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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 TNF-Toleranz
1.1.1 Toleranz

Als Toleranz bezeichnet man den Verlust der Empfindlichkeit eines Organismus oder einer
Zelle bei wiederholter Exposition gegentiber der gleichen Substanz (17, 164). Diese Fahig-
keit, sich an mehrfache oder kontinuierliche Stimulation zu gew6hnen und nicht mehr oder
nur mit einer im Vergleich zum ersten Kontakt verminderten Antwort auf diese reagieren zu
konnen, findet sich als ein generelles Prinzip sowohl bei immunologischen als auch bel phar-
makologischen Prozessen (164). Toleranz kann unter gewissen Voraussetzungen als protekti-
ver Mechanismus der Zellen dienen. So entsteht im Verlauf akut entztindlicher Erkrankungen
wie Sepsis ein Toleranzzustand, der Uber eine selektive Verminderung der Produktion proin-
flammatorischer Zytokine und eine gleichzeitig erhthte Bildung antiinflammatorischer
Molekile schadliche Auswirkungen der Entziindungsreaktion abschwécht (150, 164). Dersal-
be Vorgang kann jedoch gleichzeitig negative Folgen haben und bis hin zur Entwicklung ei-
ner Immunparalyse fihren. Dieser anerge Zustand bildet sich vor alem in der Spétphase des
septischen Schocks aus und begunstigt sekundére, unter Umstanden letale Infektionen (96,
142). AulRerdem scheinen toleranzéhnliche Prozesse in der Pathophysiologie chronisch ent-
zundlicher, insbesondere ischdmischer Erkrankungen (27, 72, 90, 159) sowie bel der Entste-

hung und Ausbreitung von Tumoren (13) eine Rolle zu spielen.

1.1.2 TNF und seine Funktionen

Das Zytokin Tumornekrosefaktor (TNF, TNF-a) ruft bei entziindlichen, immunologischen
und malignen Prozessen ein breites Spektrum zelluldrer Antworten hervor (13, 15, 19, 93,
137). Infolge der Einwirkung verschiedener Stimuli wie z. B. Lipopolysaccharid (LPS), Zyto-
kinen (z. B. Interleukin (IL)-2; GM-CSF, , granulocyte/monocyte colony-stimulating factor)
oder Komponenten des Komplementsystems wird es vor allem von Makrophagen und Mono-
zyten, aber auch von vielen anderen Zelltypen sowie einigen Tumoren sezerniert (15, 93,
137). TNF wirkt mit bei der Regulation von zelluldren Abléufen wie Zdlproliferation,
-differenzierung und Apoptose (15, 93). Im Rahmen von entzindlichen Reaktionen initiiert
TNF durch die Induktion einer Vielzahl inflammatorischer Moleklle beispielsweise die Akti-
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vierung von Leukozyten, fordert ihre Adh&sion ans Endothel sowie ihre Migration und stimu-
liert die Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen (15, 93, 137). TNF fungiert daher in niedri-
ger Konzentration als essentieller Bestandteil der physiologischen Abwehr von Infektionen
(137). Eine akute exzessive systemische TNF-Produktion bei Fieber und Sepsis kann jedoch
zur Entwicklung von Komplikationen wie disseminierter intravasaler Gerinnung und Multior-
ganversagen beitragen (93, 137). Dartiber hinaus soll eine Dysregulation der Expression oder
Signaltibertragung von TNF an der Pathogenese zahlreicher chronischer Erkrankungen wie
rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn, multipler Sklerose und Morbus Alzheimer sowie an
der Entstehung der Graft versus host-Reaktion nach Organtransplantationen betelligt sein (15,
18, 19, 93, 106). Des weiteren ist TNF bel verschiedenen malignen Prozessen (z. B. Kolon-,
Mamma- und Prostatakarzinomen sowie Lymphomen und Leuk&mien) von Bedeutung, wobei
ihm eine ambivalente Rolle zugeschrieben wird (12, 13, 132, 149). Eine erhdhte Konzentra-
tion von TNF, das in der Umgebung von Tumoren haufig kontinuierlich freigesetzt wird, gilt
zum einen as prognostisch unglnstiger Faktor, da TNF infolge seiner wachstumsstimulieren-
den Wirkung die Vermehrung und Ausbreitung der neoplastischen Zellen fordert (12, 13,
149). Zudem ist das Zytokin fur die Kachexieentwicklung verantwortlich (137). Zum anderen
kann TNF durch seine zytotoxischen Effekte sowie die Aktivierung von Immunmediatoren
aber auch inhibitorisch auf das Tumorwachstum wirken (133, 149), indem es tumorassoziierte
Neovaskularisationen zerstort und selektiv die Lyse maligner Zellen initiiert, ohne dabei das
gesunde Gewebe wesentlich zu schadigen (19, 132, 133).

1.1.3 TNF-induzierte Toleranz

Es existieren mehrere Untersuchungen in vivo, die darauf hindeuten, dal3 wiederholte TNF-
Stimulation einen Toleranzzustand erzeugen kann. Studien an verschiedenen Tierspezies
(Méause, Meerschweinchen und Ratten) demonstrieren, dal3 selektiv nur bestimmte TNF-
Effekte von dieser Toleranz betroffen sind wie Fieber, Anorexie und Letalitdt sowie zum Tell
die gastrointestinale Toxizitéat, wahrend andere Wirkungen von TNF (z. B. die Regulation des
Lipidstoffwechsels) nicht abgeschwéacht sind (45, 94, 121, 128, 130). Eine Vorbehandlung
tumortragender Mause mit TNF in niedriger Konzentration Uber einige Tage fuhrt ebenfalls
zu Toleranz gegentiber einer nachfolgend applizierten, normalerweise letalen Dosis (38, 128),
wobel in einer Studie unter diesen Bedingungen allerdings auch die Anti-Tumor-Effizienz der
TNF-Therapie vermindert war (38). Als Ursache der TNF-Toleranz in vivo schienen in diesen

Experimenten intrazellulare, TNFRI-vermittelte Mechanismen von Bedeutung zu sein (130),
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wohingegen eine Neutralisation von TNF durch Antikorper (121, 127), eine Veranderung sei-
ner Bioverfugbarkeit oder der Rezeptorzahl (127) als wenig wahrschenlich gelten. Cy-
clooxygenase-Inhibitoren wie Indometacin verhindern die Toleranzentstehung und verstarken
somit die Toxizitd von TNF bei wiederholter Applikation (129). Daneben wurde in einigen
Untersuchungen eine Quertoleranz zwischen TNF und LPS beobachtet. LPS-induzierte
Hypophagie, Letalitdt und Fieber werden durch Vorbehandlung mit TNF unterdrtckt, nicht
dagegen TNF-Effekte durch vorangehende Administration von LPS (39, 45, 100). Aul3erdem
bildet sich die TNF-Toleranz im Tierversuch langsamer aus als die Resistenz gegeniiber LPS,
was auf unterschiedliche zugrundeliegende M echanismen schlief3en 183t (100).

Bisher befassen sich nur wenige Studien in vitro mit der ndheren Charakterisierung der TNF-
Toleranz auf molekularer Ebene. Untersuchungen an SV-80-Zellen lieferten Hinweise, dal3
TNF eine Resistenz gegenlber seinen eigenen Wirkungen induzieren kann (50). Eine Lang-
zeit-Prainkubation (72 h) mit einer niedrigen Dosis TNF (1 ng/ml) erzeugte in einer Arbeit
mit SW480-Zellen einen Toleranzzustand gegentiber einer Restimulation sowohl mit TNF
(0,1 - 10 ng/ml, 2 h) als auch mit LPS, wobel als molekulare Grundlage eine Hemmung der
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB gefunden wurde (65). THP-1-Zellen waren
nach einer 18stiindigen Vorbehandlung mit TNF (10 ng/ml), IL-1f3 oder LPS refraktar gegen-
Uber einer erneuten Einwirkung des jewells gleichen Stimulus (im Falle von TNF: 10 ng/ml,
40 min) und es bestanden verschiedene Formen der Quertoleranz (36). Bel diesen Untersu-
chungen wurde neben ener verminderten Phosphorylierung der MAP (,mitogen activated
protein)-Kinasen JNK (,c-Jun N-terminal kinase") und ERK (,extracellular signal-regulated
kinase“) eine reduzierte Degradierung des NF-kB-Inhibitorproteins IkBa beschrieben. Dar-
Uber hinaus wurde eine Zunahme von Homodimeren der transkriptionell inaktiven NF-kB-
Untereinheit pS0 beobachtet, ein Mechanismus, der auch as eine Ursache fur die LPS
Toleranz angesehen wird (166, 167). Eine wiederum eher kurze Préinkubation von F4-
Fibroblasten mit TNF (20 ng/ml, 15 h) flhrte in einer anderen Studie Uber eine persistierende
Aktivierung des TNF-Signalweges und des IKK-Komplexes zu einem fortwéahrenden Abbau
von [kBa und verhinderte somit dessen vollstandige Resynthese. Dadurch entstand ein selek-
tiver Toleranzzustand gegeniiber erneuter Stimulation mit TNF, nicht aber mit 1L-13 (99).
Welterhin wurde kurzlich demonstriert, dal3 eine kurzzeitige V orbehandlung mit TNF die Pro-
teinkinase A (PKA)-vermittelte Phosphorylierung der NF-kB-Unterheit p65 blockiert. Infol-
gedessen ist eine Assoziation von p65 mit dem Adaptorprotein p300, welche die transkriptio-
nelle Aktivitdt verstérkt, nicht mehr moglich (44). Die Resultate dieser Untersuchungen in
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Vivo sowie in vitro zeigen, dal3 die der TNF-induzierten Toleranz zugrundeliegenden moleku-

laren Mechanismen bisher erst unvollstandig aufgeklart sind.

1.2 DasNF-kB-System
1.2.1 Transkriptionsfaktoren der NF-kB/Rel-Familie und IKB-Inhibitorproteine

Transkriptionsfaktoren der Nuklearfaktor-kB (NF-kB)/Rel-Familie sind zentral an der Regu-
lation zahlreicher Gene bel entziindlichen sowie immunologischen Prozessen betelligt und
spielen auRerdem bei Proliferation, Differenzierung und Apoptose eine wichtige Rolle (6, 7,
24, 42, 55, 153, 155). Eine Dysregulation des NF-kB-Systems wird sowohl bei akut als auch
chronisch entztindlichen Prozessen sowie bei malignen Erkrankungen diskutiert (10, 11, 14,
23, 43, 126, 153, 155).

Das regulatorische NF-kB-Protein ist ein Homo- oder Heterodimer zweier Untereinheiten
(7, 9, 81, 119). Am héaufigsten wurde bisher ein Komplex aus p50 und p65 (RelA) identi-
fiziert, an deren Stelle auch c-Rel, p52 oder RelB sowie die Vorléauferproteine p105 (p50) und
pl00 (p52) treten konnen (6, 7, 9, 47, 81, 119). Allen NF-kB/Rel-Proteinen ist eine
C-terminale sogenannte Rel-Homologie-Domane (RHD, ca. 300 Aminosauren) gemeinsam.
Diese besteht aus einem Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv, das die DNA-Bindung ermdglicht,
einer Dimerisierungsdoméne (DD) und einer Sequenz, die fir den Transport der Proteine in
den Zellkern (,nuclear localization sequence”, NLS) verantwortlich ist (81, 95, 119). Im Zy-
tosol unstimulierter Zellen wird diese NLS durch inhibitorische Proteine, unter anderem
IkBa, B und €, maskiert (6, 135, 136, 148). Diese binden tber einen zentralen Abschnitt aus
mindestens sechs Ankyrin-Motiven (,ankyrin repeat domain“, ARD), der fir ale Inhibi-
torproteine charakteristisch ist (7, 9, 81, 95), an die NL S sowie einen C-terminal davon gele-
genen Bereich der RHD und verhindern so die nukledre Transokation der NF-kB-Proteine (9,
81, 95). Beal einigen NF-kB-Untereinheiten wie z. B. p65 tragt aul3erdem eine sogenannte
NF-kB/Rel/dorsal (NRD)-Doméne in der N-terminalen Region ihrer RHD zur Interaktion mit
den IkB-Proteinen bel (7, 95). Die Vorlauferproteine p105 (IkBy) und p100 (IkBd) verfligen
neben einer RHD auch Uber eine C-terminale inhibitorische ARD. Das Vorhandensein dieser
beiden strukturellen Motive erkléart die duale Funktion dieser Molekile als NF-kB-Proteine

einerseits und als Inhibitoren andererseits (7, 81, 119).
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1.2.2 Aktivierung und Regulation des NF-kB-Systems

Die NF-kB-Komplexe konnen durch eine Vielzahl von Stimuli (insgesamt mehr as 150)
aktiviert werden (7, 9, 92, 119). Neben proinflammatorischen Zytokinen wie TNF oder IL-1
zdhlen dazu beispielsweise Bakterien und bakterielle Produkte (v. a. LPS), Viren und virae
Produkte, Wachstumsfaktoren sowie verschiedene Formen von zellulérem Stref3 (7, 9, 47, 92,
119).

Diese Stimuli induzieren zunéchst die Phosphorylierung der inhibitorischen IkB-Proteine an
spezifischen Serinresten in ihrem N-Terminus, worauf eine Ubiquitinmarkierung an spezifi-
schen Lysinresten folgt (6, 47, 135) (Abb. 1). Daran schliefdt sich die Proteasom-vermittelte
Proteolyse der Inhibitorproteine an (54, 135). Nachdem nun die NLS der NF-kB-Transkrip-
tionsfaktoren frel vorliegt, kommt es zur nukledren Trandokation des Dimers (7, 47, 54, 135).

Im Zellkern kann der Transkriptionsfaktor an regulatorische kB-Promotor- und Enhancer-
Elemente binden und steuert seinerseits die spezifische Expression von Uber 150 Genen (6, 7,
9, 54, 81, 92). Diese kodieren unter anderem fur Zytokine (z. B. TNF, IL-1, IL-6), Chemokine
(z. B. IL-8; MCP-1, ,monocyte chemotactic protein-1“), Zelladhdsonsmolekille (z. B.
ICAM-1, ,intercellular adhesion molecule-1*; VCAM-1, ,vascular cell adhesion molecule-
1), Wachstumsfaktoren (z. B. GM-CSF) sowie Akute-Phase-Proteine (z. B. Angiotensino-
gen, Serum-Amyloid-A-Precursor) (7, 9, 47, 92). Somit induziert NF-kB die Produktion eini-
ger seiner eilgenen Aktivatoren, wie etwa TNF oder IL-1 (92). AulRerdem kontrolliert NF-kB
auch die Transkription des Inhibitorproteins IkBa, woraus eine strenge Autoregulation des
Systems resultiert (7, 42, 81, 92).

Fur den initidlen Schritt der Aktivierung von NF-kB, die Serinphosphorylierung der 1kB-
Proteine, ist der sogenannte |kB-Kinase (IKK)-Komplex verantwortlich. Dieser hochmoleku-
lare, zytosolische Komplex (ca. 300 - 900 kDa) setzt sich in sainer , klassischen“ Form zu-
sammen aus den kinaseaktiven Molekilen IKKa (85 kDa) und IKK[ (87 kDa), die Homo-
oder Heterodimere hilden, sowie dem Adaptorprotein IKKy (50 und 52 kDa) (52, 54, 113).
IKKa und 3, deren Primérstruktur sehr &hnlich ist, verfigen tGber eine N-terminale Kinase-
Domane (KD) sowie eine Leucin-Zipper (LZ)-ahnliche Struktur, die fur ihre Dimerisierung
notwendig ist. Uber ein C-terminales Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv, das zudem die Aktivi-
tat der KD moduliert, erfolgt die Bindung des Adaptorproteins IKKy (122, 151, 160).
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Abbildung 1: Aktivierungsschema von NF-kB. Eine Stimulierung der Zele induziert die Phosphory-
lierung und Ubiquitinmarkierung von IkB sowie p105/100 und liefert damit das Signal fir deren Pro-
teolyse. Der aktivierte NF-kB-Komplex tritt in den Zdlkern Uber und steuert nach Bindung an regula-
torische kB-Promotor- und Enhancer-Elemente zahireicher Gene deren Transkription.
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Mehreren Untersuchungen nach scheint IKK[3 fir die Aktivierung wie auch fur die anschlie-
Rende Inaktivierung des IKK-Komplexes essentiell zu sein (37, 54). IKKa, dessen Bedeutung
bisher noch weniger genau bekannt ist, soll dagegen an spezifischen Signalwegen, z. B. an der
B-Zdllreifung sowie der Proliferation beziehungsweise Differenzierung insbesondere der Ke-
ratinozyten, beteiligt sein (33, 51, 52, 114). Assoziiert an IKK[(3 konnte IKKa enigen Studien
zufolge aber moglicherweise durch IKK 3 phosphoryliert werden und damit zur Einleitung der
IkB-Degradierung durch den IKK-Komplex oder zur Erhdhung der transkriptionellen Akti-
vitédt verschiedener NF-kB-Proteine durch Phosphorylierung beitragen (75, 120). Das Adap-
torprotein IKKy wird als regulatorische Komponente im IKK-Komplex angesehen (41, 54,
110, 113).

