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2 Zusammenfassung

Der Makrophagen-migrationsinhibierende Faktor (MIF) wurde erst kurzlich als
Hormon, proinflammatorisches Zytokin und Glucocorticoid-Regulator wieder-
entdeckt. MIF spielt eine wichtige Rolle beim septischen Schock, akuten und
chronischen Entzindungskrankheiten sowie bei der natdrlichen und der
erworbenen Immunantwort. Obwohl MIF keine hydrophobe N-terminale
Signalsequenz besitzt, wird es aus Monozyten/Makrophagen, T-Zellen,
bestimmten Epithelzellen und endokrinen Zellen nach spezifischer Stimulation
sezerniert. In der vorliegenden Arbeit wurden die biochemischen Eigenschaften
von MIF als [eaderless secretory-Protein untersucht, die subzellulare
Lokalisation in Monozyten beschrieben und der Export von MIF Uber einen

alternativen, nicht-klassischen Sekretionsweg charakterisiert.

Intrazellulares und nach LPS-Stimulation exportiertes MIF werden weder in
typischen murinen noch in humanen immunregulierten Zellen N-glykosyliert,
obwohl das Protein zwei potenzielle N-Glykosylierungsstellen besitzt. Nach in
vitro-Translation wird MIF weder in Mikrosomen translokalisiert noch dort
posttranslational modifiziert. MIF scheint also nicht in den klassischen ER-
Golgi-Sekretionsweg einzutreten.

Der Export von neusynthetisietem sowie vorgeformtem MIF folgt einer
ahnlichen Kinetik. Diese bewirkt eine schnell einsetzende Ausschittung bereits
2 h nach LPS-Stimulation, die fur 7-8 h anhalt. LPS scheint die MIF-Sekretion
sowohl Uber die Transkription/Translation von MIF als auch Uber einen

posttranslationalen Mechanismus zu stimulieren.

In Immunzellen colokalisiert MIF nicht mit bekannten Markern des klassischen
Sekretionsweges. Eine partielle Colokalisation scheint es nur mit dem LLS-
Protein PDI zu geben, das trotz seiner vorherrschenden Lokalisation im ER

auch extrazellular nachgewiesen wurde.
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Inhibitoren des klassischen Sekretionsweges wirken eher stimulierend als
inhibierend auf den MIF-Export, der bei der Ausschittung von vorgeformtem
MIF einem energie-unabhangigen Mechanismus folgt. Es scheint
ausgeschlossen, dass MIF Uber recycling endosomes aus der Zelle
transportiert wird. Da aber die Sekretion von MIF durch einen Stimulator der
Exocytose verstarkt und durch 18°C-Temperaturblock reduziert wird, assoziiert

MIF mdglicherweise mit Vesikeln des spaten sekretorischen Transportweges.

Nocodazol, ein Inhibitor der Tubulin-Polymerisation, reduziert den MIF-Export
uber einen weiten Konzentrationsbereich, was darauf hinweist, dass fur den
Export ein intaktes Tubulin-Netzwerk notwendig ist. Andere Inhibitoren, die das
Tubulin-Netzwerk der Zelle manipulieren, beeinflussen den MIF-Export
dagegen nicht. Somit scheint Nocodazol spezifisch auf den alternativen Export

von MIF aus der Zelle zu wirken.

Am Export von MIF sind ABC-Transporterproteine beteiligt, die unabhangig von
einer konstanten Energieversorgung durch die Zelle niedermolekulare Stoffe,
Peptide und Proteine Uuber Membranen transportieren kdonnen. Die ABCA1-
Transporter-Inhibitoren Glyburid und Probenecid reduzieren den MIF-Export
konzentrationsabhangig um 70-95 %, ohne die Ausschuttung des klassisch
sezernierten proinflammatorischen Zytokins TNF-a zu beeinflussen. Inhibitoren,
die auf andere Subfamilien der ABC-Transporter wirken, haben keinen Einfluss
auf den MIF-Export, was auch hier auf einen MIF-spezifischen Mechanismus

hinweist.

Mit der Identifikation niedermolekularer Substanzen, die den MIF-Export
inhibieren, konnten alternative Sekretionswege als bedeutende Zielstrukturen
fur den Einsatz von Therapeutika dienen. Nocodazol, Glyburid und Probenecid
konnten potenzielle Basisstrukturen fur das rationale Design von small molecule
drugs liefern. Uber den identifizierten Mechanismus koénnen zukiinftig
assoziierte Proteine dieses Transportweges als weitere mogliche MIF-basierte

Pharma-targets identifiziert und charakterisiert werden.



