzierte Aktivierung von NF-kB zu beobachten ist. Humane
Monozyten wurden dazu aus Vollblut isoliert (sieche Abschnitt 2.2.1), fiir 30 min in 10 pg/ml
0ozLDL vorbehandelt und anschlieend mit 10 pg/ml LPS stimuliert. Durch die Prdinkubation
mit ozLDL wurde die LPS-induzierte Zunahme der DNA-Bindung von NF-xB im
Gelretardierungsassay stark gehemmt (Abb. 13).

Eine deutliche Inhibierung der NF-kB-Translokation bei einer Vorbehandlung mit den
modifizierten Lipoproteinen zeigten auch Makrophagen, die fir 8 Tage in der
Zellkulturschale aus humanen Monozyten ausdifferenziert worden waren. Auch in
Endothelzellen (HUVEC) konnte dieser Effekt beobachtet werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht nur in dem hier verwendeten THP-1-Modell, sondern
auch in humanen Monozyten und Makrophagen sowie in Endothelzellen die inhibierende

Wirkung von ozLLDL auf die LPS-vermittelte Aktivierung von NF-«B stattfindet.
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Abbildung 13: Hemmung der LPS-induzierten Aktivierung von NF-kB durch ozLDL in Monozyten,
Makrophagen und Endothelzellen. Primdre humane Monozyten (Mo), aus Monozyten differenzierte
Makrophagen (Ma) und HUVEC-Zellen (EC) wurden mit 10 pg/ml ozLDL fiir 30 min vorinkubiert.
Anschliefend wurden 10 pg/ml LPS fiir 1 h zugegeben. Im Gelretardierungsassay wurde die Aktivitéit

von NF-kB im nukleédren Extrakt dargestellt.

3.2.8 Die NF-kB-Aktivitit wird nicht durch Ozon oder Lipoproteine alleine gehemmt

Das nichste Kontrollexperiment war erforderlich, um auszuschlieBen, dass der inhibitorische
Effekt von ozLDL auf die LPS-induzierte NF-kB-Aktivierung auf einer direkten Wirkung des
Ozon beruht. Ebenso galt es zu untersuchen, ob LDL alleine, also das nicht mit Ozon
modifizierte Lipoprotein, inhibierend wirken kann. Hierzu wurden die monozytdren Zellen in
PBS, 0zPBS (siehe Abschnitt 2.2.2), unbehandeltem LDL oder ozLDL 30 min inkubiert und
anschlieBend mit 10 pg/ml LPS fiir 1 h stimuliert. In den mit PBS, 0zPBS und LDL
behandelten Proben konnte eine deutliche Aktivierung von NF-«kB beobachtet werden (Abb.
14). Die Vorbehandlung mit ozLLDL fiihrte jedoch zu einer beinahe vollstindigen Hemmung
der NF-«B Aktivierung, so wie bereits oben beschrieben. Somit wird deutlich, dass der

inhibitorische Effekt von ozLDL alleine auf der oxidativen Modifikation von LDL beruht.
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Abbildung 14: Die NF-kB-Aktivitit wird nicht durch Ozon oder Lipoproteine alleine gehemmit.
Monozytire Zellen wurden mit PBS, 0zPBS, 10 pg/ml LDL oder 10 pg/ml ozLDL fiir 30 min
vorbehandelt. AnschlieBend wurden 10 pg/ml LPS fiir 1 h zugegeben. Mit Gelretardierungsassays
wurde die Aktivitdt von NF-kB erfasst (Ladungs- und Qualititskontrolle: Sp-1).
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4. Diskussion

Diese Arbeit hat gezeigt, dass der FLT3-Rezeptor, wenn er die ITD-Mutation trigt, eine
aktivierende Wirkung auf das NF-kB-System hat. Dabei werden p50 und p65 aktiviert, ohne
dass diese Proteine oder deren Inhibitoren vermehrt nachweisbar sind. Des Weiteren wurde
im Rahmen dieser Arbeit herausgefunden, dass ozLLDL die Aktivierbarkeit von NF-kB durch
LPS hemmt. Diese Hemmung ist in verschiedenen Zellen reproduzierbar, zeitlich reversibel

und beruht nicht auf einem toxischen Effekt.

4.1 NF-xB und FLT3

Die konstitutive, Wachstumsfaktor-unabhédngige Aktivitit des FLT3-ITD-Rezeptors wurde
mehrfach an verschiedenen Zelllinien nachgewiesen [33, 44, 63, 72, 83, 111, 124, 130, 133,
170, 182, 218]. Bisher war bekannt, dass der FLT3-ITD-Rezeptor die AKT-Signalkaskade,
STATS/3 und den RAS/ERK-1/2-Signalweg aktiviert. Hingegen herrschte bisher noch keine
absolute Klarheit dariiber, ob durch den Rezeptor NF-kB aktiviert wird [26, 121, 182].

