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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1  Interleukin-1-vermittelte Signaltransduktion

Interleukin-1 (IL-1) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das eine entscheidende Rolle in
der Generierung der systemischen und lokalen Antwort von Infektionen, Verletzungen und
Immunerkrankungen spielt. Die pleiotropischen biologischen Aktivitdten von IL-1 werden
Uber den IL-1-Rezeptor Typ | (IL-1RI) vermittelt und komplexe Signalwege aktiviert, wobei
die Aktivierung von NF-kB schlief3lich zur Induktion proinflammatorischer Proteine flhrt. In
dieser Kaskade sind Kinasen involviert, die durch verschiedene Adaptermolekile in
Komplexen organisiert sind [1].

Im Folgenden werden beteiligte Proteine aufgefihrt und ihre Funktion in der Signal-
kaskade erlautert. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Beschreibung und Unter-
suchung friher Schritte in der IL-1-Signaltransduktion und somit werden nachfolgend

Proteine des IL-1RI-Komplexes ausfiihrlich behandelt.

1.1.1 Interleukin-1

Die IL-1-Familie besteht aus drei Mitgliedern: IL-1a, IL-1B und IL-1-Rezeptor Antagonist
(IL-1Ra) [2]. IL-1a und IL-1p3 werden zuerst als Vorlaufer (31 kD) synthetisiert [3]. Die
optimale biologische Aktivitat des IL-1(3 wird durch Spaltung in ein 17 kD grof3es Protein
erreicht, wohingegen beide Formen von IL-1a biologisch aktiv sind [4]. IL-1a und IL-13
werden von aktivierten Macrophagen, Keratinozyten, stimulierten B-Lymphozyten und
Fibroblasten gebildet. IL-1a verbleibt intrazellular oder wird an die Zelloberflache
transportiert und fungiert so als autokriner Botenstoff. Im Gegensatz dazu wird die voll
entwickelte Form von IL-1( sezerniert und entfaltet seine biologischen Wirkungen auf
andere Zellen (= parakrin) [5].

IL-1Ra wurde als erstes natirlich vorkommendes Zytokin, das als spezifischer Rezeptor-
Antagonist wirkt, beschrieben [6]. Es wird von fast allen Zellen, die IL-1 exprimieren,
gebildet [7]. IL-1Ra bindet an den IL-1R und inhibiert die Bindung von IL-1a und IL-1[.
Somit wird die biologische Aktivitat der beiden Agonisten in physiologischen und
pathophysiologischen Immun- und Entziindungsantworten neutralisiert. Die Aktivitat des
Agonisten zeichnet sich durch die Prasenz von zwei Rezeptorbindungsstellen im Protein

aus, wohingegen IL-1Ra nur eine besitzt [8].
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1.1.2 IL-1-Rezeptor Typ | -Komplex

1.1.2.1 IL-1-Rezeptoren und IL-1R-akzessorisches Protein

Der erste Rezeptor fir IL-1 wurde 1985 beschrieben, wobei Dower et al. zeigten, dass die
Rezeptoren fir IL-1 a und ( identisch sind [9]. Die zellulare IL-1-Antwort wird nur Giber den
IL-1-Rezeptor Typ | (IL-1RI) vermittelt [10], der insbesondere auf T-Zellen und Fibro-
blasten [11] und in geringer Zahl auf fast allen Zellen vorkommt [12]. Daneben gibt es den
IL-1-Rezeptor Typ II (IL-1RIl) [13], der vor allem auf B-lymphoiden und myeloischen
Zellen exprimiert ist [14], aber auch mit dem IL-1R Typ | auf der gleichen Zelle co-
exprimiert sein kann [15,16]. Beide Rezeptoren sind aus einer extrazellularen IL-1-
Bindungsdomane aufgebaut, die aus drei Immunglobulin (Ig)-ahnlichen Doméanen besteht,
einer einzelnen Transmembranregion und einer cytoplasmatischen Doméane. Im Gegen-
satz zu den 215 Aminosauren der cytoplasmatischen Doméane des IL-1RI (80 kD) besitzt
der IL-1RII (60 kD) eine verklrzte Domane aus 29 Aminosauren. Trotz Bindung von IL-1
an den IL-1RIl ist dieser nicht in der Lage, das Signal bis zum NF-kB weiterzuleiten [17].
Somit agiert der IL-1RIl als ,decoy“-Rezeptor fir IL-1 einerseits durch Abfangen von
Liganden [18] oder andererseits durch Kompetition um den Co-rezeptor, das IL-1R-
akzessorische Protein (IL-1RAcP) [19]. Die Affinitat von IL-1a ist fur den IL-1RI hoher als
fur den IL-1RII, wohingegen sich die Affinitat fur IL-13 umgekehrt verhalt [20].

Die IL-1R Typ | und Il gehdren zur Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Superfamilie, die
durch eine intrazellulare TIR-Domane gekennzeichnet ist. Basierend auf den extra-
zellularen Doménen ist diese TIR-Superfamilie in zwei Untergruppen eingeteilt: solche mit
lg-Domanen- und solche mit Leucin-reichen Wiederholungssequenzen (LRR) (Ubersicht
in: [21]). Die LRR-Untergruppe besteht aus 13 Toll-like Rezeptoren (TLR), die durch
spezifische pathogene Produkte (PAMP - pathogen-associated molecular pattern) aktiviert
werden [22].

Neben den transmembranen gibt es auch zwei I6sliche Formen der IL-1-Rezeptoren, die

beide die Signaltransduktion nicht initiieren [23].

Nach Bindung von IL-1 an den IL-RI dimerisiert dieser mit dem transmembranen
IL-1RACP [24], ein Ereignis das essentiell fir die Generierung des IL-1-Signals ist [25,26].
Diese Heterodimerisierung erfolgt vermutlich durch laterale Diffusion des IL-1RAcCP an
den IL-1RI, der bereits das IL-1 gebunden hat [27]. Das IL-1RAcP (68 kD) besitzt
ebenfalls drei extrazellulare lg-ahnliche Domé&nen und eine intrazellulare TIR-Domane
und gehort somit zur Ig-Domanen-Untergruppe der TIR-Superfamilie. Es ist selbst nicht in
der Lage, IL-1 alleine zu binden [24]. An die cytoplasmatische Seite des Heterodimers

binden danach die Adapterproteine MyD88 und Tollip.
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1.1.2.2 Adapterproteine MyD88 und Tollip

Das cytosolische Protein MyD88 (33 kD) wurde urspriinglich als myeloider Differen-
zierungs (MyD)-Marker in murinen myeloiden Zellen entdeckt [28]. Der Anstieg der
MyD88-mRNA-Expression wurde als Marker fur die Enddifferenzierung myeloider Zellen
verwendet [29]. Nachfolgende Studien zeigten eine weit verbreitete Expression von
MyD88 in vielen Mausgeweben und somit keine beschrankte Expression nur in myeloiden
Zellen wie urspringlich geglaubt [30]. Die C-terminale Region ist homolog zu der intra-
zellularen Doméne des IL-1RI [31]. Somit bildet MyD88 Uber Bindung der gemeinsamen
TIR-Doméanen mit dem IL-1RI und IL-1RAcP einen immunprazipitierbaren Komplex [32].
Die N-terminale Region von ca. 90 Aminosauren des MyD88 enthalt eine so genannte
Death-Domane (DD), welche urspriinglich in Proteinen des Apoptose-Weges identifiziert
wurde [33]. Verschiedene DD-enthaltende Proteine haben jedoch keine offensichtlichen
apoptotischen Funktionen, so dass die DD eher ein Protein-Protein-Interaktionsmotiv ist
[33]. MyD88 fungiert als Adapter durch die homophilen Interaktionen der TIR- und der DD-
Doméne mit Mitgliedern der TIR-Superfamilie [34] und ist auch in der Lage, mittels seiner
TIR-TIR- und DD-DD-Interaktionen MyD88-Homodimere zu bilden [35].

Mit Hilfe des Yeast-two-hybrid Screenings unter Verwendung des cytoplasmatischen Teils
des IL-1RACP als Sonde wurde Tollip (Toll-interacting protein) als ein weiteres Adapter-
protein identifiziert [36]. Tollip (31 kD) ist im unstimulierten Zustand im Cytosol in einem
Komplex mit der IL-1RI-assoziierten Kinase (IRAK) prasent und fur deren Rekrutierung an
den IL-1RI notwendig [36]. Die Interaktion erfolgt wahrscheinlich Uber die DD der IRAK
[36]. Vermutlich durch Blockierung der IRAK-Dimerisierung wirkt Tollip im Ruhezustand
als Silencer der IRAK. Tollip wurde als erstes physiologisches Substrat der IRAK
charakterisiert [37]. Eine entscheidende Rolle spielt Tollip in der intestinalen epithelialen
Toleranz von Kommensalen (Ubersicht in: [38]). Eine geringe Expression von TLRs und
eine Hochregulierung von Tollip trAgt vermutlich zur Hyporesponsivitdt gegeniuber
bakteriellen TLR-Liganden bei [39].

Nach IL-1-Behandlung bindet der Tollip/IRAK-Komplex unabhangig von MyD88 Uber die
Assoziation von Tollip mit dem IL-1RAcP an den aktivierten Rezeptorkomplex [36]. Co-
rekrutiertes MyD88 interagiert dann mit der IRAK tber DD-DD-Interaktion und 16st die
Phosphorylierung der IRAK aus, was zu einer raschen Dissoziation der IRAK von Tollip
fuhrt.
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1.1.2.3 IL-1Rl-assoziierte Kinasen und TRAF6

In den murinen T-Helfer-Zelllinien D10N und EL-4 wurde 1994 eine Serin/Threonin-
spezifische Kinase beschrieben, die IL-1-abhé&ngig mit dem IL-1RI co-préazipitiert [40].
Diese Proteinkinase wurde wenig spater sequenziert, kloniert und als IRAK (IL-1RI-
assoziierte Kinase) bezeichnet [41,42]. IL-1RI-Uberexprimierende HEK-Zellen, die mit IL-1
stimuliert wurden, zeigten eine rasche Assoziation der IRAK (80 kD) an den IL-1RI,
gefolgt von einer Phosphorylierung der IRAK durch eine co-préazipitierende Kinase oder
durch Autophosphorylierung [42]. Geringe Mengen der humanen IRAK-mRNA ist in allen
Geweben zu detektieren [42], dagegen ist die murine IRAK Uberwiegend in Leber, Nieren
und Testis exprimiert [43].

Inzwischen sind drei weitere Kinasen identifiziert, die neben der IRAK eine entscheidende
Rolle in TLR/IL-1RI-vermittelten Signalwegen spielen: IRAK-2 (65 kD), IRAK-M (68 kD),
und IRAK-4 (52 kD) [44]. Alle IRAK-Proteine bestehen aus einer N-terminalen DD, einer
Prolin/Serin/Threonin-reichen Region, einer zentralen Kinase-Domane und einer C-termi-
nalen Region (auBer IRAK-4) [44]. Sowohl der IRAK-2 als auch der IRAK-M fehlen die
Kinase-Aktivitdt, wohingegen die IRAK-4 wie die IRAK Kinase-Aktivitat besitzt. Die
humane IRAK-M kommt nur in monozytischen Zellen vor [45], dagegen zeigt die murine
IRAK-M ein breites Expressionsmuster und ist am hdchsten in der Leber und im Thymus
verbreitet [46]. Die IRAK-4 [47] wird wie die IRAK-2 [48] ubiquitar exprimiert.
Kinase-defekte IRAK-Mutanten mit einer Punktmutation in der ATP-Bindungstasche oder
in der katalytischen Doméane sind in der Lage, die IL-1-vermittelte Aktivierung von NF-kB
und die Produktion von IL-2 in T-Zellen zu erzeugen [49-51]. Auch die vollstandige
Deletion der Kinase-Doméane und die Identifizierung einer kinase-inaktiven Splei3form
(IRAK1b) zeigten, dass die Kinase-Aktivitat der IRAK fur die IL-1-vermittelte Aktivierung
der c-jun N-terminalen Kinase (JNK) oder NF-kB entbehrlich ist [52,53]. Somit wird der
IRAK eher eine Adapterfunktion zugeschrieben. IRAK”"-Mause haben schwere, dennoch
keine vollstdndigen Beeintrachtigungen, in ihrer Zytokin-Antwort auf verschiedene
TLR/IL-1RI-Liganden und zeigen Aktivierungen von NF-kB, JNK und p38 [54,55].
Untersuchungen an IRAK-4-defizienten Zellen und Méusen deuteten an, dass IRAK-4 im
Vergleich zur IRAK eine wichtigere Rolle in inflammatorischen Prozessen spielt.
IRAK-47"-Mause waren vollstandig in allen untersuchten TLR/IL-1RI-vermittelten
Antworten beeintréchtigt [56]. Ebenfalls zeigte eine IRAK-4-Mutante, der die Kinase-
Doméane fehlt, eine stark verringerte IL-1-abhdngige Aktivierung von NF-kB und
Phosphorylierung der IRAK [47]. Somit konnte flur therapeutische Interventionen die
IRAK-4 eher ein potentielles Ziel sein. Im IL-1-Signalweg fihrt die IRAK-2 wahrscheinlich
nur eine Adapterfunktion aus und ist teilweise redundant fur IRAK [57]. Die IRAK-M
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fungiert als negativer Regulator, indem sie die Dissoziation der IRAK/IRAK-4 von MyD88
unterbindet und somit die Interaktion der IRAK mit dem Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-
Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6) verhindert [58].

Die an den IL-1RI rekrutierte IRAK-4 bindet an die Intermediar-Doméane des MyD88, die
sich zwischen TIR- und DD-Doméne befindet. Somit kommt die IRAK-4 in unmittelbare
Nahe zur IRAK, woraufhin IRAK-4 die IRAK phosphoryliert [47]. Diese Aktivierung lost
eine Autophosphorylierung der IRAK aus, was zu einer ausgepragten Verschiebung des
apparenten Molekulargewichtes der IRAK bis auf 100 kD fihrt [42,59]. IRAK-Hyper-
phosphorylierung fuhrt zur Dissoziation von Tollip [36] und zur erhdhten Affinitat des
ebenfalls IL-1-abhangig IL-1RI-assoziierten TRAF6 [60]. TRAF6 (60 kD) ist ein Mitglied
der TRAF-Familie, die Zytokin-Signalwege vermittelt [61]. IRAK-2 bindet Uber MyD88 an
den IL-1RI [48]. Der Aufbau des IL-1RI-Komplexes ist in Abb. 1 dargestellt.

8 TR
IL-1 DD

IL-1RI
e IL-1RACP

Abb. 1: Aufbau des IL-1RI-Komplexes

IL-1 bindet an den IL-1RI, der darauf mit dem IL-1RAcP dimerisiert. MyD88 assoziiert Uber die
Toll/Interleukin-1 Rezeptor (TIR) -Doméne an das Heterodimer. Der Tollip/IRAK-Komplex und
IRAK-2 werden an den Rezeptor rekrutiert, wobei IRAK und MyD88 uber deren Death-Doménen
(DD) interagieren. Rekrutierte IRAK-4 bindet an die Intermediar-Doméane des MyD88 und initiiert
die Phosphorylierung der IRAK. An den IL-1RI rekrutiertes TRAF6 assoziiert dann mit der
aktivierten IRAK.
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1.1.3 Signaltransduktion zur Aktivierung von NF- kB

Pellinol, 2 und 3 (46 - 51 kD) interagieren nach IL-1-Stimulation mit dem dissoziierten
IRAK/IRAK-4/TRAF6-Komplex [62-64]. Pellinol und 2 sind fir die NF-kB-Aktivierung im
TLR4- und IL-1-Signalweg notwendig [62,63]. Pellino3 hingegen aktiviert c-Jun und Elk-1,
nicht jedoch NF-kB [64]. Pellino2 wirkt als physiologisches Substrat der IRAK und IRAK-4
[65]. Da alle drei Proteine keine enzymatische Funktion aufweisen, agieren sie vermutlich

als Hilfsprotein und erleichtern die Freisetzung der phosphorylierten IRAK vom Rezeptor.

Der freigesetzte IRAK/IRAK-4/TRAF6-Komplex trifft auf dem pra-assoziierten, membran-
gebundenen Komplex aus TGF-B-aktivierter Kinase 1 (TAK1) und den zwei Binde-
proteinen TAB1 und TAB2 [66]. TAK1 gehoért zur Mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAPK) Kinase Kinase Familie [67]. Als Adapter verbindet TAB2 TAK1 mit TRAF6 und
erleichtert somit die Aktivierung von TAK1 [68]. TAB1 verstarkt ebenfalls die Kinase-
Aktivitdt von TAK1 [69]. Nach Autophosphorylierung von TAK1 [70] folgt die Dissoziation
des TRAF6/TAKL/TABL1/TAB2-Komplexes von der Membran. Transloziertes TRAF6 wirkt
durch Interaktion mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym 13 (Ubc13) als eine E3 Ubi-
quitinligase [71]. Der TAK1-Komplex wird durch Assoziation mit dem Ubcl3/TRAF6
Komplex aktiviert [72], was zur Aktivierung der IkB-Kinasen (IKK) als auch der Kinasen
des MAPK-Signalweges fuhrt [73].

Aktivierte TAK1 phosphoryliert die IKKa (IKK1) und IKKB (IKK2), die katalytischen
Untereinheiten des IKK-Komplexes [74]. Daneben gehort die regulatorische Untereinheit
IKKy, auch bekannt als NF-kB-essentieller Modulator (NEMO), zum IKK-Komplex [75]. Die
aktivierte IKK phosphoryliert den Inhibitor des NF-kBs (IkB), was eine Demaskierung der
nuklearen Lokalisationssequenz im NF-kB verursacht. IkB wird darauf ubiquitinyliert und
Uber das Proteasom degradiert [76,77]. Das freigesetzte NF-kB transloziert in den
Zellkern, bindet an seine Konsensussequenz (5-GGGRNNYYCC-3’) und aktiviert die
Transkription einer Vielzahl von Genen [78]. NF-kB besteht aus funf Mitgliedern, p50, p62,
p65 (RelA), c-Rel und RelB. Sie bilden Homo- und Heterodimere, wobei das p50/p65-

Dimer die verbreiteste Form des NF-kB ist.

Phosphorylierte IRAK an der Membran unterliegt der Ubiquitinierung und anschlieRender
Degradierung durch das Proteasom [79] oder der Translokation in den Zellkern [80]. Im
Cytosol interagiert die IRAK IL-1-abhangig mit NEMO, wobei die Funktion dieser
Interaktion noch nicht aufgeklart ist [81]. Die Signaltransduktion nach Bildung des IL-1RI-

Komplexes bis zur Induktion von NF-kB-Zielgenen ist in Abb. 2 veranschaulicht.
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Abb. 2: Signaltransduktion vom IL-1RI-Komplex zu NF- KB

Der IRAK/IRAK-4/TRAF6-Komplex dissoziiert vom IL-1RI-Komplex und bindet den pra-assoziierten
Komplex TAK1/TAB1/TAB2 an der Membran. Phosphorylierte TAK1 dissoziiert ins Cytosol und
aktiviert den IKK-Komplex. IKK phosphoryliert den Inhibitor IkB, der darauf degradiert wird. NF-kB
transloziert in den Zellkern, bindet an sein responsives Element und aktiviert die Transkription
seiner Zielgene. IRAK wird Uiber das Proteasom degradiert oder transloziert in den Zellkern.

1.1.4 NF-kB-aktivierte Genexpression

NF-kB wird durch eine Vielfalt von Stimuli aktiviert, wie inflammatorische Zytokine (IL-1,
IL-18), Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF), bakterielle (Lipopolysaccharid (LPS)) und virale
Komponenten (dsRNA). Aktiviertes NF-kB induziert die Transkription von Genen, die an
der Kontrolle der Zellproliferation und Apoptose sowie der Entziindungs- und Immun-
antwort beteiligt sind. Das kdnnen z. B. Zytokine (IL-2, TNF, Interferone), Wachstums-
faktoren (EGF, FGF), Zelladh&asionsmolekule (ICAM, VCAM) und Akut-Phase-Proteine
(Angiotensinogen, Fibrinogen) sein. Weiterhin reguliert NF-kB die Entwicklung des

Immunsystems, besonders die Entwicklung und Proliferation von B- und T-Zellen [82-85].
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NF-kB ist aber auch in der Pathogenese von Krankheiten involviert wie Atherosklerose,
Asthma, AIDS, septischer Schock, rheumatoider Arthritis und entzindlichen Darm-
erkrankungen [86].

Aktiviertes NF-kB ist ein Marker im humanen rheumatoiden Arthritis-Synovium [87]. Das
Synovium, eine dinne Gewebsschicht, die den Gelenkraum auskleidet, erzeugt im
aktiven Krankheitsstadium nicht genug Antagonisten, um die Effekte von IL-1 zu
inhibieren. Diese gesteigerte IL-1-Produktion fuhrt zur vermehrten Osteoklastenbildung
und schlief3lich zur Knochenresorption [88].

Ulcerative Colitis und Morbus Crohn sind entziindliche Darmerkrankungen, die durch
infiltrative Lasionen der Darmwand charakterisiert sind. Die Aktivierung von NF-kB in allen
Schichten der entziindeten Areale der Crohn’s Krankheit und der Einsatz von NFkB-Inhi-
bitoren (Corticosteroide) bei Behandlung von entziindlichen Darmerkrankungen beweisen,

dass NF-kB an der Pathogenese dieser Krankheiten beteiligt ist [89,90].

1.1.5 Homologe Signaltransduktionen zum IL-1RI-Syst em

Der IL-1-Signalweg in S&augetieren ist ahnlich zu dem Toll-Signalweg in Drosophila. Toll
zeigt Sequenzhomologie mit der cytoplasmatischen Doméne des IL-1RI [91] und induziert
die Aktivierung von Dorsal (homolog zu NF-kB) [92]. Die Aktivierung von Dorsal wird
durch den extrazellularen Liganden Spatzle (IL-1-Homolog) initiiert [93], der an den
Rezeptor Toll bindet. Uber das Adapterprotein Tube (homolog zu MyD88) und der
Proteinkinase Pelle (IRAK-Homolog) wird Dorsal aktiviert [94]. Die IRAK zeigt Sequenz-
homologie zur Kinase-Doméne von Pelle [42,95]. Pellino wurde urspringlich als ein mit
Pelle-assoziiertes Molekil in Drosophila identifiziert [96]. Das dem IkB-entsprechende
Inhibitorprotein wird als Cactus bezeichnet. Dorsal reguliert die Genexpression fur die
Ausbildung der dorsoventralen Polaritat des Drosophila-Embryos [95]. In adulten Tieren

ist der Toll-Signalweg fur die Immunantwort auf fungalen Befall hin verantwortlich [97].

Zum Toll-Rezeptor der Drosophila sind mittlerweile 13 strukturverwandte humane Toll-like
Rezeptoren (TLR) bekannt [22]. Durch Erkennung spezifischer pathogener Produkte
(PAMPS) spielen sie eine essentielle Rolle in der Aktivierung der angeborenen Immunitét
[98]. Die extrazellulare Doméane der TLRs enthalt 19-25 Tandemkopien einer Leucin-
reichen Wiederholungssequenz (LRR), die direkt in die Erkennung von verschiedenen
Pathogenen involviert ist (Ubersicht in [22]). TLR1 und TLR6 erfassen mikrobielle
Lipopeptide. TLR2 und TLR4 antworten auf Komponenten von Zellwdnden Gram-positiver
bzw. Gram-negativer Bakterien. TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 erkennen Nukleinsaure-
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ahnliche Strukturen, wie dsRNA, ssRNA bzw. bakterielle DNA. TLR5 vermittelt die
Induktion der Immunantwort durch bakterielle Flagelline und TLR11 durch Erkennung von
uropathogenen Bakterien. Die nattrlichen Liganden der TLRs 10, 12 und 13 sind bis jetzt
nicht bekannt. Die subzellulare Lokalisation der TLRs korreliert mit einigen Ausnahmen
mit den molekularen Mustern ihrer Liganden. TLR1, TLR2 und TLR4 sind auf der
Zelloberflache lokalisiert, wohingegen TLR7 und TLR9 in endosomalen/lysosomalen
Kompartimenten vorkommen [99,100]. Nach Ligandenbindung interagieren TLRs mit
spezifischen TIR-domé&nen enthaltenden Adapterproteinen und der Kinase IRAK, was
letztendlich zur Aktivierung von NF-kB oder dem IFN-regulatorischen Faktor 3 (IRF-3)
fuhrt [22].