3 Summary

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) has recently been rediscovered as
a hormone, proinflammatory cytokine and counterregulator of glucocorticoid
action. MIF plays a pivotal role during septic shock, acute and chronic
inflammatory diseases and during innate and acquired immunity. Although MIF
lacks a classical leader sequence, it is specifically secreted from monocytes,
macrophages, T lymphocytes, epithelial cells and certain endocrine cells. In the
present studies, we aimed to examine the biochemical properties of MIF as a
leaderless secretory protein, to reveal the subcellular localization of MIF in
monocytes and to characterize the export of MIF via an alternative non-classical

secretory pathway.

Upon stimulation with LPS, neither intracellular nor exported MIF from typical
immune-regulated murine macrophages or human monocytes was found to
contain N-linked glycosylation that could be removed by PNGase F. In addition,
in vitro translation of MIF in the presence of microsomes produces no
detectable post-translational modification. Thus, MIF appears to leave the cell

via an alternative secretory pathway.

Export of de novo synthesized and preformed MIF follows similar kinetics. Upon
stimulation with LPS, MIF was recovered from the medium as early as 2 hrs
after stimulation and secretion sustained for 7-8 hrs. The amount of secreted
MIF differs from large amounts for preformed MIF to a rather low rate for de
novo synthesized MIF, suggesting that LPS stimulates MIF translation as well

as involving a post-translational mechanism of stimulating MIF export.

In immune cells, MIF does not colocalize with marker proteins of the classical
secretory pathway. Possible partial colocalisation was only observed with PDI,

which could be due to the fact that the leaderless secretory protein PDI, besides
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its typical localisation in the ER, has been shown to be exported to the cell
surface.

Inhibitors of the classical secretory pathway rather enhance than reduce MIF
export from monocytes. Also, secretion of preformed MIF seems to be
independent of a continuous cellular energy source. MIF secretion is insensitive
to brefeldin A and Monensin and does appear to use recycling endosomes to
exit the cell. However, as MIF export is enhanced by calciumionophor A23187,
that stimulates exocytosis, and reduced by incubation at 18°C, an association of
MIF with late secretory vesicles could be possible.

The export of MIF was reduced by nocodazole, an inhibitor of tubulin
polymerization, over a wide concentration range, suggesting that this alternative
mechanism of MIF release requires an intact tubulin network. As other tubulin
network pertubing agents had no impact, nocodazole appears to act specifically

on MIF release.

MIF export involves proteins of the ABC transporter superfamily. These proteins
translocate a wide variety of substrates including sugars, amino acids, metal
ions, peptides and proteins across extra- and intracellular membranes.
Glyburide and probenecide, two inhibitors of ABCA1 transporters, reduce MIF
export in a dose-dependent fashion between 70-95%, whereas TNF-a secretion
is not reduced. Again, inhibitors of other ABC subfamilies do not reduce MIF

export, indicating a distinct mechanism of alternative MIF release.

The identification of low molecular weight inhibitors of MIF export reveals
alternative secretory pathways as valuable targets for the development of
therapeutics. Nocodazol, glyburide and probenecide, as well as novel, yet
unidentified proteins associated with this alternative pathway, could serve as
lead structures in the development of small molecule drugs for an anti-MIF
therapy.
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4 Einleitung

Bereits im Jahre 1966 identifizierten Bloom und Bennett (Bloom, 1966) sowie
David (David, 1966) unabhangig voneinander den Makrophagen-migrations-
inhibierenden Faktor (macrophage migration inhibitory factor, MIF) als eines der
ersten Zytokine, das jemals entdeckt wurde. MIF wurde urspringlich
beschrieben als eine I6sliche, von T-Zellen gebildete Substanz, die die
ungerichtete Migration von Makrophagen inhibierte. In den folgenden Jahren
wurde die MIF-Aktivitat mit der Hypersensitivitat vom Spattyp (delayed-type
hypersensitivity, DTH) wund der Phagozytose von Makrophagen in
Zusammenhang gebracht (David, 1966) (Nathan, 1971) (Nathan, 1973). Die
molekulare Charakterisierung von MIF blieb zunachst unvollstandig und
widerspruchlich, da die Aufreinigung lange Zeit nicht mdgliche war. Angaben
uber Molekulargewicht und isoelektrischen Punkt wiesen eine grof3e Varianz
auf, die sowohl durch die postulierte Existenz mehrerer MIF-Spezies als auch
durch Verunreinigungen und Aufreinigungsartefakte erklart wurden (Burmeister,
1986) (Weiser, 1981). Erst 1989 gelang die Klonierung von humanem MIF aus
T-Zellen (Weiser, 1989) und 1993 die Klonierung vom murinem MIF aus der
Hypophysen-Zelllinie AtT-20 (Bernhagen, 1993). Mit der rekombinanten
Expression von biologisch aktivem MIF in E. coli im Jahre 1994 (Bernhagen,
1994b) begann die Aufklarung von Struktur, Aktivitat und biologischen
Eigenschaften. Eine Beteiligung von MIF an einer Vielzahl entzindlicher und
immunvermittelter Krankheiten konnte daraufhin nachgewiesen werden. Wegen
seiner vielzahligen, fur ein Zytokin ungewohnlichen Eigenschaften wurden fur
MIF im Laufe der Jahre die Begriffe ,Interleukin-0%, ,Cytozym®, ,sezerniertes
Enzym®, ,Redoxkin®“ oder ,most interesting factor” gepragt.
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4.1  Struktur und enzymatische Aktivitat von MIF