4.1.1 Die NF-kB-Aktivierung durch FLT3-ITD

Die Signaltransduktionswege, die durch den FLT3-WT- [25, 44, 50, 57, 71] oder den FLT3-
ITD-Rezeptor [45, 63] aktivert werden, wurden mehrfach untersucht, seltener jedoch deren
Ziel, die Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Foxo 3a [33] oder STAT [44, 45, 63, 73]. Brandts et
al. haben anhand von Western Blot-Analysen die Mengen des phosphorylierten und damit
aktivierten AKT in FLT3-WT-positiven und in FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen mit und ohne
Zugabe des FLT3-Liganden FL verglichen. Dies zeigte eine konstitutive Aktivierung von
AKT in FLT3-ITD-positiven Zellen. Das aktivierte AKT wiederum phosphoryliert und
inaktiviert dadurch den Transkriptionsfaktor Foxo3a [33]. Auf &dhnliche Weise haben
Choudhary et al, Gilliland et al. und Grundler et al. nachgewiesen, dass
Transkriptionsfaktoren aus der STAT-Familie durch den FLT3-ITD-Rezeptor aktiviert
werden. Dadurch stellte sich fiir uns die Frage, ob auch NF-kB in FLT3-ITD-positiven Zellen
aktiviert wird.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitidt von NF-kB in den Zellkernen von FLT3-
WT- und FLT3-ITD-positiven Zellen miteinander verglichen. Die Experimente haben gezeigt,
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dass die Aktivitdt von NF-kB in FLT3-ITD-positiven Zellen deutlich hoher als in FLT3-WT-
positiven Zellen ist. Diese Ergebnisse sind hier erstmalig anhand von Gelretardierungsassays
in 32D-Zellen gewonnen worden. Vergleichbare Studien wurden bisher mit derselben
Methode nur an Mef-Zellen durchgefiihrt [121]. Wie bereits im Kapitel Zellkultur
beschrieben (sieche Abschnitt 2.2.1), handelt es sich bei den 32D-Zellen um murine
himatopoetische Zellen, in die der FLT3-WT- und der FLT3-ITD-Rezeptor stabil mit dem
viralen Mig-Vektor transfiziert worden waren [33, 45, 63, 76, 77, 98, 124, 130, 132, 145, 170,
218]. Malinge et al. benutzen hingegen Mef-Zellen, eine Zelllinie aus murinen embryonalen
Fibroblasten, die lediglich transient transfiziert wurde. Dabei wurden unterschiedliche
Mengen des retroviralen Vektors MSCV/Neo verwendet. Nach Transfektion der Mef-Zellen
mit ansteigenden Mengen von MSCV/Neo, der den mutierten FLT3-ITD-Rezeptor kodiert,
konnte ein Anstieg der Aktivitit von NF-kB gemessen werden. Wurden die Mef-Zellen mit
ansteigenden Mengen des Vektors transfiziert, der den FLT3-WT-Rezeptor kodiert, wurde
ebenfalls ein Anstieg der Aktivitit von NF-kB gemessen. Genauso wie wir haben Malinge et
al. die Aktivitdit von NF-xkB mit dem Gelretardierungsassay gemessen und ebenso wie in
unseren Ergebnissen ist auch bei den Gelretardierungsassays von Malinge et al. eine deutlich
hohere NF-kB-Aktivitit in den FLT3-ITD-positiven Mef-Zellen gemessen worden, als in den
FLT3-WT-positiven Mef-Zellen [121].

Eine andere Publikation wiederum beschreibt die Expression des durch NF-«B induzierten
Zytokins IL-6 [182]. Takahashi et al. benutzen dazu Ba/F3-Zellen, eine murine
himatopoetische Zelllinie, die den FLT3-WT-Rezeptor stabil iiberexprimiert. Mit
quantitativer PCR wurde IL-6 gemessen, nachdem die Ba/F3-Zellen mit verschiedenen
Inhibitoren, die die NF-kB-Signalkaskade blockieren, vorbehandelt worden waren [182].
Deren Arbeit zeigt, dass Zellen, in denen FLT3 {iberexprimiert wird, vermehrt IL6
produzieren. Somit postulieren Takahashi et al., dass der FLT3-Rezeptor NF-kB aktiviert.
Diese These dhnelt unserer Arbeitshypothese, dass der aktive FLT3-ITD-Rezeptor NF-kB
starker aktiviert als der inaktive FLT3-WT-Rezeptor. Jedoch unterscheiden sich die Arbeiten
darin, dass wir den mutierten FLT3-ITD-Rezeptor untersucht haben und die Bindungsaktivitit
des NF-kB direkt mit Gelretardierungsassays nachgewiesen haben.

Da von NF-kB bereits bekannt ist, dass es die Zellproliferation aktiviert [10, 29, 61],
korreliert das Resultat, dass in FLT3-ITD-positiven Zellen die Aktivitdt von NF-kB grofer ist
als in FLT3-WT-positiven Zellen, mit den Ergebnissen anderer Studien, wonach die
Aktivierung der FLT3-Signalkaskade eine entscheidende Rolle bei Proliferation von malignen

Zellen [63, 64, 77, 95, 180] und bei physiologischen Prozessen wie Proliferation von
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Vorliduferzellen des Bluts [1], Antiapoptose und Uberleben der Zelle [165] spielt. Somit
konnte NF-kB maBgeblich an dem malignen Zellwachstum der FLT3-ITD-positiven Zellen
beteiligt sein. Unsere Beobachtung, dass die Aktivitit von NF-kB in FLT3-ITD-positiven
Zellen hochreguliert ist, ist auch mit den Ergebnissen anderer Studien vereinbar, nach denen
der FLT3-ITD-Rezeptor konstitutiv aktiviert ist und in diesen Zellen unabhingig von
Wachstumsfaktoren den AKT-Signalweg aktiviert [33, 45, 63, 124, 132, 170], da AKT in der
Lage ist, den NF-xB-Weg zu aktivieren [78, 124, 138, 152]. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass in den FLT3-ITD-positiven Zellen NF-kB durch den FLT3-ITD-Rezeptor via AKT
aktiviert wird. Die Aktivierung von AKT durch den FLT3-Rezeptor konnte in weiteren

Studien untersucht werden.