Das zum IL-1 verwandte proinflammatorische Zytokin IL-18 ist auch als IFN-y-induzie-
render Faktor bekannt. IL-18 vermittelt seine Immunantwort Uber den IL-18-Rezeptor
[101], der aufgrund seiner Homologie zum IL-1R zun&chst als IL-1Rrp (IL-1R related
protein) bezeichnet wurde [102]. In Analogie zum IL-1RI-System formt bei der IL-18-
Signaltransduktion der ligandengebundene IL-18R mit dem Co-rezeptor IL-18RACP ein
Heterodimer. An diesen Komplex bindet die IRAK und schlie3lich wird NF-kB aktiviert
(Ubersicht in [103]). Ein losliches IL-18-Bindungsprotein unterdriickt die Signaltrans-
duktion durch Abfangen des Liganden [104].

1.2  Mechanismen der Redoxregulation

Der Redoxstatus ist ein wichtiger Regulator der Signaltransduktion und Genexpression
der Zelle. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden transient auf Wachstumsfaktoren-
oder Zytokin-Stimulus hin produziert. Sie agieren in geringen, physiologischen Konzen-
trationen als Mediatoren in Prozessen der Immunantwort, Zellproliferation, Entziindung,
Metabolismus, Alterung und Zelltod. Dagegen fihrt eine Ubermaflige ROS-Produktion
zum oxidativen Stress, der durch Schadigung von Membranen, Proteinen, Lipiden und
DNA charakterisiert ist [105].

1.2.1 Generierung und Reduktion von reaktiven Sauer  stoffspezies

Zu den ROS zahlen Hydroperoxide (H,O,, ROOH) und freie Sauerstoffradikale wie das
Superoxidanion (O,"). Die Hauptquelle fir O, ist die NADPH-Oxidase [106,107]. Sie
liefert auch indirekt Hydroperoxid, da O, durch die Superoxiddismutase (SOD) zu H,0,
und Sauerstoff dismutiert wird: 20, + 2H" - H,0, + O,. Der membranassoziierte Enzym-
komplex der NADPH-Oxidase katalysiert die 1-Elektronen-Reduktion von O, mit NADPH
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als Elektronendonator: NADPH + 20, — NADP* + H" + 20,"". In Phagozyten formiert sich
der NADPH-Oxidase-Komplex erst nach Stimulus und die gebildeten ROS werden in den
Extrazellularraum abgegeben. Die endotheliale NADPH-Oxidase ist hingegen konstitutiv
aktiv und ROS werden in den intrazellularen Raum freisetzt [106]. Die phagozytére
NADPH-Oxidase besteht aus dem membranstandigen Cytochrom bssg, einem Hetero-
dimer aus den Glycoproteinen gp91°"* (Nox-2) und p22°"* und den Elektronen-
iibertragern Flavin und Ham. Nach Stimulation u. a. mit Zytokinen wird p47°"* von der
Proteinkinase C phosphoryliert und formt mit p67°"* einen Komplex. Beide Untereinheiten
werden mit p40°" und dem kleinen GTP-bindenen Protein Rac an die Membran rekrutiert
und bilden den aktiven Enzymkomplex [108]. Die NADPH-Oxidase von nicht-
phagozytaren Zellen hat den gleichen Aufbau mit entsprechenden gp91”"*-Homologen
Nox 1, 3, 4 oder 5 und Doux 1 oder 2 [109].

Neben NADPH-Oxidasen sind Lipoxygenasen (LOX) und Cyclooxygenasen (COX)
Hydroperoxid-produzierende Enzyme. LOX generieren Hydroperoxide durch Einbau von
O, in z. B. Arachidonséaure oder Linolensdure [110]. COX synthetisieren das Hydroperoxid
Prostaglandin G2, das nachfolgend zu weiteren Prostaglandinen, Prostacyclinen und

Thromboxanen umgewandelt wird [111].

Zellen haben unterschiedliche Méglichkeiten mit ROS zu reagieren. Die SOD dismutiert
0, zu H,0,, welches peroxisomal durch die Katalase zu H,O und O, umgesetzt wird.
Cytosolische Hydroperoxide werden durch Peroxiredoxine (Prx) und Glutathion-
peroxidasen (GPXx) reduziert. Prx, die ein oder zwei Cysteine im aktiven Zentrum besitzen,
werden durch Thioredoxin (Trx) regeneriert [112]. Die Funktion von GPx ist die Reduktion
von Hydroperoxiden unter Oxidation von Glutathion (GSH) zu Glutathiondisulfid (GSSG)
[113]. GSH wird durch die Glutathion-Reduktase (GR) erneuert.

1.2.2 Modifikation von Proteinthiolen

ROS beeinflussen Signalkaskaden durch Oxidation von reaktiven Cysteinresten in
Proteinen. Unter physiologischen Bedingungen sind die meisten Cysteine in der
protonierten Form (SH) vorhanden. Der pK-Wert des freien Cysteins liegt bei 8,3,
wohingegen der pK-Wert auf 8,8 - 9,1 erhoht ist, wenn Cysteine Bestandteile von
Proteinen sind. Durch benachbarte basische Aminosauren wie Lysin, Arginin und Histidin
verringert sich der pK-Wert des Cysteins und es liegt dann als reaktives Thiolat (S7) vor.
Cysteine im reduzierten Status (SH und S°) sind leichte Ziele von Modifikationen durch
ROS oder elektrophile Substanzen. ROS mit hoher Reaktivitat wie ‘OH oder RO’

verursachen irreversible Modifikationen von Proteinen. Hydroperoxide wie H,O, oder
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ROOH modifizieren hingegen Proteinthiole reversibel. Eine direkte Oxidation von
reaktiven Thiolgruppen durch ROOH bildet Sulfenséduren (1), was am Beispiel von
Proteintyrosin-Phosphatasen gezeigt ist [114]. In Abwesenheit von GSH fihrt eine
anschlieBende Oxidation irreversibel zur Sulfinsédure (2) oder Sulfonséure (3) [115]. Durch
reversible S-Glutathionylierung der Sulfensaure durch GSH (4) oder Thiolen mittels GSSG

werden Proteine hingegen vor irreversibler Oxidation geschitzt (5) [116].

(1) Prot-SH + ROOH - Prot-SOH + ROH
(2) Prot-SOH + Oxidans - Prot-SO,H
(3) Prot-SO,H + Oxidans - Prot-SOzH
(4) Prot-SOH + R'SH - Prot-S-SR’ + H,0O
(5) Prot-SH + GSSG < Prot-S-SG + GSH

Thiolreduktasen wie Trx und Glutaredoxin (Grx) reduzieren Protein-Disulfide [117]. Grx
katalysiert Reaktionen nicht nur Uber einen Dithiol-Mechanismus, wie es Trx macht,
sondern auch Uber einen Monothiol-Mechanismus. Dieser findet bei der Reduktion von
glutathionylierten Proteinen statt (= Deglutathionylierung). Oxidiertes Trx bendtigt zur
Regeneration die Thioredoxin-Reduktase (TrxR) und NADPH. Oxidiertes Grx wird durch
GSH reduziert, wobei entstehendes GSSG durch die NADPH-abhéngige GR regeneriert
wird.

Eine Modifzierung von Proteinthiolen findet ebenfalls durch Prx und GPx statt. Prx
reagieren mit Proteinen des CXXC-Motivs [112]. Die Phospholipid-Hydroperoxid-GPx
(PHGPx) agiert als Thioloxidase durch Vernetzung mit sich selbst oder mit anderen

Proteinen unter Verwendung von Hydroperoxiden [118].

Eine Vielzahl von Proteinen wird durch Redoxprozesse reguliert. Eine Modifikation der
Thiole der p50-Untereinheit von NF-kB durch Glutathionylierung [119], Oxidation oder
Alkylierung [120] beeintrachtigt die DNA-Bindefahigkeit. Durch Oxidation von Cystein-
resten im katalytischen Zentrum werden Tyrosin-Phosphatasen gehemmt [121,122]. Nach
H,O,- oder Menadion-Behandlung wurden u. a. Cytoskelett-Proteine wie Actin glutathio-

nyliert und somit vor irreversibler Oxidation geschuitzt [123,124].

1.2.3 Wirkungen von thiolmodifizierenden Substanzen

Cysteine reagieren mit ROS, ebenso wie mit Metallen und thiolspezifischen Agenzien. Die
in dieser Arbeit verwendeten thiolmodifizierenden Substanzen werden hinsichtlich der

Mechanismen ihrer Reaktion mit Thiolen vorgestellt.
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1.2.3.1 Menadion, Phenylarsinoxid, Diamid und Pyrrolidindithiocarbamat

Menadion (MD), Phenylarsinoxid (PAO), Diamid (DA) und Pyrrolidindithiocarbamat
(PDTC) sind synthetische Substanzen (Abb. 3), die auf verschiedenen Wegen den

Redoxstatus der Zelle beeinflussen.

0]
CH, As =0

O N

Menadion (MD) Phenylarsinoxid (PAO) S)\ sH

o o Pyrrolidindithio-
CHa i n CHs carbamat (PDTC)
/N—C—N=N—c—N\ Diamid (DA)
CH;, CH,
Abb. 3: Strukturformeln von Menadion, Phenylarsinoxid, Diamid und Pyrr olidindithio-

carbamat

Menadion (MD, Vitamin Kj) ist ein Chinon und agiert intrazellular sowohl durch direkte
Proteinmadifikation als auch durch Redoxcycling. Die direkte Reaktion von MD mit
Proteinen erfolgt durch Arylierung reaktiver Thiole [125]. Beim Redoxcycling sind zwei
Wege bekannt. Durch einen 1-Elektronen-Transfer mittels Cytochrom P450 Enzyme wird
MD zum Semichinonradikal reduziert. Das Semichinonradikal transferiert anschliel3end
Elektronen auf O,, wobei O,"~ und reoxidiertes Chinon entstehen [126]. Die 2-Elektronen-
Reduktion, die durch die NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase (NQO1) katalysiert wird, fiihrt
zur Bildung des Hydrochinons. Durch extrazellulare Autoxidation des Hydrochinons zum
Chinon generiert MD ROS [127].

Phenylarsinoxid (PAO) ist eine dreiwertige Arsen-Verbindung, die speziell mit vicinalen
Thiolen Dithioarsinderivate bildet und eine geringere Affinitat zu Monothiolen hat [128].
PAQO ist ein spezifischer Inhibitor von Protein-Tyrosin-Phosphatasen, der essentielle
vicinale SH-Gruppen im katalytischen Zentrum der betreffenden Enzyme blockiert [129].
Der inhibitorische Effekt von PAO ist nur durch starke Reduktionsmittel reversibel, die
vicinale Thiole wie Dithiothreitol (DTT) oder Dimercaptopropanol (DMP) enthalten
[130,131].

12
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Diamid (DA) ist eine Diazocarbonylverbindung und reagiert mit Thiolatanionen. Es formiert
je nach Reaktionspartner oxidiertes Glutathion (GSSG), gemischte Disulfide zwischen
GSH und Proteinen oder Disulfide mit niedermolekularen Thiolen, wobei DA vorrangig mit

GSH reagiert und nur langsam mit Proteinthiolen [132].

Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) ist ein starker Metallchelator [133] und hemmt einerseits
metallabhangige Enzyme und andererseits Enzyme mit essentiellen SH-Gruppen. Dies
geschieht durch kovalente Interaktion von PDTC mit freien Thiolen unter Ausbildung
gemischter Disulfide [134]. Friiher wurde PDTC als Antioxidans betrachtet, da es die TNF-
oder IL-1-abhangige Aktivierung von NF-kB inhibierte [135]. PDTC bt aber vielmehr
prooxidative Effekte aus. Es depletiert den GSH-Gehalt durch Oxidation des GSH zu
GSSG und erhéht somit den zellularen GSSG-Gehalt [133,136].

1.2.3.2 Curcumin

Im Gegensatz zu den bereits vorgestellten synthetischen Agenzien ist Curcumin
(Diferuloylmethan) (Abb. 4) eine Substanz pflanzlichen Ursprungs. Die Gelbwurz
(Curcuma longa) enthalt neben Turmerin (wasserlosliches Peptid), &therische Ole
(Turmerone, Atlantone, Zingiberene) auch Curcuminoide (gelbe Pigmente). Curcuminoide
sind aus der Wurzel gewonnene polyphenolische Verbindungen, von denen Curcumin die
aktivste Komponente darstellt. Vor allem ist Curcumin fiir seine antikanzerogenen
Wirkungen bekannt, indem es in verschiedenen Krebszelllinien die Proliferation inhibiert
und Apoptose induziert [137]. Durch die a, B-ungesattigte Carbonylgruppe ist Curcumin
elektrophil und somit in der Lage, Thiole zu modifizieren [138]. Uber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nrf2 induziert es die Expression von antioxidativen und/oder

detoxifizierenden Phase-II-Enzymen wie z. B. der Hamoxygenase-1 (HO-1) [139].

CH,0 ﬁ (I? OCH, ﬁ
HO—@— CH=CH—C—CH-c—CH=CH—©—OH IINANAN
3 H,C NCS
Curcumin Sulforaphan

Abb. 4: Strukturformeln von Curcumin und Sulforapha n
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1.2.3.3 Sulforaphan

Sulforaphan (Abb. 4) ist ein Isothiocyanat (ITC) und als Glucosinolat (Glucoraphanin)
Bestandteil des Broccolis. Durch eine enzymatische Reaktion der pflanzenspezifischen
Myrosinase oder der Darmflora wird die Glucose abgespalten und Sulforaphan
freigesetzt. Sulforaphan kann durch das elektrophile C-Atom der —-N=C=S-Gruppe mit
verschiedenen Thiolen konjugieren, vorwiegend mit zellularem GSH, das zur Bildung von
Dithiocarbamaten fiihrt. Chemopraventive Wirkungen von ITC sind (i) die Inhibition der
metabolischen Aktivierung von Karzinogenen durch Cytochrom P450s (Phase-l) und
(ii) die Induktion von Phase-II-Enzymen (Ubersicht in [140]). Die Induktion von Phase-II-
Enzymen wird durch das ARE (antioxidant response element) vermittelt, welches durch
Nrf2 reguliert wird. Sulforaphan modifiziert Thiole des Nrf2-inhibitorischen Proteins Keap1,
was zur Inhibition der Keapl-abhangigen Degradierung von Nrf2, somit zu dessen

Stabilisierung und zur nuklearen Translokation fihrt [141,142].

1.2.4 Modulation proinflammatorischer Signalkaskade n

Die Art von ROS, die durch IL-1-Stimulation produziert werden, hangt vom Zelltyp ab. IL-1
generiert in Neutrophilen durch Aktivierung der phagozytaren NADPH-Oxidase O, und
dadurch eine oxidative Explosion (oxidative burst) [143]. Stimulationen von lymphoiden
oder Astrogliazellen mit IL-1 fuhren durch die 5-Lipoxygenase zur O, -Produktion
[144,145]. Eine kontinuierliche Produktion von geringen O, -Mengen werden in IL-1-
stimulierten Endothel- [146], Fibroblast- [147] und glatten Muskel-Zellen [148] detektiert.
Die Notwendigkeit der ROS fiir die Signaltransduktion wurde durch Inhibition der ROS-
Generierung ermittelt. Die Folge war eine vollstindige Blockade von stimulations-

abhangigen Signalen [149].

Die Beteiligung von reduzierten Thiolen an intermediaren Ereignissen der IL-1-
Signalkaskade wie die Aktivierung der IKK und spéaten Prozessen wie die Expression von
NF-kB-Zielgenen wurde durch thiolmodifizierende Substanzen gezeigt. Die IL-1- oder
TNF-a-induzierte Aktivierung der IKK wird durch direkte Oxidation von Cysteinresten im
IKK-Komplex durch H,O, gehemmt [150]. Thiolreduzierende Agenzien (NAC, DTT, B-ME)
steigern die IL-1- und TNF-a-abhangige Aktivierung von NF-kB, wohingegen thiol-
oxidierende oder alkylierende Substanzen (DA, NEM, DEM, CDNB) einen inhibitorischen
Effekt zeigen [151]. MD oder PAO inhibieren ebenfalls die IL-1-vermittelte Aktivierung von
NF-kB [152]. Die IL-1- und TNF-a-vermittelte Expression von E-Selektin wird durch
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1 Einleitung

Vorbehandlung von HUVEC-Zellen mit thiolmodifizierenden/thioloxidierenden Agenzien
wie DA, PAO, NEM oder Diethylmaleat inhibiert [131].

Die nahrungsrelevanten Substanzen Curcumin und Sulforaphan sind bekannt fur ihre
entzindungshemmenden Effekte, die auf der Ebene von intermedidren und spéaten
Ereignissen proinflammatorischer Signalkaskaden untersucht worden sind. Der antiinflam-
matorische Effekt von Curcumin zeigt sich in der Inhibition der Aktivierung der IKK, damit
der NF-kB-Aktivierung und letztendlich der Expression von interzellularem Adhasions-
molekil 1 (ICAM-1) oder COX-2 [153-156]. Sulforaphan hemmt die LPS-vermittelte Phos-
phorylierung von kB und Aktivierung von NF-kB [157]. Die LPS-induzierte Expression der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS)- und COX-2 [158] und die LPS-abhangige Produktion
und Ausschittung von TNF-a, IL-1B3, IL-6 und NO [159] sind ebenfalls in Sulforaphan-
behandelten Macrophagen oder Gliazellen blockiert. Bis heute liegen keine Daten vor, die
sich mit dem Einfluss von Curcumin oder Sulforaphan auf friilhe Ereignisse proinflamma-

torischer Signalkaskaden beschaftigten.

1.3  Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollten mdgliche redoxsensitive Proteine am IL-1RI ermittelt
und redoxaktive Substanzen auf ihre Wirksamkeit getestet werden, Ereignisse am IL-1RI
durch Anderung des zellularen Redoxstatus oder durch direkte Proteinmodifikation zu
beeinflussen. Vorausgehende Untersuchungen zeigten, dass durch thiomodifizierende
Agenzien intermediare und spéte Ereignisse der IL-1-Signalkaskade inhibiert sind. Somit
wurde eine Blockierung der Signaltransduktion oberhalb von IKK vermutet. Der Ansatz-
punkt hierfir war eine frihere Arbeit, in der Aktivierungen IL-1RI-assoziierter Kinasen
durch MD, PAO, DA oder PDTC in EL-4- [152] und ECV-Zellen [160] gehemmt wurden.
Eine transiente Kinase des IL-1RI-Komplexes ist die IRAK, die insofern als mdgliches Ziel
von Interesse war. Als Zellmodell standen EL-4-Zellen mit stabil Gberexprimierter IRAK
(EL-4"* zur Verfiigung. Folgende Aufgaben sollten bearbeitet werden:
(i) Die ldentifikation von Proteinen mit freien Thiolen am IL-1RI und die Ermitt-
lung von weiteren rezeptorgebundenen Proteinen.
(i)  Die Ursache der Hemmung der Aktivierung IL-1RI-assoziierter Kinasen durch
MD, PAO, DA und PDTC.
(i)  Die Wirkung nahrungsrelevanter und redoxaktiver Substanzen auf die Bildung
des IL-1RI-Komplexes als ein friihes Ereignis. Die daraus erzielten Ergebnisse

sollten so ihre beobachteten antiinflammatorischen Effekte erklaren.
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2 Methoden

2.1  Zellkultur

2.1.1 Kultivierung von Zellen

Folgende Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet:
e CaCo-2: humane epitheliale Colonkarzinomzelllinie
* EL-4 6.1: murine Thymomzelllinie
+ EL-4"* EL-4 6.1 stabil transfizierte Einzellklone, welche die humane IRAK iber-
exprimieren (zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. M. U. Matrtin, Universitat Giel3en)
« EVC 304: humane epitheliale Harnblasenkarzinomzelllinie
« HepG2: humane epitheliale Leberkarzinomzelllinie.
Die Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37C in 95% gesattigter Wasserdampf-
Atmosphéare und 5% CO, kultiviert.

2.1.1.1 EL-4- und EL-4""%_Zellen

Die Suspensionszelllinien EL-4 und EL-47¢

wurden alle zwei bis drei Tage in T75-
Zellkulturflaschen (Nunc) passagiert, um eine Zelldichte von 0,5 bis 1x10° Zellen/ml zu
erhalten. Die Aussaat erfolgte in T175-Zellkulturflaschen fir zwei bis drei Tage. Zur
Selektion der stabil transfizierten Klone der EL-4™*%-Zelllinie wurde dem Medium
400 pg/ml G418 (Calbiochem) hinzugefugt.
e Kultivierungsmedium: RPMI 1640 (Invitrogen), 5% FCS (Biochrom), 2 mM
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0,5 x nichtessentielle
Aminoséauren, 0,5 mM Pyruvat (alles von Invitrogen) und 50 uM [3-Mercaptoethanol

(Roth), pH 7,1, steril filtriert

2.1.1.2 CaCo-2-, ECV- und HepG2-Zellen

Diese adharenten Zelllinien wurden alle drei bis vier Tage zur Erhaltung in T175-
Zellkulturflaschen passagiert. Zum Umsetzen der Zellen wurde das Medium abgegossen,
der Zellrasen mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA-LGsung im Brutschrank 5 min
inkubiert. Der Prozess wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt. Die
trypsinierten Zellen wurden zentrifugiert (200 g, 8 min, RT) und mit Medium resuspendiert.

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in der gewlinschten Dichte ausgesét.
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e Kultivierungsmedium CaCo-2-Zellen: DMEM high glucose, 10% FCS, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 1 x nichtessentielle Aminosauren (alles von
Invitrogen), pH 7,3, steril filtriert

e Kultivierungsmedium ECV-Zellen: M199 (Biochrom), 5% FCS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin (alles von Invitrogen) und 5 mM Hepes, pH 7,4, steril
filtriert

e Kultivierungsmedium HepG2-Zellen: RPMI 1640, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin (alles von Invitrogen), pH 7,1, steril
filtriert

e Trypsin-EDTA-LOsung: 0,05% Trypsin (Biochrom) und 0,02% EDTA (Sigma) in
PBS, pH 7,4, steril filtriert

 PBS: 14 mM NaCl, 1 mM Na,HPO,4 x 2H,0, 0,3 mM KH,POy,, pH 7,4, autoklaviert

2.1.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 1x10’ Zellen in 1 ml Einfriermedium (Kultivierungsmedium mit
20% FCS und 10% DMSO (Sigma)) resuspendiert, in Cryordhrchen (Roth) Gberfuhrt und
in einem Behélter, der Isopropanol enthielt, bei -80C Uber Nacht eingefroren (Einfrier-
geschwindigkeit: 1C/min). Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgte in flissigen
Stickstoff. Die Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37C aufgetaut, in erwarmtes
Kultivierungsmedium dberfuhrt und zentrifugiert (200 g, 8 min, RT). Das Zellpellet wurde

in Kultivierungsmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen tGberfinhrt.

2.1.2 Zellzahlbestimmung und Vitalitatstests

2.1.2.1 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde 1:2 mit Trypanblau-Losung verdinnt und die
Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Vitale Zellen nehmen den Farbstoff
Trypanblau nicht auf, fir den die intakte Plasmamembran eine undurchdringliche Barriere
darstellt. Tote Zelle hingegen weisen Ldcher in der Plasmamembran auf, der blaue
Farbstoff diffundiert in das Innere der Zelle und farbt sie blau.

e Trypanblau-Lésung: Trypanblau (0,4%, Sigma) 1:3 mit PBS verdinnt
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2.1.2.2 Neutralrot-Test

Neutralrot ist ein wasserldslicher, basischer Farbstoff, der Uber Diffusion in die
Lysosomen intakter Zellen aufgenommen wird. Schadigungen der Zellmembran und der
lysosomalen Membran verursachen eine verringerte Farbstofffixierung. Die vor-
behandelten Zellen wurden mit der Neutralrot-Losung resuspendiert und in eine 96-well
Platte (200 pl/well) fir 3 h ausgesét. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit
Lysepuffer (100 pl/well) 30 min schittelnd lysiert und die Extinktion bei 550 nm
(Referenzwellenldnge 690 nm) ermittelt.

