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1 Einfihrung

1.1 Cyclooxygenasen (COX) und ihre Funktionen

MEIST BELEHRT ERST DER VERLUST UBER DEN WERT DER DINGE.
Arthur Schopenhauer, 22.02.1788 - 21.09.1860 [42]

Die COX wurde im Jahre 1976 erstmals aus Samenbldschen von Rind und Wid-
der isoliert [8, 24]. Seit der Entdeckung eines zweiten Genproduktes mit Cyclooxy-
genaseaktivitdt Anfang der 90er Jahre wird die konstitutiv-exprimierte COX-1 von
der induzierbaren COX-2 unterschieden [4, 20, 43]. Zudem ist seit 2002 ein drittes
[soenzym Gegenstand aktueller Untersuchungen. Das Genprodukt der COX-3 wird
im Menschen iiberwiegend kardial und zerebral exprimiert. Aktuellen Literaturemp-
fehlungen zufolge sollte die COX-3 bevorzugt als COX-1b bzw. COX-1 Variante 1
(COX-1V1) bezeichnet werden [1, 54].

Cyclooxygenasen regulieren eine Vielzahl sowohl physiologischer als auch pathophy-
siologischer Prozesse im menschlichen Organismus. An Hand der Effekte, die aus
dem Funktionsverlust der COX resultieren, lésst sich die Bedeutung derselben fiir
den menschlichen Organismus abschéitzen. Die COX entfaltet ihre Wirkungen iiber
parakrin wirkende Gewebshormone, die sogenannten Prostanoide. Unter dem Be-
griff Prostanoide werden Prostaglandine (PG), Thromboxane sowie das als Prosta-
zyklin bezeichnete PGI, zusammengefasst. Als bifunktionelles Schrittmacherenzym
der Prostanoidsynthese katalysiert die COX zunéchst die oxidative Zyklisierung von
freier Arachidonsdure zu dem Zwischenprodukt PGG,. Durch die Peroxidaseakti-
vitdt der COX wird PGGy in einem zweiten Schritt zu PGH, iiberfiihrt [51]. Im
Anschluss katalysieren verschiedene Prostaglandin-Synthasen die Umwandlung des
instabilen PGH; in die biologisch aktiven Endmetabolite. Welche Prostanoide pro-
duziert werden, variiert in Abhéngigkeit von den im jeweiligen Kontext an die COX

assozilerten Prostaglandin-Synthasen [3].

Die beiden Gene COX-1 und COX-2 liegen auf Chromosom 9 und 1. Wéahrend die
Gene mit 22kb fiir COX-1 und 8,3kb fiir COX-2 in ihrer Grofse erheblich vonein-
ander abweichen, unterscheiden sich die Proteine mit einem Molekulargewicht von
70kDa und einer zu 67 % homologen Priméarstruktur nur unwesentlich. Beide Isoen-
zyme sind in der Membran des Endoplasmatischen Retikulum sowie im inneren und

duferen Blatt der Kernhiille lokalisiert [44] und katalysieren die gleiche Reaktion
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[54]. Die COX-1 ist in den meisten Zellen konstitutiv exprimiert. Uber ihre Endpro-
dukte hat die COX-1 wichtige physiologische Funktionen fiir die gastrointestinale
Integritdt der Mukosa, die Plattchenaggregation und die Regulation des renalen
Blutflusses [10].

Fiir die Erkenntnis, dass der Wirkmechanismus von Aspirin und anderen NSAID auf
einer Hemmung der COX beruht, wurde Sir John Vane im Jahre 1982 mit einem No-
belpreis ausgezeichnet. NSAID werden als nicht-selektive COX-Inhibitoren klinisch
zur Analgesie, Fiebersenkung und Entziindungshemmung eingesetzt. Ferner wird
die funktionelle Ausschaltung der COX auch zur Thrombozytenaggregationshem-
mung therapeutisch genutzt. Dariiber hinaus wurde in verschiedenen Publikationen
eine antikanzerogene Wirkung von NSAID insbesondere bei kolorektalen Karzino-
men diskutiert [58]. Andere Untersuchungen konnten eine neuroprotektive Wirkung

von NSAID bei der Demenz vom Alzheimer-Typ aufzeigen [52].

Aus dem Spektrum unerwiinschter Arzneimittelwirkungen von NSAID lassen sich
weitere Funktionen der COX im menschlichen Kérper ableiten. So kann die Inhibiti-
on der COX zur Schiadigung der gastrointestinalen Mukosa fiihren, eine Nierenfunk-
tionsstorung hervorrufen und durch Leukotrien-Shift das sogenannte Analgetika-

Asthma auslosen.

Auch wenn das Auftreten kardiovaskuldrer Zwischenfélle in Zusammenhang mit Ro-
fecoxib 26, 63| nicht mehr als generelles Problem von COX-2-selektiven Inhibitoren
angesehen wird, sondern sich vielmehr aus dem spezifischen Risikoprofil einzelner
Substanzen ergibt [46], so liefern diese Beobachtungen doch weitere Evidenz fiir die

umfassende Rolle, die die COX im menschlichen Organismus spielt.

1.1.1 Bedeutung der Cyclooxygenase-2 (COX-2)

Die COX-2 wurde zunéchst als induzierbares Enzym mit rein pathophysiologischer
Bedeutung von der ubiquitdr exprimierten COX-1 abgegrenzt. Die antiinflammato-
rische, analgetische sowie antipyretische Wirkung von NSAID wird einer Inhibition
der COX-2 zugeschrieben. Bei einer Vielzahl inflammatorischer Prozesse und Er-
krankungen wie beispielsweise der Rheumatoiden Arthritis, Osteoarthrose [3| sowie
verschiedenen Glomerulonephritiden [19] wurde eine Induktion der COX-2 beob-
achtet. Weiter konnte auch eine pathophysiologische Rolle der COX-2 bei neuro-
degenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer [52] und der Entstehung von

kolorektalen Karzinomen |58] herausgearbeitet werden.
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Die Beobachtung, dass die Defizienz des COX-2 Gens in Mé&usen renale Dysplasi-
en, kardiale Fibrosen und Infertilitdt weiblicher Individuen hervorruft [2], lieferte
wichtige Hinweise dafiir, dass die COX-2 auch im menschlichen Organismus neben
der krankheitsverursachenden Potenz noch physiologische Funktionen haben kénn-
te. So wurde nachgewiesen, dass die COX-2 in verschiedenen humanen Geweben
wie in Gehirn [51] und Niere [54] auch konstitutiv exprimiert wird. Die konstitutive
Expression in der Niere scheint unter anderem fiir die Reninsekretion [10] und die

Regulation des Salzhaushaltes [7] bedeutsam zu sein.

In der Frithphase inflammatorischer Prozesse wird die Expression der COX-2 in ver-
schiedenen Zelltypen wie Endothelzellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Mono-
zyten und Mesangiumzellen massiv hochreguliert [41, 51]. Die COX-2 wird daher zu
den sogenannten Immediate-Early Genes gezéhlt [10]. Definitionsgeméf umfasst die
Gruppe der Immediate-FEarly Genes zellulare Gene, deren Transkription innerhalb
von Minuten durch extrazelluldre Signalstoffe transient induziert werden kann, ohne
dass hierzu eine de novo Proteinsynthese zur Induktion des Genes nétig ist [45, 50].
Die COX-2 wird experimentell durch eine Vielzahl von Substanzen wie LPS, Wachs-
tumsfaktoren und proinflammatorische Zytokine induziert. Durch die Anwesenheit
von Glukokortikoiden kann die Induktion der COX-2 durch extrazelluldare Stimuli
verhindert werden [10]. Die experimentelle Induzierbarkeit der COX-2 wird durch
verschiedene regulatorische Elemente wie eine TATA-Box, ein cAMP Response Ele-
ment (CRE), zwei NF-kB Konsensussequenzen, eines NF-IL6 Motivs sowie einer
E-Box vermittelt |25, 49].

1.1.2 Rolle der COX-2 fiir Glomerulonephritiden (GN)

Glomerulonephritiden gehoren zu den weltweit héufigsten Ursachen der termina-
len Niereninsuffizienz, die auch als End-stage Renal Disease bezeichnet wird [14].
Diese fiihrt zu einer erheblichen Verminderung der Lebenserwartung, ruft bei be-
troffenen Patienten eine Vielzahl von Begleit- und Folgeerkrankungen hervor und
beeintrichtigt die Lebensqualitit gravierend. Zudem verursacht die bei der Gruppe
der terminal niereninsuffizienten Patienten erforderliche Nierenersatztherapie erheb-

liche Kosten fiir das Gesundheitssystem [56].

Aus den genannten Griinden ist es von grofer klinischer Relevanz, die pathophysio-
logischen Mechanismen, die Glomerulonephritiden zugrunde liegen, besser zu ver-
stehen. Die Atiologie von GN ist multifaktoriell und bisher nicht bis ins Detail

14



verstanden. Verschiedene Formen einer GN wie zum Beispiel die IgA-Nephropathie

gehen mit einer starken Mesagiumproliferation einher [14].

Im Rahmen experimenteller und humaner GN wird die COX-2 transient hochregu-
liert [19]. In vitro kann eine COX-2 Expression in Ratten-Mesangiumzellen durch
inflammatorische Mediatoren wie IL1, LPS und Serotonin induziert werden [41].
Die Rolle der COX-2 fiir die Pathogenese von GN ist jedoch komplex. So scheint die
COX-2 nicht nur proinflammatorisch zu wirken, sondern auch resolutionsférdernde
Effekte fiir glomeruldre Entziindungen zu haben. Als moglicher Mechanismus wird
die Umschaltung von proinflammatorischen Prostanoiden zu antiinflammatorisch

wirksamen COX-2 Metaboliten diskutiert [5].

1.1.3 Uberexpression der COX-2 in Mesangiumzellen

Durch Mesangiumzellen, die COX-2 konstitutiv iiberexprimieren (COX-2+), konnte
in der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die COX-2 sowohl einen Effekt auf die
Expression proinflammatorischer Gene als auch einen Einfluss auf das Proliferations-
verhalten der Zellen hat. Die Behandlung mit dem Wachstumsfaktor PDGF fiihrt in
COX-2+ Zellen zu einer verminderten Proliferationsfahigkeit, welche auf einen redu-
zierten Gehalt an Reaktiven Sauerstoffspezies zurtickgefiihrt werden konnte [61, 62].
Neben dem Proliferationsverhalten von COX-2+ Zellen wurde in der Arbeitsgruppe
der Einfluss einer COX-2 Uberexpression auf proinflammatorische Gene wie CCL2
und CCL5 untersucht. Die Behandlung mit LPS bewirkt in den COX-2+ Zellen
einen hyperinflammatorischen Effekt, der sich in einer starken Expressionssteige-

rung proinflammatorischer Gene wie CCL2 oder CCL5 dufert [60].

1.2 Regulation des Chemokin CCL2

Das Chemokin CCL2 gehort zur Familie der CC-Chemokine und wird auch als Mo-
nozyten Chemoattraktives Protein-1 (MCP-1) bezeichnet.

CCL2 spielt in vivo bei verschiedenen inflammatorischen Prozessen eine Rolle wie
bei der Rheumatoiden Arthritis, Arteriosklerose und GN [31]. Sezerniert wird CCL2
sowohl von leukozytéren Zellen wie Monozyten als auch von nicht-leukozytaren Zel-
len wie beispielsweise residenten Nierenzellen [53]. CCL2 entfaltet seine Wirkungen
tiber die Chemokinrezeptoren CCR2 und CCRI11 [57].
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Wie die COX-2 wird auch CCL2 zu den Immediate-Early Genes gezahlt [45]. So
wird die Expression von CCL2 durch LPS, PDGF, TNF-« und anderen Mediatoren

in verschiedenen Zelltypen induziert [36].

Untersuchungen an Patienten mit entziindlichen Nierenerkrankungen haben erge-
ben, dass CCL2 im Rahmen inflammatorischer Prozesse glomeruldar und tubulér
hochreguliert wird. Die Schwere tubulédrer Lésionen und das Ausmafs einer monozy-
téren Infiltration der Glomeruli korreliert dabei mit der Konzentration von CCL2
im Urin [35].

Auch experimentell konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der Expression
von CCL2 und dem Ausmaf einer renalen Schidigung hergestellt werden [53]. CCL2
wurde als entscheidender Faktor bei der Rekrutierung von Monozyten in Glomeruli
und in das renale Interstitium identifiziert [40]. Durch Antikérperneutralisation von
CCL2 wurde ein giinstiger Effekt auf glomeruldre und interstitielle Schiaden in ex-
perimentellen GN verzeichnet. Dariiber hinaus war in einem Modell zur Anti-GBM
GN an CCL2 Knockout-M&ausen die monozytéare Infiltration in die Niere vermindert
und der renale Parenchymschaden deutlich schwécher ausgepréigt als in untersuch-
ten Wildtyp-Méusen [13]. In vitro wurde gezeigt, dass die Produktion von CCL2 in
glomeruldren Mesangiumzellen durch eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine
und Wachstumsfaktoren induziert wird 36, 38]. Der Promotor von CCL2 weist Bin-
dungssequenzen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren auf, von denen die Konsen-
sussequenzen fiir NF-kB und AP-1 fiir die Regulation von CCL2 besonders wichtig
sind [34]. Die Induktion von CCL2 in kultivierten Mesangiumzellen wird primér
tiber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB bewirkt [27, 60].

Wiéhrend eine Vielzahl von Faktoren die Expression und Sekretion von CCL2 férdert,
wurden auch Mediatoren identifiziert, die die Expression von CCL2 vermindern. An
Modellen zur experimentellen GN konnte in der Ratte gezeigt werden, dass PGE1
und andere COX-Metaboliten als endogene Repressoren von CCL2 fungieren. Diese
Beobachtungen stiitzen die Theorie, dass die COX bei glomeruldren Entziindungen

auch resolutionsfordernd wirken kann [15, 40].

1.2.1 Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-xB

Bei der Vermittlung der proinflammatorischen Effekte der COX-2 konnte NF-kB als
wichtiger Transkriptionsfaktor identifiziert werden [60]. NF-«kB stellt eine Sammel-

bezeichnung fiir verschiedene DNA-bindende Dimere aus Proteinen der Rel Familie
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dar. Bei Sdugetieren werden fiinf verschiedene Proteine zur Rel Familie gezahlt, die
als p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB und c-Rel bezeichnet werden.
Die Proteine dieser Familie weisen alle eine als Rel Homology Domain (RHD) be-
zeichnete Doméne auf, welche fiir die Dimerisation, die Translokation in den Zellkern
und fiir die Bindung an die DNA von Bedeutung ist. Am C-Terminus der RHD liegt
cine Nukledre Lokalisationssequenz (NLS), die durch Bindung an Inhibitorproteine
der IkB Familie maskiert werden kann [17]|. Die NF-kB Untereinheiten p65, RelB und
c-Rel weisen zusétzlich Transaktivierungsdoménen auf. Je nachdem, ob ein Dimer
eine Transaktivierungsdoméne enthélt, kann NF-kB transaktivierend oder reprimie-

rend auf die Expression eines Genes einwirken [21].

In Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde in zwei verschiedenen in vivo Modellen
gezeigt, dass es im Rahmen experimenteller Nephritiden zu einer biphasischen Akti-
vierung von NF-kB kommt. Wahrend in der Friithphase glomeruldrer Entziindungen
p65/p50 Heterodimere im Zellkern dominieren, sind in der Resolutionsphase vorwie-
gend p50/p50 Homodimere nachweisbar [30]. Im Ruhezustand verhindern p50/p50
Homodimere die Transkription proinflammatorischer Gene wie CCL2. Die Indukti-
on von CCL2 nach Gabe von LPS beruht auf der transaktivierenden Wirkung der
NF-kB p50/p65 Heterodimere |28, 48]. Im unstimulierten Zustand liegen p50/p65
Heterodimere tiberwiegend zytoplasmatisch an das Inhibitorprotein IkB-a gebunden
vor [6]. IkB-o ist in der Lage freie NF-kB Dimere aus dem Zellkern ins Zytoplas-
ma zu beférdern, da es eine Nukledre Exportsequenz (NES) besitzt. Die Bindung
von LPS an den zellmembranstindigen Rezeptor TLR-4 fiihrt {iber eine intrazel-
lulére Signalkaskade schliefslich zur Aktivierung eines IkB Kinasekomplexes (IKK),
der IkB-a phosphoryliert. Die Phosphorylierung von IkB-« zieht eine Polyubiqui-
tinierung und proteasomale Degradation von IkB-a& nach sich. Durch den Abbau
von IkB-a wird eine NLS von NF-kB demaskiert, so dass NF-kB p50/p65 in den
Zellkern transloziert werden kann und durch Bindung an die entsprechenden Kon-
sensussequenzen die Transkription verschiedener Zielgene reguliert (Abb. 1). Zu den
Zielgenen von NF-kB gehoren proinflammatorische Zytokine, Chemokine, Adhési-
onsmolekiile, Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs), die induzierbare NO-Synthase
(iNOS) sowie die COX-2 [21].
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Abb. 1: Vermittlung der proinflammatorischen COX-2 Effekte

Die Bindung von LPS an den zellmembranstandigen Rezeptor TLR-4 fiihrt in glomeru-
laren Mesangiumzellen zur Aktivierung des Kinasekomplexes IKK, der daraufhin IkB-«
phosphoryliert. Die Phosphorylierung von 1kB-o bewirkt eine Polyubiquitinierung und
konsekutiven proteasomalen Degradation von IkB-a. Nach Dissoziation von seinem In-
hibitorprotein kann NF-kB p50/p65 in den Zellkern translozieren und die Transkription
proinflammatorischer Zielgenen wie CCL2 induzieren.
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1.2.2 Bedeutung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) fiir die
Aktivierung von NF-xB

Fiir die Entdeckung und Charakterisierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS)
Anfang der 80er Jahre als ein Lysosomen-unabhéngiger Abbauweg zellularer Prote-
ine wurden Aaron Ciechanover, Avram Hershko und Irwin Rose im Jahre 2004 mit
einem Nobelpreis ausgezeichnet. Mittlerweile gilt es als unstrittig, dass die Ubiqui-
tinierung nicht nur den Zweck verfolgt, fehlgefaltete Proteine durch das 26S Pro-
teasom abzubauen, sondern auch weitreichende Effekte auf eine Vielzahl zellularer
Prozesse hat, ohne hierbei das Proteasom einzubeziehen. So ist die Ubiquitinierung
an Protein-Protein-Wechselwirkungen, am intrazellularen Proteinverkehr und an der
Genregulation beteiligt [22, 47]. Wie sich der Transfer des aus 76 Aminosduren be-
stehenden Peptids Ubiquitin auf ein Zielprotein auswirkt, wird durch verschiedene
Faktoren beeinflusst. Beispielsweise hat eine Monoubiquitinierung andere zelluldre
Effekte als eine Polyubiquitinierung [9]. Die Ubiquitinierung ist ein mehrstufiger
Prozess, in dem Ubiquitin zunéchst durch ein als E1 bezeichnetes Enzym aktiviert,
und dann auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym E2 {ibertragen wird. Im letzten
Schritt der Ubiquitinierung binden das Ubiquitin-beladene Enzym E2 und das Sub-
strat mit hoher Spezifitdt an eine Ubiquitin-Protein-Ligase E3, die den Ubiquitinrest
durch eine Isopeptidbindung an einen Lysinrest des Substrates kniipft. Bei der Poly-
ubiquitinierung wird zu transferierende Ubiquitinbaustein jeweils auf einen Lysinrest
des letzten Ubiquitins der entstehenden Ubiquitinkette iibertragen [55]. Hierbei ist es
relevant, iiber welchen Lysinrest die einzelnen Ubiquitin-Bausteine miteinander ver-
kniipft sind. Sind die Ubiquitinbausteine beispielsweise iiber den Lysinrest K63 des
vorangehenden Ubiquitins verkniipft, so hat dies einen Einfluss auf Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Sind die Ubiquitinbausteine jedoch iiber den Lysinrest K48 des
vorangehenden Ubiquitins verkniipft, so zieht die Polyubiquitinierung eine proteaso-
male Degradation des markierten Proteins nach sich [22]. Bei der Aktivierung von
NF-kB ist sowohl die Verkniipfung von Ubiquitinbausteinen iiber K63 als auch iiber
K48 von Bedeutung. So fiihrt die K63 Polyubiquitinierung von NEMO zur Aktivie-
rung des Kinasekomplexes IKK. Die Ubiquitinbausteine bei der Polyubiquitinierung
von IkB-a sind hingegen iiber den Lysinrest K48 verkniipft und haben demnach eine

proteasomale Degradation des Inhibitorproteins zur Konsequenz (Abb. 1) [22, 32].
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1.2.3 Proteasomenhemmer zur Inhibition von NF-xB

Ein wichtiger Mechanismus zur Regulation von NF-kB p50/p65 ist die bereits er-
wahnte proteasomale Degradation seines Inhibitorproteins IkB-«. Wird das Pro-
teasom in seiner Funktion gehemmt, so unterbleibt die Degradation von IkB-«.
Hierdurch wird die Dissoziation von NF-kB und IkB-« verhindert und eine Translo-
kation von NF-kB in den Zellkern limitiert. Durch Proteasomenhemmer kann somit
indirekt auf die Aktivierung von NF-kB eingewirkt werden [17, 29]. Da NF-«kB durch
Bindung an cis-Elemente im Promotor seiner Zielgene die Expression diverser pro-
inflammatorischer Gene anregt, finden Proteasomenhemmer experimentell als eine

antiinflammatorische Strategie Anwendung [21, 27|.

1.2.4 Bedeutung des Transkriptionsfaktors AP-1

Wie NF-«kB wird auch AP-1 zu den induzierbaren Transkriptionsfaktoren gezéhlt,
die fiir die Progression renaler Erkrankungen wichtige regulatorische Funktion tiber-
nehmen [23]. Multiple Konsensussequenzen fiir AP-1 im Promotor von CCL-2 weisen
darauf hin, dass neben NF-«kB auch der Transkriptionsfaktor AP-1 eine Rolle bei
der Regulation von CCL2 spielt |27, 34].

AP-1 stellt eine Sammelbezeichnung fiir dimere Transkriptionsfaktoren dar, die aus
Proteinen der Onkogenfamilien Jun, Fos oder ATF (Activating Transcription Fac-
tors) zusammengesetzt sind und in der Lage sind, an AP-1 Konsensussequenzen
von Zielgenen zu binden. Wahrend Jun-Jun Homodimere sowie Jun-Fos Heterodi-
mere bevorzugt an das TPA-Responsive Element (TPE) binden, lagern sich ATF-
enthaltende AP-1 Dimere in erster Linie an das CRE im Promotor von Zielgenen
an [16].

Zu den durch AP-1 regulierten Genen gehoren verschiedene Adhéasionsmolekiile und
Chemokine wie beispielsweise IL6 und CCL2. Die Aktivitdt von AP-1 wird sowohl
transkriptionell als auch posttranskriptionell reguliert. Im Rahmen einer entziind-
lichen Antwort wird das Immediate-Early Gene c-fos durch verschiedene Stimuli

hochreguliert.

Auf der posttranskriptionellen Ebene wird die Regulation durch verschiedene Kina-
sen wie JNK und MAPK vermittelt. Die transaktivierende Potenz von AP-1 wird
dabei durch Phosphorylierung von Serinresten in der Transaktivierungsdoméne des
Proteins gesteuert. Im Gegensatz zu NF-kB kommt also bei der Regulation von

AP-1 der proteasomalen Degradierung keine besondere Rolle zu [34].
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1.3 Arbeitshypothese und Fragestellung

Glomerulonephritiden gehoren weltweit zu den héufigsten Ursachen einer termina-
len Niereninsuffizienz [14]. Die Notwendigkeit zu Nierenersatzverfahren bei terminal
niereninsuffizienten Patienten hat erhebliche Auswirkungen auf die Lebensqualitét
des Patienten und ist dariiber hinaus auch fiir das Gesundheitssystem 6konomisch

ungiinstig [56].

Um langfristig gezielte neue therapeutische Ansétze fiir Glomerulonephritiden ent-
wickeln zu konnen, muss zunéchst die Pathogenese entziindliche Prozesse in den
Glomeruli genauer verstanden werden. Durch die pathogenetische Komplexitdt und
die Vielzahl von Unterformen von GN ist es klinisch hochrelevant, auch Zellkultur-

arbeiten zu experimentellen GN durchzufiihren.

Da sich die COX-2 als pathogenetisch bedeutsames Enzym fiir die Entstehung von
GN erwiesen hat [19], wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, proinflammato-
rische Effekte der COX-2 durch den Einsatz von Proteasomenhemmern in vitro zu
begrenzen. Ziel der Arbeit war es hierbei, zu untersuchen, ob in glomeruldren Me-
sangiumzellen durch den Einsatz von Proteasomenhemmern auf die Aktivierung von
NF-kB eingewirkt werden kann. Es galt herauszufinden, inwieweit der hyperinflam-
matorische Effekt, der nach Behandlung mit LPS in COX-24+ Mesangiumzellen zu
beobachten ist, zu limitieren ist. Die antiinflammatorische Potenz der Proteasomen-
hemmer MG-132 (MG) und MLN-273 (MLN) auf COX-2+ Mesangiumzellen sollte
hierbei unter besonderer Fokussierung auf die CCL2 Expression bewertet werden

(Abb. 2).
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Abb. 2: Versuch der Begrenzung proinflammatorischer COX-2 Effekte

In COX-2+ wurden die Proteasomenhemmer MG und MLN unter der Vorstellung ein-
gesetzt, dass der hyperinflammatorische Effekt der COX-2 hierdurch begrenzt werden
konne. Konkret sollte untersucht werden, inwieweit es unter Einfluss der Proteasomen-
hemmer durch einen gestorten Abbau des Inhibitorproteins IkB-o zu einer verminder-
ten Translokation von NF-kB p50/p65 in den Zellkern kommt und somit die CCL2
Expression limitiert wird.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

Tab. 2: Verwendete Chemikalien und Enzyme

|

Chemikalie/ Enzym

Hersteller, Ort

[3-Mercaptoethanol

[y-32P] ATP

Acrylamid
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin
Bromphenolblau

CDP-Star

D-Luciferin

D-PBS (CaClsz- und MgCls-frei)
DNA-Sonden (EMSA)
ANTP

DTT

EDTA

EGTA

Ethanol

FCS (hitzeinaktiviert)
G418(Geneticin)

Glycerol

Glycin

Glycylglycin

HEPES (1M)

Isopropanol

Kanamycin

LB-Medium Kapseln
Lipofectamine LTX Reagenz
LPS

Methanol

MG-132

MicroSpin G-50 Columns
MLN-273

M-MLV Reverse Transkriptase
MOPS

Natrium Orthovanadat
Natriumpyruvat (100 mM)
Nitroblock II

NP-40 (Igepal CA-630)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham Biosciences, Freiburg
SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Boehringer Mannheim, Mannheim
Merck, Darmstadt

Tropix, Bedford, USA
SERVA, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Q Bio Gene, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Millenium, Cambridge, USA
Invitrogen , Karlsruhe
SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Tropix, Bedford, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Tab. 2: Verwendete Chemikalien und Enzyme

’ Chemikalie/ Enzym

Hersteller, Ort

NuPAGE Bis-Tris-Gele
OPTI-MEM Medium
Penicillin/Streptomycin
Plasmocin

PMSF

PNK

PNK forward Puffer

Poly DI/DC
Proteaseinhibitormix M
Rainbow Molecular Weight Marker
Random Primer (3 pg/ul)
RNase Out

RPMI-1640

SOB-Medium Kapseln
Sodium Pyruvat MEM

SYBR Green

TEMED

Tris

TrisClI

Triton-X 100
Trypsin-EDTA-Lésung (0,5 %)
Tween 20

Ultra Cruz Mounting Medium
Xylencyanol FF

Zeocin

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Tebu, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon- Rot
Amersham Biosciences, Freiburg
SERVA, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Dionova, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
BIORAD, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Santa Cruz, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe

2.2 Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders vermerkt, wurde sdmtliches Verbrauchsmaterial von dem Her-

steller Sarstedt (Niirnberg) bezogen.

Tab. 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller, Ort
PVDF-Membran Amersham Biosciences, London, UK
Rontgenfilm Fuji, Tokio, Japan

Gelbond PAG Trégerfolie
Chamber Slide System
Combitips

Biozym, Hessisch Oldendorf
Nunc, Rochester, USA
Eppendorf, Hamburg
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2.3 Kits

Tab. 4: Verwendete Kits

] Kit

Hersteller, Ort

DC Protein Assay

Catch and Release V2.0-System

LIVE/DEAD Cell Vitality Assay
Nucleo Spin RNA Kit IT
Nucleo Bond Plasmid Purification Kit

Upstate, Dundee, UK
Bio Rad, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Machery-Nagel, Diiren

Machery-Nagel, Diiren

2.4 Antikorper

Tab. 5: Verwendete Primar-Antikorper

’ Primér-Ak Spezies Hersteller Methode
IkB-a (C-21) Rabbit polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg ~ Immunoblot, IP
IkB-a (H-4) Mouse monoclonal IgG1  Santa Cruz, Heidelberg ~ Immunoblot,
Immunzytochemie

Phospho-1kB-« Mouse monoclonal IgG1  Cell Signaling, Frankfurt Immunoblot

(Ser32/36)

NF-kB p50 (C-19) Goat polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg ~ EMSA

NF-kB p65 (C-20) Rabbit polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg ~ EMSA, IP,

Immunzytochemie
NF-kB p65 (F-6)  Mouse monoclonal IgG1l  Santa Cruz, Heidelberg ~ Immunoblot
Ubiquitin (P4D1)  Mouse monoklonal IgG1  Santa Cruz, Heidelberg ~ Immunoblot
Tab. 6: Verwendete Sekundar-Antikorper

Sekundar-Ak Hersteller Methode

Goat Anti-Rabbit IgG-AP Southern Biotech, Immunoblot
Birmingham, USA

Goat Anti-Mouse IgG-AP Southern Biotech, Immunoblot
Birmingham, USA

CY-2 conjugated Donkey Anti-Rabbit IgG ~ Jackson ImmunoResearch,  Immunzytochemie
Newmarket, UK

CY-3 conjugated Donkey Anti-Mouse IgG ~ Jackson ImmunoResearch, = Immunzytochemie

Newmarket, UK
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2.5 Vektoren

Tab. 7: Verwendete Vektoren

Vektor Beschreibung Antibiotika~ Grofke  Referenz
Resistenz
pcDNA 3.1 Neo  Eukaryotischer Neomycin (G418) 5,4kb  Invitrogen,
Expressionsvektor Karlsruhe
pcDNA 3.1 Zeo  Eukaryotischer Zeocin 5,0kb  Invitrogen,
Expressionsvektor Karlsruhe
pGE-2-hrGFPII  Expressionsvektor Kanamycin, 54kb  Stratagene,
mit CMV-Promotor Neomycin (G418) Amsterdam,
Niederlande
pGL3 Basic Luciferase-Reportervektor Ampicillin 4,8kb  Promega,
Mannheim
pGL3 Promotor  Luciferase-Reportervektor Ampicillin 5,0kb  Promega,
mit SV40-Promotor Mannheim
pNF-kB-Luc Luciferase-Reportervektor Ampicillin 5,7kb  Stratagene,
mit 5x NF-kB Enhancer Amsterdam,
Niederlande
2.6 Gerate
Tab. 8: Verwendete Gerdte
’ Geriét Bezeichnung Referenz
Vakuumzentrifuge Savant Speed Vac DNA 110 GMI, Ramsey, USA

Kiihlzentrifuge

PCR-Gerit

Photometer

Realtime PCR

Entwicklungsmaschine

Luminometer/ Photometer

Sterile Werkbank

Szintillationszéhler (3-Counter)

FACS FACS Calibur
Fluoreszenzmikroskop Axioskop
Inverses Mikroskop IM 35

Centrifuge 5417 R
Mithras LB 940

Uno 11

GeneQuant pro

ABI Prism Sequence
Detection System 7000
NU 440-400E

Tri-Carb 2900 TR

AGFA Curix 60 Rontgen

Bender, Muttenz, Schweiz
Becton Dickinson,
Heidelberg

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Eppendorf, Hamburg
Berthold Technologies,
Bad Wildbad

Biometra, Gottingen
Amersham Biosciences,
Freiburg

Applied Biosystems,
Darmstadt

Nuaire, Plymouth, USA
Perkin Elmer,

Rodgau-Jiigesheim




3 Methoden

3.1 Zellkultur
3.1.1 Zelllinien

Alle auf dieser Arbeit basierenden Experimente wurden an zwei verschiedenen Me-
sangiumzelllinien (MZ) durchgefiihrt. Untersucht wurden die Effekte zweier Pro-
teasomeninhibitoren auf MZ, die die Cyclooxygenase-2 (COX-2) stabil iiberexpri-
mieren (COX-2+). Als Kontrollzelllinie wurden Zellen verwendet, die ausschliefslich
den Expressionsvektor tragen (VK).