4.1.2 Die NF-kB-Untereinheiten

Die in dieser Studie vorliegende Untersuchung der Untereinheiten von NF-kB ergab, dass
durch den FLT3-ITD-positiven Rezeptor iiberwiegend das NF-kB-Dimer p65-p50 aktiviert
wird (siehe 3.1.2). Dieses Resultat ist nicht erstaunlich, da dieses Dimer an den meisten durch
NF-«B regulierten Prozessen beteiligt ist [13, 21, 32, 113, 189, 207]. Der Komplex aus p50-
pS0 hat iiberwiegend eine inhibierende Wirkung auf die Transkription, da ihm die
Transaktivierungsdomine TAD fehlt [40, 53, 114]. p50-c-Rel-Komplexe wirken wiederum
aktivierend auf die Transkription [10, 74, 162, 191]. Da das Dimer aus p65 und p50 im
Zellkern die Transkription von Genen bewirken kann, die fiir Zellwachstum, Produktion von
Wachstumsfaktoren und Hemmung der Apoptose zustindig sind [13, 21, 189, 207], konnte
die gesteigerte Aktivitit von NF-xB in FLT3-ITD-positiven Zellen an dem
ligandunabhingigen Wachstum dieser Zellen beteiligt sein.

Die in den FLT3-WT-Zellen vorliegenden NF-kB-Komplexe bestehen zwar auch aus den
Untereinheiten p65 und p50 (Abbildung 3, 3.1.2), deren Bindungsaktivitit ist im
Gelretardierungsassay allerdings deutlich geringer, als die NF-xB Aktivitdt der FLT3-ITD-
positiven Zellen. Das deutet darauf hin, dass auch in den FLT3-WT-positiven Zellen NF-xB
malgeblich an Wachstum, Proliferation und Produktion von Wachstumsfaktoren beteiligt sein
kann, ohne Ligandaktivierung jedoch sehr geringe Auswirkungen hat. Hayakawa et al. haben
an BA/F3-Zellen mit Trypan-Blau-Firbung gezeigt, dass die FLT3-WT-positiven Zellen ohne
FL- oder IL3-Stimulation nach zwei Tagen grof3tenteils abgestorben sind, mit FL-Stimulation
ihre Zahl verdoppelt haben und die FLT3-ITD-positiven Zellen nach zwei Tagen unabhéngig

ob mit oder ohne Cytokin-Stimulation ihre Population verachtfacht haben [83].
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4.1.3 Nachweis von p50 und p65

Nachdem mittels Gelretardierungsassay in den FLT3-ITD-positiven 32D-Zellen eine deutlich
hohere Aktivitit von NF-kB als in den FLT3-WT-positiven Zellen gemessen worden war,
stellte sich die Frage, ob die mutierten Zellen vielleicht mehr von diesem Transkriptionsfaktor
bilden und somit mehr NF-kB-Molekiile in deren Zellkernen nachweisbar sind. Zu diesem
Zweck wurden die Mengen von p50 und p65 im Zytosol und im Nukleosol mit Western Blot
gemessen. Unsere Experimente zeigten nur geringe, nicht signifikante Anstiege an p50 und
p65 in den mutierten Zellen gegeniiber den WT-Zellen. Diese Beobachtung legt nahe, dass die
erhohte Aktivitdit von NF-xB nicht auf eine erhohte Expression der NF-kB-Untereinheiten
zuriickzufiihren ist. In der Literatur wird beschrieben, dass eine gesteigerte Aktivitidt durch
Phosphorylierung von NF-kB erfolgt [13, 61]. Auflerdem wire eine Regulation der
transkriptionellen Aktivitdit von NF-xB auf nukledrer Ebene auch durch Co-Aktivatoren
moglich. Ein Molekiil, das mit NF-kB interagieren und dessen Funktion modifizieren kann,
ist C/EBPP [104, 105, 147]. Die Untersuchung von C/EBPp in FLT3-WT- und in FLT3-ITD-

positiven Zellen wird in 4.1.6 niher beschrieben.

4.1.4 Nachweis von IxBa und IxBf

Abgesehen von der Aktivierung des p65-p50 Dimers durch Phosphorylierung oder Co-
Aktivatoren ist fiir die Aktivitit von NF-kB entscheidend, ob es von seinen
Inhibitormolekiilen gebunden und im Zytosol zuriickgehalten wird. Daher wurden in dieser
Studie auch die Mengen der Inhibitorproteine IkBa und IkBf3 gemessen. Wenn ein Stimulus
die NF-xB Signalkaskade aktiviert, werden die IxB-Proteine phosphoryliert, mit Ubiquitin
markiert und mittels Proteasom proteolysiert [10, 70, 92, 184]. Die Phosphorylierung von IxB
erfolgt durch die zwei Proteinkinasen IKKa und IKKp. Diese liegen im Cytosol meist in
einem Komplex gebunden mit der regulatorischen Untereinheit IKKy oder NEMO vor. Die
meisten Signaltransduktionswege, iiber die NF-«xB aktiviert werden kann, miinden in der
Aktivierung des IKK-Komplexes [78].

Erst wenn IkB proteolysiert ist, wird NF-kB freigesetzt und kann in den Zellkern wandern.
Daher wire eine reduzierte Zahl an IxkB Molekiilen in FLT3-ITD-positiven Zellen eine
Erkldarung fiir die gesteigerte Aktivitat von NF-kB gewesen. Anders als erwartet haben unsere
Experimente jedoch ergeben, dass nur kleine Schwankungen in der Proteinkonzentration von
IxB auftraten, welche die erhohte nukledre Bindungsaktivitit von NF-kB nicht erklidren

konnen. Dieses Ergebnis bestédrkt die oben in 4.1.3 beschriebene Vermutung, dass NF-xB hier
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nicht iiber den iiblichen Weg, durch Phosphorylierung und proteasomalen Abbau seiner
Inhibitoren IkBa und IkBf aktiviert wird, sondern dass an diesem Aktivierungsprozess Co-

Aktivatoren beteiligt sind.