¢ Neutralrot-Losung: Neutralrot (0,4%, Sigma) 1:50 mit RPMI 1640 Medium

verdinnt

* Lysepuffer: 50% Ethanol, 1% Essigsaure

2.1.23 MTT-Test

Der Einfluss von Substanzen auf die Proliferationsrate von Zellen wurde durch Messung
der Aktivitditen mitochondrialer Dehydrogenasen bestimmt. Diese Methode beruht auf der
enzymatischen Reduktion des loslichen, gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3,(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) zu einem blauen, unléslichen Formazan, die
nur in lebenden Zellen ablauft. Die EL-4-Zellsuspension wurde mit Sulforaphan
vorinkubiert und anschlieRend in eine 96-well Platte (200 ul/well) pipettiert. Nach Aussaat
in einer 96-well Platte fir 24 h wurden CaCo-2-Zellen mit Sulforaphan behandelt.
MTT-L6sung (20 ul/well) wurde hinzugegeben und 40 min bei 37<C inkubiert. Das Medium
wurde entfernt, die Zellen 10 min schiittelnd mit Lysepuffer (100 ul/well) lysiert und die
Extinktion bei 550 nm (Referenzwellenlédnge 690 nm) gemessen.
e  MTT-L6sung: 5 mg/ml MTT (Sigma) in PBS gel6st

* Lysepuffer: 95% Isopropanol, 5% Ameisensaure

2.1.3 Vorinkubation der Zellen mit thiolmodifiziere nden Agenzien und IL-1-Stimu-

lation

2.1.3.1 Vorinkubation der Zellen mit MD, PAO, DA, PDTC, Curcumin

2x10" EL-4"*%-Zellen wurden in 25 ml (10 ml bei Curcumin) serumfreien Kultivierungs-
medium aufgenommen und mit der jeweiligen Substanz (alle von Sigma) oder dem
entsprechenden Lésungsmittel bei 37<C fur die angeg ebene Zeit im Brutschrank inkubiert.

Danach wurde das Uberschissige Agens durch Zentrifugieren (200 g, 8 min, RT) entfernt
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und das Zellpellet fur eine anschlieRende IL-1-Stimulation in serumfreien Medium aufge-
nommen.

¢ MD (15 min): 125 mM Stammlésung in DMF (Sigma), final 50 uM

« PAO (30 min): 12,5 mM Stammlésung in DMSO, final 1 uM

e DA (45 min): 500 mM Stammldsung in H,0O, final 500 uM

e PDTC (30 min): 100 mM Stammldsung in H,O, final 100 uM

e Curcumin (15 min): 20 mM Stammldsung in Ethanol, final 1 - 50 uM

2.1.3.2 Vorbehandlung der Zellen mit Sulforaphan
0,8x10° EL-4- oder EL-4"*-Zellen/ml wurden in serumfreien Medium aufgenommen und
mit Sulforaphan (Alexis) im Brutschrank inkubiert (4 - 24 h). Anschlieend wurde das
Uberschissige Sulforaphan durch Zentrifugation (200g, 8 min, 4C) der Zellen entfernt,
die Zellen lysiert (Proteinnachweis) oder die RNA isoliert.

¢ Aussaat RNA-Isolierung: 12-well Platten mit 3 ml Medium

e Aussaat Proteinnachweis: 6-well Platten mit 10 ml Medium
1x10° CaCo-2-Zellen wurden in 6-well Platten fir 3 d ausgesét und anschlieRend mit
5 uM Sulforaphan (4 - 48 h) im Brutschrank inkubiert. Die mit PBS-gewaschenen und
trypsinierten Zellen wurden fir den Proteinnachweis lysiert oder die RNA isoliert.

* Sulforaphan: 5 bzw. 15 mM Stammldsung in DMSO, final 1 - 50 uM

2.1.3.3 Stimulation der Zellen mit IL-1

2x10" EL-4- oder EL-4™**-Zellen wurden in 4 ml serumfreien Kultivierungsmedium mit
5 ng/ml rekombinantem humanem (rh)IL-13 (GBF, Braunschweig) fur 5 - 120 min bei
37T stimuliert. Die Reaktion wurde auf Eis gestoppt und Uberschissiges IL-1(3 wurde

durch zweimaliges Waschen (200 g, 8 min, 4C) mit e iskaltem PBS entfernt.

2.2 Praparation von Cytosol- und Kernfraktionen

2.2.1 Herstellung von Lysaten

2.2.1.1 EL-4- und EL-4™"*_Zellen

Eine Lyse mit milden nicht ionischen Detergenzien ermdglicht ein schonendes
Solubilisieren von Membranproteinen. Die geringe NaCl-Konzentration gewahrleistet den
Zusammenhalt des IL-1RI-Komplexes und erlaubt somit eine Untersuchung von IL-1RI-

assoziierten Proteinen. Vorbehandelte und IL-1-stimulierte Zellen wurden im eiskalten
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Lysepuffer (2x10” Zellen/ml) fir 30 min bei 4C rotierend lysiert und anschlieRend
zentrifugiert (10.000 g, 10 min, 4<T). Der Uberstand (Lysat) wurde fir Immunprazi-
pitationen weiterverwendet und das nichtsolubilisierte Kernpellet verworfen.
* Lysepuffer: 50 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 7,4, frisch zugeben: 1% Brij 97 (Sigma),
5 mM EDTA, Protease-Inhibitoren Pepstatin (1 pg/ml, Calbiochem) und Pefabloc”
(1 mM, Roth)

2.2.1.2 CaCo-2-Zellen

Im Gegensatz zu den EL-4- und EL-4"*“-Zellen wurden zellul4re Proteine aus CaCo-2-
Zellen mit dem Detergens Nonidet-P40 isoliert. Die behandelten Zellen wurden mit
500 pl/iwell RIPA-Puffer fur 15 min auf Eis lysiert. Nach der Zentrifugation (20.800 g,
15 min, 4) enthielt der Uberstand die I6slichen P roteine.
e RIPA-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 0,1% SDS (Serva), 0,5%
Natrium-Desoxycholat (Sigma), 1% Nonidet-P40 (Sigma), pH 7,8

2.2.2 Praparation von Kernextrakten

2.2.2.1 EL-4"*K_Zellen

Zur Isolierung von Kernproteinen wurden die Zellen in Cytosol- und Kernfraktion getrennt.
2x10" Zellen wurden nach Vorbehandlung und IL-1-Stimulation in 1,2 ml Lysepuffer
(0,1% Brij) fur 15 min bei 4T rotierend lysiert. Die cytosolischen Proteine wurden
abgetrennt (6.800 g, 30 sec, 4C) und das Pellet ei nmal mit 500 ul Lysepuffer gewaschen.
Die Kernproteine wurden mit 75 ul Kernextraktionspuffer durch kraftiges Resuspendieren
des Pellets von der DNA extrahiert. Nach 15 min Schutteln im Eppendorfmixer bei 4C
und Zentrifugieren (15.000 g, 5 min, 4) enthielt der Uberstand die Kernproteine.

« Kernextraktionspuffer: 20 mM Hepes, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,

pH 7,9, frisch zugeben: 1 mM DTT (Roth) und 1 mM PMSF (Sigma)

2.2.2.2 CaCo-2-Zellen

Die durch Trypsinieren geernteten 1x10° CaCo-2-Zellen wurden in 1,2 ml Homo-
genisationspuffer fir 7 min bei 4 rotierend lysie rt. Der Uberstand enthielt nach dem
Zentrifugieren (6.800 g, 1 min, 4C) die cytosolisc hen Proteine. Das Pellet wurde in 100 pl
Kernlysepuffer resuspendiert und nach Zugabe von 6,25 ul 5 M NaCl fur 30 min auf Eis

lysiert. Das Kernlysat wurde durch Zentrifugieren (20.800 g, 30 min, 4C) gewonnen.
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* Homogenisationspuffer: 10 mM Hepes, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, pH 7,9, frisch
zugegeben: 0,1 % Nonidet-P40, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF

e Kernlysepuffer: 40 mM Hepes, 400 mM KCI, 10% Glycerol, pH 7,9, frisch
zugegeben: 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF

2.2.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts von Zelllysaten und Kernextrakten erfolgte mit einer
modifizierten Methode nach Bradford [161]. 10 pl jeder Probe wurden in eine 96-well
Platte pipettiert und mit 200 ul 1:5 verdinnter Coomassie-Brilliant-Blau G-250-Farblésung
(BioRad) gemischt. Nach 15 min Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 630 nm
gemessen. Als Standardprotein zur Ermittlung der Eichgeraden wurde bovines Serum-
albumin (BSA) (BioRad) in bekannter Konzentration verwendet. Zur Bestimmung des
Proteingehalts in Zellkernen wurden Kernextrakte und BSA-Standards in 0,1 N NaOH

verdlinnt.

2.3  Immunprazipitation

Zur Anreicherung von Proteinen aus Zelllysaten oder zur Untersuchung von
Interaktionspartnern im IL-1RI-Komplex wurden entsprechende Proteine immunpra-
zipitiert. Das Lysat aus 2x10" Zellen oder 150 pg Kernextraktprotein wurden mit dem
jeweiligen Antikdrper (Tabelle 1) 1 h rotierend bei 4C inkubiert und der Immunkomplex
mit 30 ul ProteinG-Sepharose-Suspension (Amersham Biosciences) Uber Nacht bei 4C
prazipitiert. Die ProteinG-Sepharose wurde zuvor mit 0,5% BSA (Sigma) in Lysepuffer
gewaschen (960 g, 5 min, 4C), um unspezifische Bindungstellen zu blockieren, und
anschliel3end 1:2 mit Lysepuffer verdinnt (= ProteinG-Sepharose-Suspension).
e Lysepuffer; 50 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 7,4

_— . . Menge an
Antikorper (AK) Spezies Firma AK [ug]
IL-1RI Ratte BD Pharmingen 1,00
IRAK Kaninchen Biomol (Upstate) 0,35
MyD88 (H-296) Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1,00
Tollip Ratte Alexis 0,25
Tropomyosin (E-17) | Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1,00

Tabelle 1: Verwendete Antikorper fur die Immunprazi  pitation
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2.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.4.1 Eindimensionale Gelelektrophorese

Proteine aus Lysaten oder Immunprézipitaten wurden mit der diskontinuierlichen Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli aufgetrennt
[162]. Zur Auftrennung wurde zuerst in die Minigelkammer (Biometra) ein 1 mm 7,5 -
12,5%iges Trenngel und anschlieBend ein 5%iges Sammelgel gegossen. Die in 30 pl
reduzierenden Lammlipuffer denaturierten (5 min, 95C) Proteine wurden in je eine
Probentasche aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei einer Stromstarke von 15 mA. Zur
Ermittlung der Molekulargewichte von Proteinen liefen Proteinstandards in bekannter
GrofRe mit.
e Trenngel: 7,5 — 12,5% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1, Roth), 0,375 M Tris, pH 8,8,
0,1% SDS, 0,1% Ammoniumpersulfat (Merck), 0,1% TEMED (Serva)
e Sammelgel: 5% Acrylamid/Bisacrylamid, 0,125 M Tris, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1%
Ammoniumpersulfat, 0,1% TEMED
« reduzierender Lammlipuffer: 62,5 mM Tris, pH 6,8, 10% Glycerin (Roth), 2% SDS,
2,5% [-Mercaptoethanol, 0,05% Bromphenolblau (Roth)
« Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin (AppliChem), 0,1% SDS
« [**C]-methylierter Proteinstandard (Amersham Biosciences): 1:8 verdinnt mit
reduzierendem Lammlipuffer, 30ul/Gel
« Kaleidoskop vorgefarbter Standard (BioRad): 10 ul/Gel

e Prazision Plus Proteinstandard, zweifarbig (BioRad): 5 ul/Gel

2.4.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurde die zweidimensionale Gelelektrophorese (2DE) verwendet, um
IL-1RI-assoziierte Proteine nach isoelektrischem Punkt (1. Dimension) und Molekular-
gewicht (2. Dimension) aufzutrennen. Das IL-1RI-Immunprazipitat wurde viermal mit je
125 ul Elutionspuffer bei 25T im Thermomixer flr 1 0 min schittelnd und anschlieRender
Zentrifugation (1.000 g, 2 min, 25C) eluiert. Das Eluat wurde Uber ein Microcon-Filter
(Millipore, Durchfluss 10 kD) konzentriert und in Rehydratisierungslosung im Verhaltnis
1.2 aufgenommen, wobei das Gesamtvolumen maximal 250 pl betrug. Ein 13 cm langer
IPG-Streifen (Amersham Biosciences) wurde mit der Probe Uber Nacht in einer
Rehydratisierungsschale inkubiert. Die isoelektrische Fokussierung (IEF) erfolgte mit dem
Multiphor Il (Amersham Biosciences) Uber Nacht durch stufenweise Erh6hung der
angelegten Spannung. Der IPG-Streifen wurde durch Versetzen mit Aquilibrierungspuffer |

und Il far jeweils 15 min auf die zweite Dimension vorbereitet. Zur Auftrennung der Proben
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wurde in die PROTEAN"Il xi-Kammer (BioRAD) ein 1 mm 12,5%iges Trenngel ohne
Sammelgel gegossen und der aufgelegte IPG-Streifen mit 0,5% Agarose (in Elektro-
phoresepuffer, Bromphenolblau) fixiert. Die Trennung erfolgte bei einer Stromstarke von
30 mA und kontinuierlicher Kiihlung bei 20<C.
e Elutionspuffer: 9 M Harnstoff (Merck), 2% DTT
* Rehydratisierungslésung: 8 M Harnstoff, 2% CHAPS (Sigma), 0,5% Ampholyte
pH-Bereich 3 - 10 (BioRad), 0,3% DTT, Bromphenolblau
« IEF-Bedingungen: 100 V (2 h), 300 V (11,5 h), 500 V (10 min), 1000 V (10 min),
1500 V (10 min), 2000 V (10 min), 2500 V (10 min), 3000 V (10 min), 3500 V
(3,5h)
« 10 ml Aquilibrierungspuffer I: 6 M Harnstoff, 50 mM Tris, pH 8,8, 30% Glycerin,
2% SDS, 100 mg DTT, Bromphenolblau
« 10 ml Aquilibrierungspuffer 1l: 6 M Harnstoff, 50 mM Tris, pH 8,8, 30% Glycerin,
2% SDS, 125 mg lodacetamid (Sigma), Bromphenolblau

2.4.3 Coomassie- und Colloidal-Coomassie-Farbung vo  n Proteinen

Proteine kdnnen in SDS-Gelen mittels Coomassie- oder Colloidal-Coomassie-Farbung
nachgewiesen werden. Fur die Coomassie-Farbung wurden SDS-Gele fur 10 min in
Coomassie-Farbeldosung gelegt und mit Fixierlosung Uber Nacht entfarbt. Fir die
sensitivere Colloidal-Coomassie-Farbung wurden SDS-Gele in der genannten Farbe-
|6sung fur mindestens 3 h inkubiert und Gber Nacht mit H,O entfarbt.
e Coomassie-Farbelésung: 0,1% Coomassie-Brilliant-Blau R-250 (Roth), 10% Essig-
saure, 42,5% Ethanol, 5% Methanol
« Fixierlésung: 7% Essigsaure, 10% Methanol
¢ Colloidal-Coomassie-Farbelosung (Invitrogen): 20% Farber A, 5% Farber B,
20% Methanol

2.4.4 Trocknen des SDS-Geles

Nach der Farbung oder Fixierung der Proteine wurden SDS-Gele auf Filterpapier
(Schleicher& Schuell) mittels Vakuumtrockner (Biometra) getrocknet. 2DE-SDS-Gele
wurden vorher 30 min in Schrumpfpuffer inkubiert, um mégliches EinreiRen wahrend des
Trocknens zu vermeiden. Proteingele fir Massenspekirometrie-Analysen wurden
zwischen zwei Lagen Cellophan (Roth) getrocknet.

e Schrumpfpuffer: 20% Methanol, 2% Glycerin
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2.5 Western Blot

2.5.1 Elektrotransfer

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine aus Lysaten oder Immunprazipitaten wurden mit
Hilfe des Semidry-Verfahrens auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mittels
spezifischer Antikdrper nachgewiesen. Das SDS-Gel wurde 5 min in Blotpuffer B
schwenkend inkubiert und der Blot wie folgt in die Hoefer®SemiPhor™ Blotapparatur
(Pharmacia Biosciences) von Anode zu Kathode aufgebaut:

« zwei Lagen Filterpapier (Schleicher& Schuell) in Blotpuffer A @quilibriert

e eine Lage Filterpapier in Blotpuffer B aquilibriert

¢ Nitrocellulosemembran (Schleicher& Schuell) in Blotpuffer B &quilibriert

« SDS-Gel

« drei Lagen Filterpapier in Blotpuffer C aquilibriert
Der Elektrotransfer der Proteine erfolgte bei 4C fir 2 h bei einer Stromstarke von
1,2 mA/cm?. Die Transfer-Effizienz konnte durch reversibles Anfarben der Blotmembran
mit einer PonceauS-L&sung Uberprift werden.

» Blotpuffer A: 0,3 M Tris, 20% Methanol, pH 10,4

e Blotpuffer B: 0,025 M Tris, 20% Methanol, pH 10,4

e Blottpuffer C: 0,025 M Tris, 0,04 M Aminocapronsaure (Sigma), pH 9,4

e PonceauS-Ldsung: 0,1% PonceausS (Sigma), 5% Essigsaure

2.5.2 Chemilumineszenz-Detektion

Die unspezifischen Bindestellen auf der Nitrocellulosemembran wurden mit Hilfe einer
Trockenmilch-Lésung fir 1 h bei RT blockiert. AnschlieRend wurde der Blot mehrmals mit
TTBS gewaschen und Uber Nacht mit dem Erstantikdrper (Tabelle 2) in TTBS bei 4C
schwenkend inkubiert. Nach dem erneuten Waschen mit TTBS erfolgte die Inkubation mit
dem Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Zweitantikérper in TTBS fur 1 h bei RT
und einem erneuten Waschvorgang. Der Blot wurde mit dem Chemilumineszenz-Substrat
SuperSignal West Dura (Perbio) Uberschichtet und Proteine mit dem Fuji LAS1000- bzw.
3000-CCD-Kamera System detektiert. Die Expression wurde mit Hilfe des Programms
AIDA 4.1 (Fuji) quantitativ ausgewertet. FUr einen dauerhaften Nachweis von Proteinen
auf Nitrocellulosemembranen wurde der Blot in Fast-green-Farbel6sung getaucht und
Uberschissige Farbe mit H,O abgespllt.

e Trockenmilch-Lésung: 5% Magermilch-Trockenpulver in TTBS

e TTBS: 0,1% Tween20 (Sigma), 50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7,5

e Fast-green-Farbelosung: 0,1% Fast green (Sigma), 10% Essigsaure, 30% Ethanol
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» Kaninchen anti-Ziege HRP-gekoppelter Zweitantikorper (Chemicon): 1:50.000
» Schaf anti-Ratte-HRP-gekoppelter Zweitantikdrper (Boehringer Mannheim):

1:5.000
Antikorper Spezies Firma \?g;gﬁﬁﬁfr:(;
Actin-Antiserum Kaninchen Sigma 1:100
IRAK-1 (H-273) Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1:200
MyD88 (H-296) Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1:200
Nrf2 (C-20) Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1:500
Tollip Ratte Alexis 1:500
Tropomyosin (E-17) | Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1:200

Tabelle 2: Verwendete Erstantikérper fir den Wester  n Blot

2.6 in vitro Kinase Test

Im in vitro Kinase Test wurden prazipitierte endogene Substrate durch co-prazipitierte
Kinasen phosphoryliert. Hierfir wurde das Immunprazipitat pelletiert (960 g, 5 min, 4C)
und mit 500 pl Lysepuffer (ohne Proteaseinhibitoren) dreimal gewaschen (960 g, 2 min,
4<C). Mit einer Hamiltonspritze wurde der Lysepuffe r vollstdndig entfernt und das Pellet
dreimal mit 500 pl Kinasepuffer gewaschen. Das trockengezogene Pellet wurde in 45 pl
Kinasepuffer resuspendiert und die in vitro Phosphorylierungsreaktion mit 1 pCi [y-**P]-
ATP (Hartmann Analytic, Hannover) 10 min bei RT durchgefiihrt. Die Reaktion wurde
durch Zusatz von 500 pl Kinase-Stopppuffer beendet und nicht gebundenes [y-*P]-ATP
durch zweimaliges Waschen mit Kinase-Stopppuffer entfernt. Das trockengezogene Pellet
wurde in 30 pl reduzierendem Lammlipuffer denaturiert (5 min, 95) und der Uberstand
fur die SDS-PAGE verwendet. Nach Auftrennung der Probe wurde das Proteingel 10 min
fixiert und anschlieRend getrocknet. Phosphorylierte Proteine wurden durch Auto-
radiographie auf Kodak X-Omat Filme (Sigma) oder Phosphoimaging mittels Molecular
Imager® FX (BioRad) ermittelt.

* Kinasepuffer: 20 mM Hepes, 100 mM NacCl, 5 mM MnCl,, 5 mM MgCl,, pH 6,5

« Kinase-Stopppuffer: 20 mM Hepes, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 6,5

« Fixierlésung: 7% Essigsaure, 10% Methanol

2.7  Markierung von Proteinthiolen

Thiole von Cysteinresten in Proteinen kdnnen mit Hilfe von lodoacetyl-[**°I]

-lodotyrosin
(**®1]-IAIT) markiert werden. Aus N-Chloracetyltyrosin und Natriumiodid wird durch

Substitution des Chloratoms durch ein lodatom N-lodoacetyltyrosin synthetisiert. In der
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12%|]-lodids in den

anschlielBenden lodierung erfolgt der Einbau des radioaktiven Na-[
Phenolring des N-lodoacetyltyrosins. Durch Benzen wird das entstehende [**°I]-IAIT

extrahiert.