3.1.2 Zellkulturmedien

Tab. 9: Verwendete Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung
RPMI 1640
15 pM HEPES
Grundmedium 1 mM Natriumpyruvat

1U/ml Penicillin
1 pg/ml Streptomycin

Grundmedium

10% FCS

Grundmedium
Selektionsmedium fiir VK Zellen 20% FCS

200 ng/ml G418

Grundmedium
Selektionsmedium fiir COX-2+ Zellen 10 % FCS

200 ng/ml Zeocin

Nahrmedium

Selektionsmedium
Medium zur Kontaminationsprophylaxe )

10 pg/ml Plasmocin

RPMI-1640
Transfektionsmedium 15mM HEPES

1 mM Natriumpyruvat

3.1.3 Etablierung der Zelllinien

Zur Generierung von COX-2+ Zellen wurden Wildtyp-MZ mit dem mammalen Ex-
pressionsvektor pcDNAS.1 Zeo, in den vorab ein Ratten-PCR-Konstrukt der COX-2

einkloniert wurde, transfiziert. Die VK Zellen wurden lediglich mit den mammalen
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Expressionsvektor pcDNAS.1 ohne das COX-2 PCR-Konstrukt transfiziert. Um ei-
ne Vermischung der Phénotypen beider Zelllinien zu vermeiden, wurde fiir die VK
der Expressionsvektor pcDNAS3.1 Neo gewéhlt, der anstelle der Zeocin-Resistenz ein
Neomycin-Resistenzgen triagt [61]. Zur Selektion von erfolgreich transfizierten Zel-
len, wurde das Medium der COX-2+ mit Zeocin (200 pg/ml) und das Medium der
VK mit G418 (200 pg/ml) supplementiert.

3.1.4 Kultivieren und Passagieren der Zellen

Die COX-2+ und VK Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen bei 37°C und 5%
CO; kultiviert. Alle 2 — 3 Tage wurden die Zellen mit 7 — 8 ml Selektionsmedium
versorgt, welches zur Aufrechterhaltung des COX-2+ und VK Phénotyps mit Zeocin
bzw. G418 versetzt wurde. Sobald die Zellen zu etwa 90 — 100 % konfluent waren,
wurden sie passagiert. Hierzu wurden die Zellen zunéchst mit 5ml PBS ohne CaCl,
und MgCl, gewaschen und mit 4 ml einer 1x Trypsin-EDTA-Losung (in PBS ver-
diinnt) fiir 3 — 10 min im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen aus dem Zell-
verband und von der Kunststoffoberfliche der Zellkulturschale gelést hatten. Die
proteolytische Aktivitdt des Trypsins wurde sodann durch Zugabe von 6 ml Nahr-
medium gestoppt. Im Anschluss wurden die Zellen pelletiert (1200 rpm; 7 min; 4°C),
in Selektionsmedium resuspendiert, als Stammkultur weitergefithrt und je nach den

experimentellen Bediirfnissen ausplattiert (Tabelle 10).

Tab. 10: Verwendetes Behdltnis in Abhdngigkeit von der Methode

Behéltnis Methode Zellzahl
Vitalitdtsanalyse 200000
6-Lochplatte RNA-Isolierung
Luciferase-Assay 200000
Petrischale 6 cm EMSA
Petrischale 10 cm Isolation von Gesamtprotein
Zellkulturschale 175 cm? Isolation nukledrer Proteine
Chamber Slides Immunzytochemie

3.1.5 Kontaminationsprophylaxe

Um einer Infektion der Zelllinien mit Mykoplasmen vorzubeugen, wurden COX-2+
und VK in Zellkulturflaschen mit einer Bodenfliiche 25cm? in einem Medium zur

Kontaminationsprophylaxe kultiviert. In Abstédnden von etwa 14 Tagen wurde der
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gesamte Zellpool durch VK und COX-2+ ersetzt, die in Medium zur Kontaminati-
onsprophylaxe kultiviert wurden. Hierfiir wurden die Zellen analog zu den grofen
Zellkulturschalen mit 3 ml PBS gewaschen, in 2ml Trypsin-EDTA-L6sung abgeldst

und in Selektionsmedium ausplattiert.

3.1.6 Zellzahlbestimmung

Sofern fiir ein Experiment eine bestimmte Zellzahl von Bedeutung war, wurde mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl pro Volumeneinheit bestimmt und

dann entsprechend ausplattiert.

3.1.7 Teilsynchronisation der Zellen vor Beginn eines Experimentes

Fiir die Experimente wurden Mykoplasmen-freie Zellen in Selektionsmedium kulti-
viert bis sie etwa 80 — 90 % konfluent waren. In Experimenten, die eine spezielle
Zellzahl erforderten, wurden die Zellen nach dem Ausplattieren fiir 24h auf Se-
lektionsmedium belassen. Zur Angleichung der Zellzyklusphasen wurden die Zellen
fiir 24h vor Beginn des eigentlichen Experimentes durch FCS-freies Grundmedi-
um teilsynchronisiert. Nach der Teilsynchronisierung erfolgten eine Inkubation mit

Proteasomenhemmern oder LPS in FCS-freiem Grundmedium.

Tab. 11: Puffer fiir die Zellkultur

0,2g/1 KCl

0,2 g/1 Kaliumhydrogenphosphat
8g/1 NaCl

2,16 g/1 Natriumdihydrogenphosphat

1x PBS

3.2 Vitalitatsanalyse

Die Vitalitatsanalyse wurde FACS-basiert mit dem LIVE/DFEAD Cell Vitality Assay
durchgefiihrt. Hierzu wurden je 200 000 Zellen in 6-Lochplatten ausgesdat und nach
den experimentellen Erfordernissen mit Proteasomenhemmern und LPS behandelt.
Nun wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und in 1ml Trypsin-EDTA-L&sung
abgeldst. Nun wurden 2 ml Nahrmedium zum Stoppen der Trypsinaktivitit addiert,
die Suspension in 10 ml-Réhrchen iiberfiihrt und zentrifugiert (1200 rpm; 7 min;
4°C). Nun wurden die Zellen in 250 pul Fluoreszenzfarbstofflosung resuspendiert.und
fiir 15min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde die Fluores-

zenzintensitit im FACS Calibur fiir beide Farbstoffe getrennt evaluiert.
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Tab. 12: Puffer fiir die Vitalitdtsanalyse

1x PBS
Fluoreszenztarbstofflésung 500nM C12-Resazurin

10nM SYTOX Green Stain
1x PBS siehe 3.1.4

3.3 Proteinanalyse
3.3.1 Isolation von Gesamtprotein aus den Zellen

Fiir die Isolierung von Gesamtprotein wurden die in Petrischalen mit einem Durch-
messer von 10cm herangeziichteten Zellen mit 5ml PBS gewaschen in 150l des
Zelllysepuffers auf Eis aufgeschlossen. Zum Schutz zytoplasmatischer und nukleérer
Proteine wurde dem Lysepuffer zusétzlich ein 1x Proteaseinhibitormix und der Pro-
teasomeninhibitor MLN (10 uM) zugesetzt. Mit Hilfe eines Zellschabers wurde das
Zelllysat in Reaktionsgefiafie tiberfiihrt und fiir 15 min bei 4°C rotiert. Im Anschluss
wurden nicht geloste Zellbestandteile abzentrifugiert (12000 rpm; 5 min; 4°C) und

der Uberstand mit den darin gelésten Proteinen in neue Reaktionsgefifie iiberfiihrt.

Tab. 13: Puffer fiir die Isolation von Gesamtprotein

50mM HEPES

140 mM NaCl
Zelllysepuffer 2mM EDTA

1% NP-40

10 % Glycerol

187,5mM TrisCl pH 6,8

6 % SDS
3x DTT-Probenpuffer 30 % Glycerol

150 mM DTT

0,3 % Bromphenolblau
1x PBS siehe 3.1.4

3.3.2 lIsolation nuklearer Proteine

Um gentigend Ausgangsmaterial fiir die Analyse nukleédrer Proteine zu erhalten, wur-
den die Zellen in Zellkulturflaschen mit einer Bodenfliche von 175 cm? ausplattiert.
Zunachst wurden die Zellen mit 15ml PBS ohne CaCl, und MgCl, gewaschen und
mit 12ml Trypsin-EDTA-Losung abgelst. Durch Zugabe von 15ml Nahrmedium

wurde das Trypsin inaktiviert. Nun wurden die Zellen pellettiert (1200 rpm; 5 min;
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4°C), in 2ml eines 0,5 M Sucrosepuffers resuspendiert und durch eine Kaniile mit
einem Aufendurchmesser von 0,6 mm mechanisch lysiert. Als nédchstes wurden 2 ml
eines 2 M Sucrosepuffers zu dem Zelllysat gegeben und durch Invertieren vermischt.
Um die Zellkerne aus dem Zelllysat aufzureinigen wurde eine Zentrifugation iiber ein
Sucrosekissen aus 2 M Sucrosepuffer durchgefiihrt. Hierzu wurden jeweils 2ml des
Zelllysates in Zentrifugationsrohrchen auf 4ml 2M Sucrosepuffer geschichtet und
die Zellkerne durch das Sucrosekissen abzentrifugiert (30000 x g; 45 min; 4°C). Um
aus den Zellkernen die nukledre Proteinfraktion zu extrahieren wurde das Pellet in

200 pl Kernextraktionspuffer resuspendiert.

Tab. 14: Puffer fiir die Isolation nukledrer Proteine

0,32 M Sucrose
2mM Mgy Acetat
3mM CaCl,
0,5M Sucrosepuffer 0,1 mM EDTA
10 mM TrisCl pH 8,0
1mM DTT
0,1 % Triton-X
2M Sucrose
5mM Mg, Acetat
2 M Sucrosepuffer 0,1mM EDTA
10 mM TrisCl pH 8,0
1mM DTT
20 mM HEPES
400 mM NaCl
1mM EDTA
1mM EGTA
1x PBS siehe 3.1.4

Kernextraktionspuffer

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem DC' Protein Assay. Hier-
zu wurden zu 5 1l einer Probe unbekannter Proteinkonzentration jeweils 25 pl Losung
A (sofern in der Probe ein Detergenz enthalten war, wurde Losung A im Verhéltnis
1: 50 mit Losung S versetzt) und 200 ul der Losung B pipettiert. Zusétzlich wurde
ein BSA-Proteinstandard (0,63 ng/nl; 1,25 pg/pl; 2,5 ng/ul; 5pg/pl; 10 pg/ul) mit-
gefithrt. Nach einer Inkubation von 15min bei Raumtemperatur, erfolgte die Be-
stimmung der Optischen Dichte bei 550 nm im Mithras LB 940.
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3.3.4 Immunprazipitation

Die Immunprézipitation (IP) von IkB-a und NF-kB p65 wurde mit dem Catch and
Release V2.0-System nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die
IkB-oc IP wurden 500 pg isolierten Gesamtproteins und 2pg IkB o (C-21) Anti-
korper eingesetzt. Fiir die IP von p65 wurden 150 pg isolierten nukledren Proteins
und 10pg NF-kB p65 (C-20) Antikorper auf die vom Hersteller bereitgestellten
Saulen aufgetragen. Zusétzlich wurden jeweils 10 pl Antibody Capture Affinity Li-
gand hinzugegeben. Um eine optimale Bindung der Antigen-Antikérper-Komplexe
an die Matrix zu ermoglichen, wurden die Séulen {iber Nacht bei 4°C rotiert. Am
néchsten Tag, wurde das Immunprézipitat mit 55 nl Denaturing Elution Buffer, der
direkt vor Gebrauch mit 5% B-ME versetzt wurde, von der Matrix gelost. Fiir die
Gelektrophorese wurden 25 jl des Eluates eingesetzt, was einer Ausbeute von 250 png
Gesamtprotein aus der IkB-a IP und einer Ausbeute von 75 png nukledren Proteins
aus der NF-kB p65 IP entspricht.

3.3.5 Gelelektrophorese und Immunoblot

Fiir die Immunoblot-Analyse von Gesamtprotein wurden 50 png Gesamtprotein mit
1/3 des Gesamtvolumens an 3 x DTT-Probenpuffer versetzt. Dann wurden die Pro-
teinproben fiir 10 min im Heizblock bei 95°C denaturiert und auf ein Bis-Tris-Gel
(4 —12%; 10 %; 12 %) aufgetragen. Zusétzlich zu den Proben wurde jeweils ein Mo-
lekulargewichtsmarker (14,3 — 220kDa) mitgefiithrt. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte in 1x Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von 200 V fiir die Dauer ei-
ner Stunde. Im Anschluss wurden die Proteine bei einer Stromstéirke von 1 mA /cm?
in 90 min auf eine PVDF-Membran transferiert, die zuvor in Methanol aktiviert und

mit Transferpuffer aquilibriert worden war.

Tab. 15: Puffer fiir die Gelelektrophorese und den Immunoblot
121,2 g/1 Tris
220g/1 SDS
209,6 g/1 MOPS
6g/1 EDTA
3,029 g/1 Tris

Immunoblot Transferpuffer 15,014 g/1 Glycin
20 % Methanol

20x Laufpuffer
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3.3.6 Immundetektion auf der PVDF-Membran

Um unspezifische Bindungsstellen abzudecken und so den Hintergrund durch unse-
lektive Antikérperbindung zu reduzieren, wurde die Membran zunéchst fiir 4 — 6 h
bei RT mit Blocking Puffer (BP) behandelt. Dann wurde der Primér-Antikérper
(Primér-Ak) in BP iiber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. In Tabelle 16

sind die verwendeten Primér-Ak mit deren Verdiinnungen in BP aufgefiihrt.

Tab. 16: Verwendete Antikérper

’ Primér-Ak Spezies Verdiinnung Sekundar-Ak
IkB-a (H-4) Mouse 1: 500 Goat Anti-Mouse IgG-AP
NF-«B p65 (F-6) Mouse 1: 500 Goat Anti-Mouse IgG-AP
Phospho-IkB-« Mouse 1:1000 Goat Anti-Mouse IgG-AP
Ubiquitin Mouse 1: 500 Goat Anti-Mouse IgG-AP

Am néchsten Tag wurden Antikorper-Riickstdnde durch zweimaliges Waschen mit
TBS-T iiber 10min entfernt und die Membran fiir eine Stunde mit einem AP-
konjugierten Sekundédr-Ak (1:3500 in BP) bei RT inkubiert. Danach wurde die
Membran mit TBS-T fiir 2 x 30 min gewaschen. Im Anschluss erfolgte mit einem
Assay-Puffer eine Umpufferung auf alkalisches Milieu (2 x 5min). Als Chemolumi-
neszenz-Substrat fiir die an den Sekundér-Ak gekoppelte AP wurde das Agens CDP
Star verwendet. Hierzu wurden 500 pl CDP Star mit 25 ul Nitroblock IT versetzt und
zwischen zwei Folien fiir 5min mit der Membran inkubiert. Im Anschluss erfolgte

die Exposition von 5 — 30 min mit einem Rontgenfilm.