Dartiber hinaus existieren nur teillweise charakteriserte Mechanismen, welche die transkrip-
tionelle Aktivitdt beziehungsweise die DNA-Bindungsfahigkeit von NF-kB auf (pré)tran-
skriptioneller Ebene modulieren. Dazu zahlt insbesondere die Phosphorylierung der Unterein-
heiten (p65, c-Rel, p50) des Dimers (9, 41, 153). So fuhrt die durch TNF oder IL-1 induzierte
Aktivierung von IKKa und IKK[3 neben der Degradierung von IkB auch zu einer Phosphory-
lierung von p65 an verschiedenen Serinresten (75, 111, 143, 144). Wie Studien zeigten, sind
an der Ubertragung der Phosphatreste unter anderem die Kinasen PI3K (Phosphatidylinositol-
3-Kinase) und Akt/PKB (Proteinkinase B) (75, 120) sowie bel Stimulation mit TNF auch
CKIl (Casainkinase 11) (144) betelligt. Zudem wird p65 durch TNF unter Vermittlung von
PKAc (,cyclic AMP-dependent protein kinase A*) (163), MSK1 (,mitogen- and stress-
activated kinase 1) (141) und PKC{ (Proteinkinase C () (35) phosphoryliert, wodurch sich
jeweils eine stabile Interaktion von p65 mit dem Koaktivator CBP (CREB-bindendes Pro-
tein)/p300 aushilden kann, welche die transkriptionelle Aktivitdt von NF-kB moduliert (35,
163). Neben CBP/p300 und anderen Histon-Acetylasen (117) kénnten durch die p65-Phos-
phorylierung aber auch Histon-Deacetylasen als Korepressoren an nukleares NF-kB rekrutiert
werden (5). Diese posttranskriptionellen Modifikationen sind also von entscheidender Bedeu-
tung fur die positive oder negative Regulation der NF-kB-abhéangigen Genexpression. Wei-
terhin haben die variable Kombination der einzelnen NF-kB-Untereinheiten, geringe Unter-
schiede in den kB-Bindungssequenzen der DNA sowie die Kooperation mit anderen
Transkriptionsfaktoren Auswirkungen auf die differentielle Regulierung der Expression der
einzelnen NF-kB-abhangigen Gene (6, 9, 81, 124, 125, 145, 153).
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1.2.3 Der TNF-Signalweg

Stimulation einer Zelle mit TNF induziert die Aktivierung der proinflammatorischen
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 (,activator protein-1*) (14, 15). Daneben kann die-
ses Zytokin tber eine Caspase-K askade auch apoptoseassoziierte Prozesse fordern (15, 55).

Die TNF-induzierten Signalwege werden durch die Bindung von TNF an zwel unterschiedli-
che Rezeptoren, TNFRI (p55) und TNFRII (p75), eingeleitet. Dadurch kommt es zu deren je-
welliger Trimerisierung. Dies ermdglicht die Anlagerung mehrerer Signalproteine an die zy-
toplasmatische Doméane der Rezeptoren. An TNFRI bindet zundchst TRADD (, TNFRI-
associated death domain protein®), das mit mindestens drel weiteren Molekillen interagiert,
zum einen mit FADD (,, Fas-associated death domain protein®), das tber Caspase 8 und weite-
re Caspasen zur TNF-vermittelten Apoptose fuhrt, zum anderen mit TRAF2 (,, TNF-receptor
associated factor 2¢) und RIPL (,receptor-interacting protein-1*) (15, 105). Bel Besetzung
von TNFRII mit TNF lagert sch TRAF2 direkt an den Rezeptor an und assoziiert mit TRAF1
(108, 109). Diese Mechanismen induzieren im folgenden entweder eine Aktivierung des IKK-
Komplexes oder von MAP-Kinasen wie insbesondere JNK sowie p38 und bewirken dadurch
letztendlich die Aktivierung der NF-kB-Proteine beziehungsweise von AP-1 (15, 54).

Bei der TNFRI-induzierten IKK-Aktivierung stellt TRAF2 den Kontakt von IKK mit dem re-
zeptorassoziierten Komplex her, wéhrend RIP1 auf nichtenzymatischem Weg zur Aktivierung
von |KK fuhrt (32, 161), moglicherweise indem es bisher noch unbekannte IKK-Kinasen zum
IKK-Komplex rekrutiert (32). Diskutiert als mogliche IKK-Kinasen werden unter anderem
MEKK-3 (,,mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinase-3“) (156) sowie atypische
Proteinkinase C (aPKC)-Kaskaden (112). Jedoch kodnnte nach einer Untersuchung auch eine
Transautophosphorylierung von IKK nach Interaktion von RIP1 und IKKy ohne eine IKK-

Kinase im eigentlichen Sinne zur Aktivierung des Komplexes ausreichend sein (101).

1.3 Regulation der Genexpresson durch NF-kB im Zusammenwirken mit anderen

Transkriptionsfaktoren
1.3.1 DieProteineder C/EBP-Familie

Bei der Steuerung der Expression der verschiedenen Gene agieren die NF-kB-Proteine im
Kontext mit einem dichten Netzwerk anderer Transkriptionsfaktoren, z. B. C/EBP (,CCAAT/
enhancer-binding protein®), AP-1, Sp-1 oder Oct-1 (81, 124, 125, 145, 152). Die Mitglieder
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der C/EBP-Familie verfiigen Uber eine N-terminale Transaktivierungsdoméne und sind in
ihrem homologen C-Terminus durch eine basische DNA-Bindungsdoméne sowie ein Leucin-
Zipper (LZ)-Motiv charakterisiert, weshalb sie as bZIP-Proteine bezeichnet werden (67, 103,
145). Die Leucin-Zipper-Struktur befahigt die C/EBP-Molekile zur Bildung von Homo- und
Heterodimeren (66, 103, 145). Dabel ist eine Assoziation sowohl zwischen verschiedenen
C/EBP-Proteinen als auch mit Transkriptionsfaktoren anderer Familien moglich, z. B. mit
NF-kB, AP-1, CREB oder STAT (,signal transducer and activator of transcription protein®)
(2, 103, 145). Die C/EBP-Proteine spielen eine wichtige Rolle im Metabolismus und bei der
Differenzierung insbesondere von Adipozyten, Hepatozyten und myelomonozytaren Zellen
(3, 103, 145). C/EBPB (NF-1L6) ist im Rahmen von inflammatorischen und immunologischen
Prozessen fur die Regulation zahlreicher Gene verantwortlich (103, 145). So induziert es bei-
spielsweise 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), wahrend gleichzeitig die Expresson anderer Gene wie Angiotensinogen oder
ICAM-1 und einiger virder Gene, z. B. HPV (,human papillomavirus‘)-16 oder HPV-18,
vermindert wird (2, 16, 64, 103).

Entsprechend seinen vielfétigen Aufgaben unterliegt C/EBP(B einer komplexen und tellweise
noch ungeklarten Regulation. In unstimulierten Zellen existiert das Protein in transkriptionell
inaktiver Form, da negativ regulatorische intramolekulare Regionen die N-terminae Trans-
aktivierungsdoméne maskieren (59, 140). C/EBPB wird zum einen in vielen Geweben wie vor
alem Leber, Intestinaltrakt, Lunge und Fettgewebe kongtitutiv exprimiert (103, 145), anderer-
seits kdnnen proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF, LPS sowie Glucagon
und Dexamethason Uber die Induktion der mRNA die De novo-Synthese von C/EBPP stei-
gern (3, 46, 80). Insbesondere posttranskriptionelle Mechanismen — in erster Linie Phosphory-
lierungsreaktionen — nehmen jedoch ene Schltisselstellung bel der Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors ein (2, 103). Den Ergebnissen zweier Studien nach ist eine Phosphory-
lierung von C/EBPPB durch eine cAMP-abhangige PKA nach Behandlung von PC12-Zellen
mit Forskolin ebenso wie von Kolorektalkarzinomzellen mit Antioxidantien eine essentielle
Voraussetzung fur die nukledre Trandokation des Transkriptionsfaktors (30, 82). LPS und
TNF induzieren in myelomonozytéren Zellen beziehungsweise in transformierten Hepatozy-
ten gleichfalls eine schnelle Umverteilung von C/EBP in den Zellkern (58, 158). Im Gegen-
satz dazu wurde aber auch eine TNF-vermittelte Phosphorylierungsreaktion beschrieben, die
in Maushepatozyten den nukledren Export von C/EBP fordert (28). Aul3erdem konnte ge-
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zeigt werden, dal3 eine Phosphorylierung im Bereich der basischen Region durch PKA oder
PKC die DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors bel Durchftihrung von Gelretardierungs-
assays behindert (76, 139). Eine weitere Untersuchung fand mit derselben Methode nach Sti-
mulation von Rattenhepatozyten mit EGF (,epidermal growth factor®) ebenfalls eine Reduk-
tion der DNA-Bindung von C/EBP, wahrend TGFf3 (,transforming growth factor () diese
inhibitorische Wirkung antagonisieren und die DNA-Bindungsaffinitét erhéhen konnte (104).
Schliefdlich heben ras-abhangige MAP-Kinasen die Maskierung der Transaktivierungsdomé-
ne durch Phosphorylierung der inhibitorischen Region auf und tberfihren C/EBP( so in sai-
nen transkriptionell aktiven Zustand (89, 140). Auch eine Phosphorylierung der Aktivie-
rungsdoméne durch PKC nach Stimulation mit LPS oder proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-1, IL-6 und TNF (138) sowie eine Phosphorylierung des Leucin-Zippers durch eine
Ca”*/Calmodulin-abhangige Proteinkinase (146) steigern das Transaktivierungspotential. Des
weiteren wurde fir C/EBPB eine Assoziation mit dem Koaktivator CBP/p300 beschrieben
(83). Insulin kann diese Interaktion durch Phosphorylierung der Koaktivatoren tiber PKB be-
ziehungsweise PI3K verhindern und so die transkriptionelle Aktivitdt von C/EBP( negativ
regulieren (48). Das Vorhandensein dieser zahlreichen Regulationsmechanismen erlaubt in
Abhangigkeit von Stimulus, Zelltyp und Spezies eine variierende Modulation der C/EBPj3-

induzierten Genexpression (103, 140).

1.3.2 Transkriptionelle Regulation der IL-8-Genexpression

Ein Beispid fur das komplexe Zusammenspiel verschiedener Transkriptionsfaktoren stellt die
Regulation des IL-8-Gens dar (61, 86, 87, 123, 152). Dieses Chemokin der C-X-C-Familie
wird von zahlreichen Zellen wie Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen infolge der
Einwirkung von proinflammatorischen Stimuli wie TNF und IL-13, LPS, einigen Bakterien
und Viren sowie Chemikalien produziert (79, 107). Zu seinen Funktionen z&hlen vor alem
chemotaktische Effekte auf T-Lymphozyten und neutrophile Granulozyten, die Aktivierung
von Leukozyten sowie die Vermittlung ihrer Adhasion an das Endothel und der Freisetzung
unter anderem von Histamin und Proteasen durch Degranulation (8, 62, 79, 107). Durch seine
raschen und lang anhaltenden Wirkungen ist 1L-8 an akuten inflammatorischen Reaktionen
und vermutlich auch an chronisch entziindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis
oder Psoriasis wesentlich beteiligt (8, 87). Dartiber hinaus wird dieses Chemokin in verschie-

denen malignen Tumoren (z. B. Melanomen, Pankreas-, Bronchial- und Kolonkarzinomen)
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Abbildung 2: Aufbau und Regulation von C/EBPB. C/EBPB besteht aus einer Aktivierungsdoméane
(AD), ener basischen Region (BR), weche die DNA-Bindung vermittdt, und einem Leucin-Zipper
(LZ)-Mativ, Uber das je zwe Molekille zu einem Dimer assoziieren. Verschiedene Stimuli induzieren
die Synthese der C/EBPB-mRNA und regulieren durch EinfluBnahme auf nukledre Translokation,
DNA-Bindungsaffinitét und transkriptiondle Aktivitat die C/EBPB-induzierte Genexpression. Aul3er-
dem wird diese durch die Interaktion von C/EBPPB mit anderen Transkriptionsfaktoren (bespiehaft
dargestelt ist NF-kB) modifiziert.
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produziert und tragt durch seine mitogenen, angiogenen und motogenen Effekte zum Wachs-

tum der Tumoren sowie ihrer Metastasierung bei (85, 154).

Die Expression von |IL-8 wird in erster Linie auf transkriptioneller Ebene reguliert (86, 107).
In der Promotorsequenz des IL-8-Gens finden sich Bindungsstellen fur die Transkriptionsfak-
toren NF-kB, AP-1, C/EBPB und Oct-1 (107). NF-kB, das nach seiner stimulusinduzierten
nukledren Trandokation an den IL-8-Promotor bindet, interagiert dort mit TATA-Box-
bindenden Proteinen und ermdglicht dadurch die Formation eines stabilen Préinitia
tionskomplexes. NF-kB gilt somit als der entscheidende Faktor fur die Aktivierung der I1L-8-
Produktion (25, 107). Hierfir wird aber die Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren
benttigt (86, 87, 107). Im Falle der Stimulation durch TNF oder IL-1f3 ist der Sequenzbereich
von -94 his -72 bp des IL-8-Promotors, bestehend aus den unmittelbar aneinandergrenzenden
Bindungsstellen fir NF-kB (-81 bis -72 bp) und C/EBPS (-94 bis -82 bp), essentiell und aus-
reichend fUr die IL-8-Genexpression (86). Sowohl NF-kB as auch C/EBP binden in dimerer
Form an den IL-8-Promotor, wobei die Zusammensetzung der Dimere aus verschiedenen Un-
tereinheiten Einfluld auf ihre transkriptionelle Aktivitét hat (62, 63, 107, 123, 125). In mehre-
ren Studien wurde auf3erdem eine funktionelle Kooperation der beiden Transkriptionsfaktoren
in Form einer direkten Protein-Protein-Interaktion nachgewiesen, die Uber die Assoziation der
Rel-Doméne der NF-kB-Proteine mit der Leucin-Zipper-Struktur von C/EBPB3 vermittelt wird
(1, 61, 69, 78, 124, 125). Diese Komplexbildung spielt eine wichtige Rolle fur die Stimulie-
rung oder die Hemmung der |L-8-Promotoraktivitét (61, 78, 123). Eine Untersuchung identi-
fizierte dariber hinaus Oct-1, das an ein DNA-Motiv innerhab der C/EBPB-Stelle bindet, als

transkriptionellen Repressor der basalen sowie der induzierten 1L-8-Genexpression (152).

Abschlief3end 183t sich feststellen, dal3 das Zusammenspiel dieser Transkriptionsfaktoren mit
ihren verschiedenen Untereinheiten, ihre DNA-Protein- und Protein-Protein-Interaktionen
sowie ihr quantitatives Verhdltnis zueinander in ener differenzierten Regulation der
transkriptionellen Aktivitét am |IL-8-Promotor resultieren und die IL-8-Genexpression sowohl
positiv als auch negativ beeinflussen kénnen (2, 61, 62, 107, 123, 125).
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Abbildung 3: Struktur und Regulation des IL-8-Promotors. Der IL-8-Promotor verflgt Uber Bin-
dungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren NF-kB (-81 his -72 bp), C/EBPB (-94 bis -82 bp) und
Oct-1 (-91 bis -84 bp, innerhalb des C/EBPB-Motivs). Diese Transkriptionsfaktoren regulieren durch

funktionelle Kooperation sowie durch die Interaktion von NF-kB mit dem Koaktivator-Komplex (K)
und der basalen Transkriptionsmaschine die Expression des IL-8-Gens.



Einleitung 14

1.4  Fragestellung

Die hier vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag dazu leisten, die molekularen Grundlagen fur
die Entstehung einer Toleranz gegenuber TNF néher zu charakteriseren. Im einzelnen wur-
den folgende Punkte erarbeitet:

Zuerst sollten Voraussetzungen fur die TNF-induzierte Toleranz unter variierender Expo-

sition gegentiber diesem Zytokin in monozytéaren sowie in HeL a-Zellen etabliert werden.

- Zid der folgenden Experimente war es, am Beispiel des |L-8-Promotors, der
Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren NF-kB, C/EBPB und Oct-1 enthdlt, die
der TNF-Toleranz zugrundeliegenden Mechanismen auf transkriptioneller Ebene darzu-
stellen.

- Als nachstes wurden daher die DNA-Bindungsaffinitét und der Aktivierungsstatus von

NF-kB sowie die IKB-Proteolyse unter den Bedingungen der TNF-Toleranz untersucht.

- AuBerdem sollte in TNF-toleranten Zellen die DNA-Bindung von C/EBP{ und Oct-1
analysiert und ein moglicher Effekt dieser Transkriptionsfaktoren auf die |L-8-Promotor-

und die 3kB-abhéngige Transkription getestet werden.

Aufgrund der Hinweise auf eine klinische Bedeutung der Entstehung einer Toleranz gegen-
Uber TNF in verschiedenen Bereichen wére es denkbar, dal3 sich aus den Ergebnissen dieser
Arbeit langfristig Ansétze fir neue diagnostische oder therapeutische Strategien entwickeln

lassen.