4.1.5 IL-3 und FLT3-WT-positive 32D-Zellen

Unser Experiment, ob der Wachstumsfaktor 1L-3, welchen wir fiir die Zellkultur der 32D-
Zellen verwendeten, die Expression von NF-xB in FLT3-WT-positiven 32D-Zellen
beeinflusst, zeigte keinen relevanten NF-kB Anstieg bei unterschiedlichen Dosen von IL-3.
Im Gegensatz dazu zeigte sich nach Inkubation mit ansteigenden Mengen des physiologischen
FLT3-Rezeptorliganden FL in FLT3-WT-positiven 32D-Zellen bei Haas et al. ein relevanter
Anstig von C/EBPB-LIP und dem LIP/LAP-Verhiltnis [77]. Diese Ergebnisse zeigen, dass
der Wachstumsfaktor IL-3 gut geeignet ist, um die FLT3-WT-positiven Zellen in Zellkultur
am Leben zu halten und zu vermehren, ohne dabei NF-kB zu aktivieren. Somit handelt es sich
bei der im Gelretardierungsassay in Abbildung 1 und 3 des Ergebnisteils gezeigten geringen
Aktivitit von NF-kB in FLT3-WT-positiven Zellen um eine IL-3-unabhingige konstitutive
Aktivitat von NF-kB. Wird dagegen der FLT3 Ligand FL zur Kultivierung der Zelllinie 32D
verwendet, konnte die Aktivierung von C/EBPP gegebenenfalls eine indirekte Aktivierung
von NF-kB hervorrufen, was einen objektiven Vergleich zwischen der intrinsischen Aktivitét

von NF-«B in FLT3-WT- und in FLT3-ITD-positiven Zellen erschwert.

4.1.6 C/EBPp und NF-kB

Wie oben bereits erldutert, gibt es auf nukledrer Ebene Co-Aktivatoren, die mit NF-xB
gemeinsam agieren und gegebenenfalls dessen Bindungsaktivitit an die DNA verstidrken. Ein
solcher Co-Aktivator kann C/EBPJ sein. C/EBPJ ist dhlich wie NF-xB an der Transkription
von Genen beteiligt, die fiir Wachstum, Differenzierung, Proliferation oder Inflammation
zustdndig sind [147]. Es wurde bereits in fritheren Studien gezeigt, dass C/EBPB mit p50
interagieren kann [104, 144, 147, 174]. Daher galt es im ndchsten Schritt die Mengen von
C/EBPp in FLT3-ITD-positiven und in FLT3-WT-positiven Zellen zu vergleichen. In dieser
Studie wurden in FLT3-ITD-positiven Zellen deutlich hohere Mengen an C/EBPf als in
FLT3-WT-postitiven Zellen gemessen. Auch Haas et al. haben gesteigerte LIP Levels in
FLT3-ITD-positiven Zellen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen gesehen [77]. Gesteigerte

Mengen an LIP oder ein Anstieg des LIP/LAP-Verhiltnisses sind mit Proliferation assoziiert
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[36, 91] und wahrscheinlich an der Entstehung von Lymphomen oder Leukidmien beteiligt
[145]. Unter den C/EBPB-Untereinheiten wirkt LIP inhibierend auf die Transkription, da ihm
die transaktivierende Domine am N-terminalen Ende fehlt. Wihrend LAP und LAP* an der
Vermittlung von Differenzierung und Antiproliferation beteiligt sind, hemmt LIP deren

Transaktivierungsaktivitit und fordert dadurch die Proliferation [77, 145].

4.1.7 Klinisch-therapeutische Relevanz von FLLT3

Der Organismus besitzt mehrere Abwehrmechanismen, um zu verhindern, dass maligne
Tumore entstehen. Dazu gehoren angeborene und erworbene Prozesse des Immunsystems,
antiproliferative transkriptionelle Programme und Apoptose [30, 128, 136]. Wenn einer dieser
Schutzmechanismen defekt ist, kann ein maligner Tumor entstehen. Normale Zellen brauchen
ein Signal von einem Wachstumsfaktor, um sich aus dem ruhenden Stadium des Zellzyklus in
einen aktiven, proliferativen Status zu bewegen. Diese Signale werden der Zelle durch
Rezeptoren, welche in der Zellmembran liegen, vermittelt. Tumorzellen hingegen vermehren
sich Wachstumsfaktor-unabhingig [82].

Daher ist der FLT3-Rezeptor, nachdem er auf der Oberfliche von AML Zellen entdeckt
worden war, als mogliches Ziel fiir Pharmakotherapie der AML ins Augenmerk der Forscher
geriickt [26, 69, 111, 218]. Der FLT3-Rezeptor befindet sich in der Regel auf
hidmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen. Physiologisch wird er durch seinen Liganden
FL aktiviert, wihrend der durch die ITD mutierte Rezeptor permanent und Ligand-
unabhingig aktiviert ist. Fiir die AML-Patienten, in deren Blasten dieser mutierte FLT3-ITD-
Rezeptor gemessen wurden, bedeutet dies eine besonders schlechte Prognose [77, 161, 180].
Eine Reihe kleiner Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs), welche gegen FLT3 eingesetzt werden
konnen, wurde bereits entdeckt. Zu diesen TKIs gehoren zum Beispiel Herbimycin, AG1295
und AG1296 [107, 108, 168, 188, 194, 216]. Sie zeigten eine zytotoxische Wirkung auf genau
die Blasten, die den FLT3-ITD-Rezeptor tragen. Weitere TKIs, die bereits klinisch erprobt
wurden sind CEP-701, MLN518 oder PKC412. CEP701 wird auch Lestaurtinib genannt und
ist ein Indolcarbazolderivat. Dabei handelt es sich um ein kleines Molekiil, das die
Phosphorylierung des aktivierten FLT3-Rezeptors Dosis-abhéingig inhibiert, in dem es sich in
die Tasche des Rezeptor setzt, in der sonst ATP gebunden wird. Somit kann ATP den
Rezeptor nicht phosphorylieren und die Signalkaskade des FLT3-ITD-Rezeptors ist
unterbrochen [168]. In Blutproben von an AML erkrankten Kindern bewirkte Lestaurtinib

eine signifikant hohere Zytotoxizitdt bei FLT3-ITD-positiven Zellen, als bei FLT3-WT-
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positiven Zellen [34]. Als Lestaurtinib in der klinischen Phase 1 und 2 als Monotherapie an
Patienten getestet wurde, zeigten sich erste Erfolge, wie signifikante Senkungen der
peripheren Leukdmie- und der Knochenmarksblasten [24, 169]. Auch MLNS5I1S, ein
Piperazinyl-Quinazolin und PKC412, ein N-Benzolystaurosporin wurden in klinischen
Studien Phase 1 getestet und erreichten eine Reduktion der FLT3-ITD-positiven Zellen [116,
194].