Tab. 17: Puffer fiir die Immundetektion

Blocking Puffer (BP) 7,5 % Trockenmilch in TBS-T
10mM TrisCl

Assay-Puffer (pH9,6) 150 mM NaCl
50 mM MgCl,
137mM NaCl

1x TBS-T (pH7,6) 20 mM TrisClI
0,1 % Tween 20
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3.4 Quantitative Real-Time-PCR
3.4.1 RNA-Isolierung

Die Aufreinigung der Gesamt-RNA aus den Zellen erfolgte mit dem Nucleo Spin
RNA Kit II nach den Empfehlungen des Herstellers. Hierzu wurden die Zellen zu-
ndchst mit 2ml 1x PBS gewaschen, in 3501l RA1 Puffer (1% B-ME) lysiert, auf
die NucleoSpin-Filter aufgetragen und fiir 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Nach
Zugabe von 3501l 70 % Ethanol, wurde das homogenisierte Lysat auf die Nucleo
Spin Séulen geladen und fiir 30s bei 11000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde
die Sdule mit 350 pl MDB Puffer entsalzt und fiir 1 min bei 11000 x g zentrifugiert.
Zur Beseitigung von DNA-Kontaminationen wurden nun 9,5ul DNasel (1:10 in
DNase Puffer) direkt auf die Sdulen gegeben. Nach 15 min wurde der DNase-Verdau
durch Zugabe von 200 pl der Pufferkomponente RA2 und eine Zentrifugation iiber
30s bei 11000 x g gestoppt. Im Folgenden wurde die Sdulen noch zweifach mit der
Pufferkomponente RA3 gewaschen (600pul bzw. 2501l), bevor die RNA mit 60 pl

RNase-freiem HyO eluiert wurde.

Tab. 18: Puffer fiir die RNA-Isolierung

1x PBS siehe 3.1.4

3.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die Proben 1 : 20 mit dH;O ver-
diinnt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte UV-photometrisch gegen dH5O bei
230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 nm.

3.4.3 cDNA-Synthese

Fiir die Umschreibung der aufgereinigten Gesamt-RNA in ¢cDNA wurden jeweils
200 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Hierzu wurden die Proben zunéchst mit 1pl Ran-
dom Hexamer Primer (100ng/pl) und 1pl eines dNTP-Mix (10 mM) bei 65°C
fiir 5min inkubiert. Nun wurden jedem Ansatz 1pl M-MLV Reverse Transkriptase
(200 U/pl) und 0,5l RNase Out (40 U/pl) hinzugefiigt und die cDNA in 50 min bei
37°C und 15min bei 70°C synthetisiert.
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3.4.4 Quantitative Real-Time-PCR

Fiir die quantitative Real-Time-PCR wurden pro Ansatz 6,25l SYBR Green Jump-
start Taq Ready Mix mit 2,25 nl dH,O und mit 1,25l des Forward- und Reverse-
Primers zusammenpipettiert und in ein Loch der PCR-Platte vorgelegt. Im An-
schluss wurden 1,5 pl der cDNA hinzugegeben. Auf Grund der mengenméiRigen Uber-
legenheit der ribosomalen RNA wurde die cDNA fiir das 18S-rRNA-Referenzgen
vorab 1: 500 verdiinnt. Fiir jede Probe wurde eine Doppelbestimmung vorgenom-
men. Die Quantitative Real-Time-PCR erfolgte nach einem dreistufigen Protokoll
(Tabelle 19) mit einer anschliefenden Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der

Homogenitat amplifizierter PCR-Produkte.

Tab. 19: Real-Time-PCR Stufenprotokoll

Stufe Wiederholungen Temperatur Dauer
1 1 50°C 2min
1 95°C 10 min
40 95°C 15s
60°C 1 min

Die Berechnung der CCL2 Expression erfolgte nach der AA-Ct-Methode mit 18S-rRNA
als Referenzgen, um etwaige Schwankungen im RNA-Gehalt der Proben einzubezie-
hen. Die Sequenzen fiir die verwendeten Primer sind in Tabelle 20 aufgefiihrt. Die
P-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt (exakter Wert nach Fis-
her).

Tab. 20: Verwendete Primerpaare

’ Primer ‘ Orientierung Sequenz
Forward 5 CTCAGCCAGATGCAGTTAATG 3
CCL2 (Ratte)
Reverse 5 TTCTCCAGCCGACTCATTGG 3’
Forward 5 CACGGCCGGTACAGTGAAAC 3
18S rRNA (Ratte)
Reverse 5 AGAGGAGCGAGCGACCAAA ¥

3.5 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
3.5.1 Extraktion der nukledren Proteinfraktion

Fiir die Praparation von nukledren Extrakten wurden die Zellen zunéchst mit 3ml

PBS gewaschen, 400 jl Lysepuffer addiert und unter Zuhilfenahme eines Zellschabers
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in Reaktionsgeféfse tiberfiithrt. Dem Lysepuffer wurden zum Schutz vor oxidativen
Einfliissen und dem Abdau der Kernproteine DTT (1mM) und ein 1x Proteas-
einhibitormix zugesetzt. Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis, erfolgte der
Aufschluss der Zellen durch Zugabe von 251l 10 % NP-40. Um die bei der Zelllyse
intakt gebliebenen Nuclei von den zytoplasmatischen Proteinen abzutrennen, wur-
den die Proben fiir 15s gevortext und dann umgehend zentrifugiert (12000 rpm;
30s; 4°C). Nachfolgend wurde das Pellet in 50 ul Kernextraktionspuffer resuspen-
diert und fiir 15min unter leichtem Schiitteln bei 4°C inkubiert. Zum Schutz der
Proteine wurde auch dem Kernextraktionspuffer der 1x Proteaseinhibitormix und
1 mM DTT zugesetzt. Durch Zentrifugation bei 12000 rpm (4 min; 4°C) wurden die
im Uberstand gelésten Kernproteine von unléslichen Zellbestandteilen abgetrennt.
Der Uberstand mit wurde in fliissigem Ny schockgefroren und bis zur weiteren Ver-

wendung auf —80°C gelagert.

Tab. 21: Puffer fiir die Extraktion nukledrer Proteine

10mM HEPES 7.5 pH7.9
10 mM KC1
Lysepuffer
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
Kernextraktionspuffer siehe 3.3.2

3.5.2 Markierung der DNA-Sonden mittels 32P-Labelling

Die Sequenzen der fiir den EMSA verwendeten DNA-Sonden sind in Tabelle 22
aufgefiihrt.

Tab. 22: DNA-Sonden

Protein Orientierung Sequenz

AP-1 Sense 5 GATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT 3
Antisense 5 ACGGGCCGCGGGCGGTCAGTTCGATC 3’

NF-kB Sense 5 GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT &
Antisense 5 AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3’

Zur Markierung der doppelstrangigen Oligonukleotide wurde die y-Phosphatgruppe
von [y-*P| ATP mit Hilfe des Enzyms T4-Polynucleotid-Kinase (PNK) auf die
DNA-Sonden transferiert. Hierzu wurden 1l PNK (10U /pl), 2pl eines 10x PNK
Forward Puffers sowie 2,51l [y-*?P| ATP (Aktivitat 25pCi) zu 200 ng der anneal-
ten Oligonukleotide addiert. Zur Ubertragung der Phosphatgruppe des ATP auf das
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5’-Hydroxyl-Ende wurden die Sonden zunéchst fiir 30 min bei 37°C und dann fiir
10 min bei 70°C inkubiert. Im Anschluss wurden die markierten Sonden iiber Micro-
Spin G-50 Siulen zentrifugiert (3000 rpm; 2 min), um iiberschiissiges [y-32P| ATP zu
entfernen. Zur Bestimmung der Aktivitat wurde 1pl des Eluates entnommen, mit
3ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und im Szintillationszéhler (3-Counter) analy-
siert. Die Aktivitdt der markierten Sonden wurde mit dH,O auf 100 000 Counts/ul

eingestellt.

3.5.3 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Fiir den EMSA wurden 5 pg nukledren Extraktes mit 4 ul 5x Shiftpuffer, sowie 2 jl
Poly-DI/DC zur Abséttigung von unspezifisch an die DNA-bindenden Proteinen
versetzt. Nun wurde jeweils 1l 3?P-markierter Sonde addiert. Als nichstes wurden
zu allen Ansétzen 2 pl eines 10x DNA-Loading Puffer gegeben und das Gesamtvo-
lumen mit dH,O auf 20 nl eingestellt. Zur Ausbildung einer Bindung zwischen den
Oligonukleotid-Sonden und im nukledren Extrakt vorhandenen NF-kB bzw. AP-1
wurden die Ansétze dann fiir 30 min bei RT inkubiert. Fiir die Gelelektrophorese
wurde ein 17,5 cm x 21 cm grofes 4 % Acrylamid-Gel wurde in einer Gelapparatur an
eine Gelbond PAG Trégerfolie polymerisiert und fiir mindestens 30 min getrocknet.
Zum Schutz des Probenlaufes vor Verunreinigungen und zur Temperierung des Gels
wurde eine Préelektrophorese in 1x TBE bei 200V fiir 20 min durchgefiihrt. Nach
Ablauf der 30-miniitigen Inkubation wurden die Proben auf das Polyacrylamid-Gel
geladen. Der Elektrophoreselauf erfolgte zunéchst iiber 30 min bei 200V und dann
nach Sicht bei 250V, bis der Farbstoff Bromphenolblau das Gel zu 3/4 durchlau-
fen hatte. Im Anschluss wurde das Gel getrocknet und mit einem Rontgenfilm bei
—80°C fiir 6 — 120 h exponiert.
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Tab. 23: Puffer und Lésungen fiir den EMSA

5x Shiftpuffer

90mM HEPES pH7,9
1mM EDTA

0,5mM EGTA

200 mM NaCl

1mM DTT

0,5 mM PMSF

15 % Glycerol

10x DNA Ladepuffer

0,05 % Bromphenolblau
100 mM EDTA

50 % Glycerol

0,05 % Xylencyanol FF

1x TBE

90 mM Tris
90 mM Borsédure
2mM EDTA pHS8,0

4% Polyacrylamid-Gel

31,6 mg/ml Glycerol
1x TBE

4% Polyacrylamid
0,075 % APS

0,083 % TEMED

3.5.4 Supershift fiir NF-xB p50 und NF-kB p65

Sofern fiir ein NF-kB Supershift fiir NF-kB p50 oder NF-kB p65 durchgefiihrt wer-
den sollte, wurde nach der 30-miniitigen Inkubation der Proben mit den markierten
Sonden 4 pl des NF-kB p50 bzw. NF-kB p65 (C-20) Antikorpers zu den Ansétzen

addiert und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Das weitere Prozedere erfolgte analog zu

dem klassischen Gelshift.

3.6 Luciferase-Assay

3.6.1 Verwendete NF-kB Reportervektor

Der verwendete NF-kB Reportervektor zeichnet sich durch fiinf NF-kB Enhancer-
Kassetten aus, die dem Luciferase-Gen vorgeschaltet sind. Um ein Maf fiir die Trans-

fektionseffizienz der Ansétze zu erhalten, wurden die Zellen zusétzlich mit einem

hrGFPII-Expressionsvektor transfiziert.
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3.6.2 Transformation kompetenter DH5x-Bakterien

Zunéchst wurden kompetente DH5Hx-Bakterien auf Eis aufgetaut. Dann wurden
20 pg der Plasmid-DNA zu den Bakterien addiert und vorsichtig gemischt. Die Auf-
nahme der Plasmid-DNA in die Zellen wurde durch einen Hitzeschock iiber 90s im
Wasserbad bei 42°C provoziert. Nach Zugabe von 250 nl SOC-Medium erfolgte eine
Inkubation im Schiittelbrutschrank (37°C) fiir 1h. Im Anschluss wurde die Bakte-
riensuspension mit Hilfe eines Drigalskispatels auf Agarplatten ausplattiert, die in
Abhéngigkeit von dem verwendeten Plasmid entweder mit Ampicillin (100 pg/ml)
oder mit Kanamycin (10 pg/ml) versetzt worden waren. Zur Selektion transformier-
ter Bakterien wurden die Agarplatten iiber Nacht im Brutschrank (37°C) inkubiert.
Um genug Ausgangsmaterial fiir eine Plasmid-Midi-Praparation zu erhalten, wurden
am Folgetag die Bakterien in Fliissigkultur iiberfiihrt. Hierzu wurden 100 ml steri-
len LB-Fliissigmediums mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum (Ampicillin
100 pg/ml bzw. Kanamycin 10 pg/ml) versetzt und mit einer Bakterienkolonie der
Agarplatte angeimpft. Zum Heranziichten wurden die Bakterienkulturen iiber Nacht
im Schiittelbrutschrank (200 rpm; 37°C) inkubiert.

3.6.3 Praparation der Plasmid-DNA

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucleoBond Plasmid Purifi-
cation Kit. Fiir die Plasmid-Aufreinigung wurde nach den Angaben des Herstellers
fiir High-Copy Plasmide verfahren. Fiir eine Midi-Préaparation wurden 50 ml einer
deutlich getriibten Bakteriensuspension eingesetzt. Zunéchst wurden die Bakterien
bei 3500 rpm bei 4°C fiir 10 min pelletiert und in 4 ml Puffer S1 respuspendiert.
Nach Zugabe von 4 ml Puffer S2 und S3, wurde die Suspension gefiltert und auf eine
mit Puffer N1 dquilibrierte Sdule gegeben. Im Anschluss wurde die Séule mit 10 ml
Puffer N3 gewaschen. Eluiert wurde in 5ml des Puffers N5. Durch Zugabe von 4 ml
Isopropanol wurde die Plasmid-DNA prézipitiert. Es folgte eine Zentrifugation bei
12000 rpm und 4°C {iber 30 min. Das erhaltene Pellet wurde in 70 % Ethanol aufge-
nommen und erneut abzentrifugiert (12 000 rpm; 10 min). In einer Vakuumzentrifuge
wurde die erhaltene Plasmid-DNA evaporiert und in 75 pul 1x TE-Puffer gelost. Die
Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte in einer Verdiinnung von 1 : 100 die
Bestimmung der Optischen Dichte bei 230 nm, 260 nm, 280 nm sowie 320 nm. Die

Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt.
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Tab. 24: Puffer fiir die Praparation der Plasmid-DNA

10 mMTrisCl pH 8,0
1mM EDTA

1x TE

3.6.4 Transiente Zelltransfektion von COX-2+ und VK

Fiir die Transfektion wurden 200 000 Zellen ausgesit und iiber Nacht im Brutschrank
kultiviert. Nun wurde eine Kotransfektion von 1,25 ng des NF-«kB-Luciferaseplasmides
mit 1,25 pg pGE-2-hrGFPII-Plasmid durchgefiihrt. Zur internen Kontrolle wurden
aukerdem Zellen mit 1,25 ng der Luciferase-Reporterplasmide pGL3 Basic und pGLS3
Prom jeweils mit 1,25 ng des pGE-2-hrGFPII-Plasmids kotransfiziert. Fiir die Trans-
fektion wurden pro Ansatz 500 pul Opti-MEM mit 2,5 pg Plasmid-DNA und 6,25l
Lipofectamine LTX Reagenz versetzt und zur Pri-Komplexierung 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die zu etwa 60 % konfluenten Zel-
len mit Transfekionsmedium gewaschen. Nun wurden 1,5ml Transfektionsmedium
vorgelegt, 480l des Plasmid-Lipofectamine-Ansatzes hinzugegeben und mit den

Zellen fiir 4h im Brutschrank inkubiert.