Material und Methodik 15

2 Material und M ethodik
2.1 Material
2.1.1 Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurden Antikorper (AK) gegen folgende Antigene eingesetzt:

Western Blot

IKBa polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg)

IKKa polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)

p50 polyklonaler Ziege-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)

p65 polyklonaler Ziege-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology),

polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Biomol, Hamburg) und
monoklonaler Maus-Ak gegen N-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)

Aktin polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Sigma, Deisenhofen)

C/EBPB polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)
Oct-1 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)
TRAF1 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen N-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)
TRAF2 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)
RIP1 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)

Sekundére Ak: Peroxidase-konjugierter polyklonaler Ziege-Ak gegen Kaninchen-1gG,
Peroxidase-konjugierter monoklonaler Ziege-Ak gegen Maus-1gG (Dianova,
Hamburg) oder Peroxidase-konjugierter Esel-Ak gegen Ziege-1gG (Santa
Cruz Biotechnology)

Super shift

p65 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen N-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)
p50 polyklonaler Kaninchen-Ak gegen NLS (Santa Cruz Biotechnology)

c-Rel polyklonaler Kaninchen-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)
C/EBPB monoklonaler Maus-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)

Oct-1 monoklonaler Maus-Ak gegen C-Terminus (Santa Cruz Biotechnology)



Material und Methodik 16

2.1.2 Reagenzien

Tumornekrosefaktor (TNF) sowie Lipopolysaccharid (LPS, E. coli 0111:B4) wurden von
Sigma bezogen. Alle weiteren Reagenzien stammten von den Firmen E. Merck (Darmstadit),

Roth (Karlsruhe) sowie Sigma und entsprachen der ,, Qualitét zur Synthese®.

2.1.3 Plasmide

In den Transfektionsstudien wurden die Firefly-L uciferase-Reporterplasmide 3xkB.luci (be-
stehend aus drei Kopien der kB-Konsensussequenz: 5'-GGGACTTTCC-3') (56) sowie
pGL2-I1L-8 (420 bp der humanen |L-8-Promoterregion) (49) verwendet. Die Transfektionsef-
fizienz wurde mit Hilfe des Renilla-Luciferaseplasmids pRLTk (HSV-Thymidinkinase-
Promotor, Promega) kontrolliert.

Fir die Uberexpressionsstudien fanden folgende Plasmide anderer Arbeitsgruppen Verwen-
dung: C/EBPB Wildtyp und mutierte Form (Prof. Richard Pope, North Western University,
Chicago, USA) (98) sowie Oct-1 Wildtyp und mutiert (Prof. Harinder Singh, University of
Chicago, USA) (115). Als Negativkontrolle diente ein RcCMV -Plasmid ohne Insert (Invitro-

gen, Groningen, Niederlande).

2.2 M ethodik
2.2.1 Zdlkultur

Die Uberwiegende Anzahl der Experimente wurde in monozytaren THP-1-Zellen (DSMZ,
Braunschweig) durchgefihrt, die in RPMI 1640 (Biochrom, Berlin) unter Zusatz von 7,5 %
fotalem Kalberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (alle Reagen-
zien von Biochrom) bis zu einer Dichte von 5 x 10° bis 1 x 10° Zellen/ml kultiviert wurden
(87 °C, 5 % CO,). Der Endotoxingehalt des Mediums und aller Bestandteile war geringer als
10 pg/ml. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Zellen fir die Experimente in 6-Well-
Kulturplatten (Nunc, Eggenstein) in einer Dichte von 2 - 3 x 10° Zellen pro Schale ausgesét.

Fur weitere V ersuche wurden dartiber hinaus epitheliale Hel a-Zellen (DM SZ) verwendet, die
in Dulbecco's MEM (Biochrom) unter Zugabe von 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin so-
wie 100 pg/ml Streptomycin bis zur Konfluenz kultiviert (37 °C, 5 % CO;) und alle
2 - 3 Tage nach Ablésen mittels EDTA/Trypsin gesplittet wurden. Zur Durchftihrung der Ex-
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perimente wurden die HeLaZellen in 6-Well-Zellkulturplatten (Nunc) ausgesét. Nach Errei-

chen einer Konfluenz wurde mit dem jeweiligen V ersuch begonnen.

2.2.2 Endotoxin-Test

Alle eingesetzten Medien und Reagenzien wurden vor ihrer Verwendung beziiglich ihres Ge-
halts an Endotoxinen kontrolliert. Mit dem quantitativen chromogenen Limulus-Amobozyten-
Lysat Assay (Bio Whittaker, Verviers, Belgien) wurde die Endotoxin-abhangige Spaltung des
Substrats Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA bei 405 nm bestimmt. Es kamen ausschlie3lich Substan-

zen zum Einsatz, deren Pyrogen-Konzentration unter 10 pg/ml lag.

2.2.3 Zytotoxizitatstest (WST-1-Test)

Im kolorimetrischen WST-1-Test (Roche Diagnostics, Mannheim) wurde die Viabilitét der
Zellen tiberpriift. Nach Préainkubation von 1,5 x 10° THP-1-Zellen pro 150 pl Medium mit den
zu testenden Bedingungen in Mikrotiterplatten (Nunc) wurde das Tetrazolium-Salz 4-[3-
(4-1odophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio] -1,3-benzoldisulfonat (WST-1) zugegeben
und dessen Spaltung zu Formazan durch Dehydrogenasen intakter Zellen bei 405 nm photo-
metrisch gemessen. Uber die so erhaltene optische Dichte (OD) konnte die Stoffwechselakti-
vitét der Zellen quantitativ erfaldt werden. Es wurden jeweils 6fach-Bestimmungen durchge-
fahrt. DarUber hinaus wurde routinemai3ig die Morphologie der Zellen beurteilt und das Ver-

haltnis von lebenden zu toten Zellen mittels Trypanblau-Farbung bestimmt.

2.2.4 |solierung zytosolischer und nuklearer Extrakte

Zelluldre Extrakte wurden nach einem in der Literatur beschriebenen und leicht modi-
fizierten Verfahren isoliert (74, 91). THP-1-Zellen wurden dafir zunéchst abzentrifugiert
(200 x g, 7 min, 4 °C) und einma 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 KCI; 1,5 mM MgCl,; 0,5 mM Dithiothreitol (DTT); 300 mM Saccha
rose; je 0,75 pg/ml Pepstatin A, Antipain, Chymostatin, Aprotinin und Leupeptin sowie
0,5 mM PMSF) resuspendiert und 5 min inkubiert, um die &uf3eren Zellmembranen aufzubre-

chen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (15.800 x g, 30 sec, RT), woraufhin der
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Uberstand mit der zytosolischen Fraktion von den noch intakten Zellkernen abgenommen und
auf Eis gelagert wurde. Um eine Kontamination der anschlief3end gewonnenen nukleéren Ex-
trakte durch zytosolische Proteine zu vermeiden, wurden die Kerne einmal in Puffer A gewa-
schen und nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum abgenommen, mit der zu-
vor erhaltenen zytosolischen Fraktion vereint und bei -80 °C aufbewahrt. Danach wurden die
Pellets 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 Kernmembra-
nen mittels eines Ultraschalldesintegrators zerstort. Durch Zentrifugation (15.800 x g,
30 sec, RT) liefen sich die Membranfragmente abtrennen. Die extrahierten nukledren Proteine
wurden ebenfalls bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

Bei der Herstellung der Extrakte aus Hela-Zellen kam das gleiche V erfahren zum Einsatz, al-
lerdings mul3ten diese adhérenten Zellen vor dem ersten Zentrifugationsschritt nach Entfernen
des Mediums mit Hilfe von Zellscrabbern in PBS vom Boden der 6-Well-Kulturplatten abge-

schabt werden.

Die Proteinkonzentrationen der zytosolischen und nukledren Extrakte wurden mit Hilfe des
Bradford-Assays (Biorad, Minchen) bestimmt (20). Als Mel3grofie diente hierbei die Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums von Coomeassie Brilliant Blau G 250 von 465 nm zu

595 nm, die durch dessen Bindung an Proteine bewirkt wird.

2.2.5 Transfektion und Luciferase-Assay

Fur die transienten Transfektionen wurden die Firefly-Luciferase-Indikatorgenplasmide
3xkB.luci, das aus 3 Kopien einer prototypischen kB-Erkennungssequenz besteht, bezie-
hungsweise pGL2-1L-8, welches 420 bp aus der 5'-Region des |L-8-Promotors tragt, einge-
setzt. Als Kontrolle wurde ein Renilla-Luciferase-Plasmid (pRLTK) kotransfiziert, dessen
kongtitutive Expression durch den HSV-Thymidinkinase-Promotor reguliert wird. Die
THP-1-Zellen, deren Transfektion nach einem Protokoll basierend auf DEAE-Dextran (75)
erfolgte, wurden zunéchst in STBS (25 mM Tris-HCI, pH 7,4; 5 mM KCI; 0,7 mM CaCly;
137 mM NaCl; 0,6 mM NaHPO4; 0,5 mM MgCl,) gewaschen, in einem zuvor hergestellten
DNA-Mix (4 pg Indikatorgenplasmid; 0,2 pg pRLTK; 15 pg/ml DEAE-Dextran; STBS) re-
suspendiert und 15 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe des 10fachen Volumens an STBS
wurde die Reaktion gestoppt. Nicht aufgenommene DNA trennte die folgende Zentrifugation
(200 x g, 5 min, RT) von den transfizierten Zellen ab, die daraufhin einmal in RPMI 1640
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(ohne Zusatz von FKS und Penicillin/Streptomycin) gewaschen wurden. Die Zellen wurden
dann in 6-Well-Kulturplatten in Medium ohne oder mit Zusatz von TNF ausgeséat und bei
37 °C (5% COy,) inkubiert. 72 h nach der Transfektion blieben einzelne Ansétze unbehandelt
oder wurden mit verschiedenen TNF-Dosen stimuliert und weitere 5 h bei 37 °C aufbewahrt.
Nach Zentrifugieren (200 x g, 7 min, RT) und einmaligem Waschen der Zellen in PBS erfolg-
te die Gewinnung der zelluldren Extrakte durch Inkubation (15 min, Schiitteln bei RT) in Ly-
sis-Puffer (Promega). Danach wurde durch erneute Zentrifugation (14.000 x g, 1 min,
4 °C) der Zelldebris entfernt, anschlief3end mit Hilfe eines Luminometers die Aktivitat der in-
duzierten Firefly-Luciferase mit dem Luciferase-Reporter-Assay (Promega) quantitativ be-
stimmt und das Ergebnis unter Einbeziehung der ebenfalls ermittelten Aktivitét der konstitutiv

exprimierten Renilla-Luciferase normalisiert.

Adhérente Hel.a-Zellen wurden mittels SuperFect-Transfektionsreagenz nach einem Protokoll
von Quiagen (Hilden) transient transfiziert, indem sie nach einmaligem Waschen in PBS mit
einer Mischung aus DNA, SuperFect-Transfektionsreagenz und serumfreiem Medium re-
suspendiert wurden. 2 h spédter wurde diese Mischung durch Medium (10 % FKS, 100 U/ml
Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin) ohne beziehungsweise mit TNF-Zugabe ersetzt. Im
Gegensatz zu den THP-1-Zellen mufite hier das Medium taglich gewechselt werden. Um in
beiden Zellinien moglichst vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurde das daftir benétigte
Medium bereits zu Beginn der 72stiindigen Inkubationsphase soweit nétig mit TNF versetzt
und bis zur Verwendung ebenso wie die Zellen bei 37 °C (5 % CO,) aufbewahrt. Die Stimula-
tion der Zellen sowie die Erstellung der Extrakte erfolgte wie oben fir die THP-1-Zellen aus-

gefuhrt.

2.26 Uberexpressionsstudien

In den Uberexpressionsstudien fanden die unter 2.1.3 beschriebenen Plasmide Verwendung.
Mit diesen Plasmiden sowie 0,2 pg pRLTK (Promega) und 1 pg pGL2-1L-8 beziehungsweise
3xkB.luci wurden HelLa-Zellen kotransfiziert. Nach Inkubation Gber Nacht (37 °C, 5 % CO,)
wurden einzelne Ansdtze mit TNF stimuliert (20 ng/ml, 5 h), anschlief3end gemél3 derselben
Methode wie bel den Transfektionsstudien (siehe 2.2.5) zellulare Extrakte mittels Lysis-
Puffer (Promega) gewonnen und die Luciferaseaktivitdt gemessen. Um die Effizienz der
Uberexpression zu kontrollieren, wurden HelLa-Zellen mit den entsprechenden Uberexpres-

sionsplasmiden transient transfiziert beziehungsweise blieben unbehandelt. Am nachsten Tag
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wurden aus diesen Ansdtzen, nachdem sie zum Tell mit TNF (20 ng/ml, 15 min) stimuliert
worden waren, zytosolische sowie nukleére Extrakte wie in 2.2.4 beschrieben isoliert. Mit
Hilfe der Western Blot-Analyse (siehe 2.2.9) wurde die Menge der Gberexprimierten Proteine
im Vergleich zur untransfizierten beziehungsweise CMV-transfizierten Kontrolle bestimmt
und im Gelretardierungsassay (siehe 2.2.7) ihre Bindung an geeignete DNA-Sequenzen Uber-
pruft.

2.2.7 Géeretardierungsassay

Nukledre Extrakte wurden mittels Gelretardierungsassay auf die Anwesenheit DNA-binden-
der Transkriptionsfaktoren untersucht. Hierfir kamen doppelstrangige Oligonukleotide mit
Erkennungssequenzen fur die jeweiligen Transkriptionsfaktoren zum Einsatz. Als NF-kB-
Konsensussequenz diente ein Oligonukleotid mit dem prototypischen Ig k-Motiv (5°'-CAGAG
GGGACTTTCCGAGA-3', MWG-Biotech, Ebersberg). Dieses wurde unter Zugabe der er-
forderlichen Nukleotide durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | (Roche Di-
agnostics) mit [a-**P]dCTP (> 3000 Ci/mmol) (Perkin Elmer Life Sciences, Zaventem, Bel-
gien) markiert. Als Kontrolle fur Qualitét und gleichméidige Proteinladung im Gelretardie-
rungsassay wurde routinemal3ig parallel ein Oligonukleotid mit der Erkennungssequenz fir
den konstitutiv aktivierten Transkriptionsfaktor Sp-1 (5°-TTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-
3, Sp-1, Promega) eingesetzt, das mittels T4-Polynukleotidkinase (Promega) mit [y-**P|ATP
(> 5000 Ci/mmol) (Perkin Elmer Life Sciences) markiert wurde. Daneben fanden fir die
IL-8-Bindungsstudien die in Abbildung 4 dargestellten Oligonukleotide Verwendung. Die
Markierung der Erkennungssequenzen 1L-8 wt, C/EBP( (IL-8) und NF-kB (IL-8) (Eurogen-
tec, Seraing, Belgien) erfolgte mit Hilfe des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase |, die
der Sequenzen Oct-1-Konsensus (Promega) und C/EBPB-Konsensus (Santa Cruz Biotechno-
logy) durch die T4-Polynukleotidkinase. Nicht gebundene Nukleotide konnten jeweils mittels
Sephadex G50- (Klenow-markierte Oligonukleotide) beziehungsweise G25-Saulen (Nukleo-
tide markiert mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase) (Roche Diagnostics) abgetrennt werden.
Zur Durchftihrung der Gelretardierungsassays wurden gleiche Proteinmengen nukledrer Ex-
trakte (2 - 4 nug) im entsprechenden Bindepuffer (NF-kB- und Sp-1-Oligonukleotid: 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) beziehungsweise alle Ubrigen
Oligonukleotide: 12 mM Hepes, pH 7,9; 4 mM Tris, pH 7,9; 60 mM KCI; 5 mM MgCly;
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0,6 mM EDTA; 5 mM DTT; 12 % Glycerin; 50 ng Poly[d(I-C)]/ul) aufgenommen und
30 min mit dem jeweiligen radioaktiv markierten Oligonukleotid (10 ng, 10° cpm) inkubiert
(133). Nach Zugabe des Ladepuffers (0,25 x TBE-Puffer [10 x TBE: 890 mM Tris; 890 mM
Borsaure; 20 mM EDTA, pH 8,0]; 40 % Glycerin; 0,2 % Bromphenolblau) wurden die Prote-
ine mittels Gelelektrophorese in einem 4 beziehungsweise 6 %igen Polyacrylamidgel in 0,25
x TBE-Puffer aufgetrennt. Als positive Kontrollen dienten routinemél3ig nukledre Extrakte

LPS-stimulierter THP-1-Zellen. Die quantitative Auswertung der getrockneten Gele erfolgte

mittels Autoradiographie.
C/EBPB NF-«xB
-94 bis -82 -81 bis -72 —>
—
——
Oct-1
-91 bis -84

-4 C/EBPB .82.81 NF-xB -72
5'GCCATICAGTTGCAAATCGTGGAATTTCCTCTGA 3™  IL-8-Promotor-Sequenz
I ————————————

. |

: Oct-1 : :

: : :

E E E Oligonukleotide
agcttCATCAGTTGCAAATCGTGGAATTTCCTCTG IL-8 wt
agcttCATCAGTTGCAAATCGT : C/EBP (IL-8)

gatcCGTGGAATTTCCTCTG NF-«B (IL-8)
TGCAGATTGCGCAATCTGCA C/EBP B-Konsensus
TGTCGAATGCAAATCACTAGAA Oct-1-Konsensus

Abbildung 4: Struktur des IL-8-Promotors und Sequenzen der Oligonukleotide, die im Gelretardie-
rungsassay eingesetzt wurden. Die IL-8-Promotorregion ist schematisch und in ihrer Nukleotid-
sequenz (bp -99 bis -67) dargestellt. Die Bindungsstellen der an der Regulation beteiligten Transkrip-
tionsfaktoren sind durch Kastchen markiert (C/EBPB, NF-kB) bzw. unterstrichen (Oct-1). Die Se-
guenzen der in dieser Studie verwendeten 1L-8-Oligonukleotide sowie zwel zusétzliche K onsensusse-
guenzen (Konsensus) sind unterhalb aufgdistet. Die Extension der Oligonukleotide um einige Basen
flr das Labeling nach Klenow ist durch kleingeschriebene Buchstaben angedeutet.
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2.2.8 Supershift-Analyse und Kompetitionsstudien

Eine Charakterisierung der Bestandteile der aktivierten DNA-Protein-Komplexe gelang mit
Hilfe der Supershift-Analyse. Durch spezifische Bindung von Antikdrpern an die entspre-
chende Untereinheit konnte die Wanderungsgeschwindigkeit des DNA-gebundenen Komple-
xes in der nativen Gelelektrophorese verringert werden. Dazu wurden 2 - 4 g der nukledren
Extrakte mit jeweils 2 pl des betreffenden Supershift-Antikorpers (alle von Santa Cruz Bio-
technology; siehe 2.1.1) fur 1 h bel 4 °C préinkubiert und anschlief3end mit Hilfe des Gelre-
tardierungsassays weiter analysiert (siehe 2.2.7). Zur Kontrolle wurde gleichzeitig dieselbe

Menge nukledren Extraktes ohne Antikorper-Vorinkubation elektrophoretisch aufgetrennt.