Abbildung 15: Die Strukturformel des FLT3-Inhibitor CEP701. Dieser Tyrosinkinaseinhibitor ist ein
Indolcarbazolderivat und hemmt FLT3, indem es an die ATP-Tasche bindet.

4.2 NF-kB und ozonierte Lipoproteine

In der Vergangenheit haben zahlreiche Studien gezeigt, dass in leukdmischen Zellen, speziell
in den Zellen der AML, NF-kB dysreguliert und konstitutiv aktiviert ist [139]. Demzufolge
wurden viele Versuche unternommen, NF-kB als Ziel fiir Medikamente im Rahmen von
Chemotherapien gegen Tumorerkrankungen zu nutzen [56]. In dieser Studie wurden diese
Ansitze erginzt, indem gezeigt wurde, wie NF-kB mit ozonierten Lipoproteinen inhibiert
werden kann.

Studien haben gezeigt, dass sich Ozon in atherosklerotischen Lasionen von Arterien befindet
[200]. Im arteriosklerotischen Gewebe, welches durch Endarteriektomie der Arteria carotis
gewonnen wurde, hat man Steroide nachgewiesen, die ausschlieBlich durch die Ozonierung
von Cholesterol entstehen [200]. Somit kann man vermuten, dass Ozon wihrend der
Entstehung der arteriosklerotischen Lasion gebildet wird. Wenn arteriosklerotisches Gewebe
aus der Plaque kultiviert und in vitro aktiviert wurde, konnte eine Zunahme dieser Ozon-

spezifischen Produkte festgestellt werden [200]. Somit kénnte Ozon eine besondere Rolle bei
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der Entstehung der arteriosklerotischen Plaque einnehmen [125]. Mithilfe von Antikorpern,
die in der Lage sind, die chemische Reaktion von Wasser und molekularem Sauerstoff zu
Ozon zu katalysieren [199], wurde nachgewiesen, dass neutrophile Granulozyten, die
entsprechende Antikorper auf ihrer Oberfldche tragen, in der Lage sind, Ozon zu produzieren
[9].

Arteriosklerotische Plaques entstehen, wenn sich LDL in die GefdBwand einlagert, wo es von
Schaumzellen phagozytiert wird, die aus Makrophagen entstanden sind [109]. Da NF-xB eine
zentrale Rolle bei der Pathogenese der Arteriosklerose spielt [13, 31, 32, 38], galt es hier zu
untersuchen, welchen Einfluss ozoniertes LDL auf NF-«kB ausiibt. Wihrend LDL eine
wichtige physiologische Rolle beim Transport von Cholesterin in die peripheren Gewebe
spielt, bedeutet ein hohes LDL-Level eine erhohte Gefahr durch Arteriosklerose. Die hier
vorliegende Arbeit beschreibt, wie man LDL mit Ozon modifizieren kann und wie dieses
Molekiil auf die Aktivierung von NF-«xB wirkt. Bisher wurde noch von keiner anderen
Arbeitsgruppe dieses neue Molekiil ozLDL untersucht und seine Wirkung auf NF-kB
gemessen. Jedoch zeigten auch Produkte der Ozonierung von Cholesterin, zum Beispiel das
5a,6a-Cholesterinepoxid und das von Wentworth et al. identifizierte 5,6-Secosterol

hemmende Effekte auf die NF-xB-Aktivitit [200].

4.2.1 TBARS

Nachdem wir durch die Ozonierung von LDL ozLDL hergestellt hatten, musste noch
untersucht werden, welche Nebenprodukte bei der Ozonierung von Lipiden entstehen und ob
diese den beobachteten Effekt auf NF-kB hervorrufen. Die ,thiobarbituric acid reactive
substances® entstehen, wenn mehrfach ungesittigte Fettsduren oxidativ gespalten werden.
Dazu gehort zum Beispiel Malondialdehyd. Die TBARS-Untersuchungen lassen keine
Korrelation zwischen der Hemmung von NF-kB und der Malondialdehyd-Produktion
erkennen. Cappello et al. haben untersucht, ob die NF-«B Inhibierung durch ozoniertes LDL
bei unterschiedlichen Mengen an Malondialdehyd auch unterschiedlich ausfillt. Dabei
wurden keine signifikanten Schwankungen gemessen. Somit kann gefolgert werden, dass dem

Malondialdehyd keine inhibierende Wirkung auf NF-kB zuzuschreiben ist.
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4.2.2 Charakterisierung von ozLLDL

In dieser Studie sollten die Verdnderungen von LDL-Cholesterin untersucht werden, um die
Zusammensetzung von ozLDL niher zu charakterisieren, da in der Literatur ein Produkt der
Ozonierung von Cholesterin als Bestandteil des arteriosklerotischen Plaques beschrieben und
Cholesterin ein wichtiger Bestandteil von LDL ist [200]. Der Cholesterinoxidase-Versuch
zeigt, dass sich in ozLDL wenig Cholesterinester und kein freies Cholesterin befinden,
wohingegen in LDL und oxLDL reichlich freies und verestertes Cholesterin zu messen war.
Daraus lisst sich folgern, dass es sich bei 0zLDL um eine neue Substanz handelt, die sich
deutlich von dem bereits gut erforschten oxLLDL [32, 81, 175] unterscheidet. Somit kénnen
die aus den Experimenten mit oxLDL gewonnenen Erkenntnisse nicht auf ozLDL {ibertragen

werden.