3.6.5 Luciferase-Assay

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 55pl Luciferase-
Lysepuffer aufgeschlossen. Die Zelllysate wurden iiber Nacht bei 4°C gelagert oder
fiir einige Tage auf —20°C {iberfiihrt. Fiir die Bestimmung der Luciferaseaktivitat
wurden 25l des Zelllysates mit 90 pl ATP-Losung versetzt. Die Bestimmung der
Luciferaseaktivitdt in Gegenwart von ATP wurde in weifen 96-Lochplatten vor-
genommen. Hierzu wurden iiber einen im Luminometer integrierten Injektor 25nul
Luciferin-Losung zu den Proben addiert und die Lumineszenz iiber 10s gemessen.
Als Maf fiir die Transfektionseffizienz, wurde in einer schwarzen 96-Lochplatte zu-
sétzlich die Fluoreszenz der Proben mit einem FITC Anregungs- und Emissionsfilter
bestimmt. Zur Bereinigung der erhobenen Lumineszenz-Daten um Schwankungen in
der Transfektionseffizienz wurde in der Auswertung des Luciferase-Assay die Lumi-

neszenz einer Probe jeweils auf die Fluoreszenz derselben Probe bezogen.
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Tab. 25: Puffer und Lésungen fiir den Luciferase-Assay

25 mM Glycylglycin

15mM MgSO4

4mM EGTA

15mM K;HPO,

1mM DTT

2mM ATP

25 mM Glycylglycin pH 7,8

15mM MgSOy4
Luciferase-Lysepuffer 4mM EGTA

1mM DTT

1% Triton X-100

25 mM Glycylglycin

15mM MgSO,4
Luciferin-Losung 4mM EGTA

2mM DTT

0,4 mM D-Luciferin

ATP-Losung (pH7,8)

3.7 Immunzytochemie

Fiir die Immunzytochemie wurden die Zellen auf 2er-Chamber Slides ausgesét.
Nach Behandlung mit LPS und MG wurden die Zellen mit PBS gewaschen, die
Kammern vorsichtig abgelost und die Zellen fiir 10 min in Methanol 20°C fixiert.
Dann wurden die Objekttrager unter de Abzug fiir etwa 5min getrocknet. In ei-
ner feuchten Kammer wurden im Anschluss fiir 10 min unspezifische Bindungs-
stellen in den fixierten Zellen mit 600 ul Blocking Puffer (1% BSA in PBS) mas-
kiert. Die Demaskierung der Antigen-Bindungsstelle erfolgte durch Inkubation mit
200 pul des verdiinnten Primér-Ak iiber Nacht bei 4°C. Fiir die Untersuchung der
p65-Untereinheit wurde der NF-kB p65 Antikérper (C-20) in einer Verdiinnung von
1: 100 in Blocking Puffer eingesetzt. Am Folgetag wurden die Objekttriager zu-
nachst dreimal mit PBS gewaschen und dann fiir 35 min mit 200 pl des verdiinnten
fluoreszenzmarkierten Sekundér-Ak inkubiert. Als Sekundér-Ak wurde CY-2 Don-
key Anti-Rabbit IgG in einer Verdiinnung von 1 : 300 eingesetzt. Um Riickstédnde
nicht-gebundenen Sekundér-Ak zu entfernen wurden die Objekttréager dreimal mit
PBS gewaschen. Im Anschluss wurde ein Tropfen des Ultra Cruz Mounting Medium
auf die fixierten Zellen gegeben und ein Deckgldschen aufgelegt. Nun wurden die
Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 200x und 400x Vergroferung betrach-

tet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vitalitatsanalyse der Zellen
4.1.1 Inkubation mit den Proteasomenhemmern iiber 24 h

Teilsynchronisierte COX-24 und VK Zellen wurden iiber 24 h mit dem Proteaso-
menhemmer MG oder MLN (1uM; 2,5pM; 5pM; 10uM) in serumfreiem Medium
inkubiert. Nachfolgend wurde die Vitalitat der Zellen mit zwei Fluoreszenzfarbstof-

fen durchflusszytometrisch bestimmt.

Zum Zeitpunkt 24 h wurde bei allen eingesetzten Konzentrationen mikroskopisch kei-

ne Beeintriachtigung des intakten Monolayers beobachtet. In der FACS-Vitalitétsanalyse
zeigten sich fiir den Hemmer MG {iber 90 % der analysierten Zellen ohne morpholo-
gische oder metabolische Auffilligkeiten. Fiir den Hemmer MLN betrug der Anteil
an vital klassifizierten Zellen bei allen eingesetzten Konzentrationen iiber 80 %. Fer-
ner wurde kein signifikanter Unterschied in der Vitalitdt von VK und den COX-2+
festgestellt (Abb. 3, Abb. 4).
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Abb. 3: Vitalitdtsanalyse fiir MG nach 24 h
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Abb. 4: Vitalitdtsanalyse fiir MLN nach 24 h

Abb. 3 und Abb. 4: VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 24 h mit den Proteasomen-
inhibitoren MG (Abb. 3) bzw. MLN (Abb. 4) in Konzentrationen von 1pM, 2,5 M,
5uM und 10 uM inkubiert. Im Anschluss wurde eine FACS-basierte Vitalitdtsanalyse
mit zwei getrennt evaluierten Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiihrt.

4.1.2 Inkubation mit den Proteasomenhemmern und LPS liber 6 h

In der vorliegenden Arbeit waren primér die Effekte der Proteasomenhemmer in
der Akutphase einer induzierten Entziindung von Interesse. Deshalb wurde auch die
Vitalitdt von COX-24 und VK Zellen analysiert, die lediglich fiir 6 h, dafiir aber
mit einer Kombination von MG bzw. MLN (10 pM) und LPS (1 pg/ml) behandelt

wurden.

Bei Kombination der Proteasomenhemmer mit LPS iiber 6 h présentierten sich iiber
90 % der COX-2+ und VK Zellen morphologisch und metabolisch unauffillig (Abb. 5
und Abb. 6). Der Anteil vitaler Zellen belief sich fiir MG+LPS bei den COX-2+ auf
92,0 % und bei VK auf 96,1 % (Abb. 5). Fiir MLN+LPS wurden 92,5 % der COX-2+
und 95,1 % der VK als vital eingestuft (Abb. 6).
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Abb. 5: Vitalitdt der Zellen bei Inkubation mit MG-+LPS iiber 6 h
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Abb. 6: Vitalitdt der Zellen bei Inkubation mit MLN-+LPS iiber 6 h

Abb. 5 und Abb. 6: VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6h mit MG (10 pM) bzw.
MLN (10 pM) und LPS (1 pg/ml) inkubiert. Im Anschluss wurde eine FACS-basierte
Vitalitdtsanalyse mit zwei getrennt-evaluierten Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiihrt.
Auf der Abszisse wurde die Fluoreszenz bei 575 nm aufgetragen, die ein Mal fiir die
Metabolisierung von C12-Resazurin darstellt. Auf der Ordinate wurde die Fluoreszenz
von SYTOX bei 530 nm aufgetragen, welche in nekrotisierenden Zellen mit einer ge-
schadigten Zellmembran verstarkt nachweisbar ist.
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4.2 Ergebnisse auf Proteinebene: Immunoblot
4.2.1 Untersuchung der Ubiquitinierung von Gesamtprotein

Fiir die Untersuchung der Ubiquitinierung von Gesamtprotein wurden VK und
COX-2+ Zellen fiir 6h mit LPS (1 pg/ml), MG (10 M), MLN (10 pM), MG+LPS
sowie MLN+LPS inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und 50 png des

isolierten Gesamtproteins im Immunoblot gegen Polyubiquitin analysiert.

Bei einer 6-stiindigen Inkubation mit den Proteasomeninhibitoren MG bzw. MLN
wurde in VK und COX-2+ Zellen im Vergleich zu den hemmerfreien Kontrollen
eine deutlich verstarkte Ubiquitinierung von Gesamtprotein beobachtet. Auch die
Kombination der Proteasomenhemmer mit LPS fiihrte sowohl in COX-2+ als auch

in VK Zellen zu einer signifikanten Akkumulation ubiquitinierter Proteine.
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Abb. 7: Untersuchung der Ubiquitinierung von Gesamtprotein

VK und COX-2+ Zellen wurden fir 6 h mit LPS (1ug/ml), MG (10pM), MLN
(10uM), MG+LPS und MLN+LPS inkubiert. AnschlieBend wurde das zelluldre Ge-
samtprotein isoliert und eine Immunoblot-Analyse gegen Polyubiquitin vorgenommen.
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4.2.2 Untersuchung des Proteins IkB-«x

Fiir die Untersuchung von IkB-a wurden 50 g isolierten Gesamtproteins mit einem
Phospho-IkB-a Antikérper und zur Ladungskontrolle mit einem Gesamt-IkB-o An-

tikorper analysiert.

Erwartungsgemaft kam es in LPS-behandelten Zellen im Vergleich zu der jeweili-
gen Kontrolle zu einer Akkumulation von IkB-«, das an den Serinresten 32 und
36 phosphoryliert war (Abb. 8). Die isolierter Behandlung mit dem Proteasomen-
hemmer MG bzw. MLN fiihrte sowohl in VK als auch in COX-2+ Zellen zu einer
Vermehrung von phosphoryliertem IkB-o. Gleichermafsen wurde auch bei Kombi-
nation von Proteasomenhemmer und LPS eine Akkumulation von phosphoryliertem
IkB-o beobachtet. Die Effekte zeigten sich dhnlich wie schon bei isolierter Hem-
mergabe fiir MLN jeweils etwas starker ausgeprégt als fiir MG. So wurde bei Kom-
bination von MLN und LPS wurde mehr phosphoryliertes [kB-x quantifiziert als
bei isolierter Behandlung mit LPS. Ferner war auffillig, dass die Inkubation von
COX-2+4 mit MLN allein oder MLN+LPS auch einen Effekt auf das Gesamt-IkB-o
in der Ladungskontrolle hatte. Nach Behandlung von COX-2+ mit MLN wurde
mehr Gesamt-IkB-o detektiert als in der dazugehorigen Kontrolle. Bei Inkubation
von COX-2+ mit MLN+LPS war die Akkumulation von Gesamt-IkB-« sogar noch

starker ausgepragt.
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Abb. 8: Einfluss von MG und MLN auf die Phosphorylierung von IkB-«

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit LPS (1pg/ml), MG (10 pM), MG+LPS,
MLN (10 uM) und MLN+LPS inkubiert. AnschlieBend wurde das zelluldre Gesamtpro-
tein isoliert und eine Immunoblot-Analyse gegen Phospho-IkB-o und gegen Gesamt-
IkB-« als Ladungskontrolle durchgefiihrt.
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4.2.3 Untersuchung der Ubiquitinierung von IkB-«

Eine mogliche Beteiligung von IkB-a an der beobachteten Akkumulation polyu-

biquitinierter Proteine, wurde mittels Immunprazipitation von IkB-o aus 250 pg

Gesamtprotein mit anschliefsendem Immunoblot gegen Polyubiquitin untersucht.

Bei Gabe der Proteasomenhemmer MG und MLN zeigte sich ein massiver Anstieg

von ubiquitiniertem IkB-oc (Abb. 9). Analog zu der Ubiquitinierung von Gesamt-

protein (vgl. Abb. 7), waren zwischen den beiden Proteasomenhemmern MG und

MLN keine Unterschiede im Ausmafs der Akkumulation von ubiquitiniertem IkB-o

festzustellen.
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Abb. 9: Ubiquitinierung von IkB-«
VK und COX-2+4 Zellen wurden fiir 6 h bzw. 24 h mit LPS (1 pg/ml), MG (10 uM),
MLN (10 pM) inkubiert. AnschlieRend wurde das Gesamtprotein isoliert, eine Immun-
prazipitation fiir IkB-o angeschlossen und eine Immunoblot gegen Polyubiquitin durch-

gefiihrt.

47

97 kDa =

45 kDa =

30 kDa =

VK

COX-2+
VK

LPS

COX-2+

VK

COX-2+
COX-2+

VK

MLN+LPS

24h

6h 24h




4.2.4 Untersuchung des Proteins NF-xkB p65

Zum besseren Verstdndnis des Einflusses der Proteasomenhemmer auf die Funktion
von NF-kB als Transkriptionsfaktor wurden aus Zellkernen von VK und COX-2+
Zellen, die tiber 6 h mit MG (10 pM) und LPS behandelt wurden, die nukleére Prote-
infraktion isoliert. NF-kB p65 wurde sodann mit einem entsprechenden Antikérper
immunprézipitiert und nachfolgend im Immunoblot gegen NF-kB p65 und gegen
Polyubiquitin analysiert. Der Immunoblot gegen NF-kB p65 diente hierbei gleich-
zeitig zur Verifizierung der Methode.

Hierbei wurde gezeigt, dass es unter Einfluss des Proteasomenhemmers MG zu einer
deutlichen Erhohung von nukleirem NF-kB p65 kommt. In COX-2+ Zellen war die
nukledre Anhdufung von NF-kB p65 bei Kombination von MG mit LPS maximal
ausgepragt (Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss von MG und MG+LPS auf nukledres NF-«xB p65

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit LPS (1 pg/ml), MG (10 yM) oder MG+LPS
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellkerne iiber ein Sucrosekissen aufgereinigt und
die nukledren Proteine aus den Zellkernen isoliert. Nachfolgend wurde eine IP mit
einem NF-«kB p65 Antikdrper (C-20) vorgenommen und ein Immunoblot gegen NF-«xB
p65 mit einem NF-kB p65 Antikdrper (F-6) durchgefiihrt.
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Ferner wurde mittels Immunoblot gegen Polyubiquitin gezeigt, dass sowohl eine
isolierte Behandlung der Zellen mit MG als auch eine Behandlung mit MG+LPS
eine nukledre Anhdufung von ubiquitiniertem NF-kB p65 zur Folge hat (Abb. 11).
Diese Akkumulation von ubiquitiniertem NF-kB p65 war in COX-2+ etwas stérker
ausgepragt als in VK Zellen.
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Abb. 11: Ubiquitinierung von nuklearem NF-xB p65

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit LPS (1 pg/ml), MG (10 yM) oder MG+LPS
inkubiert. Als nichstes wurden die Zellkerne iiber ein Sucrosekissen aufgereinigt und
nukledre Proteine isoliert. Nun wurde mit einem NF-kB p65 Antikérper (C-20) im-
munprazipitiert und ein Immunoblot gegen Polyubiquitin durchgefiihrt.
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4.3 CCL2 Expression
4.3.1 Zeitkinetik der CCL2 Expression bei Behandlung mit LPS

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 1h, 3h, 6 h, 6 h, 16 h und 24 h mit LPS (1 pg/ml)
inkubiert. Anschliefend wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in komple-
mentédre DNA umgeschrieben und die CCL2 RNA-Expression mittels Quantitativer
Real-Time-PCR untersucht.