2.7.1 Synthese von lodoacetyl-[ *?°l]-lodotyrosin ([ *I]-IAIT)

[**1]-IAIT wurde nach der Methode von Gitler [128] mit folgenden Modifikationen
synthetisiert. 25,7 mg N-Chloracetyltyrosin (Acros) und 30 mg Uber Nacht bei 110C
getrocknetes Natriumiodid (Sigma) wurden jeweils in 1 ml 2-Butanon (wasserfrei) gelost.
Je 200 pl der Lésungen wurden gemischt, 10 min bei 86 erhitzt und das prazipitierte
NaCl abzentrifugiert (10.000 g, 10 min, 4C). Das Pellet wurde einmal mit kaltem
2-Butanon gewaschen, die jeweiligen Uberstande vereinigt und auf 2 ml mit 2-Butanon
aufgefillt. 10 pl des im Uberstand befindlichen N-lodoacetyltyrosins (= 0,1 uM) wurden
unter Stickstoff eingedampft, mit 2 mCi Na-[**I]-lodid (PerkinElmer) und 10 pl
ChloraminT-L6sung gemischt. Die Reaktion wurde nach 2 min durch Zugabe von 10 ul
Natrium-Metabisulfit-Losung, 10 pl Natriumiodid-Lésung und 10 pl 8 M HCI gestoppt.
Synthetisiertes [**I]-IAIT wurde mit 400 ul Benzen/0,25% DMF (Sigma), durch 15 sec
Vortexen und Zentrifugieren (350 g, 1 min, RT) extrahiert. 200 ul des Benzenextraktes
(obere organische Phase) wurden auf ca. 20 mg wasserfreiem Natriumsulfat (Fluka)
gesammelt. Dieser Prozess wurde sechsmal mit jeweils 200 ul Benzen/DMF wiederholt
und die Uberstéande vereinigt. Der Gesamtextrakt wurde bei -20C gelagert.
Mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie (Kieselgel beschichtete Aluminiumfolie;
Laufmittel: Ethylacetat/DMF/Essigséure im Verhdltnis 6:4:0,1; Detektion durch Autoradio-
graphie) wurde die Synthese von [*?’I]-IAIT (Referenzwert: 0,92) Uberpriift. Die Aktivitat
(cpm) des [**°I]-IAITs wurde mittels Scintillationszéhler (Beckmann) bestimmt.
e ChloraminT-Lésung: 5 mg/ml Choramin T (Acros) in 0,5 M Natrium-Phosphat-
Puffer, pH 7,5
¢ Natrium-Metabisulfit-Loésung: 12 mg/ml Na,S,0s (Merck) in 0,05 M Natrium-
Phosphat-Puffer, pH 7,5
¢ Natriumiodid-Lésung: 20 mg/ml Uber Nacht bei 110C getrocknet in 0,05 M
Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,5
e 0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,5: 16 ml NaH,PO,4x H,O (27,6 g/l) und 84 ml
Na,HPO, x 7H,0 (53,65 g/l)
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2.7.2 Markierung von Proteinthiolen mit[  *2°I]-IAIT

Fir die Markierung von Proteinthiolen wurden pro Ansatz 1x10° Zellen verwendet. Eine
Vorreinigung vor der Immunprézipitation (IP) wurde durchgefihrt, um an der ProteinG-
Sepharose unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Hierfir wurden zu jedem
Ansatz 25 pl ProteinG-Sepharose-Suspension gegeben. Nach 1 h Inkubation (4T,
rotierend) wurde mit dem Uberstand (960 g, 5 min, 4C,) die IP durchgefiihrt. Das
Immunprazipitat wurde pelletiert (960 g, 5 min, 4C) und mit 500 pl Lysepuffer (ohne
Proteaseinhibitoren) dreimal gewaschen. Mit einer Hamiltonspritze wurde der Lysepuffer
vollstdndig entfernt und das Pellet dreimal mit 500 pl Hepes-Waschpuffer gewaschen.
Zum trockengezogenen Pellet wurde 40 pl [**I]-IAIT-Lésung gegeben und 1 h bei 37C
schittelnd inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 500 pl Hepespuffer gestoppt
und nicht gebundenes [***I]-IAIT durch zweimaliges Waschen mit Hepespuffer entfernt.
Das trockengezogene Pellet wurde in 30 pl reduzierendem Lammlipuffer denaturiert
(5 min, 95C) und der Uberstand fiir die SDS-PAGE ve rwendet. Nach Auftrennung der
Proteine wurde das Gel fixiert, getrocknet und [***I]-IAIT-markierte Proteine durch Auto-
radiographie auf Kodak BioMax MS Filme (Sigma) detektiert.

o [*®I-IAIT-L6sung: 10 uCi [**°1]-IAIT wurden unter N, eingedampft und in 40 pl

Hepespuffer aufgenommen
« Hepespuffer: 50 mM Hepes, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4
e Hepes-Waschpuffer: 50 mM Hepes, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4

2.8 Quantifizierung der [ *?°I]-IL-1 Bindung an den IL-1RI

Nach Vorinkubation der Zellen mit Curcumin wurde die Bindung von IL-1 an den IL-1RI

der Zellen mit Hilfe von ChloraminT [***I]-markiertem IL-1a bestimmt.

2.8.1 lodierung von IL-1 a mit Na-[ ***I]-lodid

IL-1a wurde mit Na-[**°I]

-lodid nach der Methode von Greenwood [163] synthetisiert. 25 pl
IL-1a-Lésung wurde mit 40 pl ChloraminT-Lésung gemischt und 2 min bei RT inkubiert.
1 mCi Na-[**l]-lodid (Hartmann Analytic, Hannover) wurde dazu pipettiert und die
Reaktion nach 20 sec durch Zugabe von 30 pl Natrium-Metabisulfit-Lésung und 50 pl
Kaliumiodid-Losung gestoppt. Der Ansatz wurde mit 300 pl PBS/0,2% Gelatine verdinnt
und auf eine mit PBS/0,2% Gelatine aquilibrierte Sephadex G-25 Saule aufgetragen, um
das freie Na-[*?°l]-lodid vom [***[]-markierten IL-1a zu trennen. Das ReaktionsgefaR wurde

einmal mit 300 pl PBS/0,2% Gelatine gespult und die Fraktionen a 1 ml gesammelt. 20 pl
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jeder Probe wurden im Szintillationsz&hler gemessen und anschlieend je 10 pl tber ein
15%iges SDS-Gel aufgetrennt, um zu ermitteln, in welcher Fraktion sich das [**I]-mar-
kierte IL-1a befindet.
e |L-la-Lésung: 1 pg IL-la (GBF, Braunschweig) in 25 ul 0,5 M Natrium-
Phosphatpuffer, pH 7,5
e ChloraminT-Lésung: 1 mg/ml ChoraminT in 0,5 M Natrium-Phosphat-Puffer,
pH 7,5
¢ Natrium-Metabisulfit-Lésung: 1 mg/ml Na,S,0s in H,O
e Kaliumiodid-Lésung: 10 mg/ml in H,O

2.8.2 [**I]-IL-1a-Bindungstest

Die vorbehandelten Zellen wurden pelletiert (200 g, 5 min, 4C) und in 1 ml kaltem
Bindemedium resuspendiert. 0,2 uCi [***I]-IL-1a (106 fmol) wurden zu jedem Ansatz
hinzugefigt und 3 h bei 4 rotiert. Zur Kompetitio n wurde 30 min vorher ein 300-facher
molarer Uberschuss an kaltem IL-1a oder IL-1B zugegeben. Nachfolgend wurden die
Zellpellets (200 g, 5 min, 4C) zweimal mit 1 ml Bindemedium gewaschen, in 500 ul
Bindemedium aufgenommen und auf ein 350 ul Phtalsaureestergemisch pipettiert. Durch
Zentrifugation (8.800 g, 2 min, 4C) wurde nicht ge bundenes [**I]-IL-1a von den Zellen
getrennt und das Zellpellet anschlieRend im Szintillationsz&hler gemessen.
¢ Bindemedium: RPMI 1640, 5% FCS, 1% BSA, 0,1% NaN; (Merck), 20 mM Hepes,
pH 7,4
« Phtalsaureestergemisch: Phtalsaure-bis-2-ethylhexylester : Phtalsauredibutylester
im Verhaltnis 1:1,5 (Fluka)

2.9 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

Die mit dem IL-1RI prazipitierten Proteine wurden durch Matrix-unterstitzte Laser-
desorption-lonisation (MALDI)- oder Elektronenspray-lonisation-Quadropol-Time-of-Flight
(ESI-Q-TOF)-Massenspektrometrie identifiziert. Fir die MALDI-Analyse wurden Protein-
spots aus zweidimensional aufgetrennten SDS-Gelen ausgeschnitten und bei TopLab
(Martinsried) analysiert.

Die ESI-Q-TOF-Analyse wurde von Herrn Dr. W. Engst (DIfE, Abteilung Ernahrungs-
toxikologie) durchgefuhrt. Hierfir wurden Proteine fir die Analyse tryptisch verdaut.
Entsprechende Proteinspots wurden aus einem getrockneten SDS-Gel ausgeschnitten, in

500 ul H,O rehydriert und die Cellulosestiickchen entfernt. Das Gelstiick wurde fir 5 min
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in 500 pl 100% Methanol, weitere 5 min in 30% Methanol, zweimal fur 10 min in 30%
Methanol und zweimal in H,O entfarbt. Nach dem Waschen in 500 pl 200 mM NH4HCO;
fur 5 min wurde das Gelsttick in 150 pl 100 mM NH4HCO3 mit 10 pl 45 mM DTT 30 min
bei 60T inkubiert. Zu dem abgekihlten Ansatz wurden 10 pl 100 mM lodacetamid
pipettiert und die Probe 30 min im Dunkeln aufbewahrt. Der Uberstand wurde verworfen
und das Gelstiick in 500 pl 50% Acetonitril in 200 mM NH4HCO;3; bei 37<C fir 60 min unter
standigem Schwenken gewaschen. Das Gelstiick wurde minimal zerkleinert, in 100 ul
Rotilabo-Einsatze (Roth) Uberfihrt und mit 50 ul Acetonitril Uberschichtet. In einem
Vakuum-Trockner (Jouan) wurde das Gelstlick bis zur Trockne geschrumpft und mit 75 pl
Trypsin-Lésung rehydriert. Der tryptische Verdau erfolgte bei 37C lber Nacht. Der
Uberstand enthielt die tryptisch gespaltenen Peptidstiicke. Zur weiteren Proteinextraktion
aus dem Gel wurden Gelsticke mit 50 ul 60% Acetonitril und 0,1% Tetra-Fluoressigsaure
fir 20 min inkubiert. Die Uberstande wurden vereinigt, im Vakuum-Trockner eingeengt
und bis zur Analyse bei -20C aufbewabhrt.

* Trypsin-Lésung: 10 ng/pl Trypsin (Promega) in 25 mM NH4HCO4

2.10 Fluoreszenz-Mikroskopie

Der immuncytochemische Nachweis von Actin erfolgte in ECV-Zellen. ECV-Zellen wurden
drei Tage auf Objekttragern bis zu einer 80%igen Konfluenz ausgesat. Anschlie3end
wurden sie fur 5 - 30 min mit IL-1 im serumfreien Medium stimuliert, kurz mit PBS
abgespult und 5 min in eiskaltem Methanol fixiert. Die getrockneten Objekttrager wurden
bis zur Analyse bei -20C aufbewahrt. Nach der Rehy drierung in H,O fir 5 min wurden die
Objekttrager in PBS aquilibriert. Die Inkubation des Erstantikdrpers auf dem Objekttrager
erfolgte Uber Nacht im Kihlschrank in H,O-geséattigter Atmosphéare. Anschliel3end wurde
der Objekttrager dreimal 3 min mit PBS/0,2% Tween20 gewaschen, in PBS aquilibriert
und der Zweitantikdrper fir 30 min bei 37<C inkubie rt. Nach mehrmaligem Waschen mit
PBS/0,2% Tween20 wurde der Objekttrager in Fluoreszenz-Eindeckmedium mit DAPI
(Linaris) eingebettet und mit dem Microscope-digital imaging system E1000 (Nikon)
ausgewertet.

e Kaninchen anti-Actin-Antiserum (Sigma): 1:60 in Antikérperverdiinner (DAKOCyto-

mation)

e Schwein anti-Kaninchen TRITC-gekoppelter Zweitantikérper (Sigma): 1:100
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2.11 Bestimmung des zellularen Glutathions

Die Bestimmung des intrazellularen Gesamtglutathions, bestehend aus reduziertem
Glutathion (GSH) und oxidiertem Gluathion (GSSG), wurde mittels eines kinetischen
Glutathionreduktase (GR)-gekoppelten Ellmann-Test nach der Methode von Akerboom
und Sies bestimmt [164]. GSH reduziert 5,5-Dithiobis-(2-nitrobenzoeséure) (DTNB) zu
dem gelben Farbstoff Thionitrobenzoat. Das dabei entstehende GSSG wird von der GR in
Gegenwart von NADPH reduziert, so dass eine stéandige Reduktion von DNTB aufrecht-
erhalten wird, die photometrisch durch einen Anstieg der Extinktion bei 412 nm Uber die
Zeit zu beobachten ist. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion ist bei konstanter GR-
Aktivitat nur von der Konzentration an GSH und GSSG abhangig.
GSH + DNTB - GSSG + 2 NTB

(GR-Reaktion) GSSG + NADPH + H" -, 2 GSH + NADP”
Vorbehandelte und mit PBS-gewaschene Zellen wurden in zwei Fraktionen geteilt (90%
fur die Bestimmung von Gesamtglutathion, spater ohne NEM und 10% fir die Bestim-
mung von GSSG, spater mit NEM). Die Zellen wurden in je 500 pl eiskaltem Homo-
genisationspuffer resuspendiert und mit Ultraschallbehandlung (Zyklus: 0,75, Amplitude:
75%, 10 StoRe) homogenisiert. Aus dem Uberstand (10.000 g, 2 min, 4C) wurde ein
Aliquot fur die Proteinbestimmung abgenommen und die Proteine mit 4 M HCIO,4 im
Verhaltnis 1:4 30 min auf Eis gefallt. Nach dem Zentrifugieren (10.000 g, 10 min, 4C)
wurde der Uberstand mit 0,6 M MOPS, 4 M KOH neutralisiert und ausgefallenes KCIO,
entfernt (10.000 g, 10 min, 4C). Uberschiissiges NE M wurde durch 4-malige Extraktion
mit 400 pl H,O-geséttigtem Ethylacetat entfernt, die Proben mit Stickstoff begast und bis
zur Messung bei -80<C gelagert.
Fur die Messung wurden in eine Kivette 200 ul Probe, 100 pul DNTB-L6sung (1 mM DTNB
(Serva) in 0,5% NaCO3), 15 pl NADPH-L6sung (10,2 mM NADPH (Roth) in 0,5% NaCOs)
und 685 ul Kaliumphosphat-Puffer (0, 1 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 7,0)
gegeben und die Reaktion durch Zugabe von 8 pl GR-Losung gestartet. Zur
Quantifizierung des GSSG wurde nach 4 min 10 pl einer 50 uM GSSG-L6sung als
internen Standard zugegeben und die Reaktion fiir weitere 2 min verfolgt. Die
Konzentration des GSH wurde durch Subtraktion der zweifachen Konzentration des
GSSG vom Gesamtglutathion ermittelt.

e Homogenisationspuffer: 50 mM Tris, pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,5% Triton-X100

(Sigma), -/+ 25 mM NEM (Sigma)
¢ GR-L6sung: 19,4 U/ml in 0,5% NaCO3;
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2.12 RNA-Isolierung und Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

RNA wurde mit Hilfe des Invisorb® Spin Cell RNA Mini Kits (Invitek) nach Anweisung des
Herstellers isoliert. Die RNA-Konzentration wurde anschlieBend im SmartSpec™ 300
Photometer (BioRad) bestimmit.
In jedem RT-PCR-Transkriptionsansatz wurden 3 pg RNA eingesetzt und mittels M-MLV
Reverse Transkriptase im T3 Thermocycler (Biometra) bei 37C fiur 2 h in cDNA
umgeschrieben.
e 45 pl Transkriptionsansatz: 3 pg RNA, 3,3 pmol Oligo dT, 700 uM dNTP, 9 ul 5x
M-MLV Reverse Transkriptase-Puffer, 30 U RNAsin, 180 U M-MLV Reverse

Transkriptase (alles von Promega), 0,1 mg/ml BSA (Biolabs)

2.13 PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

2.13.1 Standard-PCR

Zur Ermittlung der Tollip-Expression auf mRNA-Ebene wurde eine PCR mit spezifischen
Primern (Tabelle 3) und der synthetisierten cDNA als Template durchgefthrt. Zur
Standardisierung fir eine gleiche Menge an eingesetzter RNA wurden Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT)- oder [-Actin-PCR ausgefiihrt. AnschlieRend
wurden zum Reaktionsansatz 3 ul DNA-Ladepuffer pipettiert, davon 10 ul auf ein
Agarosegel (1,5% Agarose (Sigma) in TBE) aufgetragen und elektrophoretisch bei 80 V
aufgetrennt. Das Gel wurde im Ethidiumbromidbad (5 pug/ml in TBE, Sigma) geféarbt und
die DNA mittels UV-Licht im GelDoc2000 (BioRad) sichtbar gemacht. Die Expression
wurde mit Hilfe des Programms QuantityOne (BioRad) semi-quantitativ ausgewertet.
* 25 ul PCR-Ansatz: 1-2,5 pl cDNA, 2,5 ul 10x PCR-Puffer, 1 mM MgCl, (0,5 mM bei
hTollip), 200 uM dNTP, 1 uM Primer vorwarts, 1 pM Primer rickwarts, 0,625 U

Tag-Polymerase (alles von Promega)

* Programm: Denaturierung: 94C 5 min
Denaturierung: 94T 40 sec ]
Hybridisierung: T (Tabelle 3) 1 min t 20 - 35 x
Elongation: 72°C 1 min J

Elongation: 72€C 10 min
Abkuhlung: 4C
* DNA-Ladepuffer: 20% Ficoll (Sigma), 1% SDS, 0,25% Bromphenolblau in 0,1 M
EDTA, pH 8,0
e 1 Liter TBE-Laufpuffer: 10,8 g Tris, 5,5 g Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8,0
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Primer Sequenz 5’ -3’ Hybridisierungs-T [C] CIEOEE
nummer
mTolllipfor | aga acc ctc gct gga aca aag t 62 NM023764
mTolliprev | gat agc ttt gag gtc ctc ttc at 62 NM023764
mHPRTfor | gca gtc cca gcg tcg tg 62 NMO013556
mHPRTrev | ggc ctc ccatct ccttcat 62 NMO013556
hTollipfor caagaatccccgctggaataag 60 NM019009
hTolliprev atg gct ttc agg tcc tcc tcg 60 NM019009
hpB-Actinfor | caa gag atg gcc acg gct gct 60 X00351
hB-Actinrev | tcc ttc tgc atc ctg tcg gca 60 X00351

Tabelle 3: PCR-Primer

2.13.2 Realtime-PCR

Eine genaue Quantifizierung der Tollip-Expression wurde mit der Realtime-PCR ermittelt.
Zuerst wurden Tollip- und HPRT- bzw. B-Actin-Standardreihe hergestellt. Hierflr wurden
jeweils ca. 100 pl PCR-Produkt elektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agarosegel aus-
geschnitten und die DNA mittels Invisorb-Gelextraktionskit (Invitek) aufgereinigt. Nach
Ermittlung der DNA-Konzentration im Photometer wurde die Molekilzahl der jeweiligen
Fragmente nach folgender Formel berechnet:
1 pg von 1.000 bp DNA = 1,52 pmol = 9,1x10* Molekiile

AnschlieBend wurde je eine Reihe aus sieben Standards beginnend mit 1x108 bis 5x 102
Molekiilen (1x10° bis 1x10° bei B-Actin) hergestellt. Die Realtime-PCR wurde in einer
96-well Platte mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green (Invitrogen) im iCycler (BioRad)
durchgefuhrt. Der Pipettieransatz und das Programm waren analog dem der Standard-
PCR (2.13.1) mit zusatzlich 0,1x SYBR®Green, 0,5 uM Fluorescein (BioRad) und
40 Zyklen. Die Quantifizierung der erhaltenden PCR-Produkte erfolgte nach der Standard-
kurvenmethode. Anhand der Gleichung der jeweiligen Standardreihe wurde die Molekiil-
zahl des entsprechenden PCR-Produkts errechnet. Die Expression wurde aus dem
Quotienten des Tollip-Wertes durch den korrespondierenden Wert des Standards

ermittelt.

2.14 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

Eine direkte Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit ihren responsiven Elementen sollte
mit EMSAs nachgewiesen werden. Zuerst wurden die komplementaren einzelstrdngigen
synthetischen Oligonukleotide (Tabelle 4) durch Erhitzen auf 98T fur 5 min und
anschlieBender Abkihlung auf 4C (0,01C/min) hybri disiert. Das doppelstrangige Oligo-
nukleotid (2,5 pmol) wurde mit 1,25 mM DTT, T4-Kinasepuffer, 10 U T4-Polynukleotid-
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kinase (beides NEB) und 30 pCi [y-**P]-ATP fiir 45 min bei 37<C radioaktiv markiert. Die
Reaktion wurde durch 12,5 mM EDTA, pH 8,0 gestoppt. Uberschiissiges [y-*?P]-ATP
wurde mittels Gelfiltration mit einer Probe Quant G50 Micro-Saule (Amersham
Biosciences) entfernt. Die Bindereaktion fand mit je 10 pug Kernprotein, 4 pg Poly(dl-dC)
(Amersham Biosciences) als unspezifischer Kompetitor und 50 fmol des markierten
Oligonukleotids in Bindepuffer mit einem Gesamtvolumen von 10 yl 30 min bei RT statt.
Durch Zugabe von 2 ul Stopp-Puffer wurde die Reaktion beendet und die Proben auf ein
4%iges natives Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Auftrennung bei 200 V mit 0,25x
TBE wurde das Gel getrocknet und mittels Phosphoimaging die radioaktiven Signale
detektiert. Die Spezifitat der Bindung wurde mit einem Zusatz an 100-fachen Uberschuss
entsprechenden unmarkierten oder NF-kB-Oligonukleotids Uberprift. Supershiftreaktionen
erfolgten mit 1 pg eines spezifischen Antikorpers gegen Nrf2 (2.5.2), der 15 min vor der
Bindereaktion mit den Kernproteinen inkubiert wurde.

e 5x Bindepuffer: 75 mM Hepes, pH 7,9, 5 mM EDTA, pH 8,0, 50% Glycerol, 5 mM

DTT
« Stopp-Puffer: 50% Glycerin, 0,5% Bromphenolblau

Oligonukleotid Sequenz 5’ -3

mTollip-AREfor ctg cgg gca gaa gcc tgc tca ccc agt cgce
mTollip-ARErev gcg act ggg tga gca ggc ttc tgc ccg cag
hTollip-AREfor caa ccg tca tga ctg ggc atg cgc aaa cgg
hTollip-ARErev ccg ttt gcg cat gee cag tca tga cgg ttg

HO-AREfor gga att ctg ttt tcg ctg agt cat ggt ¢
HO-ARErev gaa cca tga ctc agc gaa aac aga atc c
NF-kBfor aat tca caa aga ggg act ttc ccc tac atc cat tg
NF-kBrev caa tgg atg tag gga aag tcc ctc ttt gtg aat t

Tabelle 4: EMSA-Oligonukleotide

2.15 Klonierung von synthetischen Oligonukleotiden

Die fur den EMSA verwendeten synthetischen Oligonukleotide der entsprechenden ARE-

Elemente (Tabelle 4) wurden in E. coli transformiert.

2.15.1 Ligation

Das doppelstrangige Oligonukleotid (500 pmol) wurde mit 30 U T4-Polynukleotidkinase
(NEB) und T4-Ligasepuffer (NEB, enthélt 1 mM ATP) fir 1 h bei 37T phosphoryliert. Die
Reaktion wurde durch Erhitzen auf 65T fiir 20 min g estoppt. Der pGL3-promoter-Vektor

wurde mit Sma | (NEB) geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agarosegel

33



2 Methoden

ausgeschnitten und mittels Invisorb-Gelextraktionskit (Invitek) aufgereinigt. Die Dephos-
phorylierung der kompatiblen Enden des Vektors (2,5 pg Plasmid-DNA) wurde mit
1 U CIAP (Promega) im 25 pl Ansatz fur 15 min bei 37C und anschliel3ender Inkubation
bei 56T fur 15 min durchgefuhrt. Dieser Vorgang wu rde mit einer weiteren Zugabe an
1 U CIAP wiederholt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 300 pl Stopp-Puffer beendet.
AnschlieBend wurde die Vektor-DNA mittels Phenol/Chloroform (Roth) im Verhaltnis 1:2
gereinigt und mit 5 pl 3 M Natrium-Acetat, pH 4,5 und 125 pl Ethanol fir 15 min bei -80C
gefallt. Das Pellet (20.800 g, 30 min, 4C) wurde m it 70%igen Ethanol gewaschen und in
25 ul H,O aufgenommen. Die Ligation erfolgte mit T4-Ligase (NEB) fur 2 h bei RT. Durch
Erhitzen des Ansatzes auf 65T flr 20 min wurde die Reaktion gestoppt.
e Stopp-Puffer. 10 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 7,5, 200 mM NacCl, 0,5% SDS

2.15.2 Transformation

Die Herstellung der kompetenten E. coli ToplO erfolgte durch Inkubation des
Bakterienpellets einer 250 ml Kultur (ODggo = 0,5) mit 30 ml 200 mM CacCl, fur 30 min auf
Eis. Nach Zentrifugation (5.000 g, 7 min, 4C) wurd e das Pellet in 5 ml 100 mM CaCl,,
15% Glycerin aufgenommen und bei -80C aufbewahrt. Der Ligationsansatz (10 ul) wurde
mit 50 pl Bakteriensuspension fir 15 min auf Eis inkubiert. Nach 30-sekindigem
Hitzeschock bei 42T wurde der Reaktionansatz auf E is gestellt, mit 250 yl SOC-Medium
versetzt und 1 h bei 37C geschittelt. Die Transfor mationsansatze wurden auf S1-
Agarplatten (Standard I-N&hragar; Merck, autoklaviert), die 100 upg/ml Ampicillin zur
Selektion enthielten, ausplattiert und ber Nacht bei 37T inkubiert. Entstandene Klone
wurden gepickt und tber Nacht in 5 ml S1-Medium (Standard I-Nahrbouillon; Merck, auto-
klaviert) mit 100 ug/ml Ampicillin herangezogen. Nach Plasmidisolierung und Uberpriifung
der Richtigkeit der Klone durch Restriktionsanalyse wurden diese in S1-Medium mit
5% DMSO bei -80C gelagert.