Zudem wurden in Kompetitionsexperimenten die nukledren Extrakte mit einem 100fachen
Uberschu unmarkierter Oligonukleotide (IL-8 wt, C/EBPB (IL-8), NF-kB (IL-8), C/EBPpB-
Konsensus, Oct-1-Konsensus oder Sp-1) als spezifischen Kompetitoren inkubiert und an-
schlief3end im Gelretardierungsassay untersucht. Auch hier diente die elektrophoretische Auf-
trennung einer gleichen Menge nukledren Extraktes ohne Zugabe eines Kompetitors als Kon-

trolle.

229 Zytokin-Bestimmung

Zur Quantifizierung des IL-8-Zytokingehalts der Zellkulturtiberstande von THP-1-Zellen
wurde ein chromogener Sandwich-Immunoassay (,ELISA®, R&D Systems, Wiesbaden) ge-
mal} den Vorgaben des Herstellers durchgefihrt. Alle Proben wurden in Doppel bestimmun-

gen analysiert.

2.2.10 Western Blot-Analyse

Mittels Western Blot-Analyse wurde in zytosolischen und nukledren Extrakten das Vorhan-
densein bestimmter Proteine 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 - 10 ug der jeweiligen Proteinextrakte 5 min bei 95 °C de-
naturiert. Diese wurden nun, ebenso wie vorgefarbte Molekulargewichtsstandards
(Rainbow, Amershan Pharmacia Biotech, Freiburg; Low Range, Biorad), die zur |dentifizie-
rung der ProteingroRen dienten, auf 12 %ige Polyacrylamid-Fertiggele (Novex™ Pre-Cast
Gel, Invitrogen) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach anschliefiendem Aqui-
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librieren der Gele fur 15 min in Transferpuffer (25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 0,2 M Glycin) er-
folgte im Wet Blot-Verfahren der Transfer der Proteine auf eine ebenfalls aquilibrierte
Nitrocellulosemembran (PALL Gelman Sciences, Dreieich). Die gewaschenen Membranen
wurden mit Ponceau S (Sigma) gefarbt, um eine gleichmaRige Ubertragung der Proteine aus
den Gelen zu Uberprufen. Nach 10 min wurde die Férbelbsung abgesplilt, das Proteinmuster
zur Dokumentation fotografiert und die Membranen durch einstiindige Inkubation in PBST
(PBS + 0,05 % Tween 20) mit 5 % Magermilchpulver abgesattigt, um unspezifische Antikor-
perbindungen zu verhindern. Die Membranen wurden daraufhin mit dem entsprechenden
priméaren Antikorper (siehe 2.1.1; Verdunnung je nach Antikorper 1 : 200 bis 1 : 2.000, je-
wells in PBST + 1 % Milchpulver) 1 h bei RT beziehungsweise tiber Nacht bei 4 °C behan-
delt und nach Waschen mit PBST + 1 % Milchpulver (3 x 10 min, RT) mit dem ent-
sprechenden sekundéren Peroxidase-konjugierten Antikdrper (siehe 2.1.1; Verdinnungen in
PBST + 1 % Milchpulver: Anti-Kaninchen und Anti-Ziege je 1 : 20.000; Anti-Maus:
1: 7.500) inkubiert (1 h, RT). Im Anschluf? an weitere Waschschritte in PBST (1 x 15 min,
4 x 5 min, RT) wurden die Antigen-Antikorper-Komplexe mit Hilfe des ECL-Verfahrens auf
Rontgenfilmen (beides von Perkin Elmer Life Sciences) sichtbar gemacht und je nach Frage-

stellung mittels Densitometrie ausgewertet beziehungsweise direkt gescannt.

2.2.11 Immunprazpitation und Assoziationsassay

Nukledre Extrakte toleranter Zellen wurden einer Immunprézipitation (IP) in TN-Puffer
(200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5% BSA; 1 mM DTT; 0,5 uM 4-(2-Aminoethyl)-
benzolsulfonylfluorid (AEBSF) sowie jeweils 0,75 pg/ml Leupeptin, Antipain, Aprotinin,
Pepstatin A und Chymostatin) unterzogen. Die Fallung (Uber Nacht bei 4 °C) wurde mit 2 ug
des jeweiligen Antikorpers (siehe 2.1.1) und 70 pl 6 %iger Protein-A-Agarose durchgefihrt.
Nach 5maligem Waschen in TN-Puffer (ohne Zusatz von BSA) und anschlief3ender Zugabe
von SDS-Probenpuffer (+ 10 % Glycerin) wurden die Proteine, wie in 2.2.9 beschrieben, im
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die mit dem geféallten Antigen assoziierten Proteine mittels

Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen im Western Blot-V erfahren detektiert.
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2.2.12 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel 5.0/95 eingesetzt. Unterschiede beziig-
lich der transkriptionellen Aktivitat wurden mit Hilfe des zweiseitigen t-Tests bewertet, wobei
Abweichungen bel einem p-Wert < 0,05 als signifikant anerkannt wurden. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert = Standardabweichung (MW + SD) angegeben.
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3 Ergebnise
3.1 Etablierung der Bedingungen fur die TNF-Toleranz

Im Rahmen der hier prasentierten Studie wurden THP-1- und HeL a-Zellen mit TNF in niedri-
ger Konzentration Uber 72 h prainkubiert, um, wie in der Literatur beschrieben (65), einen
toleranzahnlichen Zustand zu erzeugen. Auf diese Weise vorbehandelte Zellen werden daher
in den vorliegenden Ausfiihrungen als ,tolerante Zellen® bezeichnet. Anschlief3end erfolgte
eine Restimulation der Zellen mit einer deutlich hdheren Dosis TNF, woraufhin die Auswir-
kungen der Toleranzsituation auf die TNF-induzierte IL-8-Promotor- sowie die 3kB-abhan-
gige Transkription beurteilt wurden. DarUber hinaus wurde der Effekt dieser Behandlung auf
die Produktion des |L-8-Proteins analysiert. Aufgabe der in den weiteren Kapiteln dargestell-
ten Experimente war es, die der TNF-Toleranz zugrundeliegenden molekularen M echanismen

ZU identifizieren.

3.1.1 TNF-Toleranzin monozytaren THP-1-Zellen

Zu Beginn wurden in monozytdren THP-1-Zellen Studien zur Dosis-Wirkungs-Beziehung
von TNF durchgefiihrt, um einen Bereich zu definieren, in dem TNF seinen Einflu® auf die
IL-8-Promotor- sowie die 3kB-abhangige Transkription austibt. Dafir wurden die Zellen in
einem ersten Ansatz mit einem |L-8-Promotor-abhéngigen Indikatorgenkonstrukt (pGL2-
IL-8), in einem zweiten mit einem 3kB-abhangigen Reporterplasmid (3xkB.luci) und jeweils
einem konstitutiv exprimierten Kontrollplasmid (pRLTK) transient kotransfiziert. Nacdhdem
diese Zellen daraufhin mit ansteigenden TNF-Konzentrationen stimuliert worden waren, er-
folgte nach einer Inkubation von 5 h die Quantifizierung der transkriptionellen Aktivitdt. Da-
bei war eine weitgehend dosisabhangige Zunahme der Transkription beider Indikatorgene in-
nerhalb einer Spanne von 0,1 his 100 ng/ml TNF (bel IL-8) beziehungsweise 2 hbis 50 ng/ml
TNF (bei 3kB) zu beobachten (Abb. 5A).

Ziel der néchsten Experimente war es, die Zellen in einen Zustand der Toleranz gegentiber
TNF zu versetzen. Dafur wurden in identischer Weise wie auvor transfizierte Zellen zunéchst
Uber 72 h mit TNF in variabler Dosis vorbehandelt. Um zu Ukerprifen, ob dies die Reaktions-
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fahigkeit der Zellen auf eine eneute TNF-Stimulation bednfluf3t, wurden sie Gber 5 h mit
unterschiedlichen TNF-Konzentrationen restimuliert und danach die transkriptionelle Aktivi-
tét gemessen. In diesen Untersuchungen ergab sich in den TNF-préinkubierten Zellen gegen-
Uber den mit reinem Medium vorbehandelten Kontroll zellen eine signifikante Hemmung der
| L-8-Promotor- ebenso wie der 3kB-abhéngigen Transkription (Abb. 5A).

Ausgehend von den erhaltenen Resultaten wurden fUr weitere Untersuchungen folgende Be-
dingungen festgelegt: Die Zellen sollten 72 h mit 1 ng/ml TNF oder TNF-freilem Medium
préinkubiert (in den Abbildungen mit pré bezeichnet) und danach Gber 5 h mit einer 20fach
hoheren Konzentration dieses Zytokins (20 ng/ml) restimuliert werden (in den Abbildungen
mit re angegeben). Bel der Behandlung von Zellen nech diesem Schema wurde in den mit
TNF prankubierten Zellen hinsichtlich des IL-8-Promotor-abhéngigen Indikatorgenkon-
strukts eine Abnahme der transkriptionellen Aktivitat um etwa 59 % (p < 0,01) gefunden, be-
zuglich des 3kB-abhangigen Plasmids eine Reduktion um circa70 % (p < 0,02), jewells ver-
glichen mit in reinem Medium vorbehandelten Zellen (Abb. 5B). Es war also in beiden Féllen
gelungen, durch die gewahlte Vorbehandlung einen Zustand der Toleranz gegeniiber TNF zu
erzeugen. Waschen der Zellen nach 48 h wahrend der Préinkubationsphase aur Entfernung
des TNF beeintréchtigte die Entwicklung der Toleranz nicht (Daten nicht gezagt).

Dartber hinaus wurde in THP-1-Zellen die Expression des |L-8-Proteins unter den oben defi-
nierten Toleranzbedingungen bestimmt. Zur Quantifizierung der Proteinsynthese im Zellkul-
turlberstand dente ein Immunoassay. Wahrend die Stimulation mit TNF die Produktion des
IL-8-Proteins in Kontrollzellen erheblich Uber das Basalniveau erhdhte, war die Verénderung
des IL-8-Spiegels in Zellen, die Gber 72 h mit TNF (1 ng/ml) vorbehandelt und anschlief3end
mit diesem Zytokin (20 ng/ml, 5 h) restimuliert worden waren, demgegentber um 70 %
geringer (Daten nicht gezegt). Somit standen diese Werte im Einklang mit denjenigen, die

auf transkriptioneller Ebene gemessen worden waren.
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Abbildung 5: Die IL-8-Promotor- und die 3kB-abhéngige Transkription sind in TNF-toleranten
THP-1-Zdlen inhibiert. A) Monozytéare THP-1-Zedlen wurden mit einem |L-8-Promotor-abhangigen
bzw. einem 3kB-abhangigen Indikatorgenkonstrukt (pGL2-1L-8 bzw. 3xkB.luci) sowie jeweils dem
Renilla-Luciferase-Plasmid pRLTk transient kotransfiziert. Daraufhin wurden sie teils mit TNF-freiem
(weilRe Saulen), teils mit TNF-haltigem Medium (schwarze Saulen) Uber 72 h hinweg inkubiert
(TNF pra) und anschliel3end wahrend 5 h mit steigenden TNF-Dosen (TNF re) stimuliert. Die Lucife-
raseaktivitat (Firefly/Renilla) als Mal3 fir die transkriptionelle Aktivitdt wurde in den unstimulierten
Kontrollen als 1 definiert und ausgehend davon der Faktor der transkriptionellen Aktivierung nach
TNF-Behandlung berechnet. Abgebildet ist ein représentatives Experiment mit einer Prainkubations-
dosis von 1 ng/ml TNF (n = 3). B) Entsprechend der flr weitere Experimente festgel egten Bedingun-
gen wurden THP-1-Z€llen, nachdem sie wie in A transfiziert worden waren, Uber 72 h mit Medium
ohnebzw. mit 1 ng/ml TNF behanddt (TNF pra) und en Tell davon danach mit 20 ngml TNF 5 hre-
stimuliert (TNF re). Die Darstellung der Ergebnisse afolgte wiein A (MW £ SD von drel unabhangi-
gen Experimenten).
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3.1.2 Toleranzin HeLa-Zellen

Des weiteren wurden Untersuchungen zur Toleranzentwicklung gegentber TNF in HeLa
Zellen vorgenommen. Naddem diese ihrerseits mit dem IL-8-Promotor- bezaehungsweise
dem 3kB-abhéngigen Indikatorgenkonstrukt sowie dem Kontrollplasmid (pRLTK) transient
transfiziert worden waren, zeigten anfangliche Studien zur Ermittlung von Dosis-Wirkungs-
Beziehungen nach 5stiindiger Inkubation mit TNF wiederum einen konzentrationsabhangigen
Anstieg der transkriptionellen Aktivité (Daten nicht gezeigt). Daher konnten dieselben expe-
rimentellen Bedingungen wie in den THP-1-Zellen angewandt werden. Nadh vorausgehender
72sttindiger Préinkubation mit TNF (1 ng/ml) und anschlief3ender Restimulation der Hel a-
Zellen mit diesem Zytokin (20 ng/ml, 5 h) resultierte im Vergleich zu Kontroll zellen ebenfalls
eine deutliche Abnahme sowohl der IL-8-Promotor- als auch der 3kB-abhangigen Transkrip-
tion (Abb. 6). Bal Verwendung des Plasmids, das die |L-8-Promotor-Region enthdlt, betrug
sie 28 %, bel Einsatz des 3kB-abhangigen Indikatorgens sgar nur noch 14 % des in nicht

vorbehandelten Zellen erreichten Wertes.
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Abbildung 6: Hemmung der IL-8-Promotor- und der 3kB-abhangigen Transkription in HeLa-Zelen
im Zustand der TNF-Toleranz. HelLa-Zellen wurden mit dem IL-8-Promotor- bzw. dem 3kB-
abhangigen Indikatorgenplasmid sowie dem Renilla-Luciferase-Plasmid kotransfiziert, mit Medium
(weil3e Saulen) oder TNF-haltigem Medium (1 ng/ml, schwarze Saulen) liber 72 h vorbehandelt (TNF
prd) und schlie3lich wahrend 5 h mit TNF (20 ng/ml) restimuliert (TNF re). Die Ergebnisse wurden
berechnet wie in Abbil dung 5 beschrieben (MW £ SD, n = 3).
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3.2 Untersuchung des NF-kB-Systems

Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Experimente legten eine Bedeutung des Transkrip-
tionsfaktors NF-kB bei der Entstehung der TNF-Toleranz nahe, da NF-kB ja aich an der
Steuerung der Expression des IL-8-Gens auf transkriptioneller Ebene wesentlich beteiligt ist
(86, 107). Deshalb sollte analysiert werden, ob die Vorbehandlung mit einer niedrigen TNF-

Dosisdie Aktivierung von NF-kB beeinflult.