Wie erwartet zeigte sich in COX-2+ Zellen unter dem Einfluss von LPS eine si-
gnifikante Induktion der CCL2 Expression. Das Expressionsmaximum wurde zum
Zeitpunkt 3h mit einer Steigerung um das 637,2 + 360,0 fache erreicht (Abb. 12).
In den VK Zellen fiel die Induzierbarkeit von CCL2 als Antwort auf LPS deutlich
schwécher aus. So war die CCL2 Expression von VK nach 3h lediglich um den Fak-
tor 12,9 + 5,9 erhoht. Das CCL2 Expressionsmaximum in den VK Zellen wurde im
Vergleich zu den COX-2+ nicht nach 3h, sondern erst nach 6 h mit einer Erhohung
auf das 33,7 £+ 18,3 fache des Basalwertes erreicht.
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Abb. 12: Zeitkinetik der CCL2 Expression fiir LPS

VK und COX-24 Zellen wurden zunichst fiir 1h, 3h, 6h, 16 h und 24h mit LPS
(1 pg/ml) inkubiert. Im Anschluss wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in
komplementdre DNA umgeschrieben und die Expression von CCL2 mittels Quantitati-
ver Real-Time-PCR untersucht. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD (n >
3); * p < 0,05 im Vergleich zu LPS-behandelten VK-Zellen (Mann-Whitney-U-Test,
exakter Wert nach Fisher).
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Abb. 13: Zeitkinetik der CCL2 Expression fiir MG+LPS
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Abb. 14: Zeitkinetik der CCL2 Expression fiir MLN-+LPS

Abb. 13 und Abb. 14: VK und COX-2+4+ wurden fiir 1h, 3h, 6h, 16h und 24h
mit MG (10 pM)-+LPS bzw. MLN (10 pM)+LPS inkubiert. Im Anschluss wurde die
Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in komplementdre DNA umgeschrieben und die
Expression von CCL2 mittels Quantitativer Real-Time-PCR untersucht.

4.3.2 Zeitkinetik der CCL2 Expression bei Kombination der

Proteasomenhemmer mit LPS

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 1h, 3h, 6h, 16 h und 24 h mit MG bzw. MLN
(10 pM) in Kombination mit LPS inkubiert und die CCL2 Expression mittels Quan-
titativer Real-Time-PCR untersucht. Der durch LPS-Gabe in COX-2+ induzierte

hyperinflammatorische Effekt wurde durch die Zugabe eines Proteasomenhemmers
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signifikant gemindert. So war die CCL2 Expression nach 3h durch MG+LPS auf
das 0,46 £+ 0,1 fache (Abb. 13) und durch MLN+LPS auf 0,58 £+ 0,8 fache der LPS-
Kontrolle reduziert (Abb. 14). Nach 6h war die CCL2 Expression durch MG+LPS
auf das 0,53 + 0,25 fache und durch MLN+LPS auf das 0,6 + 0,18 fache vermindert.
Interessanterweise zeigte sich in VK Zellen unter dem Einfluss der Proteasomenhem-
mer keine Hemmung der CCL2 Expression. Im Gegenteil schienen sich die Hemmer
sogar leicht stimulierend auf die Expression von CCL2 auszuwirken. So war zum
Zeitpunkt der starksten Hemmung in COX-2+ die Expression von CCL2 in VK
Zellen fir MG um den Faktor 3,6 + 2,5 und fiir MLN um 5,3 + 1,2 erhoht.
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Abb. 15: Wirkung der Konzentration von MG auf die CCL2 Expression
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Abb. 16: Wirkung der Konzentration von MLN auf die CCL2 Expression

Abb. 15 und Abb. 16: VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit MG bzw. MLN
in Konzentrationen von 1 pM, 25 uM, 5uM und 10 pM inkubiert. Im Anschluss wurde
die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in komplementdre DNA umgeschrieben und
die Expression von CCL2 mittels Quantitativer Real-Time-PCR ermittelt.
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4.3.3 Konzentrations-Wirkungs-Analyse der Proteasomenhemmer zum
Zeitpunkt 6 h

Nach der Untersuchung der CCL2 Expression im Zeitverlauf wurde eine Konzentrations-
Wirkungs-Analyse fiir die Proteasomenhemmer durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Zellen iiber 6 h mit MG bzw. MLN (1 pM; 2,5uM; 5 pM; 10 pM) inkubiert.

Die isolierte Behandlung der Zellen mit den Proteasomenhemmern bewirkte sowohl
in VK als auch in COX-2+ Zellen eine deutliche Expressionssteigerung von CCL2
(Abb. 15, Abb. 16). Fiir die eingesetzten Hemmerkonzentrationen grofer als 1 pM
war der Anstieg der CCL2 Expression in COX-2+ jeweils stiarker ausgeprigt als in
VK Zellen.

4.3.4 Konzentrations-Wirkungs-Analyse der Proteasomenhemmer bei
Kombination mit LPS zum Zeitpunkt 6 h

Als nachstes wurden VK und COX-2+ Zellen iiber 6 h mit verschiedenen Konzen-
trationen von MG bzw. MLN in Kombination mit LPS inkubiert und die CCL2

Expression mittels Quantitativer Real-Time-PCR bestimmt.

Analog zu den Vorergebnissen der zeitkinetischen Untersuchungen (vgl. 4.3.2) war
in COX-2+ Zellen eine signifikante Reduktion der CCL2 Expression zu beobachten
(Abb. 17, Abb. 18). Bei einer MG bzw. MLN Konzentration von 10 pM war die Ex-
pression von CCL2 am stérksten vermindert. In Bezug auf die isolierte Inkubation
mit LPS betrug die Expression von CCL2 fiir MG+LPS noch das 0,52 £+ 0,9 fache
und fiir MLN+LPS noch 0,53 £ 0,1 fache des Vergleichswertes. Mit abnehmender
Konzentration von MG bzw. MLN verringerte sich der negative Effekt auf die CCL2
Expression in COX-2+ Zellen. In Konzentrationen kleiner als 5 M war schliefslich
gegeniiber der LPS-Kontrolle keine stabile Minderung der CCL2 Expression mehr
zu verzeichnen. In VK Zellen hingegen fiihrte die Kombination von Proteasomen-
hemmer und LPS zu keiner signifikanten Minderung der CCL2 Expression. Analog
zu den zeitkinetischen Daten (vgl. 4.3.2) schienen sich die Hemmer sogar geringfiigig
expressionssteigernd auf CCL2 auszuwirken, diese Expressionssteigerung von CCL2
erwies sich jedoch als statistisch nicht-signifikant. Auch die im Mittel hemmende
Wirkung von MG bei einer Konzentration von 10 pM um den Faktor 0,8 4+ 0,4 war
statistisch nicht signifikant.
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Abb. 17: Wirkung von MG+LPS auf die Expression von CCL2
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Abb. 18: Wirkung von MLN+LPS auf die Expression von CCL2

Abb. 17 und Abb. 18: VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit MG bzw. MLN
in Konzentrationen von 1uM, 25puM, 5puM und 10 pM und LPS (1 pM/ml) inkubiert.
Im Anschluss wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in komplementire DNA
umgeschrieben und die Expression von CCL2 mittels Quantitativer Real-Time-PCR
ermittelt.
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4.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

VK und COX-2+ wurden sowohl mit MG oder MLN (10puM) allein als auch in
Kombination mit LPS inkubiert. Nach 6h wurden die Zellen lysiert und die nu-
kleiire Proteinfraktion isoliert. Mit 3?P-markierten Sonden wurde im Anschluss die
Bindungskapazitat von nukledrem NF-kB und AP-1 an die entsprechende DNA-

Konsensussequenz untersucht.

4.4.1 Bindungsfahigkeit von NF-«kB an die DNA

In Abb. 19 ist das Ergebnis eines typischen NF-kB EMSA dargestellt. Nach einer
6-stiindigen Inkubation mit LPS war sowohl in VK als auch in COX-2+ Zellen eine
deutlich erh6hte Bindung von NF-kB an die DNA-Konsensussequenz aufzuzeigen.
Diese LPS-induzierte erhohte Bindung von nukleér lokalisiertem NF-kB an die DNA
war in den COX-2+ Zellen erwartungsgemaf deutlich starker ausgeprigt als in den
VK Zellen. Interessanterweise wurde durch die alleinige Gabe eines Proteasomen-
hemmers die Bindung von NF-kB an die DNA in COX-2+ gegeniiber dem Basalwert
deutlich gesteigert. Auch bei Kombination von MG bzw. MLN mit LPS wurde in
COX-2+ kein negativer Effekt auf die Bindung von NF-kB an die DNA beobachtet.
In VK Zellen wurde durch Kombination eines Proteasomenhemmers mit LPS die

DNA-Bindung von NF-kB gegeniiber der LPS-Kontrolle sogar geringfiigig gestei-

gert.
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Abb. 19: Bindung von NF-kB an die DNA

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit LPS (1 pg/ml und MG (10 uM) bzw. MLN
(10 uM) inkubiert. Nun wurden die nukledren Proteine isoliert und die Bindung von
NF-kB an die DNA-Konsensussequenz untersucht (n = 3).
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4.4.2 NF-kB p50 und p65 Supershift

Mit Hilfe von Supershifts wurde der Fragestellung nachgegangen, inwieweit es un-
ter dem Einfluss der Proteasomenhemmer zu Verschiebungen zwischen den NF-«xB
Untereinheiten p50 und p65 kommt. Es wurden hierbei lediglich COX-2+ Zellen
untersucht, da die Behandlung mit Proteasomenhemmern in Kombination mit LPS

in COX-2+ eine Hemmung der CCL2 Expression bewirkt hatte.

In COX-2+ war unter Kontrollbedingungen eine klare Dominanz der NF-kB p50 Un-
tereinheit gegeniiber der NF-kB p65 Untereinheit zu beobachten. Durch Stimulation
mit LPS wurde die Bindung von NF-kB an die DNA in COX-2+ massiv gesteigert
(Abb. 19). Diese erhohte DNA-Bindung von NF-«kB wurde im Supershift durch eine
Zunahme von sowohl NF kB p50 als auch NF-kB p65 erkldart (Abb. 20). Hierbei
war auffallig, dass die Behandlung von COX-24 mit LPS nur einen unvollstandigen
Shift von NF-kB p65 bewirkte. So verblieb eine nicht-retardierte Bande auf der Ho-
he, auf welcher NF-kB im klassischen Shift ohne p65 Antikorper detektiert wurde.
Wie bereits in Abb. 19 gezeigt wurde die Bindung von NF-kB an die DNA durch die
isolierte Gabe von MG erhoht. Durch Supershifts wurde gezeigt, dass diese erhchte
Bindung von NF-kB an die DNA durch eine Vermehrung der NF-kB p50 Unterein-
heit zu Stande kommt (Abb. 20). Weiter bewirkte auch die kombinierte Gabe von
MG und LPS eine signifikant gesteigerte Bindung von NF-kB an die DNA (Abb. 19).
Interessanterweise wurde bei Addition des Proteasomenhemmers MG zu LPS das
Verhéltnis der NF-kB p50 und p65 Untereinheiten nicht wesentlich verschoben. So
war die DNA-Bindung von NF-kB p50 und NF-kB p65 dhnlich stark ausgepragt
wie bei LPS-Induktion (Abb. 20). Im Gegenteil zur isolierten Behandlung mit LPS
wurde jedoch bei Kombination von MG mit LPS ein weitgehend vollsténdiger Su-
pershift von NF-kB p65 ohne das Auftreten einer nicht-retardierten NF-kB Bande

erreicht.

4.4.3 Bindungsfihigkeit von AP-1 an die DNA

Neben NF-kB wird auch dem Transkriptionsfaktor AP-1 eine wichtige Rolle in der
Regulation von CCL2 zugesprochen [27, 34]. Durch Untersuchung der Bindung von
AP-1 an die DNA, sollte die Wirkung der Proteasomeninhibitoren MG und MLN auf

einen weiteren proinflammatorischen Signaltransduktionsweg abgeschéatzt werden.
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Abb. 20: Supershift fiir die NF-kB Untereinheiten p50 und p65

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6h mit LPS (1pug/ml), MG (10pM) sowie
MG+HLPS inkubiert. Im Anschluss wurden die nukledren Proteine isoliert, iber Nacht
mit einem p50 bzw. p65 Antikorper inkubiert und die Bindung von NF-kB an die
DNA-Konsensussequenz untersucht. Auf dem Gel wurde neben den beiden Supershifts
als Kontrolle jeweils der klassische NF-kB Shift ohne Antikdrper aufgetragen.

Im Gegensatz zu der enormen Steigerung der DNA-Bindung von NF-kB bei LPS-
Stimulation, wurde die Bindung von AP-1 an die DNA durch LPS nicht wesentlich
beeinflusst. Hingegen wurde durch die Behandlung mit einem Proteasomeninhibi-
tor in COX-2+ Zellen die Bindung von AP-1 an die DNA erhoht. Dieser positive
Effekt auf die DNA-Bindung von AP-1 war sowohl bei alleiniger Hemmergabe als
auch bei Kombination eines Proteasomenhemmers mit LPS zu beobachten. In dem
Bindungsverhalten von AP-1 an die DNA waren grundséatzlich keine wesentlichen
Unterschiede zwischen VK und COX-2+ Zellen festzustellen. Wie bereits im NF-«kB
EMSA (vgl. Abb. 19) zeigten sich die Verdnderungen in VK jedoch weniger stark
ausgepragt als in COX-2+ Zellen (Abb. 21). Wie bereits fiir die COX-2+ beschrie-
ben, wurde auch in VK Zellen durch MG bzw. MLN eine erhohte Bindung von AP-1
an die DNA-Konsensussequenz festgestellt. Ferner fiihrte ebenfalls MG+LPS bzw.
MLN+LPS zu einem Anstieg der DNA-Bindung von AP-1, wobei dieser Effekt fiir

den Hemmer MLN etwas stérker ausgepréigt war.
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Abb. 21: Bindung von AP-1 an die DNA

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 6 h mit LPS (1pg/ml) und MG (10 pM) bzw.
MLN (10 pM) inkubiert. Nun wurden die nukledren Proteine isoliert und die Bindung
von AP-1 an die DNA-Konsensussequenz untersucht.

4.5 Luciferase-Assay
4.5.1 Transkriptionelle Aktivitat von NF-xB

Mit Hilfe eines Luciferase-Reportergen-Assay wurde untersucht, wie sich die durch
Proteasomenhemmer im EMSA erhchte DNA-Bindung von NF-kB auf dessen gen-
regulierende Aktivitdt auswirkt. Hierzu wurden VK und COX-2+ Zellen zunéchst
mit einem NF-kB Luciferase-Reportervektor und einem hrGFPII-Expressionsvektor
kotransfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 6 h mit LPS, mit MG bzw. MLN
allein sowie mit der Kombination von MG bzw. MLN und LPS inkubiert. Nach
Aufschluss der Zellen wurde nun die Luciferaseaktivitéit sowie die GFP-Fluoreszenz
im Zelllysat bestimmt. Der Quotient aus Lumineszenz und Fluoreszenz einer Probe
wurde als Surrogatparameter fiir die transaktivierende Fahigkeit von NF-kB ge-
wahlt.

Durch die Gabe von LPS wurde sowohl in VK als auch in COX-2+ Zellen eine
Zunahme der NF-kB Aktivitdt bewirkt (Abb. 22). Wihrend die NF-kB Aktivitat
in VK Zellen nur méfkig um den Faktor 1,4 + 0,3 anstieg, wurde in COX-2+ die
Aktivitat von NF-kB durch LPS um den Faktor 5,6 + 2,7 gesteigert.
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Abb. 22: Induzierbarkeit der Aktivitdt von NF-kB durch LPS

Die Behandlung der Zellen mit den Proteasomenhemmern MG und MLN fiihrte zu
einer starken Hemmung der NF-kB Aktivitdt (Abb. 23). Durch die Gabe von MG
wurde die Aktivitat von NF-kB in COX-2+ Zellen auf das 0,12+0,07 fache und durch
MLN um 0,16 4 0,08 fache der Kontrolle herabgesetzt. Uberraschenderweise war die
Hemmung der Aktivitdt von NF-kB in VK Zellen dhnlich stark ausgepréigt wie in
COX-2+ Zellen. So wurde die Aktivitat von NF-kB durch MG auf das 0,16 +0,13 fa-
che und durch MLN um das 0,2140,14 fache der unbehandelten Kontrolle reduziert.