¢ SOC-Medium: 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM

MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM Glucose, autoklaviert

2.15.3 Plasmidisolierung und Sequenzierung

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli-Ubernachtkulturen erfolgte mit Plasmid Mini-
bzw. Midi-Kits (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Die Sequenzierung der Plasmid-
DNA wurde durch die Firma SEQLAB (Gdttingen) durchgefiihrt.
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2.16 Reportergenanalysen

Reportergenanalysen wurden durch transiente Transfektion von HepG2-Zellen mit den

entsprechenden ARE-Elementen durchgefiihrt.

2.16.1 Transiente Transfektion von HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden mittels Reagenz Tfx[1-20 (Promega) nach Protokoll des Herstellers
transient transfiziert. Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in 24-well Platten
(250.000 Zellen/well) ausgesat, mit 0,15 pg Reportergenplasmid, je nach Fragestellung
zusatzlich mit 0,15 pg Expressionsplasmid und 0,5 pg pSV-B-Gal zur Normierung der
Transfektionseffizienz fur 48 h transfiziert (Tabelle 5). Fir Stimulationsexperimente
wurden nach 24 h Zellen mit Sulforaphan oder dem Ldsungsmittel in serumfreien Medium
fur 24 h inkubiert. Die Zellen wurden nach dem Waschen mit PBS mit Reporter-Lysepuffer
(150 pl/well, Promega) fir 15 min bei RT lysiert und Uber Nacht bei -80C gelagert. Die
aufgetauten Proben wurden zentrifugiert (11.900 g, 2 min, 4C) und der Uberstand zur

Messung der B-Galactosidase- bzw. Luciferase-Aktivitat verwendet.

Plasmid Beschreibung

pGL3-promoter | leerer Luciferase-Reportergenvektor (Promega)

HO-ARE pGL3-promoter mit HO-ARE-Element (zur Verfliigung gestellt von
Dr. A. Banning, DIfE [165])

mTollip-ARE pGL3-promoter mit murinen Tollip-ARE-Element (hergestellt wie
unter 2.15 beschrieben)

hTollip-ARE pGL3-promoter mit humanen Tollip-ARE-Element (hergestellt wie
unter 2.15 beschrieben)

pcDNA3 leeres Expressionsplasmid (Invitrogen)

Nrf2 pcDNA3 mit cDNA des murinen Nrf2 (zur Verfigung gestellt von

Dr. M. Yamamoto, Universitat Tsukuba, Japan)

pSV-B-Gal [B-Galactosidase-Kontrollplasmid (Promega)

Tabelle 5: Plasmide

2.16.2 Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat

Die Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitdt beruht auf der Umsetzung von o-Nitro-
phenyl-pB-D-galactosid (ONPG) zu o-Nitrophenol. Je 50 pl Lysat oder Reporter-Lysepuffer

(Blindwert) wurden in eine 96-well Platte pipettiert und mit 70 pl B-Galactosidasepuffer
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und 30 pl ONPG-L6sung gemischt. Die Platte wurde bei 37<C bis zum Erreichen einer
deutlichen Gelbfarbung inkubiert und die Extinktion bei 405 nm gemessen.
e [B-Galactosidasepuffer: 120 mM Na,HPO,, 80 mM NaH,PO,, 20 mM KCI, 2 mM
MgCl, 100 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,3
¢ ONPG-L6sung: 4 mg/ml ONPG (Sigma) in 60 mM Na,HPO,, pH 7,5

2.16.3 Messung der Luciferase-Aktivitat

Die Messung der Luciferase-Aktivitat erfolgte mit einem Luminoskan Ascent
(Labsystems). Hierfir wurden 10 pl Lysat in eine lichtundurchlassige 96-well Platte
pipettiert, pro Probe 100 pl Luciferingemisch injiziert und das entstehende Lichtsignal
erfasst.
¢ Luciferingemisch: 3 ml Reaktionspuffer und 500 pl gefriergetrocknetes
Luciferinreagenz
¢ Reaktionspuffer: 20 mM Tricin, 1,07 mM MgCOQOs;, 0,1 mM EDTA, 2,67 mM MgSQOy,
33,3mM DTT, pH 7,8 — 8,0
e Luciferinreagenz: zu 5 ml 100 mM Tris, pH 7,8 wurden 6,2 mg Coenzym A
(Sigma), 4,3 mg Luciferin (P.J.K., Kleinblittersdorf) und 8,84 mg ATP (Sigma)
gegeben, in 500 pl Aliquots aufgeteilt, bei -80C tief gefroren und Uber Nacht
gefriergetrocknet
Der Quotient aus Luciferase-Lumineszenzeinheit und B-Galactosidase-Aktivitat ergab die
relative Reportergenaktivitat. Um eine eventuelle Beeinflussung des leeren Reportergen-
vektors (pGL3-promoter) auszuschlieen, wurde die relative Reportergenaktivitat

mitbestimmt und bei der Auswertung einbezogen.

2.17 Statistik

Die Abbildungen von Western Blots, Autoradiographien, etc. sind reprasentativ fir drei
unabhangig durchgefiihrte Experimente. Graphische Darstellungen setzen sich aus min-
destens drei Einzelwerten zusammen, aus denen ein Mittelwert und die Standard-
abweichung ermittelt wurden. Signifikanzen wurden mittels ungepaarten, zweiseitigen
t-Tests erstellt (Microsoft Excel). Die Daten aus Abb. 5, 6 und 26 wurden durch 1-Weg
ANOVA mit Dunnett’s post-hoc Test analysiert. Unterschiede von p < 0,05 und Werte, die

sich mindestens um Faktor 1,5 unterscheiden, wurden als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von EL-4- und EL-4 '™*.Zellen

Die Modulation des IL-1-Signalweges wurde auf der Ebene der IL-1RI-Komplexbildung
untersucht. Als Zellkulturmodelle standen EL-4- und EL-4""*¥-Zellen, welche die humane
IRAK stabil tiberexprimieren, zur Verfiigung. Eine stabile Uberexpression der humanen
IRAK in EL-4 6.1 Zellen fuhrt zu einer gesteigerten konstitutiven und IL-1-stimulierten
NF-kB-Aktivierung sowie einer erhghten IL-1-induzierten IL-2-Produktion [166]. Beide Zell-
linien wurden hinsichtlich der Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI und Phosphorylie-
rungsereignisse verglichen und somit das geeignetere Zellmodell fir weitere Unter-

suchungen ermittelt.

3.1.1 IL-1-vermittelte Phosphorylierung der IRAK is  tin EL-4 ***-Zellen erhoht

Die basale Expression und eine eventuelle Erhdhung aktivierter IRAK in IRAK-Uber-
exprimierenden Zellen wurden mittels IRAK-Western Blot und in vitro Kinase Test ermittelt
(Abb. 5). Hierfur wurden EL-4- und EL-4™**-Zellen mit IL-1 stimuliert oder unbehandelt
gelassen und humane und endogene murine IRAK mit einem anti-IRAK-Antikdrper aus
dem Cytosol prazipitiert.

In unbehandelten Proben beider Zelllinien wurde die unphosphorylierte Form der IRAK als
Bande mit ca. 80 kD im Western Blot (WB) detektiert (Abb. 5A). In den IRAK-Uber-
exprimierenden Zellen war die basale Menge der IRAK im Vergleich zu den Wildtyp-
Zellen nur leicht erhéht (2,18 + 1,16, Spur 1 vs. 3). Nach IL-1-Stimulation war jedoch die
IRAK-Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 80 bis 100 kD in EL-4"**¥-Zellen
deutlich verstarkt (Spur 4). Die Bandenverbreiterung wird durch multiple Phosphatreste in
der IRAK verursacht [42,59] und ist auch in der Autoradiographie (ARG) des in vitro
Kinase Tests erkennbar (Abb. 5B). Die IL-1-induzierte Phosphorylierung der IRAK in
EL-4-Zellen war im Western Blot kaum, in der ARG dagegen gut detektierbar (Spuren 2).
Die Menge an phosphorylierter IRAK war in den EL-4™*¥-Zellen mit beiden Nachweis-
methoden zur jeweiligen Kontrolle erhdht (WB = 5,32 + 2,84 bzw. ARG = 2,31 + 1,15). Die

IRAK-Uberexpression macht sich insbesondere in IL-1-stimulierten Zellen bemerkbar.
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Abb. 5: Basale und phosphorylierte IRAK in EL-4-un  d EL-4"™*-Zellen

EL-4 und EL-4™*-Zellen wurden 5 min mit IL-1 (5 ng/ml) stimuliert oder unbehandelt gelassen.
Aus Lysaten wurde die IRAK immunprazipitiert (IP), (A) mittels 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt,
geblottet und mit einem anti-IRAK Antikdrper nachgewiesen (WB). (B) IRAK-IPs wurden im in vitro
Kinase Test phosphoryliert, elektrophoretisch getrennt (7,5% SDS-Gel) und durch Autoradio-
graphie (ARG) detektiert. Die Graphiken stellen die densitometrische Auswertung von drei
Experimenten dar. Die jeweiligen Kontrollen (A = unbehandelte EL-4- und B = EL-4-Zellen) wurden
auf 1 gesetzt. (p < 0,05 vs. unbehandelte EL-4-Zellen. ,H’ = schwere Kette des Antikdrpers.

Die Phosphorylierung der IRAK wurde im in vitro Kinase Test vermutlich durch eine IL-1-
abhangige co-prazipitierte Kinase oder durch Autophosphorylierung hervorgerufen. Ein
50 kD Protein wurde IL-1-unabhangig phosphoryliert, wohingegen die Bande bei ca.
60 kD (p60) ein co-prazipitiertes endogenes Substrat der IRAK oder einer IL-1-ab-

hangigen co-prazipitierten Kinase zu sein scheint [40].
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3.1.2 Die Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI ist i n IRAK-Uberexprimierern
verstarkt

Zur Untersuchung, ob die IRAK-Uberexpression einen Einfluss auf die Menge assoziierter
IRAK an den IL-1RI hat, wurden der IL-1RI und IL-1RI-assoziierte Proteine aus Lysaten
mit Hilfe eines anti-IL-1RI-Antikdrpers (co-)prazipitiert. Die Assoziation der IRAK wurde im
Western Blot und Aktivitdten IL-1RI-co-prazipitierter Kinasen mittels in vitro Kinase Test
nachgewiesen. In unbehandelten Proben beider Zelllinien war keine IRAK am IL-1RI
nachzuweisen (Abb. 6A, Spuren 1 und 3). Nach IL-1-Stimulation wiesen beide Zellen eine
IRAK-Bande bei 80 kD auf, die in EL-4™**-Zellen deutlich verbreitert war (2,65 + 1,34,
Spur 2 vs. 4), was phosphorylierter IRAK (80 - 100 kD) am IL-1RI entspricht.
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Abb. 6: IL-1-abhéngige Assoziation der IRAK an den  IL-1RI in EL-4- und EL-4 "**-Zellen

EL-4 und EL-4"™**-Zellen wurden wie in Abb. 5 beschrieben behandelt und der IL-1RI aus Lysaten
immunprazipitiert (IP). (A) IPs wurden elektrophoretisch getrennt (7,5% SDS-Gel) und IRAK mittels
Western Blot (WB) ermittelt. (B) IL-1RI-co-prazipitierte Proteine wurden im in vitro Kinase Test
phosphoryliert, durch 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie (ARG) identifi-
ziert. Die Graphiken stellen die densitometrische Auswertung von drei Experimenten dar. Die Kon-
trollen (EL-4-Zellen) wurden jeweils auf 1 gesetzt.
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In der ARG waren in unbehandelten Proben keine phosphorylierte IRAK oder p60
detektierbar (Abb. 6B, Spuren 1 und 3). In IL-1-stimulierten Ansatzen wurden IL-1RI-co-
prazipitierte IRAK und p60 phosphoryliert (Spuren 2 und 4). Die Menge an phos-
phorylierter IRAK am IL-1RI ist in EL-4"™**-Zellen im Gegensatz zu EL-4-Zellen erhéht
(1,31 +£0,19).

Eine Uberexpression an IRAK in EL-4-Zellen macht sich demnach durch Zunahme
assoziierter IRAK an den IL-1RI bemerkbar, die sowohl auf basaler Ebene als auch durch
verstarkte phosphorylierte IRAK nachzuweisen war. Die Phosphorylierung der IRAK
wurde entweder durch Autophosphorylierung oder durch eine IRAK- und/oder IL-1RI-co-
prazipitierte Kinase hervorgerufen. Im Vergleich zur Abb. 5, welche die cytosolische préazi-
pitierbare IRAK nach IRAK-Immunpréazipitation darstellt, wird nur ein Teil der Uber-
exprimierten IRAK an den Rezeptor rekrutiert. Die Phosphorylierung des p60 wurde durch
einen Anstieg der IRAK-Menge in den Zellen nicht deutlich beeinflusst. Da die Aktivierung
der IRAK in den IRAK-Uberexprimierenden Zellen besser nachweisbar war als in Wildtyp-

Zellen, wurden in weiteren Experimenten EL-4""*%-Zellen als Zellmodell eingesetzt.

3.1.3 Aktivierte IRAK transloziert in den Zellkern

Nach Dissoziation vom IL-1RI-Komplex wird IRAK entweder ubiquitinyliert und vom
Proteasom degradiert [79] oder transloziert in den Zellkern [80]. Die Translokation der
IRAK in den Zellkern wurde im Zeitbereich von 60 - 120 min nach IL-1-Stimulation an
EL-4- bzw. ECV-Zellen gezeigt [80]. Die Menge und Aktivitdt an cytosolischer und
nukledrer IRAK in Abhangigkeit von IL-1 wurde in EL-47*“-Zellen mittels IRAK-Western
Blot und in vitro Kinase Test verglichen (Abb. 7).

Im unstimulierten Zustand war die IRAK als Bande bei 80 kD im Cytosol zu sehen
(Abb. 7A, Spur 1). Sowohl 5 als auch 120 min IL-1-stimulierte Anséatze zeigten eine
identische Menge an cytosolischer phosphorylierter IRAK, dagegen liel3 sich die IRAK
nach 120 min IL-1-Stimulation im Kern nachweisen (Spuren 2 und 3 vs. 4, 5 und 6).

Da die nukledre Form der IRAK phosphoryliert auftrat, was an der Bandenverbreiterung
zu erkennen war, transloziert die IL-1RI-rekrutierte und phosphorylierte IRAK vermutlich

nach Dissoziation vom IL-1RI-Komplex in den Zellkern.
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Abb. 7: IL-1-vermittelte
nukledre Translokation
der IRAK in EL-4 ™A%
Zellen

EL-4"*_Zellen  wurden
5oder 120 min mit IL-1
(5 ng/ml) stimuliert oder
unbehandelt  gelassen.
IRAK wurde aus 150 pg
Cytosol- oder Kernextrakt
immunpréazipitiert (IP), (A)
elektrophoretisch getrennt
(7,5% SDS-Gel) und
IRAK im Western Blot
(WB) nachgewiesen. (B)
IRAK-IPs wurden im in
vitro Kinase Test phos-
phoryliert, mittels 7,5%
SDS-PAGE  aufgetrennt
und durch Autoradio-
graphie (ARG) detektiert.
,H' = schwere Kette des
Antikorpers.

Die unstimulierten Ansatze der jeweiligen Fraktionen zeigten keine Kinase-Aktivitaten in
der ARG (Abb. 7B, Spuren 1 und 4). Wie zu erwarten, wurde die cytosolische IRAK nach

5 und 120 min IL-1-Stimulation phosphoryliert (Spuren 2 und 3). Im Gegensatz dazu lag

die nukleare IRAK erst nach 120 min phosphoryliert vor (Spur 5 vs. 6), wobei die phos-

phorylierte IRAK im Cytosol stets hoher konzentriert war als in der nukleéren Fraktion.

Die Phosphorylierung der nukledren IRAK wurde vermutlich durch Autophosphorylierung

oder durch Phosphorylierung einer Kinase verursacht, die mit der IRAK in den Zellkern

co-transloziert oder bereits dort anwesend ist.
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3.2 ldentifizierung von moglichen redoxsensitiven P roteinen am IL-1RI

Die Bildung des IL-1RI-Komplexes bendtigt eine geregelte Rekrutierung von Proteinen
und eine geeignete Konformation dieser Proteine. Prozesse, die auch durch IL-1 induziert
werden, kdnnen durch Redox-Ereignisse beeinflusst werden. Cysteine im reduzierten
Status sind leichte Ziele von Modifikationen durch ROS oder elektrophile Substanzen.
Deshalb war es von Interesse, den Thiolstatus IL-1RI-assoziierter Proteine nach IL-1-
Behandlung zu bestimmen und unbekannte Proteine am Rezeptor zu identifizieren. Zur
Markierung freier Proteinthiole wurde das thiolspezifische Reagenz lodoacetyl-[**°I]-
lodotyrosin ([**’I]-IAIT) eingesetzt [128].

3.2.1 IL-1 &ndert das [ **°I]-IAIT-Muster von Proteinen am IL-1RI

Zum Nachweis von Proteinen des IL-1RI-Komplexes mit [**°[]-IAIT-zugénglichen Thiolen
wurden IL-1RI-Immunprézipitate mit [**°I]-IAIT inkubiert und mittels ARG detektiert
(Abb. 8).

IL-1RI-co-prazipitierte Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 30, 50 und 70 kD

125|]

waren mit [*I]-1AIT in unbehandelten und IL-1-stimulierten Proben markiert. Nach IL-1-

125)]-IAIT-markierte Proteine auf. Diese Proteine

Stimulation traten drei zusatzliche [
wurden anhand ihrer Molekulargewichte wie folgt benannt: p32, p60 und p80. Fir die
Zuganglichkeit von Proteinthiolen fur [**I]-IAIT nach IL-1-Stimulation gibt es zwei
Mdglichkeiten: 1.) Proteine mit freien SH-Gruppen werden an den IL-1RI nach Liganden-
bindung rekrutiert oder 2.) Proteine, die bereits assoziiert sind, andern ihre Konformation

nach IL-1-Stimulus, wodurch Thiole exponiert werden.

Abb. 8: [ *I]-IAIT-Markierung von drei zusatzlichen
0 5 IL-1 [min] Proteinen am IL-1RI nach IL-1-Stimulation

EL-4"*_Zellen wurden mit IL-1 (5 ng/ml) stimuliert oder
unbehandelt gelassen. Der IL-1RI wurde aus Lysaten
préazipitiert (IP) und zugangliche Thiole préazipitierter
<+—p80 Proteine mit [**’I]-IAIT markiert. Die Proben wurden
elektrophoretisch aufgetrennt (7,5% SDS-Gel) und durch
Autoradiographie (ARG) ermittelt. Proteine sind nach
<+— p60 ihren Molekulargewichten benannt und mit einem Pfeil
markiert.

‘h P32

IP: IL-1RI
ARG: [125[]-IAIT

30 —
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125)]-IAIT-markierten Proteine wurden Western Blots mit Hilfe

Zur ldentifizierung der [
spezifischer Antikdrper gegen bekannte Proteine des IL-1RI-Komplexes durchgefihrt. So
wurden p32 und p80 speziell untersucht. Unbekannte IL-1RI-assoziierte Proteine hin-
gegen wurden mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2DE) aufgetrennt, aus dem
Gel ausgeschnitten, tryptisch verdaut und durch massenspektrometrische Methoden

(MALDI oder ESI-Q-TOF) analysiert.

3.2.2 ldentifizierung des [ '*I]-IAIT-markierbaren p80 als IRAK

Bei dem als p80 benannten Protein kdnnte es sich um IRAK handeln. Sowohl humane als
auch murine IRAK haben ein Molekulargewicht von ca. 80 kD, assoziieren IL-1-abhangig
an den IL-1RI und kdnnen mit diesem co-préazipitiert werden [42]. Des Weiteren enthalten
humane und murine IRAK 17 bzw. 15 Cysteine, die méglicherweise fiir die [**I]-IAIT-
Markierung zugéanglich sind.

Der Thiolstatus der IRAK wurde mit [**®I]-IAIT-markierten |IRAK-Immunprézipitaten
untersucht (Abb. 9). Ein co-prazipitiertes 50 kD Protein wurde IL-1-unabhangig [**°I]-IAIT-
markiert (ARG). Im unstimulierten Zustand waren Thiole der IRAK mit [**I]-IAIT nach-
zuweisen (Spur 1). Nach IL-1-Stimulation waren die markierten Thiole der IRAK deutlich
hoher (Spur 2). Zum Beweis, dass es sich bei der Bande um [*®I]-IAIT-markierte IRAK
handeln konnte, wurde ein IRAK-Western Blot (WB) durchgefiihrt. Die IRAK-Banden
(Spuren 3 und 4) lagen auf gleicher Hohe wie die [**°[]-IAIT-Banden, was dafiir spricht,
dass es tatsachlich [**1]-IAIT-markierte IRAK ist. Da in der [**°I]-IAIT-ARG keine Banden-
verbreiterung der IRAK sichtbar war, ist vermutlich die phosphorylierte IRAK schlechter

mit [**1]-IAIT markierbar.

Abb. 9: [®I-IAIT-markierte Thiole
der IRAK

0 5 IL-1 [min]
EL-4™*_Zellen wurden wie in Abb. 8
beschrieben behandelt. An IRAK-
Immunprazipitaten (IP) wurden zu-
«— IRAK gangliche Thiole mit [*°I]-IAIT mar-
kiert, IPs Uber ein 7,5% SDS-Gel auf-

getrennt, geblottet und mittels Auto-

" H radiographie (ARG) oder IRAK-spezi-

fischem Antikérper im Western Blot
(WB) nachgewiesen. ,H' = schwere
IP: IRAK Kette des Antikorpers.

ARG: [1%[]-IAIT  WB: IRAK
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Zum Nachweis einer eventuellen reversiblen Thiolmodifizierung der IRAK wurden IRAK-
Immunprazipitate vor der [*#I]-IAIT-Markierung mit Tris(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP)
behandelt (Abb. 10). TCEP reduziert Disulfidverbindungen und besitzt selbst keine
[*#I1]-IAIT-markierbaren Thiole.

P32 wurde ebenfalls im IRAK-Immunprazipitat IL-1-abhangig [**I]-IAIT markiert. Nach
IL-1-Stimulation war ein Anstieg der markierten Thiole der IRAK deutlich zu sehen (jeweils
Spur 2). Die radioaktive Markierung der Thiole der IRAK war in beiden TCEP-behandelten
Proben identisch und hatte die gleiche Intensitat wie der unbehandelte IL-1-stimulierte
Ansatz (Spur 2 vs. 3 und 4, unterschiedliche Expositionen dargestellt). Somit verursacht
IL-1 die Freisetzung von Thiolen der IRAK. Proteine von ca. 30, 50 und 70 kD wurden
IL-1-unabhangig [**I]-IAIT-markiert und bilden anscheinend mit der IRAK auch im
unstimuliertem Zustand einen Komplex (Spuren 3 und 4). P32 hingegen war nur nach
IL-1-Stimulation detektierbar (Spur 4). Vermutlich assoziieren p32 und IRAK erst nach

IL-1-Behandlung, wobei p32 mit der IRAK co-prazipitiert wird.

Abb. 10: [**®I]-IAIT-Markierung TCEP-

0 > 0 S IL-1 [min] reduzierter Thiole an IRAK-Immunprazi-
kD - + ot TCEP pitaten
97 — EL-4™*.Zellen wurden wie in Abb. 8
— <+— |IRAK beschrieben behandelt. Lysate wurden mit
66 — IRAK-Antikdrpern inkubiert (IP) und Pra-
46 | —— zipitate mit 5 mM TCEP 5 min inkubiert (+)

oder unbehandelt gelassen (-). Zugangliche

Thiole wurden mit [**I]-IAIT markiert, IPs

" <+— p32 Uber ein 10% SDS-Gel aufgetrennt und

30— e . Proteine durch Autoradiographie (ARG)

identifiziert. Dargestellt sind Expositionen

der unbehandelten Ansatze (24h) und der
IP: IRAK TCEP-behandelten Ansétze (4 h).