3.2.1 Aktivierung von NF-kB

Nad 72sttindiger Préinkubation mit TNF beziehungsweise Medium wurden monozytére
THP-1-Zellen Gber 15 min mit diesem Zytokin restimuliert und daraufhin die nukle&en
Proteinfraktionen isoliert. In diesen wurde mittels Gelretardierungsassay die Bindungsfahig-
keit von NF-kB-Komplexen an ein radioaktiv markiertes Oligonukleotid, bestehend aus einer
prototypischen kKB-Sequenz, untersucht. Die Restimulation der Zellen mit TNF hatte ene &-
hebliche Zunahme der DNA-Bindung zur Folge (Abb. 7A). Dabei fand sich jedoch kein Un-
terschied zwischen nicht vorbehandelten Zellen und solchen, die mit niedriger TNF-Dosis

préinkubiert worden waren.

Als néchstes llte durch eine Supershift-Analyse geklért werden, ob die Zusammensetzung
der Komplexe im Gelretardierungsassay unter Toleranzbedingungen veréndert ist. Es ergab
sich allerdings unabhéngig von einer TNF-Vorbehandlung ein einheitliches Bild des Banden-
musters (Abb. 7B). So bewirkte die Préinkubation der Extrakte mit AntikGrpern gegen p65
eine Verlangsamung des Laufverhaltens der DNA-Protein-Komplexe in der Gelelektrophore-
se. Bei Zugabe von Anti-p50war dieses Phanomen rnur sehr schwach sichtbar, der Antikorper
flhrte der zu einer deutlichen Verminderung der Bandenbildung am NF-kB-Konsensus-
Oligonukleotid. Anti-c-Rel dagegen beeinfluf3te das Signalverhalten nicht. Demzufolge beste-
hen die &tivierten NF-kB-Komplexe unter beiden Bedingungen vorwiegend aus den Unter-

einheiten p65und p5Q

Analoge Experimente wurden unter Verwendung eines Oligonukleotids durchgefuihrt, wel-
ches das kB-Motiv des humanen IL-8-Promotors (NF-kB (IL-8), siehe aich Abb. 4 in Mate-
rial und Methodik) beinhaltet. Wiederum indwzierte die Stimulation mit TNF eine signifikante
NF-kB-Aktivierung. In diesem Fall war sie in préinkubierten Zellen sogar etwas sérker aus-

gepragt as in nicht vorbehandelten Kontrollen (Abb. 8A).
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Abbildung 7: In TNF-toleranten Zellen ist die NF-kB-Aktivierung unbednfluf®. Monozytare THP-1-
Z€llen wurden mit Medium ohne Zusatz von TNF oder mit TNF-haltigem Medium (1 ng/ml, TNF pra)
fur die Dauer von 72 h inkubiert und blieben anschlief}end unbehandelt oder wurden erneut tber
15 min mit TNF stimuliert (TNF re; 0, 10 bzw. 20 ng/ml). A) Nukledre Extrakte wurden mittels Gdl-
retardierungsassay analysiert. Verwendet wurde hiefir ein prototypisches NF-kB-Konsensus-
Oligonukleotid (NF-kB-Konsensus). Die Klammer zeigt die Position der NF-kB-enthaltenden Kom-
plexe an. B) Die prainkubierte und restimulierte (20 ng/ml TNF, 15 min) Probe wurde des weiteren
mit Hilfe der Supershift-Analyse untersucht. Dabe kamen Antikorper (Ak) gegen p50, p65 wnd c-Rd
zum Einsatz. Die Pfeille markieren die durch die Antikorperbindung verlangsamten p50- bzw. p65
enthaltenden Komplexe. Es snd jeweils reprasentative Experimente dargestellt, die mindestens funf-
mal durchgefiihrt wurden.



Ergebnisse 31

Mit Hilfe von Kompetitionsdudien, bel denen die Extrakte vor der Auftrennung in der Gel-
elektrophorese mit einem UberschufR an nicht radioaktiv markierten Oligonukleotiden prain-
kubiert wurden, lief? sich die Spezifitdt der Bindung von NF-kB nachweisen. Nur mit dem
NF-kB (IL-8)-Oligonukleotid wurde in diesen Untersuchungen eine Abschwéchung des
Signals erzielt, nicht aber mit Oligonukleotiden, die Sequenzen von Bindungsstell en fir ande-
re Transkriptionsfaktoren des IL-8-Promotors tragen (Abb. 8B). Die NF-kB-Untereinheit p65
konrte auch hier mittels Supershift-Analyse infolge der Entstehung einer langsamer laufenden
Bande als Bestandtell der aktivierten NF-kB-Komplexe bestétigt werden, wahrend keiner der
anderen eingesetzten Antikorper das Signal des Gelretardierungsassays veranderte (Abb. 8B).

3.2.2 |1kB-Proteolyse und nukledre Trandokation von p50/p65-K omplexen

Ferner wurden in zytosoli schen Extrakten, die éenfalls im Anschlul3 an die oben beschriebe-
ne Behandlung der Zellen gewonnen worden waren, die Konzentrationsveranderungen von
IkBa unter den Bedingungen der TNF-Toleranz untersucht. Erwartungsgeméald bewirkte eine
Stimulation mit TNF den proteolytischen Abbau dieses NF-kB-Inhibitorproteins (Abb. 9A).
Auch nech TNF-Préinkubation wurde in diesen Experimenten keine Beeintréchtigung der
Degradierung von IkBa durch Restimulation mit TNF beobachtet. Es si erwahnt, dal3 zudem
in Zellen, die tber 72 h mit TNF vorbehandelt worden waren, der Bestand an IkBa bereits
ohre Restimulation — wenngleich rur geringfiigig — reduziert war, verglichen mit Zellen, die
keinerlei Kontakt mit TNF hatten. Die Konzentration von Aktin wurde als Kontrolle der La-
dung sowie der Qualitét der analysierten zytosolischen Extrakte bestimmt. Sie blieb unabhan-
gig von der Behandlung der Zellen stets konstant.

Die Proteolyse des Inhibitorproteins IkB erméglicht die nukledre Translokation der freige-
setzten NF-kB-Komplexe (6, 47, 54, 135). Dementspredchend resultierte, wie sich bei der Un-
tersuchung der nukle&en Extrakte mittels Western Blot-Verfahren zeigte, nach Stimulation
mit TNF eine Zunahme des Niveaus der NF-kB-Untereinheiten p65 und p50im Zellkern.
Hierbei lief3 sich kein wesentlicher Unterschied zwischen TNF-prainkubierten und nicht vor-
behandelten Zellen feststellen (Abb. 9B).
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Abbildung 8: TNF-Toleranz beeantréchtigt nicht die DNA-Bindung NF-kB-enthaltender Komplexe
am |L-8-Promotor-Oli gonukleotid. Die THP-1-Zellen wurden liber 72 h chne bzw. mit TNF (1 ng/ml)
préinkubiert (TNF prd) und ein Tell davon daraufhin mit TNF (15 min, 20 ngml) stimuliert (TNF re).
A) Nukledre Extrakte wurden mit Hilfe des Gelretardierungsassays untersucht, wobel en Oligonu-
kleotid eingesetzt wurde, welches das NF-kB-Motiv des IL-8-Promotors enthédlt (NF-kB (IL-8), siehe
auch Abb. 4 in Materia und Methodik). Die Position der NF-kB-haltigen Komplexe ist durch eine
Klammer gekennzeichnet. B) Mit einem Extrakt préainkubierter und restimulierter Zellen wurden
aul¥erdem Kompetitions- und Supershift-Analysen durchgefiihrt. In den Kompetitionsgdudien wurden
die Extrakte mit einem 100fachen UberschuR richt markierter Oligonukleotide (NF-kB (IL-8),
C/EBP (IL-8) bzw. Oct-1-Konsensus), fir die Supershift-Analysen mit Antikorpern (AK) gegen p65,
Oct-1 sowie C/EBP préinkubiert. Der Pfell zeigt die Position verlangsamter, p65-enthaltender Kom-
plexe an. Gezeigt sind reprasentative Experimente (n = 5). N. S.: nichtspezifische Bande.
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In den zytosolischen Extrakten wurden aufRerdem Molekile wie TRAFL, TRAF2, RIP1 und
IKKa betradhtet. Diese sind an durch TNF initiierten Signalwegen beteiligt, welche aur Akti-
vierung von NF-kB fiuhren (15). Aus den Ergebnissen der Western Blot-Analyse ging hervor,
dal3 weder die Stimulation noch die Préinkubation mit TNF die Konzentration dieser Mole-

kule signifikant veréndern konrte (Abb. 9C).

+ TNF pra - + TNF pra
! + 1 + ! TNF re L TNF re
- - < IkBa b - < TRARZ
W e e W < Aktin e e e me | < TRAF2
. e e o < RIP1
B e e s | < KKa
+ TNF pra
-+ 4 TNFre

-_— o . p6s

e e < p50

Abbildung 9: IkB-Proteolyse und nukledre Trand okation van p50p65-Komplexen in TNF-toleranten
Zéellen. THP-1-Zdlen wurden wie in Abbildung 8 beschrieben mit TNF vorbehandelt und restimuliert.
Zytosolische (A und C) und nukledre (B) Extrakte wurden mittels Western Blot-Verfahren auf die
Anwesenheit der angegebenen Proteine (Pfeile) untersucht. Die abgebil deten Experimente wurden je-
weils mindestens fiinfmal durchgefiihrt.
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3.3 DieRoallevon C/EBPP bel der TNF-Toleranz

3.3.1 C/EBPB als Komponente DNA-bindender Komplexe am |L-8-Promotor-Oligo-

nukleotid unter TNF-Toleranz-Bedingungen

NF-kB reguliert die Expresgon des IL-8-Gens im Zusammenwirken mit weiteren Transkrip-
tionsfaktoren, darunter C/EBP[ und Oct-1 (107, 123 152). Daher wurden nun Gelretardie-
rungsassays durchgeftihrt, bei denen ein aus 35 DNA-Basenpaaren bestehendes Oligonukleo-
tid eingesetzt wurde, das sowohl die NF-kB- als auch die C/EBPB- und de Oct-1-Bindungs-
stelle des IL-8-Promotors umfaldt (IL-8 Wildtyp (wt), vergleiche Abb. 4 in Material und Me-
thodik). Wie bereits in den vorausgehenden Experimenten (sieche Abb. 8) lief3 sich auch bel
Verwendung dieses Oligonukleotids eine ehdhte Bindungsaktivitét von NF-kB-enthaltenden
Komplexen in TNF-stimulierten THP-1-Zellen nadhweisen, unabhéngig davon, ob eine Prain-
kubation mit TNF in niedriger Dosis vorgenommen worden war (Abb. 10A). Bemerkenswer-
terweise wurde hier au3erdem eine hoher laufende Bande detektiert (in Abb. 10A mit einem
Stern markiert), die in den vorbehandelten und anschlief3end restimulierten Zellen am inten-

sivsten ausfiel.

Kompetitionsstudien belegten die Spezifitdt der Banden, da das IL-8 wt-Oligonukleotid als
Kompetitor das Signal dieser Probe (TNF pra +, TNF re +) ausloschte (Abb. 10B). Auch die
Zugabe von Oligonukleotiden, die entweder die NF-kB- beziehungsweise die C/EBP-
Bindungsregion des IL-8-Promotors oder eine Oct-1-Konsensusequenz enthalten (Oligonu-
kleotide wie in Abb. 4 in Material und Methodik beschrieben), rief jeweils eine Abschwé
chung hervor. Durch alle Oligonukleotide konnte dartiber hinaus eine Hemmung insbesondere
der erwédhnten zusétzlichen Bande ezielt werden. In der Supershift-Analyse aschienen beim
Einsatz von Antikorpern gegen C/EBPB und Oct-1 ebenso wie gegen p65 langsamer laufende
Banden. Die Resultate der Kompetitions- und Supershift-Studien legen somit nahe, dai3 die
Proteine C/EBP(3, Oct-1 und p65an das IL -8 wt-Oligonukleotid binden (Abb. 10B). Dabei sei
darauf hingewiesen, dal3 C/EBPp gleichfalls als Komponente des Signals identifiziert werden
konrte, wenn Extrakte prankubierter, aber nicht stimulierter Zellen (TNF pra +, TNF re -)
mit Hilfe des Supershift-Verfahrens analysiert wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: C/EBPB ist eén Bestandteil des am IL-8 wt-Oligonuklectid bindenden Komplexes un-
ter TNF-Toleranzbedingungen. Monozytéare THP-1-Zelen wurden mit Medium ohne TNF oder TNF-
haltigem Medium (1 ng/ml) fir 72 h inkubiert (TNF pr&) und ein Teil davon anschlieliend erneut mit
TNF (20 ng/ml) stimuliert (TNF re). A) Nukledre Extrakte wurden mit dem radioaktiv markierten
IL-8 wt-Oligonukleotid inkubiert und daraufhin mit Hilfe des Gelretardierungsassays analysiert. Die
Klammer gibt die Position NF-kB-enthaltender Komplexe an. * bezeichnet enen Komplex mit gerin-
gerer Wanderungsgeschwindigkeit. B) Der Extrakt prainkubierter und restimulierter Proben wurde zu-
sétzlich mittds Kompetitions- und Supershift-Analyse untersucht. In den Kompetitionsgudien wurde
ein 100facher UberschulR richt markierter Oligonukleotide (IL-8 wt, NF-kB (IL-8), C/EBPB (IL-8)
oder Oct-1-Konsensus) verwendet. Bel der Durchfiihrung der Supershift-Analyse kamen Antikorper
(Ak) gegen p65, C/EBP( oder Oct-1 zum Einsatz. Die durch de Antikérperbindung in ihrer Wande-
rungsgeschwindgkeit verlangsamten Komplexe sind mit Pfellen markiert. Die Abbildung zeigt Bei-
spiele von je flinf unabhangigen Experimenten.
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3.3.2 Erhohte DNA-Bindungsaktivitat von C/EBPB sowie vermehrte Assoziation dieses

Proteins mit p65 in TNF-toleranten Zellen

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde daraufhin die Affinité von C/EBPB zum |L-8-Promotor-
Oligonukleotid in toleranten Zellen unter Verwendung eines Oligonukleotids untersucht, das
nur die C/EBPB-Bindungsstelle des IL-8-Promotors umfaldt (C/EBPB (IL-8), sehe Abb. 4 in
Material und Methodik). Bei der Auftrennung der Extrakte nicht vorbehandelter Zellen so-
wohl mit als auch ohne TNF-Stimulation war im Gelretardierungsassay nur eine relativ
schwache DNA-Protein-Komplexbildung sichtbar (Abb. 11A). In TNF-toleranten Zellen lief3
sich demgegentiiber eine eheblich stérkere Bindung nukledrer Proteine an die C/EBPB-Stelle
beobadchten.

In Kompetitionsstudien verschwand das Signal nadh Préinkubation mit dem C/EBP (IL-8)-
Oligonukleotid ebenso wie mit der IL -8 wt-Sequenz vollstandig (Abb. 11B). Zusétzlich wurde
ein C/EBPB-Konsensus-Oligonukleotid als Kompetitor eingesetzt, das die DNA-Protein-
Komplexbildung, abgesehen von einer diskreten Restbande, ebenfalls komplett verhinderte.
Auch ein kompetitierendes Oct-1-Oligonukleotid schwéachte das Signal ab. Die Hemmung
war hier allerdings deutlich geringer ausgepragt und zeigte sich insbesondere im obersten
Anteil der Bande, entsprechend dem Bereich, der durch das C/EBPpB-Konsensus-
Oligonukleotid nicht vollstandig ausgeléscht wurde. In der Supershift-Analyse traten nech
Zugabe von C/EBP(- und Oct-1-Antikorpern hoher laufende Banden auf (Abb. 11B). Dies
bestétigte die Beteiligung der beiden Proteine an der Komplexbildung mit dem C/EBP(
(IL-8)-Oligonukleotid. Eine Inkubation der Extrakte mit p65-Antikdrpern veranderte das Si-
gnal in der Supershift-Analyse dagegen nicht.