4.2.3 Hemmung der NF-kB Aktivierung durch ozLLDL

Die in 3.2.3 beschriebenen Experimente haben gezeigt, dass mit Ozon behandeltes LDL in der
Lage ist, das NF-kB-System in der monozytiren Zelllinie THP-1 zu inhibieren. Die THP-1-
Zellen wurden mit LPS stimuliert und der Effekt einer erhohten NF-xB-Aktivitét blieb in den
mit ozLDL vorbehandelten Zellen aus. Diese Hemmung wurde allein durch die Modifikation
des Lipoproteins verursacht, da weder ozoniertes PBS noch unbehandeltes LDL eine
hemmende Wirkung hervorriefen. Nach Vorinkubation mit ozLDL konnte in monozytédren
THP-1-Zellen eine nahezu vollstindige Hemmung der durch LPS induzierten NF-xB-
Aktivierung gezeigt werden. Somit wird deutlich, dass ozLLDL einen grolen Einfluss auf die
Aktivitdat von NF-xB hat, der zu einer bedeutenden Wirkung in der atherosklerotischen Lésion

fiihren kann.

4.2.4 Toxizitatstests

Diese Hemmung basiert nicht auf einem zytotoxischen Effekt, wie die weiteren Experimente
zeigten. Da es sich bei Ozon um ein hochreaktives und aggressives Agens handelt [151],
musste streng iiberwacht werden, ob die beobachteten Effekte von ozLDL nicht auf einer
toxischen Wirkung beruhten. Da es sich bei der Inhibierung der LPS-vermittelten NF-xB-
Aktivierung um einen reversiblen Effekt handelt, war eine toxische Wirkung des ozLDL
unwahrscheinlich. AuBerdem beeinflusste die Behandlung mit ozLDL in den Experimenten

weder den konstitutiven Transkriptionsfaktor Sp-1, noch das Strukturprotein Aktin. Bei der
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Beobachtung der Zellmorphologie und der Zellzahl unter dem Mikroskop, sowie nach
Auswertung der abgestorbenen Zellen mit Trypanblau-Firbung oder Messung des
Proteingehalts mittels Bradford-Assay konnte kein toxischer Effekt auf die mit ozLLDL
behandelten Zellen nachgewiesen werden. Auch die anhand der ATP-Konzentration (Kit-
Reagenz, beschrieben in 3.2.5) ermittelte Zellvitalitit von LPS- oder TNF-stimulierten

Monozyten wurde von ozLDL nicht beeintrachtigt.

4.2.5 Die NF-kB-Hemmung im zeitlichen Verlauf

In den Versuchen von 3.2.6 zeigt sich, dass der hemmende Effekt von ozLLDL nach einiger
Zeit abnimmt. Nach der Inkubation von THP-1-Zellen mit ozLLDL ist die Aktivierbarkeit von
NF-«xB durch LPS zunichst vollkommen gehemmt. Dieser Effekt ist nach zwei Stunden noch
zu sehen, aber etwas abgeschwicht. Nach sechs bzw. 24 Stunden ist NF-kB in den THP-1-
Zellen, die zuvor in ozLDL inkubiert waren, wieder deutlich stirker mit LPS aktivierbar,
wenngleich ein leichter hemmender Effekt auch nach 24 Stunden noch anhilt. Diese
Reversibilitit des hemmenden Effekts legt nahe, dass die Hemmung der NF-«xB-
Aktivierbarkeit durch ozLDL nicht auf eine toxische Wirkung des ozLDL auf die THP-1-
Zellen zuriickzufiihren ist.

Dieser Versuch zeigt auch deutlich, dass der hemmende Effekt von ozLDL auf die
Aktivierbarkeit von NF-kB nicht auf einer Interaktion zwischen LPS und ozL.LDL auflerhalb
der Zelle beruht, da die Zellen nach der Vorinkubation mit ozLDL fiir ihre jeweilige
Ruhephase in ozLDL-freiem Medium inkubiert werden. Erst dort erfolgt die Stimulation mit
LPS. Somit muss der hemmende Effekt von 0ozLDL im Inneren der Zelle erfolgen.

Sollte ozLDL therapeutisch bei chronisch entziindlichen Erkrankungen genutzt werden, wie
gasformiges Ozon bei Colitis ulcerosa [60] oder gelostes Ozon zur Therapie von Infektionen
[27] und in der Zahnheilkunde [80], definiert dieses Experiment iiber die zeiliche
Reversibilitit der NF-kB Hemmung einen zeitlichen Rahmen fiir die ozLDL Wirkung und

liefert Anhaltspunkte dafiir, wann ggf. eine Behandlung wiederholt werden miisste.

4.2.6 Reproduzierbarkeit des Effekts in verschiedenen Zellen

Ebenso wie in den oben beschriebenen THP-1-Zellen lieB sich der hemmende Effekt von
ozLDL auf die Aktivierbarkeit von NF-kB in mit LPS stimulierten Zellen auch bei priméren

menschlichen Monozyten, welche aus Vollblut gewonnen worden waren, beobachten. Site
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man diese Monozyten in 24-Well-Kulturplatten aus und gab THP-1-Medium sowie nicht-
essentielle Aminosiduren hinzu (wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben), so differenzierten sie
nach 24 Stunden zu adhdrenten Monozyten und nach 8 Tagen zu Makrophagen. Auch in
diesen ausdifferenzierten Makrophagen, zeigte sich die Reduktion der LPS-abhingigen
Aktivierbarkeit von NF-kB nach Inkubation der Zellen in ozLDL. Derselbe Effekt war auch
an endothelialen HUVEC Zellen zu beobachten. Das bedeutet, dass unsere im Modell anhand
der THP-1 Zellen beobachtete Wirkung von ozLDL auf NF-kB durchaus auf die Zellen
ibertragbar ist, die im menschlichen Korper an der Bildung von atherosklerotischen Plaques
beteiligt sind.