ARG: [125]]-IAIT

3.2.3 MyD88 ist vermutlich das [ '#I]-IAIT-markierbare p32

Zur Analyse von p32, welches IL-1-abhéangig an den IL-1RI und an die IRAK assoziiert,
wurden bekannte Proteine des IL-1RI-Komplexes untersucht. Tollip (31 kD) kann nicht
p32 sein, da p32 erst nach IL-1-Stimulation mit der IRAK interagiert (Abb. 10). Im
unstimulierten Zustand sind IRAK und Tollip im Cytosol jedoch bereits assoziiert [36].
Auch Co-préazipitations-Experimente mit einem Tollip-spezifischen Antikdrper deuteten
keine Ubereinstimmung von Tollip mit der [**°I]-IAIT-markierbaren p32-Bande in IL-1RI-

Immunprazipitaten an (Daten nicht gezeigt).
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Ein weiteres Protein ware MyD88 (33 kD), welches erst nach IL-1-Stimulation mit dem
IL-1RI und der IRAK assoziiert [32,35]. Das murine Protein besitzt 9 Cysteine, die
maoglicherweise fir die [**°I]-IAIT-Markierung zuganglich sind. Um herauszufinden, ob es
sich bei MyD88 um p32 handelt, wurden IL-1RI-, IRAK- und MyD88-Immunpréazipitate mit
[*2*1]-IAIT inkubiert und MyD88 im Western Blot detektiert (Abb. 11).

Prazipitiertes MyD88 war im Vergleich zur IL-1-stimulierten Probe (Spur 5) aus unbe-
handelten Zellen (keine Abbildung) im Western Blot nicht nachweisbar. Ebenfalls wurde in
unstimulierten Ansatzen in IL-1RI- und IRAK-Immunprazipitaten kein MyD88 detektiert
(Spuren 1 und 3). Dagegen wurde nach IL-1-Stimulation MyD88 mit dem IL-1RI und der
IRAK co-prazipitiert (Spur 2 vs. 4), was somit die IL-1-abhangige Assoziation von MyD88

an den IL-1RI beweist.

. Abb. 11: IL-1-abhéangige Co-prazi-
0O 5 0 5 5 I-1[min] pitation von MyD88 mit dem IL-1RI
und der IRAK

EL-4™*“.Zellen wurden wie in Abb. 8
beschrieben behandelt. Der IL-1RI,
IRAK oder MyD88 wurden aus
Lysaten prazipitiert (IP), Uber ein
10% SDS-Gel aufgetrennt, geblottet
und MyD88 im Western Blot (WB)
detektiert. ,H' = schwere Kette des
Antikoérpers.

IP: IL-IRI IRAK  MyD88
WB: MyD88

Fur Immunprazipitationen und anschlieRende Experimente wurden bisher 50 mM NaCl in
Lyse- und Hepes-Waschpuffer verwendet, um co-prazipitierte Proteine nachzuweisen. Die
NaCl-Konzentration wurde auf 250 mM im jeweiligen Puffer erhdht, um mogliche ionische
Wechselwirkungen von MyD88 und assoziierten Proteinen in MyD88-Immunprazipitaten
zu entfernen und MyD88 somit direkt ohne Interaktionspartner nachzuweisen (Abb. 12).

MyD88 war nach IL-1-Stimulation mit IRAK co-prazipitierbar und ebenfalls nur IL-1-
abhéangig im MyD88-Immunprazipitat mit 50 mM NaCl detektierbar (Abb. 12A, Spuren 2
und 4). Unter stringenteren Bedingungen (250 mM NaCl) war MyD88 in unstimulierten
Proben wiederum nicht nachweisbar (Spur 5 vs. 6). Es ist denkbar, dass MyD88 sich in
Komplexen befindet, somit maskiert wird und fir den Antikdrper wahrend der MyD88-IP
unzuganglich ist. Auch die Inkubation von Zellen mit DTT (bis 250 uM, far 3 h) zur

Reduktion von Disulfiden und somit mdglicher Freisetzung von MyD88 aus Komplexen,
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zeigte kein prazipitierbares MyD88 aus unstimulierten Zelllysaten (Daten nicht abge-

bildet).

Die ARG der [***l]-IAIT-markierten Proteinthiole zeigte mehrere MyD88-co-prézipitierte

Proteine in unbehandelten und IL-1-stimulierten Ansatzen (Abb. 12B, Spuren 3 bis 6). In

allen MyD88-Immunpréazipitaten traten [**I]-IAIT-markierte p32-Banden nur nach IL-1-

Stimulation auf, wobei die Intensitat der p32-Bande mit 250 mM NacCl in Puffern geringer

war als in der Probe mit 50 mM NacCl (Spur 4 vs. 6). Die Banden von MyD88 im Western
Blot deckten sich mit den IL-1-abhangigen [**I]-IAIT-markierten p32-Banden in IRAK- und

MyD88-Immunprazipitaten, woraus man schlie3en kann, dass p32 MyD88 ist.

A
KD 0 0O 5 0 5 IL-1 [min ]
60—
50— H
IRAK  MyD88 MyD88 IP
50 50 250 NaCl [mM]
WB: MyD88
B
kD 0O 5 0 5 0 5 IL-1 [min ]
<— p32
IRAK  MyD88 MyD88 IP
50 50 250 NaCl [mM]
ARG: [125]]-IAIT
3.2.4 ldentifizierung weiterer Proteine des IL-1RI-

Abb. 12: Detektion von
MyD88 und p32

EL-47*.Zellen wurden wie
in Abb. 8 beschrieben be-
handelt. IRAK oder MyD88
wurden aus Lysaten mit 50
oder 250 mM NacCl in Lyse-
und Waschpuffern prazipi-
tiert (IP), (A) mittels 10%-
SDS-PAGE aufgetrennt, ge-
blottet und MyD88 im
Western Blot (WB) nachge-
wiesen. (B) Zugéangliche
Thiole in IPs wurden mit
[*®I)-IAIT markiert, elektro-
phoretisch aufgetrennt (10%
SDS-Gel) und mittels Auto-
radiographie (ARG) detek-
tiert. H' = schwere Kette
des Antikorpers.

Komplexes

Zur Analyse unbekannter IL-1RI-assoziierter Proteine wurde der IL-1RI aus IL-1-

stimulierten EL-4"*¥-Zelllysaten prazipitiert, assoziierte Proteine mittels 2DE aufgetrennt
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und mit Colloidal-Coomassie gefarbt (Abb. 13). Um eine ausreichende Menge an

Proteinen fur die Massenspektrometrie bereitzustellen, wurde eine 100-fach groRere

Zellmenge als fiir die [**°I]-IAIT-Markierung prapariert. Aus dem Gel wurden Proteinspots,

die pragnant oder im Bereich von 32 kD waren, ausgeschnitten, tryptisch verdaut und
mittels MALDI oder ESI-Q-TOF analysiert.

10,0 pH

30 45 56 63 7,0 85
| S .
kD ; + Wl LRy ¥
Lae
97—"*.\_ -
66 —| -
it
46 —| = i (1)
~‘*<— (2
. ‘= (3)
- (4
30 — L ] 4)
* :
‘
IP: IL-1RI
Farbung: Colloidal-Coomassie

Abb. 13: 2DE von
IL-1RI-co-prazipitierten
Proteinen aus IL-1-
stimulierten EL-4 'A%
Zellen

1x10"°  EL-4"*-Zellen
wurden 5 min mit IL-1
(5 ng/ml) stimuliert, der
IL-1RI aus dem Lysat
prazipitiert, mittels zwei-
dimensionaler Gelelek-
trophorese (2DE) aufge-
trennt (12,5% SDS-Gel)
und Proteine durch Col-
loidal-Coomassie ge-
farbt. Proteinspots wur-
den aus dem Gel ausge-
schnitten, tryptisch ver-
daut und mittels Mas-
senspektrometrie analy-
siert. Identifizierte Protei-
ne sind mit einem Pfeil
markiert.

Folgende Proteine wurden aus drei unabhangigen Versuchen analysiert (Tabelle 6):

Spot-Nr. Protein MW [kD] iP
(1) Tubulin 50,1 4,8
2) B-Actin 41,7 5,6
3 F-Actin Capping Protein a-UE 32,9 55
4) Tropomyosin a 29,2 4,7

Tabelle 6: Identifizierte IL-1RI-assoziierte Protei ne

MW = Molekulargewicht, iP = isoelektrischer Punkt
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Die Analyse des endogenen IL-1Rl-assoziierten und [*?*I]-IAIT-markierbaren p60 lieferte
kein eindeutiges Ergebnis, da offenbar die Menge an Protein fur die Massenspektrometrie
zu gering war.

Tubulin mit einem Molekulargewicht von 50 kD kdnnte vermutlich in Co-prézipitations-
Experimenten auf gleicher Héhe mit der schweren Kette des Antikorpers laufen. Das
F-Actin Capping Protein wurde mitprazipitiert, da auch eine grof3e Menge Actin am IL-1Rl

assoziiert war. So wurden Actin und Tropomyosin speziell untersucht.

3.2.4.1 Actin andert seine Konformation am IL-1RI

Actin ist eines der am haufigsten exprimierten intrazellularen Proteine und existiert in
Nichtmuskelzellen mit den Isoformen 3 und y. Es dient zur Stabilisierung, zur Formgebung
und Bewegung der Zelle. Zum Nachweis einer Funktion von Actin in EL-4%™**-Zellen
wurde der IL-1RI immunprazipitiert und assoziiertes Actin im Western Blot detektiert
(Abb. 14). Zur Lokalisation an intrazellularem Actin wurde 1 ul Lysat aufgetragen. Actin
war in unbehandelten und IL-1-stimulierten Ansdtzen am IL-1RI assoziiert. Nur eine
geringe Menge des zellularen Actins co-prazipitierte mit dem IL-1RI (Spuren 1 und 2

vs. 3). IL-1 hatte keinen Einfluss auf die Bindung von Actin mit dem IL-1RI.

kD 0 5 0 IL-1 [min] APb._ 14:_ Actin co-prazipitiert IL-1-unab-
hangig mit dem IL-1RI

83— EL-4"**.Zellen wurden wie in Abb. 8 be-
schrieben behandelt. IL-1RI-Immunpréazipitate
R (IP) und 1 pl Lysat wurden Uber ein 10%

SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und Actin mit-
tels Antiserum im Western Blot (WB)
o Aktin detektiert.
37—

IL-1RI-IP Lysat WB: Aktin

Actin-Filamente setzen sich aus Actin-Monomeren zusammen. Bekannt ist, dass
Behandlungen von Fibroblasten mit Wachstumsfaktoren wie EGF oder FGF zu einem
Anstieg der Actin-Polymerisierung flihren [167,168]. Die Wirkung einer IL-1-Stimulation
auf Actin wurde an ECV-Zellen mittels Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht (Abb. 15).
ECV-Zellen eignen sich durch eine glnstigere Verteilung von Zellkern und Cytosol besser
zum mikroskopischen Nachweis von Actin als EL-4-Zellen. Des Weiteren zeigen ECV-

Zellen ein analoges Verhalten wie EL-4-Zellen auf IL-1-Stimulation [80].
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Abb. 15: Zunahme von Actin-Filamenten
nach IL-1-Stimulation

ECV-Zellen wurden auf Objekttragern ausge-
sat, mit IL-1 (5 ng/ml) fir 5 min (B) bzw.
30 min (C) stimuliert oder unbehandelt gelas-
sen (A). PBS-gewaschene Zellen wurden
5 min in eiskaltem Methanol fixiert. Die Detek-
tion von Actin erfolgte mit einem anti-Actin
Antiserum und einem TRITC-gekoppelten
Zweitantikdrper mittels Microscope-digital ima-
ging system E1000. Zellkerne sind durch An-
farben der Chromosomen mit DAPI blau mar-
kiert. Die abgebildeten Ausschnitte sind repra-
sentativ fir den gesamten Objekttrager.

In unbehandelten Zellen waren vereinzelte intrazellulare Actin-Filamente (Pfeilkdpfe) oder
Actin-Monomere (Pfeile) sichtbar (Abb. 15A). Nach 5 min IL-1-Stimulation war ein Anstieg

an Zellen, die Actin-Filamente (Pfeilkbpfe) aufwiesen, zu beobachten (Abb. 15B). Diese

Stressfasern waren ebenfalls nach 30 min IL-1-Behandlung in den Zellen zu sehen

(Abb. 15C). IL-1 fuhrt offenbar zur Polymerisierung von Actin-Monomeren zu Actin-Fila-

menten. Die Charakteristik der Konformation des Actins von sechs reprasentativen Sicht-

feldern von jeweils drei Objekttragern wurde in Abb. 16 graphisch dargestellt.

100 ~

(o]
o
|

60 -
40 -
20 -

O unbehandelt
E5 min IL-1

B 30 min IL-1

il -

o

Actin-Konformation [%]

Monomere

Filamente

Abb. 16: Verteilung der zellularen
Actin-Konformation

ECV-Zellen wurden wie in Abb. 15
behandelt. Der Graph gibt die pro-
zentuale Charakteristik der Actin-
Konformation von sechs reprasenta-
tiven Sichtfeldern der jeweiligen
Objekttrager wieder. Die Summe der
Strukturen wurde auf 100% gesetzt
und die einzelnen Konformationen
des Actins dazu ins Verhaltnis.
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3.2.4.2 Tropomyosin assoziiert IL-1-abh&angig an den IL-1RI

Tropomyosin ist ein Actin-assoziiertes Protein und hat je nach Isoform ein Molekular-

gewicht zwischen 28 - 32 kD. Zur Ermittlung, ob IL-1 einen Einfluss auf die Bindung von

Tropomyosin an den IL-1RI hat, wurden aus EL-47*%Zelllysaten der IL-1RI oder

Tropomyosin immunprazipitiert und Tropomyosin (TM) im Western Blot nachgewiesen

(Abb. 17). Neben einer IL-1-unabhdngigen Proteinbande bei 40 kD wurde Tropomyosin

nur nach IL-1-Stimulation mit dem IL-1RI co-prazipitiert (Spur 1 vs. 2). Eine Stimulation

mit IL-1 fuhrt demnach zur Assoziation von Tropomyosin an den IL-1RI. Tropomyosin ist

auch nicht p32, da die Tropomyosin-Bande in Western Blots sich nicht mit der [**I]-IAIT-

markierbaren p32-Bande in der ARG deckte (Daten nicht gezeigt).

kD

60—
50—

30—

0 5 0

—

=%

IL-1IRI TM

IL-1 [min]

H

-— TM

IP
WB: TM

Abb. 17: IL-1-abhangige Co-prazipitation von
Tropomyosin mit dem IL-1RI

EL-4""**.Zellen wurden wie in Abb. 8 beschrieben
behandelt und der IL-1RI oder Tropomyosin (TM)
aus Lysaten prazipitiert (IP). Die Uber ein 10%
SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden geblottet
und TM im Western Blot (WB) ermittelt. H' =
schwere Kette des Antikorpers.
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3.3  Thiolmodifizierende Substanzen interferieren mi  t Signalen am IL-1RI

Die IL-1-Signaltransduktion in EL-4-Zellen wird redoxabhangig reguliert [152]. Ausgehend
von bereits bestehenden experimentellen Untersuchungen wurden Wirkungen von redox-
aktiven Substanzen auf eines der friihesten Ereignisse in der IL-1-Signalkaskade, die
Bildung des IL-1RI-Komplexes und Aktivierungen IL-1RI-assoziierter Kinasen, Uberprift.
IL-1 bewirkt eine Anderung des Thiolstatus der IRAK (3.2.2). Nachfolgende Experimente
erfolgten an EL-47*-Zellen zur Aufklarung des Einflusses von sowohl synthetischen als
auch nahrungsrelevanten thiolmodifizierenden Substanzen auf die Rekrutierung und
Phosphorylierung der IRAK als dem wichtigsten Ereignis in der IL-1-Signalkaskade ftr

nachfolgende Prozesse.

3.3.1 Wirkungen von MD, PAO, DA und PDTC auf Ereign isse am IL-1RI-Komplex

Die synthetischen redoxaktiven Agenzien Menadion (MD), Phenylarsinoxid (PAO), Diamid
(DA) und Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) wurden als Modellsubstanzen verwendet, um
ihre Wirksamkeit zu testen, Ereignisse am IL-1RI durch Anderung des zellularen Redox-

status und/oder Proteinmodifikation zu beeinflussen.

3.3.1.1 MD fiihrt zum Anstieg des intrazellularen GSSG-Gehalts

Die Detektion der Wirkung von MD auf den intrazellularen Glutathionspiegel wurde mittels
Ellmann-Test bestimmt (Tabelle 7). Eine Vorbehandlung der Zellen mit MD verursachte
eine Reduktion des Gesamtglutathiongehalts (GSH + 2xGSSG). Die Menge an GSSG war
in MD-behandelten Zellen héher als in unbehandelten Zellen. Somit sank signifikant das
Verhéltnis von GSH zu GSSG (GSH/GSSG).

GSH + 2xGSSG GSSG
(nmol/mg Protein) | (nmol/mg Protein) SElesst
Kontrolle 25,2 +1,76 0,08 + 0,05 445,09
Menadion 15,92 +1,58 4,4 +0,73 1,700

Tabelle 7: MD verandert den intrazellularen Glutath  iongehalt

EL-4"*.Zellen wurden mit MD (50 uM, 15 min) oder DMF als Lésungsmittel vorbehandelt. Aus
homogenisierten Zellen wurde das Protein geféllt und im Uberstand der Gehalt an Gesamt-
glutathion (GSH + 2xGSSG) bzw. GSSG photometrisch mittels Ellmann-Test bestimmt. Op < 0,01
vs. Kontrolle.
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3.3.1.2 MD, PAO, DA und PDTC inhibieren die IL-1-induzierte Phosphorylierung der
IRAK

Tewes et al. zeigten mittels in vitro Kinase Tests an IL-1RI-Immunprazipitaten, dass eine
IL-1-abhé&ngige Kinase durch Vorbehandlung von EL-4-Zellen mit den thiolmodifi-
zierenden Agenzien MD, PAO, DA oder PDTC inhibiert ist [152]. Diese Kinase kdnnte die
IRAK sein. Der Einfluss der genannten redoxaktiven Substanzen auf die IL-1-induzierte
IRAK-Aktivierung wurde mittels IRAK-Western Blot und in vitro Kinase Test untersucht
(Abb. 18). In unbehandelten Anséatzen wurde die phosphorylierte IRAK nach IL-1-
Stimulation nachgewiesen (Abb. 18A, Spuren 2 und 8). MD-, PAO- und DA- inhibierten
vollsténdig, dagegen PDTC-Behandlung der Zellen nur gering, die IL-1-induzierte Phos-
phorylierung der IRAK (Spuren 4, 6, 10 vs. 12).

A
MD | PAO .
KD 05|0 5|0 5 IL-1 [min]
o s — 1z
— |l rRAK
85— 1 ] T — 85
H H
42— :
.42
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
IP: IRAK
WB: IRAK
B
MD | PAO DA |PDTC
WD 05|0 5|0 5 0 5|0 5|0 5 IL-1[min]
IRAK | _.—97
— 66
«—p60— | i
O e — 46
7 8 9 10 11 12
IP: IRAK
ARG: Kinase Test

Abb. 18: Die IL-1-abh&ngige Phosphorylierung der IR AK wird durch MD, PAO, DA und PDTC
inhibiert

EL-4""*%-Zellen wurden mit MD (50 pM, 15 min), PAO (1 uM, 30 min), DA (500 pM, 45 min), PDTC
(100 puM, 30 min) oder den entsprechenden Ldsungsmitteln vorbehandelt und fir 5 min mit 1L-1
(5 ng/ml) stimuliert oder unbehandelt gelassen. IRAK wurde aus Lysaten immunprazipitiert (IP),
(A) mittels 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt und im IRAK-Western Blot (WB) nachgewiesen.
(B) IRAK-IPs wurden im in vitro Kinase Test phosphoryliert, elektrophoretisch getrennt (7,5% SDS-
Gel) und mittels Autoradiographie (ARG) detektiert. ,H' = schwere Kette des Antikdrpers.
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Die ARG zeigte einen substanzabhéngigen Einfluss der IRAK- und p60-Phosphorylierung
(Abb. 18B). Die IL-1-induzierte Aktivierung der IRAK wurde vollstandig durch MD, PAO
und DA gehemmt. Hingegen hatte PDTC nur einen geringen Effekt auf die Phosphory-
lierungen der IRAK und des p60 (Spuren 4, 6, 10 vs. 12).

MD, PAO, DA und PDTC blockierten vermutlich die IL-1-abhangige Aktivitat der IRAK,

einer co-prazipitierten Kinase oder die Assoziation einer co-préazipitierten Kinase.

3.3.1.3 MD, PAO, DA und PDTC blockieren die IL-1-vermittelte Rekrutierung der IRAK
an den IL-1RI

Die Vorinkubation der Zellen mit MD, PAO, DA oder PDTC in den verwendeten Konzen-
trationen hatte keinen Einfluss auf (i) die Vitalitat von EL-4-Zellen, (ii) die Liganden-
bindung an den Rezeptor und (iii) Kinase-Aktivitaten der IRAK oder einer assoziierten
Kinase [160]. Somit wurden die Wirkungen von MD, PAO, DA und PDTC auf die IL-1-
abhangige Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI untersucht.

Aus vorbehandelten EL-47"-zellen wurden der IL-1RI und IL-1RI-assoziierte Proteine
prazipitiert und co-prazipitierte IRAK im Western Blot nachgewiesen (Abb. 19A). MD und
PAOQO inhibierten die IL-1-induzierte Assoziation der IRAK an den Rezeptor vollstandig,
wahrend DA und PDTC sie nur verminderten (Spuren 4 und 8 vs. 12 und 14).

Die Phosphorylierungen IL-1RI-assoziierter Proteine wurden mittels in vitro Kinase Test
untersucht (Abb. 19B). MD und PAO hemmten die Phosphorylierungen von IRAK und p60
(Spuren 4 und 8). Die Phosphorylierungen der IRAK und p60 wurden durch DA- gering
und durch PDTC-Behandlung der Zellen nicht beeinflusst (Spur 12 vs. 14). Weder eine
IL-1-abhangige Co-prazipitation der IRAK mit dem IL-1RI noch Phosphorylierungen der
IRAK oder p60 wurden durch die verwendeten Lésungsmittel (DMF, DMSO) beeinflusst
(Spuren 2 und 6).
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A DMF| MD |DMSO| PAO H,0 | DA |PDTC
ko O05]os|o 5o 5 05|00 5|05 IL-1 [min]
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Abb. 19: Die Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI wi rd durch MD, PAO, DA und PDTC
beeinflusst

EL-4"*.Zellen wurden wie in Abb. 18 beschrieben behandelt und der IL-1RI aus Lysaten
immunprazipitiert (IP). (A) IPs wurden mittels 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt und IRAK im Western
Blot (WB) ermittelt. (B) Co-prazipitierte Proteine wurden im in vitro Kinase Test phosphoryliert,
elektrophoretisch aufgetrennt (7,5% SDS-Gel) und durch Autoradiographie (ARG) identifiziert.

Die IRAK und p60 wurden aus vorbehandelten Proben mit dem IL-1RI nicht oder
vermindert co-prazipitiert und mdglicherweise somit in der ARG nicht detektiert. Der
Umfang der Inhibitionen der IL-1-induzierten Assoziation der IRAK an den IL-1RI und
Phosphorylierungsereignisse durch die verschiedenen thiolmodifizierenden Agenzien
verringerte sich in der Reihenfolge: PAO = MD > DA > PDTC.

3.3.1.4 MD, PAO, DA und PDTC fiuihren zur Modifikation von Thiolen der IRAK

Um zu testen, ob Thiole der IRAK durch MD, PAO, DA oder PDTC modifiziert werden,
wurde die IRAK aus dem Cytosol prazipitiert und Thiole mit [**I]-IAIT markiert (Abb. 20).

Nach IL-1-Stimulation wurde eine erhohte Thiolmarkierung der IRAK in unbehandelten
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Ansatzen detektiert (Spur 1 vs. 2). MD- und DA-behandelte Proben zeigten keine
[*#I1]-IAIT-markierbaren Thiole der IRAK weder in unstimulierten noch in IL-1-stimulierten
EL-4"*%_Zellen (Spuren 3, 4 und 9, 10). PAO-behandelte Proben wiesen ein geringes

Restsignal auf, das vermutlich durch [**°]]

-IAIT-markierte Monothiole hervorgerufen wurde
(Spuren 5 und 6). Die Vorinkubation der Zellen mit PDTC flihrte zu einer geringeren Inhi-
bierung der IL-1-abhangigen [**°[]-IAIT-Markierung der IRAK-Thiole (Spuren 11 und 12).