Auch die Kombination von Proteasomenhemmer und LPS fiihrte sowohl in VK als
auch in COX-2+ Zellen zu einer deutlich erniedrigten NF-kB Aktivitét (Abb. 24).
Waihrend in VK die Hemmung auf das 0,12 4+ 0,08 fache fiir MG+LPS bzw. auf das
0,14+0,08 fache fiir MLN-+LPS jedoch dhnlich stark ausgepragt war, wie bei isolier-
ter Behandlung mit den Proteasomenhemmern, wurde die Aktivitdt von NF-kB in
COX-2+ Zellen durch die Kombination eines Proteasomenhemmers mit LPS noch-
mals deutlich reduziert. So wurde durch eine 6-stiindige Inkubation mit MG+LPS
bzw. MLN+LPS eine Reduktion der NF-kB Aktivitat auf das 0,02 40,02 fache bzw.
auf das 0,03 £ 0,02 fache der LPS-Kontrolle erwirkt.
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Abb. 23: Einfluss von MG bzw. MLN auf die NF-kB Aktivitat
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Abb. 24: Einfluss von MG+LPS bzw. MLN+LPS auf die NF-xB Aktivitat
Abb. 22 bis Abb. 24: VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 4h mit einem NF-xB-
Luciferasevektor und einem hrGFPII-Expressionsvektor kotransfiziert. Im Anschluss
erfolgte eine Inkubation mit LPS (1 pg/ml), MG (10 uM) bzw. MLN (10 pM) fiir wei-
tere 6 h. Nach Aufschluss der Zellen wurde die Luciferaseaktivitat und Fluoreszenz im
Zelllysat bestimmt und der Quotient aus Lumineszenz und Fluoreszenz errechnet.
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4.5.2 Priifung der Validitdt des Luciferase-Assay

Zur Uberpriifung der Validitit der iiberraschenden Ergebnisse im Luciferase-Assay
wurden Zellen analog zu dem Luciferase-Versuchsdesign zunéchst transfiziert und
fiir 6h mit MG bzw. MLN und LPS inkubiert. Im Anschluss wurde die Gesamt-
RNA aus den Zellen isoliert und die Expression von CCL2 mittels Quantitativer
Real-Time-PCR untersucht. In diesem kombinierten Luciferase-RNA-Experiment
wurde sowohl in COX-2+ als auch in VK Zellen bereits nur durch eine Inkubation
mit dem Transfektionsagens und der Plasmid-DNA die basale Expression von CCL2
gesteigert. So war die CCL2 Expression in COX-2+ Zellen um den Faktor 9,4 und in
VK Zellen um den Faktor 6,1 hoher als Zellen, die lediglich mit Transfektionsmedium
(d.h. ohne Transfektionsagens und Plasmid-DNA) inkubiert wurden (Abb. 25).
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Abb. 25: Einfluss der Zelltransfektion auf die basale CCL2 Expression

VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 4 h entweder nur mit Transfektionsmedium (Kon-
trolle), mit Transfektionsmedium einschlieBlich Transfektionsagens, oder mit Transfek-
tionsmedium einschlieRlich Transfektionsagens und Plasmid-DNA behandelt. Im An-
schluss wurden die Zellen fiir weitere 6 h in FCS-freiem Grundmedium inkubiert. Nun
wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in komplementdre DNA umgeschrieben
und die Expression von CCL2 mittels Quantitativer Real-Time-PCR ermittelt (n = 1).

Bei der Untersuchung von Zellen, die mit dem NF-kB-Reportervektor transfiziert
worden waren, zeigte sich weiter, dass auch die LPS-Stimulierbarkeit deutlich schwé-
cher ausgeprégt ist als bei nicht-transfizierten Zellen (Abb. 26). So wurde in COX-2+
die Expression von CCL2 durch LPS lediglich um den Faktor 64,6 4+ 57,3 gesteigert
wahrend in VK die Expression von CCL2 im Mittel um den Faktor 12,6+10,5 erhoht
war (vgl. Abb. 12).
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Abb. 26: Einfluss von LPS auf die CCL2 Expression transfizierter Zellen

Die isolierte Gabe der Proteasomenhemmer fiihrte analog zu den Ergebnissen der
Konzentrations-Wirkungs-Analyse (sieche 4.3.3) zu einer geméfigten Steigerung der
CCL2 Expression (Abb. 27).

Auch die kombinierte Gabe der Proteasomenhemmer mit LPS lieferte Ergebnisse, die
zu den Vorergebnissen im einfachen RNA-Experiment passten (siehe 4.3.4). So wurde
in COX-2+ durch MG+LPS eine partielle Hemmung der CCL2 Expression auf das
0,32+ 0,11 fache und durch MLN+LPS auf das 0,57 + 0,34 fache der LPS-Kontrolle
beobachtet, wihrend in VK keine signifikante Verminderung der Expression von
CCL2 nachzuweisen war (Abb. 28).
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Abb. 27: CCL2 Expression transfizierter Zellen fiir MG bzw. MLN
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Abb. 28: CCL2 Expression transfizierter Zellen fiir MG bzw. MLN+LPS

Abb. 26 bis Abb. 28: VK und COX-2+ Zellen wurden fiir 4h mit einem NF-kB-
Luciferasevektor und einem hrGFPII-Expressionsvektor kotransfiziert, im Anschluss mit
LPS (1 pg/ml), MG (10 yM), MLN (10 pM), MG+LPS und MLN+LPS fiir weitere 6 h
inkubiert. Nun wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, in komplementire DNA
umgeschrieben und die Expression von CCL2 mittels Quantitativer Real-Time-PCR
ermittelt.

4.6 Immunzytochemie

COX-2+ Zellen wurden fiir 3h und 6 h mit LPS, mit MG allein oder mit MG+LPS
inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen fixiert und iiber Nacht mit einem NF-xB
p65 Antikorper inkubiert, um NF-kB p65 intrazelluldr zu lokalisieren. Die Detekti-

on von NF-kB p65 erfolgte fluoreszenzmikroskopisch mit einem CY-2 gekoppelten
Sekundar-Ak.

Wie aus Abb. 29 ersichtlich, liegt NF-kB p65 in COX-2+ unter Kontrollbedingungen
iiberwiegend zytoplasmatisch vor. Durch Stimulation mit LPS wurde eine massive
Translokation von NF-kB p65 in den Zellkern beobachtet. Die nukledre Akkumula-

tion von NF-kB war nach 3h maximal ausgepragt.

Die isolierte Gabe von MG schien auf die intrazelluldre Verteilung von NF-kB p65
wenig Einfluss zu haben. So wurde, dhnlich wie in der Kontrolle, eine zytoplasmati-

sche Dominanz der p65-Untereinheit nachgewiesen.

Die kombinierte Gabe von MG und LPS hatte, wie bereits die isolierte LPS-Gabe,
eine signifikante Translokation von NF-kB p65 in den Zellkern zur Folge. Diese nu-
kledre Anhdufung von NF-kB p65 erwies sich als etwas weniger stark ausgepragt als
bei LPS-Stimulation.
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Abb. 29: Intrazelluldre Verteilung der NF-xkB Untereinheit p65 in COX-2+
Auf einem Glastrager kultivierte COX-2+ wurden fiir 3h bzw. 6 h mit LPS (1 pg/ml),
MG (10 uM) oder MG+LPS inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und iiber

Nacht mit einem p65-Antikorper inkubiert. Zur fluoreszenzmikroskopischen Detektion
wurde ein CY-2 markierter Sekundar-Ak verwendet.
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu klaren, ob durch den Einsatz proteaso-
maler Inhibitoren in glomeruldren Mesangiumzellen NF-kB gehemmt und so LPS-
induzierte proinflammatorische Effekte der COX-2 limitiert werden kénnen. Zur
besseren Ubersicht bei der Komplexitiit der Ergebnisse wurden die im vorigen Ab-
schnitt detailliert beschriebenen Beobachtungen vereinfachend in Abb. 30 zusam-

mengestellt.

Aus den Vitalitédtsanalysen lédsst sich ableiten, dass die beiden Inhibitoren MG und
MLN in einer Konzentration von 10 pM sowohl isoliert als auch in Kombination
mit LPS in einem Zeitfenster bis zu 6 h bedenkenlos einzusetzen sind (Abb. 5 und
Abb. 6). Da unter dem Hemmer MLN die Vitalitdt der Zellen nach 24 h teilweise
deutlich unter 90 % lag, muss davon ausgegangen werden, dass toxische Effekte auf
die Zellen nach 24h zunehmend an Bedeutung gewinnen (Abb. 4). Dies wird auch
durch die groferen Standardabweichungen der CCL2 Expression nach 24 h im Ver-
gleich zu den frithen Zeitpunkten belegt, die als progrediente Instabilitat der zellula-
ren Systeme von COX-2+ und VK gedeutet werden konnte (Abb. 13 und Abb. 14).
Da in Untersuchungen der Arbeitsgruppe bereits fiir die friithen Zeitpunkte bis zu
6 h nach LPS-Stimulation eine signifikante Aktivierung von NF-kB sowie eine signi-
fikante Expressionssteigerung der Chemokine CCL2 und CCL5 in COX-2+ nach-
gewiesen werden konnte, wurden die Experimente vorwiegend innerhalb der akuten
LPS-Phase durchgefiihrt. Durch die Konzentrations-Wirkungs-Analysen konnte ge-
zeigt werden, dass die hochste eingesetzte Konzentration der Proteasomenhemmer
die kleinste Standardabweichung aufweist und zugleich die gréftte hemmende Wir-
kung auf die COX-2+ Zellen zeigt (Abb. 17 und Abb. 18), ohne dass die Vitalitét
der Zellen hierdurch deutlich erniedrigt ist (Abb. 3 und Abb. 4). Somit wurde fiir
die folgenden Experimente eine MG bzw. MLN Konzentration von 10 pM gewahlt.

Nach Ermittlung optimaler Versuchsbedingungen wurde zunéchst der Wirkmecha-
nismus der Proteasomenhemmer iiberpriift. Die intrazellulire Anhdufung polyubi-
quitinierter Proteine (Abb. 7) zeigt, dass die Funktionsfdhigkeit des 26S Proteasoms
durch die verwendeten Proteasomenhemmer deutlich eingeschrankt wird. Ferner de-
monstriert die Akkumulation von polyubiquitiniertem IkB-« in Proteasomenhemmer-
behandelten Zellen (Abb. 9), dass IkB-o in den Zellen nicht mehr suffizient abgebaut
werden kann. Wie eingangs beschrieben, sollte hierdurch verhindert werden, dass

NF-kB von seinem Inhibitorprotein IkB-o freigesetzt wird, in den Zellkern trans-
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Abb. 30: Begrenzung proinflammatorischer COX-2 Effekte

Bezug nehmend auf das in Abb. 2 vorgestellte Schaubild zur experimentellen Be-
grenzung proinflammatorischer COX-2 Effekte, wurden in der vorliegenden Abb. die
tatsdchlichen Ergebnisse vereinfachend zusammengestellt. Wie in der Arbeitshypothe-
se angenommen fiihrten die Proteasomenhemmer MG und MLN in COX-2+ zu einer
verminderten Translokation von NF-kB in den Zellkern sowie zu einer stark reduzierten
transaktivierenden Wirkung im Luciferase-Assay. Wider Erwarten erwies sich jedoch die
Bindung von NF-kB an die DNA als leicht erhoht und die CCL2 Expression lediglich
partiell inhibiert.
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loziert und dort die Transkription seiner Zielgene beeinflusst (Abb. 2). In COX-2+
Zellen, fiir die experimentell eine massive Aktivierung von NF-kB aufgezeigt wur-
de [60], war erwartungsgeméfs auch mehr IkB-& nachzuweisen als in VK Zellen.
Der Wirkmechanismus der eingesetzten Proteasomenhemmer konnte dariiber hin-
aus auch auf Ebene von phosphoryliertem IkB-oa nachvollzogen werden (Abb. 8). So
akkumulierte phosphoryliertes IkB-« vor allem dort, wo eine massive Aktivierung
von NF-kB nachgewiesen wurde, also wiederum in LPS-stimulierten Mesangiumzel-
len. Die Behandlung mit proteasomalen Inhibitoren fiihrte insbesondere in COX-2+
Zellen zu einer deutlichen Vermehrung von phosphoryliertem IkB-«. In VK Mesan-
giumzellen schien MLN dem Hemmer MG deutlich iiberlegen zu sein. Eine stéarkere
Wirksamkeit des Hemmers MLN im Vergleich zu MG konnte jedoch in Wiederho-

lungsexperimenten nicht belegt werden.

Durch immunzytochemische Untersuchungen an fixierten Zellen konnte gezeigt wer-
den, dass die Proteasomenhemmer nicht nur IkB-«, sondern auch NF-kB beeinflus-
sen. So konnte eine LPS-induzierte massive Translokation von p65 in den Zellkern
durch den Einsatz von Proteasomenhemmern deutlich vermindert, wenn auch nicht

ganzlich unterdriickt werden (Abb. 29).

Im Luciferase Assay wurde untersucht, wie sich die Proteasomenhemmer auf die
genregulierende Aktivitdt von NF-kB auswirken. Die Behandlung mit proteasoma-
len Inhibitoren fithrte sowohl in COX-2+ als auch in VK Mesangiumzellen zu ei-
ner stark verminderte Aktivitdt von NF-kB. Die Aktivitdtsminderung von NF-kB
korrelierte hierbei mit dem Grad der Aktivierung von NF-kB unter den jeweiligen
Bedingungen (Abb. 23 und Abb. 24). Zum einen wurde festgestellt, dass der Einfluss
proteasomaler Inhibitoren bei Kombination von MG bzw. MLN mit LPS deutlich
grofer ist als bei alleiniger Hemmerinkubation. Ferner war der Hemmereffekt in
COX-2+ Zellen starker ausgepragt als in VK Mesangiumzellen. Erwartungsgemaéfs
war die Aktivitdtsminderung von NF-kB also in den Zellen am stéarksten ausgepragt,

fir die eine signifikante Aktivierung des NF-kB Systems beschrieben ist [60].

Mittels EMSA wurde untersucht, inwieweit die beobachtete Aktivitdtsminderung
von NF-kB auch mit einer verminderten Bindung von NF-kB an die DNA einher-
geht. Wie bereits in der Arbeitsgruppe gezeigt wurde, kommt es in COX-2+4 Mesan-
giumzellen nach Stimulation mit LPS zu einem hyperinflammatorischen Effekt, der
durch eine stark erhthte Bindung von NF-kB an die DNA gekennzeichnet ist [60].

Interessanterweise konnte die Bindung von NF-kB an die entsprechende Konsensus-
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sequenz durch proteasomale Inhibitoren nicht reduziert werden. In unstimulierten
COX-2+4 und VK Zellen bewirkten die Proteasomenhemmer sogar eine erhohte Bin-
dung von NF-kB an die DNA (Abb. 19).

Da die Proteasomenhemmer zu einer deutlichen Aktivitdtsminderung von NF-«kB
fiihrten, ohne dabei die Bindung von NF-kB an die DNA wesentlich zu beeintréch-
tigen, wurde untersucht, inwieweit Proteasomenhemmer NF-kB in seiner Féhig-
keit zur Transaktivierung beeinflussen. Die Transkription von Zielgenen wird iiber
Transaktivierungsdoménen (TAD) der NF-kB Untereinheiten vermittelt. Wéhrend
die NF-«kB Untereinheit p50 keine TAD triagt und daher auch nur im heterodimeren
Komplex transaktivierend wirken kann, hat NF-kB p65 gleich zwei c-terminale TAD
[39]. Vor dem Hintergrund, dass p50/p50 Homodimere die Transkription von Zielge-
nen reprimieren konnen, wurde iiberpriift, ob Proteasomenhemmer eine Auswirkung
auf die Zusammensetzung von NF-kB Dimeren haben. Durch einen Supershift fiir
die NF-kB Untereinheiten p50 und p65 wurde jedoch ausgeschlossen, dass die ver-
minderte Aktivitdt von NF-kB im Luciferase-Assay mit unbeeintrachtigter Bindung
im EMSA auf eine veranderte Zusammensetzung von NF-kB Dimeren zuriickgefiihrt
werden kann (Abb. 20).