Die Tatsache, dass die Hemmung der Aktivierbarkeit von NF-kB durch ozLDL in
verschiedenen Zellen nachgewiesen werden konnte, gibt nur einen kleinen Anhalt dafiir, wie
vielseitig ozLDL moglicherweise einsetzbar wire. Vielleicht beruht der posivie Effekt, den
Ozon bei der extrakorporalen Ozon-Eigenblutbehandlung auf Patienten mit arterieller
Verschlusskrankheit hat, auf dieser Wirkung von ozLDL auf NF-xB [27]. Ahnliches kinnte
sogar in der Orthopéddie fiir die Behandlung von Bandscheibenvorfillen beim Einsatz von

Ozon eine Rolle spielen [6, 27].

4.2.7 Ausblick

Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse nur erahnen, wofiir ozZLDL noch eingesetzt werden
konnte. Ein neuer Ansatz, die hemmende Wirkung von ozLDL auf NF-xB zu untersuchen
wire, dieses Experiment einmal an 32D Zellen zu testen. Interessant wére nicht nur, ob sich
die NF-kB Aktivitdt in FLT3-ITD-positiven Zellen hemmen liee, sondern ob dadurch auch
das maligne, Ligand-unabhingige Zellwachstum zu stoppen wire. Wenn ozLDL so
wirkungsvoll Entziindungen hemmt, wie es in unseren Experimenten NF-kB inhibiert hat,
dann sollte versucht werden, ozLDL in Infusionslosungen oder Injektionslésungen

anzuwenden.
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5. Zusammenfassung

Der FLT3-Rezeptor ist ein auf héamatopoetischen Vorlduferzellen vorkommender
transmembranirer Rezeptor, dessen Signalkaskaden aktiviert werden, sobald der Rezeptor
durch seinen Liganden aktiviert wird. Das Auftreten einer ITD-Mutation fithrt zu einer
konstitutiven Aktivierung des FLT3-Rezeptors, daher bedeutet dessen Nachweis im Blut von
an AML erkrankten Patienten eine schlechtere Prognose. Die Transkriptionsfaktoren NF-
kB/Rel spielen eine zentrale Rolle bei immunologischen, entziindlichen und malignen
Erkrankungen. Eine Dysregulation des NF-kB-Systems wird bei der Entstehung von
Arteriosklerose genauso wie bei der Entstehung von malignen Tumoren angenommen.

Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es herauszuarbeiten, ob ein Zusammenhang
zwischen der gesteigerten Aktivitit des FLT3-Rezeptors mit ITD-Mutation und der Aktivitit
von NF-kB besteht. Dazu wurden FLT3-ITD-positive Zellen mit FLT3-WT-Zellen verglichen
und im Hinblick auf die Aktivitit von NF-kB untersucht. Zusitzlich wurden die
Untereinheiten von NF-«xB identifiziert und quantitativ gemessen. Auflerdem wurde die
Mengen der Inhibitorproteine von NF-xB, IkBa und IkBf, im Cytosol sowie im Nukleus
bestimmt. Es zeigte sich, dass die NF-xB Bindungsaktivitiat in FLT3-ITD-positiven Zellen
deutlich hoher als in FLT3-WT-Zellen ist. Jedoch sind die Mengen an p50 und p65, sowie die
Mengen an IkBa und IkBf in beiden Zellen annédhernd gleich. Daher wurde eine Steigerung
der NF-xB Aktivitit iiber Co-Aktivatoren postuliert. Da ein solcher Co-Aktivator C/EBPJ
sein konnte, wurden in den FLT3-WT- und in den FLT3-ITD-positiven Zellen auch die
zytosolischen Mengen von LAP, LAP* und LIP untersucht. Dieser Versuch hat in den FLT3-
ITD-positiven Zellen deutlich hohere Mengen an C/EBPP gezeigt. Ein Einfluss des
Wachstumsfaktors IL-3 auf diese Ergebnisse wurde ausgeschlossen.

Neuere Studien haben ein Vorkommen von Ozon in atherosklerotischen Plaques
nachgewiesen. Dieses wird moglicherweise durch Leukozyten zusammen mit ihren
Antikorpern produziert. Im zweiten Teil dieser Arbeit galt es, den Einfluss von ozLLDL auf
NF-«B zu untersuchen. Die Vorinkubation mit ozLDL fiihrte zu einer reversiblen Hemmung
der LPS-vermittelten Aktivierung von NF-kB in verschiedenen Zelltypen. Dabei wurden
Zellen untersucht, die an der Erkrankung Arteriosklerose beteiligt sind: Monozyten,
Makrophagen und Endothelzellen. Mit verschiedenen Kontrollexperimenten wurde
ausgeschlossen, dass der oben beschriebene Effekt auf einer Wirkung von Ozon, LDL oder
PBS allein beruht. Auflerdem konnte mit weiteren Versuchen gezeigt werden, dass die

Hemmung der NF-xB Aktivitit nicht auf einen toxischen Effekt zuriickzufiihren ist. Es konnte
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auch keine direkte Korrelation der TBARS-Werte mit den beobachteten Effekten von ozLDL
auf die Zellen festgestellt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ozLDL ein grofles therapeutisches Potential
birgt, wenn man es als Hemmer des NF-kB-Systems in entziindlichen oder in malignen