MD, PAO, DA oder PDTC maodifizieren vermutlich direkt Thiole der IRAK oder unterbinden
die Verfiigbarkeit von [**I]-IAIT-markierbaren Thiolen. Der Umfang der Modifikation von
Thiolen der IRAK durch die verschiedenen Agenzien verringerte sich in der Reihenfolge:

MD = DA > PAO > PDTC.

DA |PDTC
KD 510 5 IL-1[min]

97 —
v_! — ‘ | «— IRAK
— e = g -

66 — -—s
o -l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
IP: IRAK

ARG: [125[]-|AIT

Abb. 20: Nachweis von Thiolmodifikationen der IRAK durch MD, PAO, DA und PDTC

EL-47*.Zellen wurden wie in Abb. 18 beschrieben behandelt. IRAK wurde aus Lysaten immun-
prazipitiert (IP), zugangliche Thiole mit [**°I]-IAIT markiert, iber ein 10% SDS-Gel aufgetrennt und
mittels Autoradiographie (ARG) nachgewiesen.

3.3.2 Einfluss von Curcumin auf Ereignisse am IL-1R |

Curcumin ist eine nahrungsrelevante Substanz, die durch Inhibition der Zytokin-
vermittelten Aktivierung von NF-kB [154] antiinflammatorisch wirkt. In Analogie zu den
synthetischen Substanzen MD, PAO, DA und PDTC wurde Curcumin verwendet, um zu
untersuchen ob es als redoxaktives Agens bereits einen Einfluss auf frihe Ereignisse in
der IL-1 Signalkaskade hat.

3.3.2.1 Curcumin hemmt die IL-1-induzierte Phosphorylierung der IRAK ohne wesent-

liche Beeintrachtigung ihrer Kinase-Aktivitat

Die Wirkung von Curcumin auf die Aktivierung der IRAK wurde mit IRAK-Immun-
prazipitaten im IRAK-Western Blot detektiert (Abb. 21A). Die Vorbehandlung der Zellen
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mit 2,5 uM Curcumin reduzierte die Phosphorylierung der IRAK, was aus der Abnahme
der Bandenverbreiterung ersichtlich war (Spuren 2 und 3 vs. 4). Eine vollstandige Hem-
mung der IRAK-Aktivierung war ab 15 pM Curcumin zu beobachten (Spuren 7 und 8). In
diesen Ansatzen war die IRAK nur als Bande bei 80 kD zu erkennen.

Aktivitaten von Kinasen wurden mittels in vitro Kinase Test Uberprift (Abb. 21B). Die
Kontrolle zeigte eine IL-1-induzierte Phosphorylierung der IRAK (Spur 1 vs. 2). Eine Vor-
behandlung der Zellen mit Curcumin hemmte konzentrationsabhéangig die Phosphory-
lierung der IRAK (Spuren 3 bis 8). Ein Einfluss war bereits ab 1 yuM Curcumin zu
beobachten. Eine Aktivierung der IRAK war in mit 15 und 20 uM Curcumin-vorbehan-
delten Zellen nicht nachweisbar. Ethanol als Losungsmittel hatte jeweils keinen Einfluss
auf die IL-1-induzierte Phosphorylierung der IRAK (Spuren 2).

A
0O 0 1 25 5 10 15 20 Curcumin [uM]
kD - + + + + + + + IL-1[5 min]
133 —
IRAK
.--
H -----——--
41—
1 2 3 4 5 6 7 8 IP: IRAK
WB: IRAK
B .
0O 0 1 25 5 10 15 20 Curcumin|[ puM]
-+ 4+ + + + + + IL-1[5min]
kD
97— IRAK
| -
46—
1 2 3 4 5 6 7 8 IP: IRAK
ARG: Kinase Test

Abb. 21: Curcumin beeinflusst konzentrationsabhangi g die IL-1-vermittelte Phosphory-
lierung der IRAK

EL-47*.Zellen wurden mit Curcumin fir 15 min in den angegebenen Konzentrationen oder
Ethanol als Lésungsmittel vorinkubiert, fir 5 min mit IL-1 (5 ng/ml) stimuliert oder unbehandelt
gelassen. IRAK wurde aus Lysaten immunprazipitiert (IP), (A) im IRAK-Western Blot (WB)
nachgewiesen oder (B) im in vitro Kinase Test phosphoryliert und mittels Autoradiographie (ARG)
ermittelt. ,H’ = schwere Kette des Antikdrpers.
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Zum Nachweis, ob Kinase-Aktivitdaten der IRAK oder einer co-prazipitierten Kinase durch
Curcumin direkt beeinflusst sind, wurden Histon 1 als exogenes Substrat und Curcumin in
verschiedenen Konzentrationen wéahrend des in vitro Kinase Tests unmittelbar zum IRAK-
Immunprazipitat gegeben (Abb. 22). Kinase-Aktivitaten wurden durch Phosphorylierungen
von IRAK und Histon 1 in unbehandelten IL-1-stimulierten Proben nachgewiesen (Spur 2).
Eine Abnahme der Phosphorylierung des exogenen Substrats und eine geringflgige
Verminderung der Phosphorylierung der IRAK waren ab 15 uM Curcumin zu detektieren
(Spuren 6 bis 9).

Die geringe Abnahme dieser Phosphorylierung der IRAK erklart nicht die vollstandige
Hemmung der IRAK-Phosphorylierung in Abb. 21B, da Letzteres am ehesten durch

Blockierung der Assoziation einer anderen Kinase zu erklaren ist.

- + + + + + + + o+ IL-1 [5 min]
kD 0 0 1 25 5 15 20 25 50 Curcumin [uM]
97 —

IRAK

66 —
46 —
30 — W ——— o o g |4 Histonl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 IP: IRAK

ARG: Kinase Test

Abb. 22: Einfluss von Curcumin auf die Phosphorylie rungen von Histon 1 und IRAK

EL-4"*%_Zellen wurden 5 min mit IL-1 (5 ng/ml) stimuliert oder unbehandelt gelassen und IRAK aus
Lysaten immunprazipitiert (IP). Im in vitro Kinase Test wurden 5 pg Histon 1 als exogenes Substrat,
Ethanol als Losungsmittel oder Curcumin in den angegebenen Konzentrationen mit dem IRAK-
Immunprazipitat inkubiert. Der Ansatz wurde mittels 10% SDS-PAGE aufgetrennt und phospho-
rylierte Proteine durch Autoradiographie (ARG) identifiziert.

3.3.2.2 Curcumin blockiert die IL-1-vermittelte Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI

Der Effekt von Curcumin auf die Rekrutierung der IRAK an den IL-1RIl wurde mittels
IRAK-Western Blot von IL-1RI-Immunprazipitaten untersucht (Abb. 23A). Curcumin
blockierte dosisabhangig die IL-1-induzierte Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI (Spur 2
vs. Spuren 3 bis 8). Eine Reduktion war ab 5 uM Curcumin zu beobachten. Die Vorin-
kubation der Zellen mit 20 uM Curcumin inhibierte die Co-prazipitation vollstandig.

Aktivitaten IL-1RIl-assoziierter Kinasen wurden durch in vitro Kinase Tests ermittelt
(Abb. 23B). Erst IL-1 fUhrte zu einer Phosphorylierung der IL-1RI-co-prazipitierten IRAK
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und p60 in den Ldsungsmittelansatzen (Spur 2). Curcumin bewirkte eine konzentrations-
abhangige Reduktion der Phosphorylierung von IRAK und p60 (Spuren 3 bis 8). Eine
Beeintrachtigung der Phosphorylierung war ab 10 pM und eine vollstandige Inhibition ab
15 puM Curcumin nachzuweisen. Somit blockiert Curcumin, wie die schon zuvor beschrie-
benen thiolmodifizierenden Substanzen, die Rekrutierung der IRAK an den Rezeptor.
Ethanol hatte jeweils keinen stimulatorischen oder inhibitorischen Einfluss auf die IL-1-

abhéangige Co-prazipitation der IRAK mit dem Rezeptor (Spuren 1 und 2).

A
0O O 1 25 5 10 15 20 Curcumin [pM]
kD -+ + + + + + + IL-1[5min]
133—
83— IRAK
41— |;
IP: IL-1RI
WB: IRAK
B

25 5 10 15 20 Curcumin [pM]
+ + + 4+ 4+ IL-1[5 min]

kD

0O O 1
-+ o+
66— -I!

slsssa. ™

IRAK

"

46—
1 2 3 4 5 6 7 8 IP: IL-1RI
ARG: Kinase Test
Abb. 23: Curcumin inhibiert konzentrationsabhangig die Rekrutierung der IRAK an den

IL-1RI

EL-47*.Zellen wurden wie in Abb. 21 beschrieben behandelt. Der IL-1RI wurde aus Lysaten
immunprézipitiert (IP), (A) IPs mittels 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt und IRAK im Western Blot
(WB) nachgewiesen. (B) IL-1RI-co-prazipitierte Proteine wurden im in vitro Kinase Test phospho-
ryliert, elektrophoretisch aufgetrennt (7,5% SDS-Gel) und mittels Autoradiographie (ARG) detek-
tiert.
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3.3.2.3 Modifikation von Thiolen der IRAK durch Curcumin

Curcumin ist eine elektrophile Substanz und somit in der Lage, Proteinthiole zu beein-
flussen [138]. Zum Nachweis, ob Curcumin auch Thiole der IRAK modifiziert, wurden
nach Vorbehandlung mit Curcumin freie SH-Gruppen an IRAK-Immunprazipitaten mit
[*#1]-IAIT markiert (Abb. 24). In unbehandelten Anséatzen war nach IL-1-Stimulation eine
erhéhte Verfiigbarkeit der [**°[]-IAIT-markierbaren Thiole der IRAK sichtbar (Spur 1 vs. 2).
Zunehmende Konzentrationen an Curcumin verhinderten eine IL-1-abhé&ngige Markierung
der IRAK mit [*®I]-IAIT (Spuren 3 bis 9). Konzentrationen von 15 bis 50 pM Curcumin
fuhrten zur vollstandigen Blockierung von freien Thiolen der IRAK. Curcumin modifiziert
vermutlich direkt Thiole der IRAK und unterbindet so die Zuganglichkeit fir die [**°I]-IAIT-

Markierung.
0O 0 1 25 10 15 20 25 50 Curcumin [uM]
-+ + + + + + o+ O+ IL-1 [5 min]
kD
T - “— RAK
1 2 3 4 5 6 7 8 9
IP: IRAK
ARG: [15]]-IAIT

Abb. 24: Curcumin modifiziert konzentrationsabhangi g Thiole der IRAK

EL-4"*.Zellen wurden wie in Abb. 21 beschrieben behandelt. IRAK wurde aus Lysaten immun-
prazipitiert (IP), zugangliche Thiole mit [**°I]-IAIT markiert, mit Hilfe eines 10% SDS-Geles
aufgetrennt und durch Autoradiographie (ARG) identifiziert.

3.3.2.4 Der inhibitorische Effekt von Curcumin auf die Phosphorylierung der IRAK ist

durch reduzierende Agenzien nicht reversibel

Ein inhibitorischer Effekt von PAO auf die NF-kB-Aktivierung ist mit starken Reduktions-
mitteln wie DTT oder DMP reversibel [131,153]. Eine mdgliche Reversibilitat der
hemmenden Wirkung von Curcumin auf die Phosphorylierung der IRAK wurde durch
Verwendung von DTT, B-ME und TCEP mittels in vitro Kinase Test ermittelt (Abb. 25). Die
IL-1-abhéangige Phosphorylierung der IRAK wurde durch Inkubation der Zellen mit DTT,
B-ME oder TCEP nicht beeinflusst (Spuren 3, 4 und 5). 10 uM Curcumin fihrten zur
verringerten Phosphorylierung der IRAK (Spur 6). Der inhibitorische Effekt von Curcumin
war weder durch 1 h Erholung der Zellen im Medium noch durch DTT-, B-ME- oder TCEP-
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Behandlung reversibel zu machen (Spur 7 vs. 8 bis 10). Dieses weist auf unterschiedliche

Mechanismen der Thiolmodifikation durch PAO und Curcumin hin.

- - - - -+ + + + 0+ Curcumin [10 uM]
lhih D M T - 1h DM T Behandlun g
kD -+ + + 4+ + + + + + IL-1 [5 min]
my | |
66— '. - e - || 1IRAK
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 IP: IRAK
ARG: Kinase Test

Abb. 25: Die Inhibition der IL-1-abh&ngigen Phospho  rylierung der IRAK durch Curcumin ist
durch reduzierende Agenzien nicht reversibel zu mac  hen

EL-4"*%_Zellen wurden mit 10 uM Curcumin fir 15 min oder Ethanol als Losungsmittel vorbehan-
delt. Zellen wurden entweder mit IL-1 stimuliert und direkt geerntet (-) oder sie wurden fir 1 h in
Medium allein (1h), mit 100 uM DTT (D), 50 uM B-ME (M) oder 100 uM TCEP (T) inkubiert. Diese
Zellen wurden mit IL-1 stimuliert oder unbehandelt gelassen. IRAK wurde aus Lysaten
immunprazipitiert (IP), im in vitro Kinase Test phosphoryliert, mittels 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Autoradiographie (ARG) detektiert.

3.3.2.5 Die Interaktion von IL-1 mit dem Rezeptor wird von Curcumin nicht beeintrachtigt

Um auszuschlieRen, dass Curcumin die Vitalitat der EL-4""*%-Zellen beeinflusst und somit
die Inhibition des IL-1-Signalweges verursacht, wurde ein Neutralrot-Test durchgefuhrt
(Tabelle 8).

Curcumin [uM] 0 5 10 20 50
Vitalitat [%] 100,0+0,0 | 105,5+9,0 | 97,5+15,6 | 79,5+11,2 | 68,5+ 11,7

Tabelle 8: Curcumin beeinflusst die Vitalitat von E  L-4"*“-Zellen erst in hohen Konzen-
trationen

EL-4"*.Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Curcumin fiir 15 min oder
Ethanol als L&sungsmittel vorinkubiert und die Vitalitdt mittels Neutralrot-Test bestimmt. Die
Lésungsmittelkontrolle wurde auf 100% gesetzt und die Curcumin-behandelten Anséatze dazu ins
Verhéltnis.

Ab einer Konzentration von 20 UM beeinflusst Curcumin die Vitalitat der Zellen. Diese
Beeintrachtigung ist aber nicht der Grund fir die bereits dargestellten Inhibitionen der
IL-1-abhangigen Ereignisse, da fir den Vitalitdtsverlust eine mindestens doppelt so hohe

Konzentration notig war als fur die beschriebenen Effekte.
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Um eine mogliche extrazellulare Beeintrachtigung der Interaktion von IL-1 mit dem IL-1RI
durch Curcumin auszuschlieen, wurde die Bindung von IL-1 an den Rezeptor in einem
Bindungstest quantifiziert (Abb. 26). Die Inkubation der Zellen mit einem 300-fachen
Uberschuss an unmarkiertem IL-1 reduzierte signifikant die Bindung des radioaktiv
markierten Liganden auf 8,4% + 4,7% (schwarzer Balken). Konzentrationen bis zu 25 uM
Curcumin verringerten die Bindung von [*?1]-IL-1a an den Rezeptor um ca. 10% (weiRer
vs. graue Balken). Diese leicht reduzierte Rezeptorbelegung erklart nicht die Inhibitionen
der IRAK-Rekrutierung an den IL-1RI und Phosphorylierungen durch Curcumin, welche
bereits bei 10 uM Curcumin zu sehen waren. Erst 50 uM Curcumin verdréngte zum Tell

den radioaktiv markierten Liganden (67,2% + 10,6%).

S 120 -
3 100 — 1 = I 1
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© 60
c
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[a]
0 O 1 25 5 10 15 20 25 50
(+1L-1) Curcumin [pM]

Abb. 26: Curcumin hat nur einen geringfiigigen Einfl uss auf die Interaktion von IL-1 mit dem
IL-1RI

EL-4"*%.Zellen wurden mit den angegeben Konzentrationen an Curcumin fiir 15 min oder Ethanol
als Losungsmittel vorinkubiert und anschlieBend die Bindung des [**’I]-IL-1a an den Rezeptor
bestimmt. Die Losungsmittelkontrolle wurde auf 100% gesetzt und die behandelten Anséatze dazu
ins Verhaltnis. Zur Kompetitionsanalyse wurde unmarkiertes IL-1a (+IL-1) eingesetzt. [T1p < 0,01
vs. Losungsmittelansatz.

3.3.3 Wirkung von Sulforaphan auf Ereignisse am IL-  1RI-Komplex

Sulforaphan ist ebenfalls natiurlichen Ursprungs und wirkt antiinflammatorisch durch
Inhibition der LPS-induzierten Aktivierung von NF-kB, Expression der iINOS bzw. COX-2
und Ausschittung von TNF-a, IL-1B, IL-6 und NO [157-159]. Des Weiteren kann
Sulforaphan als elektrophile Substanz Thiole modifizieren, z. B. von Keapl [141,142]. In
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Analogie zu Curcumin wurde die Wirkung von Sulforaphan auf die IL-1-abhangige

Aktivierung der IRAK untersucht.

3.3.3.1 Die IL-1-abhangige Rekrutierung und Phosphorylierung der IRAK sind durch

Sulforaphan blockiert

Der Einfluss von Sulforaphan auf die Phosphorylierung der IRAK wurde mittels in vitro
Kinase Test an IRAK-Immunprazipitaten untersucht (Abb. 27A). In der Kontrolle wurden
die IRAK und p60 IL-1-abhangig phosphoryliert (Spur 2). Diese Phosphorylierungen
waren dosisabhéngig durch Sulforaphan gehemmt (Spuren 3 bis 7). Phosphorylierungen
der IRAK und p60 waren ab 15 pM Sulforaphan zum Teil und mit 50 pM vollstandig
inhibiert. Im Vergleich zu den kurzen Vorinkubationzeiten der bereits untersuchten
Substanzen wurde eine konzentrationsabhangige Inhibition erst nach 16 h Sulforaphan-

Behandlung beobachtet.

Abb. 27: Sulfora-
han hemmt dosis-
5 15 25 50 Sulforgphan [uM] gbhé’mgig die Asso-
+ + + 4+ 4 IL-1 [min ] ziation der IRAK an
den IL-1RI und
deren Phosphory-
lierung

EL-4"*.Zellen wur-
den mit Sulforaphan
fir 16 h in den ange-
gebenen Konzentra-
1 2 3 4 5 6 7 tionen oder DMSO

IP: IRAK inkubiert, fir 5 min

ARG: Kinase Test mit IL-1 (5 ng/ml)
stimuliert oder unbe-
B handelt gelassen.
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Die Wirkung von Sulforaphan auf die Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI wurde durch
Prazipitation des IL-1RI im IRAK-Western Blot nachgewiesen (Abb. 27B). 1 und 5 pM
Sulforaphan waren ausreichend, die Co-préazipitation der IRAK mit dem Rezeptor zu
beeintrachtigen (Spuren 3 und 4). Hohere Konzentrationen an Sulforaphan flhrten zu
einer vollstandigen Hemmung der Assoziation der IRAK an den IL-1RI (Spuren 5 bis 7).
Das Lésungsmittel DMSO hatte keinen inhibitorischen Effekt auf die IL-1-induzierte Co-
prazipitation der IRAK mit dem IL-1RI (Spur 1 vs. 2).

Die Inkubationszeit von 16 h lasst andere Mechanismen als lediglich die Hemmung der

Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI vermuten.

Um auszuschliel3en, dass Sulforaphan die Vitalitdt der Zellen beeinflusst, wurde die
Proliferation mittels MTT-Test untersucht (Tabelle 9). Erst 25 uM Sulforaphan fiihrten zu
einer geringfugig verringerten Proliferationsrate der Zellen. Die Beeintrachtigung der
Vitalitat durch Sulforaphan ist nicht der Grund fur die bereits dargestellten Inhibitionen der

IRAK-Aktivierung, die bereits ab 15 puM Sulforaphan deutlich waren.

Sulforaphan [uM] 0 5 15 25
Vitalitat [%] 100,0+£0,0 | 103,0+10,5|86,5+85|82,9+5,8

Tabelle 9: Sulforaphan wirkt auf EL-4 ™A%
EL-4"**-Zellen wurden mit den angegeben Konzentrationen an Sulforaphan oder DMSO als
Lésungsmittel fur 16 h vorinkubiert und die Proliferation mittels MTT-Test bestimmt. Die Losungs-
mittelkontrolle wurde auf 100% gesetzt und die Sulforaphan-behandelten Ansatze dazu ins
Verhéltnis.

-Zellen nicht cytotoxisch

3.3.3.2 Sulforaphan induziert die Expression von Tollip in zwei verschiedenen Zelllinien

Wie bereits erwéhnt, benétigt Sulforaphan 16 h flr inhibitorische Effekte auf den IL-1-
Signalweg. Sulforaphan ist ein Aktivator des Transkriptionsfaktors Nrf2. Nuklear trans-
loziertes Nrf2 bindet an das ARE (antioxidant response element) und induziert die
Expression von Phase-llI-Enzymen [140]. Gesucht wurde somit ein Protein, das (i) ein
potentielles ARE im Promotor enthalt und (ii) fir seine inhibitorische Wirkung auf den
IL-1RI-Komplex bekannt ist. Das Adapterprotein Tollip im IL-1RI-Komplex hat einen
hemmenden Einfluss auf die IRAK-Aktivierung. Eine Uberexpression von Tollip blockiert
die LPS-induzierte Rekrutierung der IRAK an den IL-1RI, deren Phosphorylierung [37,39]
und die LPS- und IL-1-induzierte Aktivierung von NF-kB [36,169].
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Die Uberprifung der genomischen Sequenz von ca. 2000 bp vor dem Startcodon des
murinen Tollips (Genbank Nr. AL772165) mit Hilfe des Computerprogramms
»Matlnspector [170] ergab nur ein potentielles ARE. Dieses ARE befindet sich in Position
-367 bis -347 (= mTollip-ARE). Die Sequenz des mTollip-ARE weicht jedoch in sechs
Basen von der ARE-Konsensussequenz ab [171] (Abb. 28). In den 2000 bp vor dem
Startcodon des humanen Tollips (Genbank Nr. AC136297) befindet sich ebenfalls nur ein
ARE (= hTollip-ARE), das an Position -335 bis -315 ist. Dieses ARE stimmt in 10 von 15
Nukleotiden mit der ARE-Konsensussequenz Uberein. Der Vergleich der murinen und der
humanen ARE-Sequenz von 20 bp zeigte keine signifikante Homologie, nur 9 bp sind
identisch (= 45%). Eine speziestbergreifende Regulierung der Expression von Tollip

scheint nicht gegeben.

mTolip-ARE A C T gg G TGA G cagGZC T T C T G

hTolippARE C C Gtc A TGA C tggGC A T G C G

ARE-
Konsensus- T “%c Ann®g TGA %% nnnGC % * % M %
sequenz

Abb. 28: ARE-Sequenzen des murinen und humanen Toll ip-Gens und der Konsensus-
sequenz

Ubereinstimmende Nukleotide der jeweiligen Tollip-ARE mit der publizierten Konsensussequenz
sind fett markiert.

Die Induktion der Expression von Tollip auf mRNA- und Proteinebene wurde in
Sulforaphan-behandelten EL-4-Zellen Uberprift (Abb. 29). Sulforaphan steigerte signifi-
kant die endogene Expression von Tollip auf mRNA-Ebene um Faktor 1,60 *+ 0,23
(Abb. 29A und B). Zum Nachweis der Expression auf Proteinebene zeigte der verwendete
Tollip-Antikorper keine spezifischen Banden in aufgetrennten Lysaten im Western Blot
(nicht abgebildet). Deshalb erfolgte die Detektion von Tollip durch Immunpréazipitation aus
Zelllysaten. Die Inkubation der Zellen mit Sulforaphan fihrte zu einer Zunahme der

Proteinexpression von Tollip (Abb. 29C).
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Abb. 29: Induktion der Tollip-Expression
durch Sulforaphan in EL-4-Zellen

EL-4-Zellen wurden fur 12 h (RNA) oder
24 h (Protein) mit 15 uM Sulforaphan (SUL)
oder DMSO als Lésungsmittel inkubiert. An-
schlielRend wurde die RNA isoliert, revers
transkribiert und die cDNA (A) mittels PCR
mit Tollip-spezifischen Primern amplifiziert
oder (B) eine Realtime-PCR mit Tollip-spezi-
fischen Primern durchgefuhrt. Als Referenz-
gen diente jeweils Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase  (HPRT). Die
Kontroll-Probe (DMSO) wurde auf 1 gesetzt.
Op < 0,05 vs. Kontrolle. (C) Tollip wurde aus
Lysaten immunprazipitiert (IP) und im Wes-
tern Blot (WB) detektiert. ,L’ = leichte Kette
des Antikorpers.