Da die Untersuchung der NF-kB Untereinheiten keine Erklarung fiir die primér wi-
derspriichlichen Ergebnisse des Luciferase-Assay und des EMSA lieferte, wurde in
einem weiteren Schritt untersucht, ob die Proteasomenhemmer zu einer Struktur-
verdnderung von NF-kB fithren. Hierbei war Ausgangspunkt, dass nicht nur IkB-&
sondern auch NF-kB p65 proteasomal degradiert wird. Die proteasomale Degrada-
tion von NF-kB p65 stellt einen zelluldren Mechanismus dar, iiber den in Abwe-
senheit von [kB-a die Transkription von Zielgenen terminiert werden kann. Hierbei
wird nach Bindung eines NF-kB Dimers an die DNA, die p65 Untereinheit zunéchst
polyubiquitiniert und im Anschluss durch das Proteasom abgebaut [37]|. Aus diesem
Grund wurde NF-kB p65 aus nukledren Proteinen immunpréazipitiert und genauer
charakterisiert. Wie erwartet, fiihrte die Behandlung von COX-2+4 und VK Mesan-
giumzellen mit dem Proteasomenhemmer MG zu einer Anhdufung von nukledrem
NF-«kB p65 (Abb. 10). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es im Zellkern von
COX-2+ Zellen sowohl bei isolierter Gabe von MG als auch bei Kombination von
MG mit LPS zu einer massiven Akkumulation von polyubiquitiniertem NF-kB p65
kommt (Abb. 11). Auf die Frage, warum eine Polyubiquitinierung von nukledrem
NF-kB p65 letztendlich zu einer massiv verminderten Aktivitat von NF-kB fiihren

konnte, soll an spéterer Stelle genauer eingegangen werden.
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Um die Effekte der Proteasomenhemmer auf ein Zielgen von NF-«kB zu beurteilen,
wurde der Einfluss von MG bzw. MLN auf die CCL2 Expression untersucht. Hierbei
wurde das Chemokin CCL2 als Zielgen ausgewihlt, da es im Rahmen von Glome-
rulonephritiden frithzeitig hochreguliert wird [35] und dariiber hinaus auch mit dem
Ausmaf einer renalen Schiadigung korreliert [53]|. Die Behandlung mit proteasoma-
len Inhibitoren fiihrte in LPS-stimulierten COX-2+ Zellen zu den Zeitpunkten 3 h
und 6 h zu einer partiellen, jedoch nicht signifikanten Hemmung der CCL2 Expres-
sion, wihrend sich die Hemmer in LPS-stimulierten VK Zellen leicht steigernd auf
die CCL2 Expression auswirkten (Abb. 13 und Abb. 14). Uberraschend miindete
auch die alleinige Behandlung mit den Proteasomenhemmern nicht in einer Hem-
mung, sondern in einer Induktion der CCL2 Expression (Abb. 15 und Abb. 16).
Die Beobachtung, dass Proteasomenhemmer neben antiinflammatorischen Effekten
auch proinflammatorisch auf Zellen wirken konnen, wurde bereits in einer Arbeit
von Nakayama aufgezeigt, in der proteasomale Inhibitoren eine paradoxe Induktion
von CCL2 in unstimulierten Mesangiumzellen provozierten [27]. Ahnliche Ergebnisse
lieferten auch Untersuchungen an Ratten, die nach der Behandlung mit dem Pro-
teasomenhemmer MLN-273 eine erhohte glomeruldre Expression von CCL2 zeigten
[59].

Um die primér widerspriichlichen Ergebnisse des EMSA, des Luciferase-Assay und
die CCL2 Expression bewerten zu kénnen, wurde im Folgenden die Aussagekraft der

einzelnen Methoden gegeniibergestellt.

Durch einen EMSA kénnen im zellfreien System Informationen {iber die Bindungs-
fahigkeit nukledrer Proteine an die reine DNA erhoben werden. Ein EMSA erlaubt
deshalb keinerlei Aussagen iiber den Aktivitdtsgrad DNA-bindender Proteine. Ei-
ne erhéhte Bindung eines Proteins an cis-Elemente auf der DNA kann sowohl eine
Transkriptions-induzierende als auch eine Transkriptions-reprimierende Wirkung auf
das entsprechende Zielgen haben. Dariiber hinaus sind kooperative Effekte zwischen
verschiedenen transkriptionsregulierenden Proteinen nicht erfassbar, die letztend-
lich eine Transaktivierung des Zielgens zur Folge haben. Die Beobachtung, dass die
Behandlung von COX-2+ Zellen mit Proteasomenhemmern nicht zur verminderten
Bindung von NF-kB an die DNA fiihrt, schliett demnach eine Aktivitdtsminderung

von NF-kB keinesfalls aus.

Im Vergleich zum EMSA misst der Luciferase-Assay im zelluldren System. Durch

Einbringen von Vektoren in die Zellen wird eine Situation geschaffen, die den physio-
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logischen Bedingungen deutlich ndher kommt, als es im EMSA der Fall ist. Durch den
experimentellen Aufbau kann nicht nur das Ausmafs einer Translokation von NF-kB
in den Zellkern und die Bindung an entsprechende DNA-Konsensussequenzen, son-
dern gleichzeitig auch die genregulierende Aktivitdt DNA-bindender Proteinen er-
fasst werden. Der im Luciferase-Assay verwendete NF-kB Reportervektor enthélt
im Promotor fiinf hintereinander geschaltete NF-kB Enhancer-Kassetten, iiber die
die Transkription des Luciferase-Gens reguliert wird. Demnach wird die Aussage
des Luciferase-Assay dadurch limitiert, dass lediglich die Bedeutung eines einzel-
nen Transkriptionsfaktors abgeschétzt wird, wahrend die Regulation eines Gens wie
CCL2 nicht nur NF-«kB, sondern verschiedenen Transkriptionsfaktoren unterliegt
[34].

Wihrend der EMSA und der Luciferase-Assay folglich nur zur Untersuchung von Tei-
laspekten des proinflammatorischen NF-kB Signalweges geeignet sind, wird durch
die Aufreinigung der mRNA aus den Zellen die gesamte regulative Einheit von CCL2
erfasst. Da die CCL2 Expression sdamtliche Wechselwirkungen von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und Adapterproteinen einbezieht, ist die Aussage sehr viel
komplexer als die des EMSA oder Luciferase-Assay. So werden zur Transaktivierung
eines NF-kB regulierten Gens wie CCL2 nach der Bindung eines NF-kB Dimers an
die DNA verschiedene Koaktivatoren wie CBP /p300 und PCAF benotigt [33]. Bevor
sich CBP /p300 an NF-kB anlagern kann, muss NF-kB p65 zunéchst durch verschie-
dene Kinasen phosphoryliert werden [12]. Fiir die Aktivierung der Transkription ei-
nes Zielgens ist nach Assemblierung des Aktivator-Koaktivator-Komplexes eine Ace-
tylierung der p65 Untereinheit von Bedeutung [12|. Die Koaktivatoren CBP/p300
sowie PCAF zeichnen sich durch eine intrinsische Histonacetyltransferaseaktivitét
aus, die iiber eine lokale Umstrukturierung des Chromatins letztendlich eine Trans-
aktivierung des Zielgens bewirkt [18]. Da fiir die Transaktivierung eines Gens durch
NF-kB die p65 Untereinheit also nicht nur epigenetisch modifiziert werden muss,
sondern auch eine Komplexbildung mit Koaktivatoren wie CBP/p300 nétig ist, ist
es denkbar, dass eine Stabilisierung von p65 im Zellkern mit verédnderter Tertidr-
struktur die Assemblierung des Aktivatorkomplexes verhindert. Eine gestorte In-
teraktion beteiligter Proteine konnte so erkldaren, warum NF-kB im EMSA zwar
weitgehend unbeeintriachtigt an die DNA binden kann, es dabei jedoch nicht mehr

zur Transaktivierung von CCL2 kommt.

70



Um die partielle Inhibition der CCL2 Expression bei nahezu kompletter Aktivi-
tatshemmung von NF-kB in COX-2+ zu erkléren, ist zu beriicksichtigen, dass Pro-
teasomenhemmer nicht nur die Aktivitdt von NF-kB beeintrédchtigen, sondern auch
den Funktionszustand von weiteren Transkriptionsfaktoren beeinflussen konnen. So
konnte die im EMSA erhdhte Bindung von AP-1 an die DNA durch eine erhdhte
Aktivitat expressionssteigernd auf die Expression von CCL2 wirken. Eine Gegen-
regulation durch AP-1 konnte so dazu beitragen, dass die CCL2 Expression durch
proteasomale Inhibitoren lediglich partiell gechemmt wird. Eine derartige gegenlau-
fige Regulation mit einer signifikant verminderten NF-kB Aktivitdt und erhohten
AP-1 Aktivitdt wurde fiir den Proteasomenhemmer MG in bovinen Epithelzellen
aus der Aorta (BAEC) nachgewiesen [11]. Ferner wurde auch die bereits erwihnte
paradoxe Induktion von CCL2 in Mesangiumzellen bei Behandlung mit MG auf ei-
ne Aktivierung von AP-1 zuriickgefiihrt [27]. Leider war es auf Grund methodischer
Probleme nicht moglich eine erhdhte Aktivitdt von AP-1 mittels Luciferase-Assay

in COX-2+ und VK Mesangiumzellen zu belegen.

Eine gegenldufige Regulation von AP-1 und NF-kB konnte also, neben einer ge-
storten Transaktivierung des NF-kB regulierten CCL2 Gens, ein weiterer komplexer
Mechanismus sein, durch den die priméar widerspriichlichen Ergebnisse des EMSA,

des Luciferase-Assay und der CCL2 Expression zu erklédren sind.

Wie in den einleitenden Worten thematisiert, ist das Ubiquitin-Proteasom-System
weitaus komplexer, als es seine Entdecker Anfang der 80er Jahre erwarteten. Die
Ubiquitinierung zellularer Proteine ist ein hochkomplexer Prozess, der bisher nur
partiell verstanden ist. Neueren Erkenntnissen zufolge wird die Ubiquitinierung von
Proteinen nicht nur durch eine Vielzahl ubiquitinierender Enzyme, sondern auch
durch deubiquitinierende Enzyme, sogenannte deubiquitylating enzymes (DUBs) re-
guliert. Zu den DUBs, die in NF-kB Signalwege eingreifen, gehort beispielsweise das
Protein A20, das sowohl als E3 Ligase bei der Ubiquitinierung fungiert, als auch eine
Doméne mit DUB Aktivitidt aufweist [47]. Da die Prozesse der Ubiquitinierung und
Deubiquitinierung sehr eng nebeneinander ablaufen, bisweilen sogar durch dasselbe
Enzym ausgefiihrt werden, ist es denkbar, dass die durch MG bzw. MLN induzierte
Akkumulation polyubiquitinierter Proteine wie IkB-« oder nukleirem NF-kB p65
durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes von Ubiquitinierung und Deubiquiti-
nierung letztlich zur Aktivierung von DUBs fiithrt. In vitro Untersuchungen haben
ergeben, dass DUBs wie A20 in der Lage sind, sowohl K48 als auch K63 polyubiqui-

tinierte Zielproteine zu deubiquitinieren [47]. Die Verwendung der Proteasomenhem-
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mer MG und MLN kénnte demzufolge durch ein Uberwiegen ubiquitinierter Proteine
zur Aktivierung von DUBs fiihren, die dann durch Deubiquitinierung von K63 ver-
kniipften Ubiquitin-Ketten eine Auswirkung auf Protein-Protein-Wechselwirkungen

haben konnten.

Die Stérung des Gleichgewichtes zwischen Ubiquitinierung und Deubiquitinierung
konnte also, neben den bereits diskutierten Erklarungsversuchen einer gegenlaufigen
Regulation von AP-1 und NF-kB sowie einer gestorten Transaktivierung des NF-kB
regulierten CCL2 Gens, einen dritten Mechanismus darstellen, der zu den scheinbar
widerspriichlichen Ergebnissen des EMSA, des Luciferase-Assay und der CCL2 Ex-

pression beigetragen haben konnte.

Bedingt durch die Unspezifitdt proteasomaler Inhibitoren konnten die proinflamma-
torischen Effekte der COX-2 somit nur in den Zellen partiell limitiert werden, in
denen eine massive Aktivierung des NF-kB Systems vorliegt, wihrend die Proteaso-
menhemmer in Zellen mit basaler oder nur geringfiigig induzierter NF-kB Aktivitét
eine proinflammatorische Wirkung auf die Zellen hatten. Da sich die Effekte der Pro-
teasomenhemmer auf Mesangiumzellen als dufserst komplex erwiesen, stellt sich die
Frage, inwieweit bei der Untersuchung der Pathogenese inflammatorischer Erkran-
kungen nicht praferenziell auf spezifischere Inhibitoren wie IKK Hemmer zuriick-
gegriffen werden sollte, um die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-kB nicht
auf der Basis einer Klasse von Hemmern abschétzen zu miissen, deren Unspezifitit
schon in der Zellkultur auffallt.
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6 Zusammenfassung

Bei der Pathogenese verschiedener GN kommt der Proliferation von Mesangiumzel-
len eine entscheidende Bedeutung zu [14]. Die COX-2 wird im Rahmen einer Vielzahl

inflammatorischer Prozesse wie auch bei GN friihzeitig hochreguliert [3, 19].

Bei der Vermittlung proinflammatorischer COX-2 Effekte wurde NF-«B als zentra-
ler Transkriptionsfaktor identifiziert [60]. NF-«kB transloziert nach Freisetzung von
seinem Inhibitorprotein IkB-o in den Zellkern und reguliert dort die Transkription

seiner Zielgene [21| wie das proinflammatorische Chemokin CCL2 [27].

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob durch den Einsatz proteasomaler
Inhibitoren die Degradation von IkB-« verhindert und so auf die Aktivierung von
NF-«kB in glomeruldren Mesangiumzellen eingewirkt werden kann. Um proinflam-
matorische Effekte in den Mesangiumzellen abzuschétzen, wurde die Expression des
Chemokin CCL2 bestimmt (Abb. 2).

Es zeigte sich, dass die CCL2 Expression durch Proteasomenhemmer nur partiell und
lediglich bei massiver Aktivierung des NF-kB Systems vermindert wurde. In Zellen,
deren NF-kB System nicht oder nur schwach aktiviert ist, wurde die CCL2 Expressi-
on durch Behandlung mit Proteasomenhemmern nicht abgeschwécht, sondern sogar
geringfiigig gesteigert. Die Unfihigkeit proteasomaler Inhibitoren, proinflammato-
rische Effekte der COX-2 signifikant zu limitieren, konnte auf die Unspezifitat der
Proteasomenhemmer und eine Gegenregulation alternativer Transkriptionsfaktoren
wie AP-1 zuriickzufiihren sein [11, 27|. Zusétzlich gibt es Anhalt dafiir, dass die Pro-
teasomenhemmer den nukledren Abbau der NF-kB Untereinheit p65 beeintréachtigen
und auf diesem Wege moglicherweise die Assemblierung eines Aktivatorkomplexes
fiir die Transkription von Zielgenen wie CCL2 erschweren. Ferner konnte die Ak-
kumulation ubiquitinierter Proteine iiber eine Aktivierung deubiquitinierender En-
zyme zu Wechselwirkungen zwischen Proteinen fiihren [47], die an der Vermittlung
der COX-2 Effekte beteiligt sind und zur Komplexitéit der Ergebnisse beitragen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werfen die Frage auf, inwieweit Proteaso-
menhemmer wegen ihrer unspezifischen Effekte im Rahmen antiinflammatorischer
Therapieversuche iiberhaupt eingesetzt werden sollten, oder ob nicht vielmehr auf
spezifischere Hemmer von NF-«kB wie die IKK Hemmer zuriickgegriffen werden soll-

te, um die Pathogenese von GN experimentell zu untersuchen.
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