Humanes MIF besteht aus 115 Aminosauren und einem berechneten
Molekulargewicht von 12476.3 Da, wobei das N-terminale Methionin prozessiert
wird. MIF ist in der Evolution stark konserviert, denn MIF-Homologe existieren
bei Pflanzen, Nematoden und Vertebraten (Swope, 1998). Auf
Aminosaureebene sind humanes und murines MIF 88.7% identisch, zwischen
huMIF und seinem C. elegans-Homolog bestehen immerhin noch 33% ldentitat
(Swope, 1998) (Fingerle-Rowson, 2001). MIF weist strukturelle Ahnlichkeiten zu
den bakteriellen Enzymen 5-Carboxymethyl-2-hydroxymuconat-Isomerase
(CHMI) (Subramanya, 1996) und 4-Oxalocrotonat-Tautomerase (4-OT) (Suzuki,
1996b) auf. MIF besitzt keine N-terminale hydrophobe Signalsequenz, wird
jedoch spezifisch nach Stimulation aus Zellen sezerniert (Weiser, 1989)
(Bernhagen, 1994b) (Calandra, 1994). MIF scheint Uber einen nichtklassischen
unkonventionellen Sekretionsweg aus der Zelle transportiert zu werden, wie
zum Beispiel Interleukin-13 (Rubartelli, 1990), FGF-1 (Jackson, 1992) und FGF-
2 (Mignatti, 1992). Humanes MIF wird als einzelnes funktionelles Gen
exprimiert und nur ein einziges mMRNA-Transkript wurde aus verschiedensten
Geweben isoliert. Zu den Konsensussequenzen, die mdglicherweise an der
Transkriptionsregulation des MIF-Gens Dbeteiligt sind, gehoren ein
Sequenzmotiv, welches an der Basalexpression des Protoonkogens c-fos
beteiligt ist, ein SP-1 und ein AP-2 Motiv, ein cAMP responsive element (CRE),
ein Cytokin-1 (CK-1) Motiv, eine NFkB-Bindestelle und ein mogliches negative
glucocorticoid responsive element (nGRE). Diese Elemente spiegeln sowohl die
Zytokinaktivitat, als auch die Hormon- und Glucocorticoid-antagonistische
Funktion wieder (Metz, 1997) (Bernhagen, 1994b).
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Abb. 1: Dreidimensionale Struktur von huMIF. A, Monomer B, Dimer C, Trimer. Die
Abbildungen wurden mit dem Programm MOLSCRIPT erstellt (Kraulis, 1991).

Uber den Oligomerisierungsstatus von MIF liegen bislang nur widerspriichliche
Daten vor. Wahrend Rontgenstrukturanalysen ergaben, dass MIF als Trimer
vorliegt (Kato, 1996) (Sugimoto, 1996) (Sun, 1996), wurde mittels NMR das
Vorliegen eines Dimers bestimmt (Mdhlhahn, 1996). Cross-linking-Studien
ergaben, dass MIF bei physiologischen Konzentrationen als Mischung aus
Monomer, Dimer und Trimer vorliegt, wobei die Monomer- und Dimer-Form
vorherrschen (Mischke, 1998).

Neben den Eigenschaften, die fur ein Zytokin charakteristisch sind, wurden fur
MIF auch mehrere Enzymaktivitaten beschrieben. MIF besitzt D-Dopachrom-
Tautomeraseaktivitdt und  katalysiet die Umwandlung des nicht-
physiologischen Substrats D-Dopachrom zu DHICA (Rosengren, 1996). Zu den
physiologischen  Substraten  gehdéren  moglicherweise  3,4-Dihydroxy-
phenylaminchrom und Norepinephrinchrom, toxische Quinonprodukte der
Catecholamine 3,4-Dihydroxyphenylamin und Norepinephrin (Matsunaga,
1999). Eine genaue Zuordnung der Substrate zur katalytischen Aktivitat konnte
jedoch nicht belegt werden.