Erkrankungen einsetzen konnte.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungen

°C
Abb.
Ak
AML
AP
aPKC
ARD
ATP
Bid
BSA
C/EBP
cAMP
CBFp/MYHI11
CBR
CDC
Ci
CKII
CO,
cpm
CREB
CRP
DD

dl
DNA
DTT
ECL
EDTA
EGF
ELAM
ERK

Grad Celsius

Abbildung

Antikorper

akute myeloische Leukédmie

activator protein

atypische Proteinkinase C

ankyrin repeat domain
Adenosintriphosphat

BH3 interacting domain death agonist
bovines Serumalbumin
CCAAT/enhancer-binding protein
cyclisches Adenosinmonophosphat
core binding factor B/myosin heavy chain
CREB-bindendes Protein

cell division cycle

Curie

Caseinkinase II

Kohlensoffdioxid

counts per minute

CRE-bindendes Protein

C-reaktives Protein

death domain

Deziliter

Desoxyribonukleinsédure
Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsdure
epidermal growth factor
endothelial-leucocyte adhesion molecule
extracellular signal-regulated kinases

Fluormolekiil
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FAB
FADD
FKS
FL
Flk-2
FLT3
g
G/M-CSF
GABI1/2
GAP
GDT
GRB2
GTP

h
H4XeOg
HCL
HDL
Hepes
HLH
HPV
Hsp
ICAM
IgG
IKK
IL
IRAK
ITD
IxB
JAK
JNK
KCl
KD
kDa
KrFg

French-American-British
Fas-associated death domain protein
fetales Kélberserum

FLT3 Ligand

fetal liver kinase-2

Fms-like tyrosine kinase 3
Erdbeschleunigung
granulocyte/macrophage colony stimulating factor
GRB-associated binder 1/2
GTPase-activating protein
Guanosindiphosphat

growth factor receptor bound protein-2
Guanosintriphosphat

Stunde

Perxenonséure

Salzsdure

high density lipoprotein
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsédure
Helix-Loop-Helix

human papillomavirus
Hitzeschockprotein

intercellular adhesion molecule
Immunglobulin G
IxB-Kinase-Komplex

Interleukin
IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinasen
internal tandem duplication
inhibitor of kB

Januskinase

c-Jun N-terminal kinase
Kaliumchlorid

Kinasedoméne

Kilodalton

Kriptonhexafluorid
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LBP
LDL
LPS
LZ
Mal
MAPK
MCP
MD2
Mef
MEKK
mg
min

ml
mM
mmol
mol
mRNA
MSK1
MW
MyD

NaCl
NF-xB
ng
NLS
nm
NO
NRD

OD
oxLDL
ozLDL
0zPBS
PBS

LPS-binding protein

low density lipoprotein
Lipopolysaccharid

Leucin-Zipper

MyD88 adapter-like

mitogen associated protein kinase
monocyte chemotactic protein
myeloid differentiation protein 2
mouse embrionic fibroblasts
mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinase
Milligramm

Minuten

Milliliter

millimolar

Millimol

Mol

messenger Ribonukleinsidure
mitogen- and stressactivated kinase 1
Mittelwert

myeloid differentiation factor
Anzahl

Natriumchlorid

Nuklearfaktor-xB

Nanogramm

nuclear localization sequence
Nanometer

Stickstoffmonoxid
NF-kB/Rel/dorsal

Sauerstoffatom

optische Dichte

oxidiertes LDL

ozoniertes LDL

ozonierte Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
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PBST
PDGFRp
pg
PI3K
PIP,
PIP;
PKACc
PKB
PKC(
PLC-y
pm

pM
PML-RAR«
PMSF
RHD
RIP
RPMI
RT
RTKIII
S,05™
SD
Sdp.
SDS
sec
SHIP
SHP-2
Smp.
SOS
STAT
STK-1
TAB
TAD
TAK
TBARS

PBS + 0,05% Tween 20

platelet-derived growth factor

Picogramm

Phosphoinositol 3’-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
Phosphatidylinositol-4,5-Triphosphat

cyclic AMP-dependent protein kinase A
Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phospholipase C-y

Picometer

picomolar

promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor o
Phenylmethylsulfonylfluorid
Rel-Homologie-Domine

receptor-interacting protein

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Rezeptortyrosinkinase I1I

Peroxodisulphat

Standardabweichung

Siedepunkt

Sodium Dodecyl Sulfate

Sekunden

SH2 domain-containing inositol phosphatase
Src homology domain 2-containing protein tyrosine phosphatase
Schmelzpunkt

son of sevenless

signal transducer and activator of transcription protein
Stammzell Tyrosin Kinase 1

TAKIT binding protein
Transaktivierungsdomine

transforming growth factor-B-activated kinase

thiobarbituric acid reactive substances
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TBE
TGFp
TICAM1
TIR
TIRAP
TIRP
TKD
TKI
TLR
TNF
TNF-RI/IT
TRADD
TRAF
TRAM
TRIF
Tris
Tween
U

uv
VCAM
WEHI
WT

Hg

Tris-Borat-EDTA-Puffer

transforming growth factor 3
TIR-domain-containing adapter molecule 1
Toll/IL-1R

TIR-domain-containing adapter protein
TIR-containing protein
Tyrosinkinasedoméne
Tyrosinkinaseinhibitor

toll-like receptor

Tumornekrosefaktor

TNF-Rezeptor /I

TNF-RI-associated death domain protein
TNF-receptor-associated factor
TRIF-related adapter molecule
TIR-domain-containing adapter inducing interferon 3
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

unit

Ultraviolett

vascular cell adhesion molecule

Walter and Eliza Hall Institute
Wild-Typ

Mikrogramm

Mikroliter
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