In analogen Studien wurde ein radioaktiv markiertes Oligonukleotid benutzt, das eine
C/EBPB-Konsensussequenz tragt (sehe Abb. 4 in Material und Methodik; Daten nicht
gezeigt). In diesem Fall bestand in gleicher Weise wie bei den Untersuchungen am C/EBP(
(IL-8)-Oligonukleotid in toleranten Zellen eine ehohte Bindungsaffinitét. Kompetitions- und
Supershift-Analysen konnten die Spezifitdt dieses Oligonukleotids fur C/EBPP zdgen, wah-
rend neben p65 auch Oct-1 nicht in den DNA-bindenden Komplexen vorhanden zu sein

schien.
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Abbildung 11: Erhthte DNA-Bindungsaktivitat von C/EBP in toleranten Zellen. Monozytére Zellen
wurden wie in Abbildung 10 heschrieben préinkubiert und restimuliert. A) Nukledre Extrakte wurden
unter Verwendung des radioaktiv markierten C/EBPR (IL-8)-Oligonuklectids inkubiert und mittes
Gdretardierungsassay analysiert. Die Klammer zeigt die Position C/EBPB-enthaltender Komplexe an.
B) Kompetitionsgudien mit einem 100fachen Uberschul unmarkierter Oligonukleotide (C/EBPR
(IL-8), C/EBPB-Konsensus, Oct-1-Konsensus, IL-8 wt oder Sp-1) wurden mit nukledren Extrakten der
vorbehandelten und restimulierten Probe durchgefiihrt. Die gleichen Extrakte wurden mit Hilfe des
Supershift-Verfahrens untersucht und hierfiir vor der Auftrennung mittels Gelretardierungsassay mit
Antikorpern (AK) gegen C/EBPPB, Oct-1 oder p65 prainkubiert. Der Pfeil kennzeichnet verlangsamt
laufende Komplexe (Darstdlung représentativer Experimente; n> 5; N. S.: nichtspezifische Bande).
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In friheren Studien wurde mehrfach eine funktionelle und physikalische Assoziation zwi-
schen Mitgliedern der NF-kB- und der C/EBP-Protein-Familie demonstriert (69, 102 123
125. Deshalb wurde in den folgenden Experimenten die Assziation von C/EBPB mit
NF-kB-enthaltenden Komplexen in nicht préinkubierten sowie in toleranten Zellen Uberpruft.
Dazu wurde C/EBPP in nukle&en Extrakten von wie oben beschrieben behandelten Zellen
durch Immunpréazipitation gefdlt. Im erhaltenen Prézipitat wurde mittels Western Blot-
Tednik das Vorhandensein von p65 quantifiziert. In einem reziproken Ansatz wurde in ent-
sprechenden Zellextrakten p65immunprézipitiert. Hier wurde anschliel?end C/EBPB mit Hilfe
des Western Blot-Verfahrens detektiert (Abb. 12). In beiden Experimenten fand sich Uberein-
stimmend eine vermehrte Assoziation von C/EBPP mit p65-enthaltenden Komplexen in TNF-
toleranten gegentiber nicht vorbehandelten Zellen, die nach erneuter Stimulation mit TNF am

intensivsten ausgepragt war.

+ TNF pra
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Abbildung 12: Zunahme der Assoziation von C/EBPPB mit p65-enthaltenden Komplexen unter den
Bedingungen der TNF-Toleranz. Mit den nukledren Fraktionen der fir die Experimente in Abhildung
11 verwendeten Extrakte wurde eine Immunpréazipitation durchgefiihrt, in der ein Antikorper gegen
C/EBPB (im oberen Teil) oder p65 (im unteren Teil) eingesetzt wurde. Die prézipitierten Proteine
wurden anschlief3end mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens auf die Anwesenheit von p65 (im oberen
Teil) bzw. C/EBPB (im unteren Teil) untersucht. Drei unabhangige Wiederholungen der Experimente
flhrten zum selben Ergebnis.
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3.3.3 Hemmung der TNF-induzierten IL-8-Promotor- und 3kB-abhéngigen Transkrip-

tion durch Uberexpression von C/EBPB

Um zu beurteilen, ob C/EBP{3 an der Regulation der TNF-indwzierten |L-8-Promotor- und
3kB-abhangigen Transkription beteiligt ist, wurden Uberexpressonsstudien durchgefihrt.
Dafir wurden Hela-Zellen zunédchst mit dem |L-8-Promotor-abhéngigen Indikatorgenkon-
strukt sowie jewells dem Renilla-Kontrollplasmid (pRLTK) transient transfiziert, die aich in
den unter 3.1.1 aufgefUhrten Experimenten verwendet worden waren. Nun aber wurden
gleichzetig Expressionsplasmide, die fir das C/EBPB-Protein als Wildtyp beziehungsweise
in mutierter Form kodieren, oder ein CMV-Vektor als negative Kontrolle kotransfiziert. Nach
24 h blieb ein Teil der Zellen unbehandelt, der andere wurde ber 5 h mit 20 ng/ml TNF sti-
muliert und danach mit Hilfe von Luciferase-Reporter-Assays die transkriptionelle Aktivitat
bestimmt.

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dal3 de TNF-indwzierte Zunahme der 1L-8-
Promotor-abhéngigen Transkription durch die Uberexpresson des C/EBPR-Wildtyp-Proteins
erheblich abgeschwéacht wurde (Abb. 13A). Im Sinne einer Dosis-Wirkungs-Beziehung ver-
stérkte sich der Effekt bel ansteigender Menge an transfiziertem C/EBPB-Plasmid, jeweils
verglichen mit CMV-transfizierten Kontroll zellen. Bel Einsatz von 10 pg Plasmid reduzierte
das C/EBPB Wildtyp-Protein die transkriptionelle Aktivitat auf 24 % des Wertes, der in mit
dem CMV-Kontroll plasmid transfizierten Zellen erzielt wurde (Abb. 13B, links). Bei Uberex-
pression des mutierten Proteins dagegen wurde keinerlei Hemmung der |L-8-Promotor-
abhangigen Transkription beobachtet.

In analoger Weise wurde das 3kB-abhéngige Indikatorgenkonstrukt in HelLa-Zellen gemein-
sam mit den C/EBPB-Expressionsplasmiden sowie den Renilla- und CMV-Kontroll plasmiden
kotransfiziert. In diesen Experimenten resultierte bei der Uberexpresson des C/EBPB-Wil d-
typ-Proteins ebenfalls eine deutliche Abnahme der TNF-induzierten 3kB-abhéngigen Tran-
skription. Diese sank im betradhteten Dosisbereich bisauf 20% (10 pg transfiziertes Plasmid)
des bei der Analyse CMV-transfizierter Zellen erhaltenen Wertes (Abb. 13B, redis). Das

mutierte Plasmid hatte wiederum keinen Einfluf? auf die transkriptionelle Aktivitét.

Der Erfolg der Uberexpresson wurde in beiden Ansitzen auf zwei Ebenen uberpriift. Daau
wurden aus jeweils identisch transfizierten HelLaZellen, die am néchsten Tag tells nicht
stimuliert, teils Gber 15 min mit 20 ng/ml TNF inkubiert worden waren, zytosolische und

nukle&e Extrakte gewonnen. In diesen konnte aim einen mittels Western Blot-Analyse eine
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signifikant hthere Konzentration der Gberexprimierten Proteine gegeniber nicht beziehungs-
weise CMV-transfizierten Zellen nachgewiesen und somit die Effizienz des Verfahrens kon-
trolliert werden (Daten nicht gezagt). Zum anderen ergaben sich in Zellen, in denen die
C/EBPB-Proteine exprimiert worden waren, im Vergleich zu den Kontrollen verstérkte Si-
gnale bei der Durchfihrung von Gelretardierungsassays unter Verwendung des IL-8 wt- so-
wie des C/EBP (IL-8)-Oligonukleotids (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Die TNF-induzierte 1L-8-Promotor- und 3kB-abhangige Transkription wird durch
Uberexpression von C/EBP inhibiert. A) Hel a-Zelen wurden mit pGL2-1L-8, pRLTk und einer zu-
nehmenden Menge énes fir C/EBPB Wildtyp (wt) kodierenden Uberexpressonsplasmids bzw. eines
CMV-Kontrollplasmids kotransfiziert. Nach Inkubation Uber Nacht wurden die Zellen mit TNF sti-
muliert (20 ng/ml, 5 h). Die TNF-induzierte transkriptionelle Aktivitét der CMV-transfizierten Kon-
trolle wurde jeweils als 100 % definiert (gestrichdte Linie) und de Aktivitdét der C/EBPB wt-
transfizierten Zelen im Verhéltnis dazu dargestdlt (MW % SD von del unabhangigen Experimenten).
B) HelLa-Zdlen wurden mit dem IL-8-Promotor- bzw. dem 3kB-abhdngigen Indikatorgenplasmid,
PRLTk und 10 ug der Uberexpressionsplasmide fiir C/EBPB wt bzw. C/EBPB in mutierter Form (mut)
oder des CMV-Kontrollplasmids kotransfiziert. Am folgenden Tag wurden diese nicht behanddlt (-)
bzw. mit TNF stimuliert (20 ngml, 5 h, +). Die Ergebnisse sind als rdative Luciferaseaktivitéten
(Firefly/Renil la) abgebil det (MW + SD, n= 3).
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3.4 Charakteriserung von Oct-1in TNF-toleranten Zellen
3.4.1 Zunahmeder DNA-Bindungsaktivitat von Oct-1in TNF-toleranten Zellen

Auch der Transkriptionsfaktor Oct-1 war in den am IL-8 wt-Oligonukleotid bindenden DNA-
Protein-Komplexen identifiziert worden (vergleiche 3.3.1). Seine DNA-Bindungsaktivitét in
den Extrakten der THP-1-Zellen wurde daher anhand eines Oligonukleotids, das nur eine
Oct-1-Konsensussequenz trégt (siehe Abb. 4 in Material und Methodik), ndher beleuchtet.
Hier fand sich ebenfalls eine gesteigerte DNA-Bindung in TNF-toleranten Zellen sowohl mit
als auch ohne Restimulation (Abb. 14A). Die Analyse von Extrakten nicht vorbehandelter
Zellen lieferte demgegeniiber nur schwache Signale.

In Kompetitionsexperimenten verhinderte die Koinkubation mit einem Uberschul? an nicht
radioaktiv markiertem Oct-1-Konsensus-Oligonukleotid die Entstehung einer sichtbaren Ban-
de. Dadurch wurde die weitgehende Spezifitét des verwendeten Oligonukleotids fur Oct-1
belegt, denn durch die Zugabe des C/EBPp (IL-8)- sowie des IL-8 wt-Oligonukleotids wurde
nur eine sehr leichte Abnahme und duch das NF-kB (IL-8)-Oligonukleotid keinerlei Effekt
hervorgerufen (Abb. 14B). Bel der Durchflihrung der Supershift-Analyse egab sich lediglich
bei Einsatz des Oct-1-Antikdrpers eine Verénderung dr Wanderungsgeschwindigkeit des
Komplexes, nicht aber bei Inkubation mit C/EBPB- und p65Antikorpern (Daten nicht ge-
zeigt). Daraus |&R3t sich schlief3en, dal3 Oct-1 im Gegensatz zu den anderen untersuchten Tran-
skriptionsfaktoren in den DNA-bindenden Komplexen enthalten war.

3.4.2 Effekt von Oct-1 auf die TNF-induzierte IL-8-Promotor- und 3kB-abhangige
Transkription

Zur Klarung der funktionellen Bedeutung des Transkriptionsfaktors Oct-1 im Rahmen der
TNF-Toleranz wurden in Uberexpressonsstudien erneut Hel a-Zellen mit je einem der beiden
Indikatorgenplasmide, dem Renilla-Kontrollplasmid sowie entweder dem CMV-Kontroll-
Vektor oder Expressionsplasmiden fur Oct-1 in Wildtyp- beziehungsweise mutierter Form
kotransfiziert. Zunadst wurden nukle&e und zytosolische Extrakte isoliert, die wiederum mit
Hilfe sowohl des Western Blot-Verfahrens als auch des Gelretardierungsassays analysiert
wurden. In den entsprechend transfizierten Zellen konnten so die vermehrte Expression der
Oct-1-Proteine und ihre Fahigkeit zur Bildung von DNA-Protein-Komplexen mit geeigneten

Oligonukleotiden nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Die DNA-Bindungsaktivitét von Oct-1 ist in TNF-toleranten Zell en erhéht. Monozytéa-
re THP-1-Zdlen wurden mit Medium oder Medium mit Zusatz von 1 ng/ml TNF Uber 72 h préinku-
biert (TNF pr&) und bli eben anschli eliend unbehandelt oder wurden mit TNF (20 ng/ml, 15 min) sti-
muliert (TNF re). A) Nukledre Extrakte wurden mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid be-
stehend aus einer Oct-1-K onsensussequenz inkubiert und mittels Gelretardierungsassay analysiert. Die
Klammer gibt die Position Oct-1-enthaltender Komplexe an. B) Die prédinkubierte und restimuli erte
Probe wurde mit Hilfe von Kompetitionsgudien untersucht. Dabe wurden unmarkierte Oli gonukleo-

tide (C/EBPB (IL-8), Oct-1-Konsensus, I1L-8 wt, NF-kB (IL-8), Sp-1) in 100fachem UberschuR als

spezifische Kompetitoren eingesetzt. Abgebil det

ist je @n reprasentatives Experiment (n = 5).
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Anschlief3end wurde in identisch transfizierten Zellen, nachdem sie Uber 5 h mit TNF inku-
biert worden waren, mittels Luciferase-Reporter-Assay die transkriptionelle Aktivitét quanti-
fiziert. In diesen Experimenten lief? sich nech TNF-Stimulation bei Uberexpression des Oct-1-
Wildtyp-Proteins keine Hemmung der IL-8-Promotor-abhéngigen Transkription beobadten
(Abb. 15). Ebensowenig konnte ein negativer Effekt auf die 3kB-abhangige Transkription ge-
zeigt werden. Die gemessenen Werte unterschieden sich jeweil s nicht wesentlich von denje-
nigen, die sich in mit dem CMV- oder in mit dem mutierten Oct-1-Plasmid transfizierten
Zellen nach Behandlung mit TNF ergaben. Anders als C/EBP Ubte somit Oct-1 weder auf
die IL-8-Promotor- noch die 3kB-abhéngige Transkription nach TNF-Stimulation einen inhi-

bitorischen Einflul? aus.
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Abbildung 15: Uberexpression von Oct-1 bednfluf® die IL-8-Promotor- und die 3kB-abhangige
Transkription rach TNF-Stimulation nicht. HeLa-Zellen wurden mit dem IL-8-Promotor- bzw. dem
3kB-abhangigen Indikatorgenplasmid, dem Renilla-Luciferase-Plasmid sowie 10 g des CMV-Kon-
troll plasmids oder eines fiir Oct-1 kodierenden Uberexpressionsplasmids als Wildtyp (wt) bzw. in
mutierter Form (mut) kotransfiziert. Nach Inkubation Uber Nacht blieben diese Zellen unbehanddlt (-)
oder wurden mit TNF stimuliert (20 ng/ml, 5 h, +). Die Darstellung der Ergebnisse efolgte als rdative
Luciferaseaktivitat (Firefly/Renilla, MW + SD aus zwei unabhéngigen Experimenten).
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4 Diskussion

Die Entwicklung eines Toleranzzustandes gegentiber TNF konnte sowohl bei in vivo as auch
bei in vitro durchgefiihrten Experimenten bereits mehrfach nachgewiesen werden (36, 39, 65,
99, 100, 121, 130), und es existieren Studien, die eine mogliche Bedeutung der TNF-Toleranz
in verschiedenen klinischen Bereichen aufzeigen (siehe 4.7). Die molekularen und zelluldren

M echanismen, auf denen dieses Phanomen beruht, sind bisher noch unzureichend bekannt.

4.1 Hemmung der NF-kB-abhangigen Transkription in TNF-toleranten Zellen

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte in monozytdren THP-1- ebenso wie in HeLa
Zellen durch eine langfristige Préinkubation Uber 72 h mit einer niedrigen Dosis TNF ein
Zustand der Toleranz erzeugt werden. In auf diese Weise vorbehandelten Zellen war nach Re-
stimulation mit einer deutlich héheren TNF-Dosis die NF-kB-vermittelte IL-8-Promotor-
abhangige Transkription signifikant vermindert. Gleichzeitig fand sich unter den gewahlten
Bedingungen eine reduzierte Proteinproduktion dieses Chemokins im Zellkulturtiberstand der
THP-1-Zellen. Wahrend der |1L-8-Promotor DNA-Motive fur mehrere Transkriptionsfaktoren
enthdlt, ergab sich auch hinsichtlich der Transkription eines 3kB-abhangigen Indikatorgen-
konstrukts nach entsprechender Prainkubation und Restimulierung der Zellen eine Abnahme
der transkriptionellen Aktivitét, die zudem in ihrem Ausmald dem Riickgang der 1L-8-Promo-
tor-abhangigen Transkription vergleichbar war. Daraus |&f3t sich schlief3en, dal3 die NF-kB-
DNA-Bindungsstelle allein fir die Vermittlung des hier vorliegenden Mechanismus der TNF-

Toleranz ausreichend ist.

Diese Beobachtungen legen somit eine wesentliche Bedeutung von Transkriptionsfaktoren
der NF-kB-Familie bei der Entstehung der Toleranz gegeniber TNF nahe. In TNF-toleranten
Zellen waren jedoch die NF-kB-Aktivierung und die Proteolyse des Inhibitorproteins IkBa
nicht beeintréchtigt. Vielmehr wiesen mit TNF préinkubierte, aber nicht restimulierte Zellen
sogar einen gegentber dem Ausgangsniveau etwas erniedrigten IkBa-Spiegel auf. Ein ahnli-
ches Resultat einer Studie, in der FS-4-Fibroblasten tber 15 h mit TNF prainkubiert worden
waren, wurde dort mit einer persistierenden, geringgradigen |KK-Aktivierung und einer kon-
tinuierlichen Degradierung von IkBa infolge der stéandigen Présenz von TNF erklart (99).