Uber seine Phenylpyruvat-Tautomeraseaktivitat katalysiert MIF die Keto-Enol-
Isomerisierung von p-Hydroxyphenylpyruvat und Pyruvat, beides Abbau-

produkte von Phenylalanin und Tyrosin (Rosengren, 1997).
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Uber seine Thiol-Protein-Oxidoreduktaseaktivitat katalysiert MIF die Reduktion
von Disulfidgruppen in Polypeptiden wie Insulin und 2-Hydroxyethyldisulfid
(HED) (Mischke, 1997) (Kleemann, 1998a) (Kleemann, 1998b) (Kleemann,
1999). Zur selben Enzymklasse gehdren unter anderem Thioredoxin
(Takahashi, 1996), Glutaredoxin (Holmgren, 1979) und Proteindisulfid-
isomerase (PDI) (Puig, 1994). Mit Thioredoxin hat MIF aul3erdem das Fehlen
einer hydrophoben N-terminalen Signalsequenz gemeinsam (Wollman, 1988).
Obwonhl die katalytischen Zentren der Enzymaktivitaten sehr gut untersucht
wurden, konnte eine Zuordnung der Kkatalytischen Eigenschaften zu
physiologischen oder pathophysiologischen Funktionen von MIF noch nicht
etabliert werden (Kleemann, 1998a) (Kleemann, 1998b) (Kleemann, 1999).
Einzig die Glucocorticoid-Overriding-Aktivitat (siehe Abschnitt 1.2) scheint eher
mit der Redox- als mit der Tautomeraseaktivitdt zusammenzuhangen
(Kleemann, 1999) (Kleemann, 2000a) (Bendrat, 1997). In neueren
Untersuchungen wurde erstmals mit proliferation-associated gene (PAG) ein
Protein als Substrat der MIF-Enzymaktivitat beschrieben (Jung, 2001).

4.2 MIF als Zytokin

Lange bevor der Name Zytokin fur I0sliche Mediatoren des Immunsystems
gepragt wurde, erkannten Bloom und Bennett sowie David 1966, dass ein
I6slicher, von stimulierten T-Zellen gebildeter Stoff die Immunreaktion der
Hypersensitivitat vom Spattyp (delayed-type hypersensitivity, DTH) vermittelt
(Bloom und Bennett, 1966) (David, 1966). In vitro wurde diese Aktivitat dem
Makrophagen-migrationsinhibierenden Faktor (MIF) zugeschrieben. In den
folgenden Jahren wurde die Wirkung von MIF auf Makrophagen genauer
untersucht und neben der Migrationsinhibition auch Aktivierung von
Oberflachenadhasion und Phagozytose festgestellt (Nathan, 1971) (Nathan,
1973). Die heute bekannten Eigenschaften von MIF gehen jedoch weit Uber

seine namensgebende Funktion hinaus.
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4.21 MIF ist ein wichtiges T-Zell-Zytokin

Die Stimulation von primaren T-Zellen durch mitogene oder antigenspezifische
Reize induziert die Bildung von MIF-mRNA und MIF-Protein sowie dessen
Ausschuittung (Calandra, 1998). MIF selbst wiederum stimuliert die Proliferation
von T-Zellen (Bacher, 1996). Bacher und Kollegen zeigten aullerdem einen
Zusammenhang  zwischen MIF  und  immunsuppressiv  wirkenden
Glucocorticoiden bei T-Zellen. Physiologische Glucocorticoid-Konzentrationen
stimulieren die MIF-Sekretion aus T-Zellen. Umgekehrt ist rekombinantes MIF
in der Lage, die Proliferationsinhibition und die Hemmung der Zytokinsynthese
bei stimulierten T-Zellen, die mit hohen Glucocorticoiddosen behandelt wurden,

aufzuheben.