Zur Begrenzung der TLR2-Ligandenantwort haben intestinale epitheliale Zellen (IEC)

endogen eine hohe Tollip-Expression [172]. Zur Analyse, ob Sulforaphan auch in IEC die

Tollip-Expression induziert, wurden CaCo-2-Zellen als Zellmodell verwendet.

Um auszuschlieRen, dass Sulforaphan die Vitalitat der Zellen beeinflusst, wurde ein MTT-

Test an vorbehandelten Zellen durchgefiihrt (Tabelle 10). Sulforaphan hatte konzen-

trationsabhangig einen Einfluss auf die Proliferationsrate der Zellen. Fir weitere

Experimente wurden infolgedessen 5 uM Sulforaphan eingesetzt.

Sulforaphan [uM]

0

1

5 10 15

Vitalitat [%]

100,0+0,0

93,1+7,1

84,7+3,4 | 81,3+6,0 | 77,3+3,0

Tabelle 10: Sulforaphan beeinflusst in geringen Kon

CaCo-2-Zellen nicht

zentrationen die Proliferation von

CaCo-2-Zellen wurden mit den angegeben Konzentrationen an Sulforaphan oder DMSO als
Losungsmittel fur 48 h inkubiert und anschlieRend die Proliferationrate mittels MTT-Tests bestimmt.
Die Losungsmittelkontrolle wurde auf 100% gesetzt und die Sulforaphan-behandelten Ansatze
dazu ins Verhaltnis.
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Eine Behandlung von CaCo-2-Zellen mit Sulforaphan steigerte signifikant die endogene
MRNA-Menge an Tollip um Faktor 1,52 + 0,24 (Abb. 30A und B). Eine erhéhte Protein-

expression von Tollip war in Sulforaphan-behandelten Zellen ebenfalls zu beobachten
(Abb. 30C).

Abb. 30: Sulforaphan induziert die Tollip-

A Expression in CaCo-2-Zellen
-+ - + SUL CaCo-2-Zellen wurden fur 8 h (RNA) oder 48
h (Protein) mit 5 pM Sulforaphan (SUL) (+)
— w | Tollip oder DMSO als Lésungsmittel inkubiert (-).

AnschlieRend wurde die RNA isoliert, revers
transkribiert und die cDNA (A) mittels PCR mit
Tollip-spezifischen Primern amplifiziert. Darge-
stellt ist eine Doppelbestimmung. (B) Eine
Realtime-PCR wurde mit der cDNA und Tollip-
spezifischen Primern durchgefihrt. Als Refe-
renzgen diente jeweils B-Actin. Die Kontroll-
B Probe (DMSO) wurde auf 1 gesetzt. Op < 0,05
vs. Kontrolle. (C) Tollip wurde aus Lysaten

—— e — [3-Actin

< 2,0 * immunprazipitiert (IP) und mittels Western Blot
§ o 15 (WB) identifiziert. L’ = leichte Kette des
£ 2 1.0 Antikorpers.

L2 05

® 0,0

o

DMSO SUL

C

kD  DMSO SUL

37—

— | Tollip
Eine Induktion von Tollip konnte in zwei
25— [—

IP: Tollip WB: Tollip falls in der Spezies unterscheiden, gezeigt

verschiedenen Zelltypen, die sich eben-

werden.

3.3.3.3 Sulforaphan bewirkt eine Translokation von Nrf2 in den Zellkern

Der Nachweis der Translokation des Nrf2 durch Sulforaphan in EL-4- und CaCo2-Zellen
erfolgte mittels Nrf2-Western Blot (Abb. 31). In unbehandelten Zellen ist eine nukleére
Lokalisation von Nrf2 zu detektieren (Spuren 1 und 3). Die Inkubation der Zellen mit
Sulforaphan bewirkte eine verstarkte Akkumulation von Nrf2 im Zellkern sowohl in EL-4-
als auch in CaCo-2-Zellen (Spuren 2 vs. 4). Der Nrf2-Antikérper erkannte zwei
unterschiedlich grol3e Proteinbanden von 70 bzw. 100 kD, wobei nur die grol3ere durch
Sulforaphan-Behandlung zunahm. Durch Komplexbildung mit Actin zeigt Nrf2 (70 kD) in

Kernextrakten ein verdndertes Laufverhalten, das im Cytosol nicht beobachtet wird [173].
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kD
100 —

75 —

SUL [4 h]

< Nrf2

<+—Nrf2

WB: Nrf2

Abb. 31: Sulforaphan fihrt zur
nuklearen Akkumulation von
Nrf2

CaCo2- und EL-4-Zellen wurden
fir 4 h mit 5 bzw. 15 uM
Sulforaphan (+) oder DMSO als
Losungsmittel inkubiert (-). Je
50 ug Kernextrakt wurden Uber
ein 7,5% SDS-Gel aufgetrennt
und Nrf2 im Western Blot (WB)
ermittelt.

3.3.3.4 Die ARE des humanen und murinen Tollip-Promotors sind nicht beteiligt an der

Sulforaphan-induzierten Tollip-Expression

Um zu ermitteln, ob die benannten Tollip-ARE funktionale responsive Elemente sind,

wurde die direkte Interaktion von Nrf2 mit den entsprechenden ARE mittels EMSA

(electrophoretic mobility shift assays) untersucht (Abb. 32). Als Positivkontrolle diente das

ARE der murinen Hamoxygenase (HO-1), deren Gen durch Nrf2 reguliert wird [174].

Abb. 32: Sulforaphan

HO-ARE hTollip-ARE mTollip-ARE
s} o0 s}
w ¥ w X w X
@ LW X WL x XU x
< =2 <z < <z <
X X X X o X< A
S S SSEl 8s¢
- - A d Z HSZ

-+ + + -+ o+ + o+ -+ + o+ o+

CaCo-2

SUL[4h] | ARE

Zellen

fuhrt nicht zur Bin-
dung von Nrf2 an die
Tollip-ARE

CaCo2- und EL-4-Zel-
len wurden wie in Abb.
31 behandelt. Mit je 10
Mg Kernextrakt und
den radioaktiven Oli-
gonukleotiden HO-
mTollip-ARE
bzw. hTollip-ARE wur-
den EMSAs durchge-
fuhrt. Als Kontrolle
wurde ein 100x Uber-
schuss des jeweiligen
nicht-radioaktiv. mar-
kierten oder des un-
spezifischen NFkB-Oli-
gonukleotids hinzuge-
geben. Supershiftreak-
tionen  sollten  mit
einem Nrf2-Antikrper
nachgewiesen werden.
Der spezifische Shift

ist markiert.
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Die Kontrolle wies eine spezifische Bindung an das HO-ARE auf, die durch Sulforaphan-
Behandlung der Zellen verstérkt wurde (Spuren 1 vs. 2). Dies war nicht bei den entspre-
chenden Tollip-ARE zu beobachten (Spuren 5, 6 und 10, 11). An das hTollip-ARE wurde
ein unspezifisches Protein gebunden, das nicht Nrf2 war. Die ARE des humanen und
murinen Tollip-Promotors sind vermutlich nicht an der Sulforaphan-vermittelten Induktion

des Tollips beteiligt.

Eine weitere Methode zur Uberpriifung der Funktionalitat der ARE-Oligonukleotide ist die
Reportergenanalyse. Hierflr wurden die Tollip-ARE und das HO-ARE als Positivkontrolle
in den Reportergenvektor pGL3-promoter kloniert und zusammen mit einem Nrf2-Expres-
sionsplasmid oder leerem Vektor (pcDNA3) als Kontrolle in HepG2-Zellen transient
transfiziert (Abb. 33). Das ARE des HO-Promotors wurde durch Nrf2 signifikant aktiviert
(6,53 = 1,19). Hingegen zeigten weder humanes noch murines Tollip-ARE nach Co-

transfektion mit einem Nrf2-Expressionsplasmid eine Aktivierung des Reportergens.

10,0 7 O pcDNA3
§ 8.0 - * B Nrf2
=
%

@ 6,0

o

()

S 4,0 -

=]

-

2 20

5

©

® o — i il

HO-ARE hTollip-ARE mTollip-ARE

Abb. 33: Die Tollip-ARE-Reportergene werden durch N rf2 nicht aktiviert

HepG2-Zellen wurden transient mit den Reportergenplasmiden HO-ARE, hTollip-ARE, mTollip-
ARE bzw. mit leerem pGL3-promoter, zuséatzlich mit einem Nrf2-Expressionsplasmid oder leerem
Vektor (pcDNA3) als Kontrolle transfiziert. Die Zellen wurden nach 48 h geerntet und die
Luciferase-Aktivitat ermittelt. Die relativen Luciferase-Aktivitaten wurden auf die Reportergen-
aktivitat des leeren Plasmides pGL3-promoter bezogen und die Aktivitat der jeweiligen mit
pcDNAS-co-transfizierten Ansatze auf 1 gesetzt. [p < 0,05 vs. pcDNA3.
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Die Behandlung der HepG2-Zellen mit Sulforaphan fiir 24 h aktivierte ebenfalls signifikant
das HO-ARE-Reportergen (2,8 £ 0,12) (Abb. 34). Wiederum wiesen beide Tollip-AREs

keine Reportergenaktivitdt nach Sulforaphan-Behandlung auf.

4,0
O DMSO

S * W SUL
S 3,0
<
@
A
G
JT_’ 2,0
©
5
-
2 10
ks
e

0,0

HO-ARE hTollip-ARE mTollip-ARE

Abb. 34: Sulforaphan fuhrt nicht zur Aktivierung de r im humanen und murinen Tollip-
Promotor vorhandenen ARE

HepG2-Zellen wurden transient mit den Reportergenplasmiden HO-ARE, hTollip-ARE, mTollip-
ARE bzw. mit leerem pGL3-promoter transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 5 pM
Sulforaphan oder DMSO als Lésungsmittelkontrolle fir 24 h behandelt. In den geernteten Zellen
wurde die Luciferase-Aktivitat bestimmt. Die relativen Luciferase-Aktivitdten wurden auf die
Reportergenaktivitit des leeren Plasmides pGL3-promoter bezogen und die Aktivitat der jeweiligen
mit DMSO-behandelten Ansétze auf 1 gesetzt. Op < 0,01 vs. DMSO.

Der Promotor des humanen und murinen Tollips enthélt jeweils ein ARE, (i) an das Nrf2
nicht bindet und (ii) die weder durch Nrf2 selber oder durch Sulforaphan als Nrf2-Induktor
aktiviert werden kénnen. An der Sulforaphan-induzierten Expression des Tollips sind die
untersuchten ARE-Elemente nicht beteiligt, die Aktivierung erfolgt nicht Uber den

Nrf2/ARE-Mechanismus oder es fehlen zusatzliche Co-faktoren.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden der Einfluss von IL-1 auf die Assoziation und
Aktivierung von Proteinen am IL-1RI und die Wirkungen von redoxaktiven Substanzen auf
die genannten Prozesse untersucht. Als Ausgangspunkt diente eine frihere Arbeit, die
eine Hemmung der Aktivierung IL-1RI-assoziierter Kinasen durch thiolmodifizierende
Substanzen in murinen EL-4-Zellen zeigte [152]. Eine Kinase im IL-1RI-Komplex ist die
IRAK [42].

EL-4-Zellen mit stabil Uberexprimierter IRAK (EL-4%%) standen fir alle weiteren
Experimente zur Verfigung, da sie hinsichtlich der Untersuchung der Aktivierung der
IRAK das geeignetere Zellmodell waren (Abb. 5 und Abb. 6). Sowohl humaner und
muriner Rezeptor zeigen eine hohe Sequenzhomologie [11] wie auch humane IL-1a- und
IL-1B-Sequenzen zu den jeweiligen murinen Sequenzen [175]. Somit war es madglich,
Stimulationsexperimente mit humanem rekombinantem IL-13 an murinen Zellen durch-
zufiihren. Die Rekrutierung von IRAK an den IL-1RI ist ein transienter Schritt [42]. Nach
30 sec war bereits eine Co-prazipitation der IRAK mit dem IL-1RI in ECV-Zellen
nachweisbar, die sich nach 15 min IL-1-Behandlung verringerte [80]. Hier wurde flr alle
Untersuchungen ein Zeitpunkt von 5 min IL-1-Stimulation gewahlt, um die Assoziation der
IRAK an den IL-1RI und anschlieBende Phosphorylierungen und folglich Aktivitaten
assoziierter Kinasen wie der IRAK zu zeigen.

Membranproteine wie der IL-1RI wurden wéahrend der Lyse unter Verwendung eines
milden nicht ionischen Detergens (Brij97) schonend solubilisiert. Die geringen NaCl-
Konzentrationen in den Lyse- und Waschpuffern gewahrleisteten den Zusammenhalt
IL-1RI- oder auch IRAK-assoziierter Proteine z. B. innerhalb der Immunpréazipitation.
Somit wurden Nachweise einzelner Komponenten des Rezeptorkomplexes durch Co-
prazipitationen im Western Blot moglich. Aktivitdten IL-1RI-assoziierter Kinasen und auch
der IRAK wurden mittels in vitro Kinase Test untersucht. Freie SH-Gruppen in Proteinen

wurden mit dem thiolspezifischen Reagenz [***I]-IAIT markiert.

4.1  Proteine des IL-1RI-Komplexes

4.1.1 IL-1RI-assoziierte Proteine

p30, p50 und p70
Die ARG der [**I]-IAIT-Markierung von Thiolen an IL-1RI-Immunprazipitaten (Abb. 8)

zeigte, dass ohne IL-1-Behandlung Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 30, 50
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und 70 kD mit dem IL-1RI co-préazipitierten. Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proben
enthielten denaturierte Proteine des Immunkomplexes. Folglich kann die markierte p50-
Bande vom verwendeten Antikdrper stammen. Proteine des IL-1RI-Komplexes wie
MyD88 (33 kD), Tollip (31 kD), IRAK-4 (52 kD) oder IL-1RAcP (68 kD) assoziieren IL-1-
abhéngig an den Rezeptor und kénnen somit nicht aus unstimulierten Lysaten mit einem
IL-1RI-Antik6rper co-prazipitiert werden. Die Hilfsproteine Pellinol - 3 (46 - 51 kD) inter-
agieren erst im Cytosol mit dem vom IL-1RI-dissoziierten IRAK/IRAK-4/TRAF6-Komplex
[62-64] und sollten infolgedessen nicht mit den jeweiligen Antikdrpern aus unstimulierten

125(]-IAIT-markierten Proteine

Lysaten co-prazipitiert werden. Vermutlich sind diese drei [
immer am Rezeptor gebunden, wobei bis jetzt noch keine permanent IL-1RI-assoziierten
Proteine beschrieben wurden. Die p30-, p50- und p70-Banden tauchten je nach Exposi-
tionsdauer der ARG in IRAK- und MyD88-Immunprézipitaten auch auf (Abb. 12). Somit

kann eine unspezifische Co-prazipitation ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.

p32, p60, p80
Nach IL-1-Stimulation waren drei zusétzliche Proteine mit einem Molekulargewicht von
32, 60 und 80 kD am IL-1-RI-Immunprazipitat mit [*®I]-IAIT markierbar (Abb. 8). Hierfiir
gibt es zwei vorstellbare Mechanismen:
() Proteine mit freien SH-Gruppen assoziieren nach IL-1-Behandlung an den
IL-1RI und deren Thiole werden dann mit [**I]-IAIT markiert.
(ii) bereits IL-1RI-assoziierte Proteine andern auf IL-1-Stimulation ihre Konfor-

mation, wobei Thiole fiir die [**°I]

-IAIT-Markierung zuganglich werden.

Es wurden im Folgenden p32 und p80 speziell untersucht. Durch IRAK-Immun-
prézipitationen und [*?*1]-IAIT-Markierungen wurde gezeigt, dass IRAK [***I]-IAIT-markier-
bare Thiole besitzt. Der anschlielende IRAK-Western Blot identifizierte p80 als IRAK
(siehe 3.2.2), da die IRAK-Banden im Western Blot auf gleicher Héhe wie die [**°I]-IAIT-

Banden lagen.

Das p32 wurde sowohl im IL-1RI-Immunprézipitat als auch im IRAK-Immunprazipitat IL-1-
abhéangig [**°I]-IAIT-markiert (Abb. 8 und Abb. 10). Die Reduktion mit TCEP ergab eine
IL-1-abh&ngige Assoziation der IRAK mit dem p32 (Abb. 10). Infolgedessen kann p32
nicht Tollip (31 kD) sein, da der cytosolische Tollip/IRAK-Komplex konstitutiv existiert [36].
Trotz dieser Erkenntnis wurden Co-prazipitation-Experimente mit einem Tollip-spezi-
fischen Antikérper durchgefiihrt. Sie deuteten keine Ubereinstimmung von Tollip mit der
p32-Bande in IL-1RI-Immunpréazipitaten an (Daten nicht gezeigt). MyD88 (33 kD) ist nach
IL-1-Stimulation mit dem IL-1RI co-prazipitierbar (Abb. 11). Es wurde jedoch kein IL-1RI-

assoziiertes MyD88 mittels massenspektrometrischer Methoden nachgewiesen. Vermut-
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lich war die co-prazipitierte Menge hierfir zu gering. Wahrscheinlich ist p32 MyD88,
dennoch konnte kein direkter Beweis der Existenz von p32 als MyD88 geliefert werden.
Durch Generierung MyD88-defizienter Mause wurde die universelle Rolle des MyD88 in
TLR/IL-1RI-vermittelten Signalwegen identifiziert. MyD88”-Mause zeigten eine vollstan-
dige Beeintrachtigung der Immunantwort nach Stimulation mit IL-1 und IL-18 [176] oder
CpG-DNA (Ligand far TLR9) [177]. Dagegen waren nicht alle Antworten auf den TLR4-
Liganden LPS unterbrochen. MyD88"-Mause wiesen keinen Anstieg der LPS-induzierten
Zytokin-Produktion auf, jedoch waren NF-kB und JNK in MyD88™-Zellen aktiviert [178].
Diese Beobachtungen schlossen auf einen MyD88-unabhangigen Weg, wobei TRIF [179]
und TRAM [180] die Adapterfunktionen in TLR3- oder TLR4-vermittelten Antworten tber-
nehmen.

Trotz Anreicherung IL-1RI-co-prazipitierter Proteine fur die Massenspektrometrie wurde
p60 nicht identifiziert. Das p60 konnte ebenfalls das endogene Substrat sein, welches im
in vitro Kinase Test phosphoryliert wird. Sowohl in IRAK- als auch IL-1RI-Immun-
prazipitaten von EL-4- und EL-4"™**-Zellen wurde IL-1-abh&ngig ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 60 kD phosphoryliert (Abb. 5 und Abb. 6). Vermutlich assoziiert p60
erst nach IL-1-Stimulation sowohl mit dem IL-1RI als auch mit der IRAK und wird somit
co-prazipitiert und im in vitro Kinase Test durch eine co-prazipitierte Kinase
phosphoryliert. Diese Vermutung wird bestatigt: (i) da die Phosphorylierung von p60 nach
Dissoziation der IRAK vom Rezeptor erhalten blieb [80] und (ii) die Uberexpression von
IRAK keinen Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad des p60 hatte. Eine weitere
Madoglichkeit ware, dass p60 selbst eine Kinase ist. P60 kdonnte sowohl IL-1-abhéngig
autophosphorylieren als auch die IRAK als Substrat verwenden. Bislang ist nur bekannt,
dass IRAK-4 (52 kD) die IRAK phosphoryliert [47]. TRAF6 konnte p60 sein, da es ein
Molekulargewicht von 60 kD hat und nach IL-1-Stimulation mit der IRAK und dem IL-1RI
assoziiert [60]. Bis jetzt wurde aber eine IL-1-abhangige Phosphorylierung von TRAF6

noch nicht beschrieben.

Cytoskelett-Proteine

Durch zweidimensionale Auftrennung von IL-1RI-Immunprazipitaten wurden Colloidal-
Coomassie gefarbte Proteinspots im Bereich von 32 kD und héheren Molekulargewichten
ausgeschnitten und anschlieBend massenspektrometrisch analysiert. Die Analyse
identifizierte Proteine des Cytoskeletts (Abb. 13 und Tabelle 6). Actin, Actin-assoziierte
Proteine und Tubulin (Bestandteil von Mikrotubuli) spielen eine Rolle u. a. in der Form-
gebung der Zelle, Phagocytose, Bewegung und Transport von Organellen sowie Signal-

transduktion. Durch Co-préazipitations-Experimente wurde gezeigt, dass Actin stimula-
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tionsunabhéngig am IL-1RI assoziiert ist (Abb. 14). In Fibroblasten befindet sich der IL-
1RI in Membran-assoziierten und Actin-reichen Strukturen. Dagegen ist die IRAK nur als
phosphorylierte Form mit diesen Strukturen in IL-1-stimulierten Zellen transient assoziiert
[181]. In MyD88-transfizierten HelLa-Zellen wurde eine Co-lokalisation von MyD88 mit
Actin dargestellt [182].

Nach Stimulation der Zellen mit IL-1 verénderte sich die Konformation des Actins. Es
bildeten sich so genannte Stressfasern (Abb. 15 und Abb. 16). Unter oxidativem Stress,
verursacht durch H,O, oder Menadion, wird Actin in Hepatozyten und Lymphozyten
glutathionyliert [123,124]. Dieser Schutzmechanismus gegen irreversible Schadigung fuhrt
gleichzeitig zur Hemmung der Polymerisierung der Actin-Monomere zu Actin-Filamenten.
Dagegen stimulieren Wachstumsfaktoren wie EGF oder FGF eine Deglutathionylierung
von Actin, das wiederum zu einem Anstieg der Actin-Polymerisierung fuhrt [167,168]. IL-1
bewirkte die Anderung der Konformation von Actin, das zu einer Polymerisierung und
Ausbildung von Stressfasern fiihrte. Vielleicht verursachte IL-1 ebenfalls eine Deglutathio-
nylierung von Actin. Voraussetzung hierfir ware, dass Actin im unstimulierten Zustand
bereits glutathionyliert vorliegt.

Durch die IL-1-verursachte Bildung von Actin-Filamenten kommt es vermutlich auch zur
Wechselwirkung von Actin mit Tropomyosin. Somit ist die Co-prazipitation von Tropo-
myosin mit dem IL-1RI zu erklaren (Abb. 17). P32 ist aber nicht mit Tropomyosin iden-
tisch, da die Tropomyosin-Bande sich nicht mit der p32-Bande der [**°[]-IAIT-Markierung
deckte (Daten nicht gezeigt). F-Actin Capping Proteine bestehen aus Heterodimeren,
welche die wachsenden Enden der Actinfilamente bedecken. Sie sind bei der Anordnung
von verschiedenen Actinstrukturen beteiligt [183]. Daher wurden sie in massenspektrome-
trischen Analysen ebenfalls nachgewiesen.

Intrazellulare Prozesse wie z. B. die Translokation der IRAK in den Zellkern oder die
Vereinigung des IRAK/IRAK-4/TRAF6-Komplexes mit dem pra-assoziierten Komplex aus
TAKL1/TABL1/TAB2 werden wahrscheinlich entlang von Cytoskelett-Filamenten vollzogen.
Die IL-1-verursachte Bildung von Actin-Filamenten kann deshalb eine Voraussetzung flr

die Assoziation der IRAK an den IL-1RI bzw. aller weiteren Proteine sein.

4.1.2 Funktionen der IRAK im IL-1-Signaltransfer

inaktive IRAK

Fur Experimente wurden EL-4™*.-Zellen mit (berexprimierter IRAK als Zellmodell
verwendet, die einen einfachen Nachweis der Aktivierung der IRAK ermdglichten
(siehe 3.1). Eine stabile Uberexpression der human