Den Ergebnissen der hier dargestellten Experimente nach laufen bei der Entwicklung der
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TNF-Toleranz adso offenbar Regulationsvorgange auf transkriptioneller Ebene ab. Dies
scheint einer friheren Studie zu widersprechen, in der eine Langzeitpréinkubation von huma-
nen Adenokarzinom-Zellen (SW480) mit TNF Uber 72 h zu einer Inhibierung der durch
Restimulation mit diesem Zytokin induzierten NF-kB-Aktivierung, gemessen mittels Gelre-
tardierungsassay, fuhrte (65). Die voneinander abweichenden Resultate sind mdglicherweise
in Zelltyp-spezifischen Eigenschaften der hier untersuchten Zellen und der SW480-Linie be-
grundet. Allerdings wurde in einer weiteren Studie nach einer 18stindigen Vorbehandiung
mit TNF in THP-1-Zellen ebenfalls ein reversibler Verlust der Empfindlichkeit gegentiber
diesem Zytokin nachgewiesen, der durch eine Hemmung der nukledren Trandokation von
p65 sowie der Degradierung von IkBa bedingt war (36). Dies lal3t vermuten, dal3 deutliche
Differenzen in der Dauer der Préinkubation eine weitere Ursache fir unterschiedliche mole-

kulare Mechanismen der TNF-Toleranz sein konnen.

Auch hinsichtlich der besser erforschten Toleranz gegentiber LPS wurden mehrere Formen
beschrieben. Beispielsweise wurde enerseits insbesondere bel kirzeren Vorbehandlungszei-
ten eine verminderte NF-kB-Aktivierung mit reduzierter Degradierung beziehungsweise er-
hohter Syntheserate von IkBa beobachtet (40, 68, 167), andererseits existiert ein Mechanis-
mus auf transkriptioneller Ebene, der auf einer Verschiebung der Zusammensetzung der
Untereinheiten des Transkriptionsfaktors NF-kB zugunsten der transkripitonell inaktiven
p50/p50-Homodimere beruht (40, 57, 165 - 167). Letzteres Phanomen wurde auch bel der
erwahnten 18stiindigen Vorbehandlung von THP-1-Zellen mit TNF gefunden (36), wahrend
sich in der vorliegenden Arbeit nach 72 h Préinkubation mit TNF in toleranten Zellen weder
far p50 noch fur p65 eine wesentliche Veranderung bezlglich ihrer Aktivierung und DNA-
Bindung ergab. In Untersuchungen zur LPS-Toleranz konnte gezeigt werden, dal3 die
p50/p50-Komplexe zwar an KB-Motive in der Promotorregion verschiedener proinflammato-
rischer Gene binden, deren Transkription jedoch inhibieren (21, 57, 165, 166). In einer Studie,
in der eine Prainkubation muriner Makrophagen mit CpG-DNA-enthaltenden Oligonukleoti-
den einen Toleranzzustand gegentber Restimulation mit LPS erzeugte, wurde zudem eine
p50/p50-vermittelte Abnahme der Transkription eines 3kB-abhangigen Reporterplasmids
demonstriert (53). Dies belegt, dal3 auch hier das NF-kB-Motiv im Promotor fur die Toleranz-

entstehung von entscheidender Bedeutung ist.
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4.2  Untersuchung der Rollevon Oct-1 bei der TNF-Toleranz

Der Transkriptionsfaktor Oct-1 fungiert als Repressor der Expression einer Reihe von Genen,
unter anderem von IL-8 (73, 118, 131, 152, 162). So konnte eine frihere Arbeit eine inhibito-
rische Wirkung von Oct-1 auf die IL-8-Promotor-abhangige Transkription durch seine Bin-
dung an eine DNA-Stelle innerhalb der C/EBPB-DNA-Sequenz demonstrieren (152). Wah-
rend Oct-1 am HPV-18- (74) und vermutlich auch am HPV-16-Promotor (118) die transkrip-
tionelle Aktivierung blockiert, indem es die aktivierenden Transkriptionsfaktoren KRF-1 be-
ziehungsweise PEF-1 kompetitiv von DNA-Motiven verdrangt, welche mit der Oct-1-Stelle
Uberlappen, war in der Studie am |L-8-Promotor die Bindung von Oct-1 und C/EBP( unab-
héngig voneinander mdglich (152). Der hemmende Effekt ging in diesem Fall mit einer hohe-
ren DNA-Bindungsaktivitét von Oct-1 einher. Dementsprechend nahm die DNA-Bindung von
Oct-1 in einer weiteren Untersuchung ab, in der die IL-8-Sekretion infolge der Transfektion
des Retinoblastoma-Gens in Blasenkarzinom-Zellen verstéarkt war (162). In der hier prasen-
tierten Arbeit fand sich mittels Gelretardierungsassay in TNF-toleranten Zellen zwar ebenfalls
eine vermehrte Komplexbildung an einem Oligonukleotid, welches das Oct-1-DNA-Motiv
des IL-8-Promotors enthalt, jedoch lieR3 sich durch Uberexpression von Oct-1 bei der Durch-
fuhrung von Transfektionsexperimenten in HeLa-Zellen keine Veranderung der I1L-8-
Promotor-abhangigen Transkription erzielen. Da hier alerdings TNF-aktivierte Zellen be-
trachtet wurden, mag dies insofern mit obigen Studien am IL-8-Promotor zu vereinbaren sein,
as dort eine negative Rolle von Oct-1 insbesondere in ruhenden Zellen beschrieben wurde,
wahrend der Einflul? dieses Transkriptionsfaktors auf die Stimulus-induzierte Genexpression,
das helfdt bel gleichzeitigem Vorhandensein aktivierender Transkriptionsfaktoren wie NF-kB
und C/EBP, geringer zu sein schien (152). AulRerdem bestand auch in einer anderen Unter-
suchung an Mycobacterium tuberculosis-infizierten Monozyten eine intensive DNA-Protein-
Komplexbildung am Oct-1-DNA-Motiv, obwohl diese Zellen eine hohe IL-8-Sekretion auf-
weisen (4). Ein indirekter, Uber NF-kB vermittelter inhibitorischer Effekt von Oct-1 konnte in
der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, da die Transkription des 3kB-abhangigen
Indikatorgenkonstrukts durch die Uberexpression von Oct-1 ebenfalls nicht beeintrachtigt
war. Demzufolge kann Oct-1 nicht fur die durch die Bedingungen der TNF-Toleranz vermin-

derte I L-8-Genexpression und 3kB-abhangige Transkription verantwortlich sein.
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4.3  Analyseder Funktion von C/EBPf in toleranten Zellen

Des weiteren wurde in der prasentierten Studie mittels Gelretardierungsassay eine verstarkte
DNA-Bindungsaktivitét von C/EBPB an das fur diesen Transkriptionsfaktor spezifische Motiv
in der Promotorregion des IL-8-Gens nach Préainkubation der Zellen mit TNF in niedriger
Dosis gezeigt. C/EBP( ist as transkriptionell aktives Protein an der positiven, aber auch der
negativen Regulation zahlreicher Gene einschliefdlich IL-8 beteiligt (86, 103, 123, 145).
Stimulation mit TNF kann die Bindung von C/EBP(3 am IL-8-Promotor induzieren (107,
123), und es wurde beschrieben, dal3 diese durch Bindung von NF-kB an das der C/EBP-
Stelle benachbarte DNA-Motiv intensiviert wird (61, 107, 123). In den hier dargestellten Ex-
perimenten wurde eine Zunahme der Komplexbildung an der C/EBPB-DNA-Sequenz insbe-
sondere in toleranten, kaum jedoch in nur kurzfristig mit TNF stimulierten Zellen beobachtet.
Bei der Durchfihrung von Gelretardierungsassays unter Verwendung eines Oligonukleotids,
das die NF-kB- ebenso wie die C/EBPB-DNA-Bindungsstelle des IL-8-Promotors umfaldt, trat
aullerdem eine zusétzliche Bande mit geringerer Wanderungsgeschwindigkeit auf, die in mit
TNF préinkubierten, restimulierten Zellen am deutlichsten sichtbar war (siehe Abb. 10).
Sowohl C/EBPB as auch p65 konnten als Komponenten dieses Komplexes nachgewiesen
werden. In einer Studie, in der C/EBP-Proteine mit dem Ziel Uberexprimiert wurden, die
NF-kB-abhangige Aktivitdt des |EL1/2-Enhancer/Promotors nach TNF-Stimulation zu hem-
men, wurde gleichfalls ein langsamer wandernder Komplex gefunden (102). Auch in diesem

Fall gelang es, p65 und C/EBP als dessen Bestandteile zu identifizieren.

Bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen lief3 sich dar-
Uber hinaus eine Zunahme der Assoziation von C/EBP mit p65-enthaltenden Komplexen im
Nukleus TNF-toleranter Zellen zeigen. Eine funktionelle Kooperation ebenso wie direkte Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten der NF-kB-Familie und C/EBP-
Proteinen sowie weiteren Proteinen mit basischer Leucin-Zipper (bZIP)-Struktur (z. B. ATF,
»activating transcription factor®; AP-1) wurden in der Vergangenheit bereits mehrfach be-
schrieben (34, 69, 123 - 125). Diese Interaktionen kommen Uber die RHD der NF-kB-Protel-
ne einerseits und andererseits die bZIP-Struktur zustande, die gleichzeitig fur die Dimerisie-
rung und die DNA-Bindung der bZIP-Proteine verantwortlich ist (66, 69, 124, 125). Mit Hilfe
von Transfektionsstudien konnte in den hier prasentierten Experimenten schliefdlich auch eine
funktionelle Bedeutung von C/EBPB demonstriert werden. So hatte die Uberexpression von
C/EBPB im Gegensatz zu Oct-1 und p65 (Daten nicht gezeigt) eine signifikante Hemmung
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der TNF-induzierten 1L-8-Promotor-abhangigen Transkription zur Folge, die mit ansteigender
Dosis an C/EBPB zunahm. Diese Resultate deuten auf eine mdgliche Schltsselrolle fir

C/EBP bei der negativen Regulation der 1L-8-Genexpression in TNF-toleranten Zellen hin.

4.4  Regulation der Expression NF-kB- und C/EBPB-abhangiger Gene

Im allgemeinen aktivieren Proteine der NF-kB- und der C/EBP-Familie Promotoren mit
C/EBPB-Bindungsstellen synergistisch, jedoch tben sie eine inhibitorische Wirkung auf Pro-
motoren mit KB-Motiven aus (125). Bel der Regulation von Genen, deren Promotoren wie
auch der des IL-8-Gens Bindungsstellen fir NF-kB- und zugleich fir C/EBP-Proteine auf-
weisen, resultieren daher komplexe Verhdltnisse. Ein Beispiel fur einen hemmenden Einfluf3
ist die Antagonisierung der NF-kB-vermittelten Transaktivierung des Akute-Phase-Response-
Elements im Angiotensinogen-Gen durch Mitglieder der C/EBP-Familie, die konkurrierend
an en die NF-kB-Sequenz Uberlappendes DNA-Motiv binden (26). Ebenso schwécht
C/EBPB am CMV |E1/2-Enhancer/Promotor die TNF-induzierte, NF-kB-abhangige Aktivitat
signifikant ab, erhoht aber das Basaniveau der Genexpression (102). Die Transkription des
ICAM-1-Gens durch p65 in Astrozyten kann durch eine funktionelle Interaktion dieses
NF-kB-Proteins mit C/EBPP erheblich reduziert werden, ohne dal3 dabei die Expression und
Aktivierung von p65 verandert waren (70). Eine weitere Studie schlief3lich beschreibt, daf?
sich in pankreatischen [3-Zellen von Ratten die p65-induzierte Aktivierung des Fas-Promo-
tors, die moglicherweise mitverantwortlich fir die apoptotische Zerstérung dieser Zellen bel
der Entstehung des Typ-1-Diabetes ist, durch C/EBPB vermindern &3, wenn beide
Transkriptionsfaktoren gleichzeitig Uberexprimiert werden (31). Dieser Effekt verstérkte sich

zudem mit zunehmender Dosis von C/EBP.

Am IL-8-Promotor, der ebenso wie die | E1/2-Enhancer/Promotor-Region sowie der ICAM-1-
und der Fas-Promotor direkt benachbarte C/EBP[B- und NF-kB-Bindungsstellen enthélt (31,
70, 87, 102, 107), scheint gleichfals ein fein reguliertes Zusammenspiel zwischen NF-kB und
C/EBPp darlber zu entscheiden, ob es zu einer Aktivierung oder einer Inhibierung der Tran-
skription kommt (123). Demzufolge sind zum einen nach mehreren Studien sowohl die
NF-kB- als auch die C/EBPB-Bindungsstelle fir die volle Aktivierung des IL-8-Promotors
essentiell erforderlich (61, 86, 87), zum anderen wurde, Ubereinstimmend mit den Ergebnis-

sen der hier durchgefiihrten Untersuchungen, bereits in einer frilheren Arbeit eine durch Uber-
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expression von C/EBPB vermittelte Hemmung der p65-gesteuerten transkriptionellen Aktivi-
tét an einem IL-8-Promotorfragment mit Bindungsstellen fir C/EBPB und NF-kB nachgewie-
sen (123). Somit besteht Grund zu der Annahme, dal3 die Interaktion von C/EBPB und p65 an
der Reduktion der 1L-8-Promotor-abhangigen Transkription unter den Bedingungen der TNF-

Toleranz ursachlich beteiligt ist.

45  Inhibitorischer Einfluld von C/EBP auf die NF-kB-vermittelte Transkription

In der préasentierten Studie lief sich durch Uberexpressionsstudien belegen, dal3 C/EBPB auch
einen inhibitorischen Einflul? auf die Transkription eines 3kB-abhangigen Reporterplasmids
hat, obwohl in diesem Indikatorgenkonstrukt keine DNA-Bindungssequenz fur den Transkrip-
tionsfaktor vorhanden ist. Dieser Effekt von C/EBPB konnte durch die vermehrte Komplex-
bildung mit p65 in den TNF-toleranten Zellen zu erkléaren sein und demnach Uber die
NF-kB-DNA-Bindungsstelle vermittelt werden. Infolgedessen wére eine direkte DNA-
Bindung fir die negative Wirkung von C/EBP prinzipiell nicht notwendig. So wurde in einer
Untersuchung am Ig y1-Promotor in B-Zellen der Maus eine Verminderung der Transkription
durch C/EBPP gezeigt, die Uber die kB-Stelle des Promotors zustande kam, wohingegen das
gleichzeitig vorhandene bZIP-DNA-Element hierflr verzichtbar war (77). Dieses Phanomen
wurde auch in der bereits oben zitierten Studie am |E1/2-Enhancer/Promotor beobachtet
(102). Hier intensivierte die zusétzliche DNA-Bindung von C/EBP die Abnahme der Tran-
skription, ein Ergebnis, das in der vorliegenden Arbeit, vergleicht man die Resultate fur die
|L-8-Promotor- und die 3kB-abhangige Transkription bei Uberexpression von C/EBPB, nicht
nachvollzogen werden kann. Darlber hinaus hemmte C/EBPB die PMA-induzierte HIV-
Promotoraktivitét in Glioblastom- und Neuroblastomzellen, indem es die DNA-Protein-
Komplexbildung an einem NF-kB-DNA-Motiv erhdhte, ohne selbst Bestandteil des Komple-
xes zu sein (84). Die unmittelbar benachbarte C/EBPB-Bindungsstelle wurde wiederum nicht
benttigt. Dabeil ist zu erwdhnen, dal3 in den Experimenten der hier beschriebenen Studie mit-
tels Kompetitions- und Supershiftanalysen im Gegensatz zum |L-8-Promotor-Oligonukleotid
keine Betelligung von C/EBP( an der DNA-Protein-Komplexbildung gezeigt werden konnte,
wenn das Oligonukleotid verwendet wurde, das lediglich die NF-kB-Sequenz des IL-8-
Promotors umfaldt. Diese Ergebnisse lassen ebenfalls eine Bedeutung der Assoziation von
C/EBPB und NF-kB, die unabhangig von der DNA-Bindung der beiden Transkriptionsfakto-
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ren moglich ist (69, 125), fur die inhibitorische Rolle von C/EBPB unter den Bedingungen der
TNF-Toleranz vermuten. In diesem Kontext sei schliefdlich auf eine Studie am ICAM-1-
Promotor in Ratten-Astrozyten hingewiesen, in der eine 72stindige Vorbehandlung mit TNF
oder Ceramid, einem Sphingolipidmediator des TNF-Weges, einen Toleranzzustand bei
unbeeintréchtigter NF-kB-Aktivierung erzeugen konnte, wobei die zur Interaktion mit dem
Adaptorprotein p300 notwendige Phosphorylierung von NF-kB verhindert war (44). Da die
negative Wirkung von C/EBPB auf die NF-kB-vermittelte transkriptionelle Aktivitét, wie in
einer friheren Arbeit postuliert wurde, moglicherweise auf einer Behinderung der Interaktion
von NF-kB mit Koaktivatoren der basalen Transkriptionsmaschine beruht (125) und zudem
auch C/EBP in der Lage ist, mit p300 zu assoziieren (83), kdnnte sich aus diesen oder ahnli-
chen Beziehungen vielleicht ein Ansatzpunkt fir die weitergehende Erforschung der TNF-
Toleranz ergeben.

4.6 NF-kB und C/EBP als Vermittler der TNF-Toleranz: ein M odell

Die vorliegende Studie berichtet von einem neuen molekularen Mechanismus auf transkrip-
tioneller Ebene fir die Regulation der Expression des IL-8-Gens ebenso wie anderer NF-kB-
abhangiger Gene unter den Bedingungen der TNF-Toleranz, bei dem die Assoziation des
NF-kB-Proteins p65 mit C/EBP{3 von Bedeutung zu sein scheint. Ausgehend von den be-
schriebenen Ergebnissen lief3e sich fur das Zustandekommen des demonstrierten inhibitori-
schen Effekts von C/EBPB auf kB-DNA-Bindungsstellen etwa folgendes Modell, dargestellt
in Abbildung 16, entwerfen: In TNF-toleranten Zellen entsteht eine vermehrte Assoziation
von C/EBPB mit der NF-kB-Untereinheit p65. Diese Interaktion konnte zwei verschiedene
Mechanismen der hemmenden Wirkung von C/EBPB ermoglichen. Im ersten Fall wére der
gebildete Komplex zu einer direkten Bindung an NF-kB-DNA-Motive in der Lage, wobei
C/EBPg die Interaktion von NF-kB mit dem Koaktivatorkomplex und der basalen Transkrip-
tionsmaschine blockiert und so die Aktivierung der Transkription verhindert. Ebenso ist es je-
doch vorstellbar, dal3 die beiden Proteine bereits vor der DNA-Bindung wieder dissoziieren.
NF-kB vermag in diesem Fall daraufhin zwar noch an entsprechende DNA-Sequenzen zu
binden, hat aber durch den transienten Einflu3 von C/EBPB seine aktivierenden Fahigkeiten

verloren, woraus gleichfalls eine reduzierte Expression NF-kB-abhangiger Gene resultiert.
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Abbildung 16: Hemmung der NF-kB-abhangigen Transkription durch C/EBPB in TNF-toleranten
Zdlen. In diesem Moddl sind zwe verschiedene mdgliche inhibitorische Mechanismen dargestdllt.
Wahrend in nicht mit TNF vorbehandelten Zellen keine nennenswerte Assoziation von C/EBPB- und
NF-kB-Proteinen stattfindet und infolgedessen die Expression NF-kB-abhangiger Gene ungehindert
ablaufen kann (oben), erfolgt in TNF-toleranten Zdlen eine verstarkte Komplexbildung der beiden
Transkriptionsfaktoren (unten). Bel der anschlie3enden Bindung der Komplexe an NF-kB-DNA-
Moative behindert C/EBPP die Interaktion von NF-kB mit dem Koaktivatorkomplex (K) und der basa-
len Transkriptionsmaschine. Als Alternative dazu kénnten die beiden Proteine bereits vor der DNA-
Bindung wieder dissoziieren. In diesem Fall bindet NF-kB daraufhin allein an die entsprechende

DNA-Sequenz, hat jedoch durch die transiente Interaktion mit C/EBP seine transkriptiond| aktivie-
renden Fahigkeiten verloren.
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Bei Promotoren, die wie der des IL-8-Gens neben der NF-kB-Stelle ein C/EBPB-Motiv auf-
weisen, ist eine zusétzliche direkte DNA-Bindung von C/EBPB mdglich, was auch in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte. Sie scheint jedoch die Toleranzentwicklung, vergleicht man
die Ergebnisse fir die IL-8-Promotor- und die 3kB-abhangige Transkription, nicht wesentlich
zu beeinflussen und wurde daher im beschriebenen Modell nicht berticksichtigt. Aufgrund
dieser Beobachtung, dai? eine direkte DNA-Bindung von C/EBPJ flir seine negative Wirkung
auf kKB-DNA-Motive nicht notwendig ist, wére es interessant, den Effekt von C/EBPJ auf die
Transkription weiterer NF-kB-gesteuerter Gene unter den Bedingungen der TNF-Toleranz zu
untersuchen. Vielleicht wird man feststellen konnen, ob im Zustand der TNF-Toleranz die
Transkription bestimmter NF-kB-abhéngiger Gene gehemmt ist, wahrend andere weiterhin
aktivierbar bleiben.

4.7  Klinische Bedeutung der TNF-Toleranz

Eine klinische Bedeutung der TNF-Toleranz wurde in mehreren Bereichen nachgewiesen. Bei
akut entzindlichen Prozessen wie Sepsis stellt sie einen protektiven Mechanismus dar, der
den Organismus vor wirkungsvollen proinflammatorischen Zytokinen schitzen kann (96,
142). Gleichzeitig ist die TNF-Toleranz ein Paradigma fir einen paralytischen Zustand des
Immunsystems (60, 88, 96, 142). Beide auf den ersten Blick gegensdtzlichen Konzepte sind
bel septischen Erkrankungen denkbar und konnen unter Umstanden parallel ablaufen (96,
142). So zeigten einerseits klinische Studien, dal3 persistierend erhthte TNF-Spiegel im Blut
septischer Patienten mit der Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines Multiorganversagens
und vermehrter Letalitdt korrelieren, nicht dagegen das initiale maximale TNF-Niveau (97,
147). Andererseits berichtet eine Untersuchung Uber Adenovirus-infizierte Méause, in denen
eine LPS-Stimulation zwar zu einer gesteigerten TNF-Konzentration fuhrte, die aber im Sinne
einer Toleranzentwicklung gegentiber TNF mit verminderter |1L-6-Produktion und geringerer
Mortalitét enherging (157). Als interessanter Aspekt sai erwdhnt, dald der |L-6-Promotor
ebenso wie der des IL-8-Gens eng benachbarte DNA-Bindungsstellen fir NF-kB und
C/EBP enthdlt (2). Aulerdem wurden im Blut septischer Patienten desengitivierte Leukozy-
ten beschrieben, in denen nach TNF-Stimulation trotz intakter Aktivierung von NF-kB die
Produktion proinflammatorischer Zytokine deutlich reduziert war (96). Somit liegen Hinweise
vor, dal3 Entztindungsmediatoren ihre eigene Synthese herabregulieren kénnen und dadurch

einen Mechanismus zur Wiederherstellung der Homoostase liefern. Bel Uberschief3ender
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antiinflammatorischer Reaktion resultiert aus diesem Prozel3 jedoch Anergie mit

maoglicherweise todlichem Ausgang (22, 96, 142).

In einem anderen Zusammenhang lief3 sich eine positive Folgeerscheinung der TNF-Toleranz
demonstrieren. Den Ergebnissen verschiedener Studien nach wirkt eine Vorbehandlung von
Ratten- und Mause-Nervenzellen (44, 72, 90) ebenso wie von Rattenherzen (27) mit TNF in
gleichem Mal3e wie eine ischamische Prékonditionierung protektiv gegeniiber einer anschlie-
Renden normalerweise letalen zerebralen beziehungsweise kardialen Ischdmie, verringert Re-
perfusionsschaden und reduziert dadurch die Infarktgrof3e. In einer Arbeit konnte in diesem
Kontext auch eine verminderte Expresson von TNF-induzierten Adhésionsmolekilen und
Zytokinen beobachtet werden (159). Einer weiteren klinischen Untersuchung von Patienten
mit Schlaganfall zufolge verbesserte der Ablauf einer transitorischen ischamischen Attacke
(TIA) innerhalb von 72 h vor Einsetzen der Symptome des Apoplexes gemald dem Prinzip
einer ischamischen Prékonditionierung die Prognose (29). Auch hier wurden im Blut der Pa-

tienten erhdhte TNF-Konzentrationen bei erniedrigten | L-6-Plasmaspiegeln gefunden.

Ein mehr spekulatives Konzept hinsichtlich der Rolle der TNF-Toleranz existiert im Rahmen
der Tumorbiologie. So kann eine Toleranzentwicklung gegentber TNF durch antiapoptoti-
sche Wirkung sowie Abschwéchung der Immunabwehr in der Tumorumgebung die malignen
Zellen schiitzen und ihre Ausbreitung fordern (12, 13). Entsprechend wird eine chronisch er-
hohte TNF-Produktion, die im Bereich vieler Tumoren nachgewiesen werden konnte, als
prognostisch ungunstig bewertet (12). Demgegentber konnte TNF in einigen Studien die Wir-
kung chemotherapeutischer Substanzen verstérken, sein therapeutischer Einsatz ist jedoch
nicht zuletzt aufgrund seiner ausgepragten Toxizité erheblich eingeschrankt (71, 132, 133).
Allerdings wurden auch Untersuchungen an tumortragenden Mausen und Ratten durchge-
fuhrt, bei denen wiederholte TNF-Gabe eine selektive Toleranz gegenlber den unerwiinsch-
ten Effekten, insbesondere der Kachexieentwicklung, audoste (38, 116, 130, 134). Dies er-
moglichte die Applikation hoherer TNF-Dosen und verlangerte die Uberlebenszeit bei zum

Teil zudem verbesserter Antitumorwirkung der Therapie.

Weltere Studien werden zeigen mussen, welche neuen Aspekte sich aus den Erkenntnissen
Uber die molekularen Mechanismen der TNF-Toleranz hinsichtlich ihrer klinischen Bedeu-
tung ergeben werden und ob sich daraus therapeutische oder diagnostische Strategien ent-

wickeln lassen.
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5 Zusammenfassung

Der Verlust der Empfindlichkeit einer Zelle bei wiederholter Stimulation mit derselben Sub-
stanz wird als Toleranz bezeichnet. Mehrere Studien in vivo sowie in vitro konnten demon-
strieren, dald das Zytokin TNF toleranzéhnliche Phanomene hervorrufen kann. Ziel der hier
vorliegenden Arbeit war die Aufkldrung der molekularen Mechanismen, die fur die Entwick-
lung der Toleranz gegentiber TNF verantwortlich sind, insbesondere im Hinblick auf die be-
telligten Transkriptionsfaktoren.

Monozytare THP-1-Zellen sowie Hela-Zellen wurden zunéchst mit TNF in niedriger Kon-
zentration fur die Dauer von 72 h vorbehandelt. Nach anschlief3ender Restimulation mit einer
20fach hoheren Dosis dieses Zytokins war eine Hemmung der |L-8-Promotor-abhangigen
Transkription ebenso wie eine verminderte Proteinproduktion des NF-kB-Zielgens IL-8 zu
beobachten. Unter diesen Bedingungen bestand zudem eine abgeschwéchte transkriptionelle
Aktivitdt an einem 3kB-abhangigen Indikatorgenkonstrukt. Die nukledre Trandokation von
NF-kB und die proteolytische Degradierung von IkBa waren im Zustand der TNF-Toleranz
nicht beeintréchtigt. Die Zusammensetzung der Untereinheiten der NF-kB-Dimere veranderte
sich ebenfalls nicht. Auch C/EBPB konnte as Bestandteil von Komplexen, die an IL-8-
Promotor-Sequenzen binden, identifiziert werden, wobel sich seine DNA-Bindungsaktivitét
interessanterweise im Zustand der TNF-Toleranz verstarkte. Aul3erdem zeigte sich im Nuk-
leus TNF-toleranter Zellen eine Zunahme der Assoziation von C/EBPB mit der NF-kB-
Untereinheit p65. Eine Uberexpression von C/EBPPB bewirkte dariiber hinaus eine signifikante
Reduktion der |L-8-Promotor-abhéngigen Transkription. SchlieRlich hatte ein Uberschul® von
C/EBPB enen inhibitorischen Einfluld auf die transkriptionelle Aktivitét am 3kB-abhangigen
Indikatorgenkonstrukt. Oct-1 als ein weiterer Transkriptionsfaktor, fir den ein DNA-Bin-
dungselement im Promotor des IL-8-Gens existiert, liefd sich zwar in Komplexen an IL-8-
Promotor-spezifischen DNA-Motiven nachweisen, hatte aber keinen negativen Einfluld auf
die IL-8-Promotor- oder die 3kB-abhangige Transkription.

Die prasentierte Studie beschreibt somit einen neuen molekularen Mechanismus der TNF-
Toleranz, der zu einer Hemmung der NF-kB-abhangigen Transkription flhrt. Dabel ergaben
sch Anhaltspunkte fir eine negativ regulatorische Funktion des Transkriptionsfaktors

C/EBPB. Bemerkenswerterweise ist diese unabhangig von einer direkten DNA-Bindung von
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C/EBPB und kommt mdglicherweise durch die Komplexbildung mit p65 Uber die NF-kB-
DNA-Bindungsstelle zustande.

Die Resultate dieser Arbeit leisten somit einen Beitrag zum besseren Verstandnis des Phano-
mens der TNF-Toleranz. Aufgrund deren Bedeutung bei entziindlichen, ischémischen und
malignen Erkrankungen konnten sich hieraus Ansatzpunkte fur die Entwicklung neuer

diagnostischer und/oder therapeutischer Konzepte ergeben.
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7 Anhang

7.1 Abkulrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Ac Acetyl-

AD Aktivierungsdoméne

AEBSF 4-(1-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid
Ak Antikorper

Akt/PKB Proteinkinase B

Ala Alanin

AP-1 adivator protein-1

aPKC atypische Proteinkinase C

ARD ankyrin repeda domain

Arg Arginin

ATF adivating transcription fador
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar

BR basische Region

BSA Rinderserumalbumin

bZIP basischer Leucin-Zipper

bzw. beziehungsweise

C/EBP CCAAT/enhancer-binding protein
ca circa

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CBP CREB-bindendes Protein

Ci Curie

CKIlI Caseinkinase Il

CMV Cytomegalievirus

cpm counts per minute

CRE CAMP response element

CREB CRE-bindendes Protein

CRP C-re&ktives Protein

CTP Cytidintriphosphat



Abkirzuncpverzeichnis

C-X-C
dCTP
DD
DEAE
DNA
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E. coli
EDTA
EGF
ELISA
ERK
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HIV
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ICAM-1
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gyl
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IKK
IL
lle
P
INK
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Desoxycytidintriphosphat
Dimerisierungsdoméane
Diethylaminoethyl
Desoxyribonucleinsaure
Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
Escherichia coli
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epidermal growth factor

enzyme linked immuno sorbent assay
extracellular signal-related kinase
Fas-associated deah domain protein
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granulocyte-maaophage colony-stimulating factor
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human immunodeficiency virus
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Helix-Loop-Helix

human papilloma virus

Herpes smplexVirus

intercellular adhesion moleaule-1
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I mmunglobulin

I mmunglobulin k-leichte Kette
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Inhibitor-kappa B

IkB-Kinase

Interleukin
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¢-Jun N-terminal kinase
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KD
kDa
KRF-1
LPS
LZ

MAPK
MCP-1
MEKK-3
MCi

Hg

UM

mg
min

ml

mM
mmol
MRNA
MSK1
mut
MW

NF-1L6
NF-kB
ng

NIK
NLS
nm
NRD
N. S.
Oct-1
oD

Koaktivatorkomplex
Kinasedoméne

Kilodalton

keratinocyte-specific transcription fador 1
Lipopolysaccharid
Leucin-Zipper
Molekulargewicht

mitogen adivated protein kinase
monocyte chemotadic protein-1
mitogen-adivated protein kinase/ERK kinase kinase-3
Mikrocurie

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Milligramm

Minute

Millil iter

Milli molar

Milli mol
messenger-Ribonucleinsdure
mitogen- and stressadivated kinase 1
mutierte Form

Mittelwert

Anzahl der Experimente
Nukleafaktor-Interleukin 6
Nukleafaktor-kappa B
Nanogramm
NF-kB-indwzierende Kinase
nuclea localization sequence
Nanometer
NF-kB/Rel/dorsal-Domane
nichtspezifische Bande

octamer transcription factor-1

optische Dichte
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PBS
PEF-1
Pg

PI3K
PKA
PKAC
PKB
PKC
PMA
PMSF
pNA
pra

re

RHD
RIP1
RL
RNA
RT

SD

SDS
sec
Sp-1
STAT
TBE
TGFB
TIA

Tk
TNF/ TNF-a
TNFRI/I
TRADD
TRAFL1/2
Tris

Tween

kurzer Chromosomenarm
phosphatgepuff erte Kochsal zl6sung
papillomavirus enhancer binding factor 1
Picogramm
Phosphatidylinositol-3"-Kinase
Proteinkinase A

cyclic AMP-dependent protein kinase A
Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
Phenylmethansulfonylfluorid
p-Nitroanilin

préinkubierte Zellen

restimulierte Zellen
Rel-Homologie-Doméne
receotor-interading protein-1
Renilla-Luciferase
Ribonucleinséure

Raumtemperatur
Standardabweichung

sodium dodecyl sulfate

Sekunde

Transkriptionsfaktor Sp-1

signal transducer and adivator of transcription

Tris-Borat-EDTA

transforming growth fador 3
transitorische ischamische Attadke
Thymidinkinase

Tumornekrosefaktor

TNF-Rezeptor /11

TNFRI-as2ciated deah domain protein
TNFR-associated fador 1/2
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
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U units

uv ultraviolett

V. a vor alem

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1

WST-1 4-[ 3-(4-1odophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio] - 1,3-benzoldi-
sulfonat

wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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