4.2.2 Makrophagen sind wichtige Zielzellen von MIF

MIF wirkt Gberwiegend proinflammatorisch auf Makrophagen und induziert die
Bildung von TNF-a, Interleukin-1, -6 und —-8. Bei Costimulation mit [FN-y
induziert MIF die Bildung von Stickstoffoxid (NO), NO-Synthase und
Superoxidanion-Radikal (O»-) (Calandra, 1994) (Calandra, 1995) (Bernhagen,
1994b) (Juttner, 1998) (Swope, 1998). MIF aktiviert Makrophagen zur Abtotung
des intrazellularen Parasiten Leishmania major (Juttner, 1998) (Xu, 1998).
Ferner scheint MIF die Phagozytose in Makrophagen in autokriner und
parakriner Weise zu stimulieren (Onodera, 1997). Aber auch anti-
inflammatorische Effekte von MIF wurden beschrieben. Durch direkte
Interaktion von MIF mit dem cytosolischen Protein JAB1 werden beispielsweise
die anti-inflammatorischen und zellzyklus-inhibierenden Eigenschaften von
JAB1 aufgehoben (Kleemann, 2000b).

4.2.3 Makrophagen sind MIF-Produzenten

Wahrend MIF lange Zeit als reines T-Zell-Produkt, das auf Makrophagen wirkt,
angesehen wurde, konnten Calandra und Kollegen 1994 zeigen, dass MIF
sowohl in ruhenden Makrophagen-Zelllinien als auch in unstimulierten primaren
Monozyten vorgeformt in groRen Mengen vorliegt (Calandra, 1994). Aus diesen

Zellen wird MIF nach Stimulation mit Tumor-Nekrose-Faktor (TNF),
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Interferon-y (IFN-y), toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) oder Lipopoly-
saccharid (LPS) ausgeschuttet (Calandra, 1994) (Bernhagen, 1998) (Calandra,
1998). Dass MIF als Antwort auf proinflammatorische Stimuli in einer
glockenformigen dosisabhangigen Kurve ausgeschuttet wird, konnte auf die
Existenz einer negativen Ruckkopplungsschleife hinweisen. In der Tat hemmen
IL-10 und activated protein C (APC) die Ausschuttung von MIF (Juttner, 1998)
(Schmidt-Supprian, 2000).

4.2.4 MIF besitzt eine regulatorische Rolle fiir Glucocorticoide

Die Tatsache, dass bei sehr niedrigen Glucocorticoid-Konzentrationen (10™'° —
10™"* M) die MIF-Ausschiittung aus Monozyten/Makrophagen (Calandra, 1995),
aus aktivierten T-Zellen (Bacher, 1996) sowie aus Hypophysenzellen
(J. Bernhagen, T. Calandra, unpubliziert) stimuliert wird, MIF gleichzeitig Uber
immunsuppressiv wirkende Hormone wie CRH (Nishino, 1995) und Cortison
(Calandra, 1995) in der Hypophyse ausgeschuttet wird, exogenes MIF aber die
immunsuppressive Aktivitdt der Glucocorticoide aufheben kann, scheint
zunachst paradox. Bei naherer Betrachtung stellt sich jedoch heraus, dass
diese Glucocorticoid-antagonistische Wirkung wahrscheinlich einen wichtigen
Mechanismus darstellt, bei dem eine funktionierende Immunantwort der Wirts
bei Stress, schwerem Trauma oder lebensbedrohlichen Infektionen aufrecht

erhalten wird (Fingerle-Rowson und Bucala, 2001).

4.3 MIF als Hormon und neuroendokriner Faktor

Erste Hinweise, dass MIF nicht nur ein klassisches T-Zell- und Makrophagen-
Zytokin ist, sondern neben der Enzymaktivitdt auch hormonelle und
neuroendrokrine Funktionen erflllt, ergaben sich, als MIF in Hypophysenzellen
entdeckt wurde (Bernhagen, 1993) (Bernhagen, 1994a). MIF wird konstitutiv in
corticotropen und thyrotropen Zellen exprimiert und colokalisiert in
sekretorischen Vesikeln mit dem adrenocorticotropen Hormon (ACTH) und mit
Thyrotropin (TSH) (Bernhagen, 1993) (Nishino, 1995). Die MIF-Ausschuttung
aus diesen Zellen wird sowohl durch LPS als auch durch corticotropin releasing

hormone (CRH) stimuliert. MIF verhalt sich daher hier wie andere
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Stresshormone aus dem Regulationsnetzwerk des Hypothalamus-Hypophysen-
Systems  (hypothalamus-pituitary-adrenal  axis, HPA-Achse). Wahrend
systemischen Infektionen oder bei Stress scheint die Hypophyse die
hauptsachliche Quelle von MIF im Serum von Mausen zu sein (Bernhagen,
1993). Injiziert man Ratten LPS intraperitoneal, nimmt der MIF-Proteingehalt in
der Hypophyse stark ab gefolgt vom Anstieg im Serum und einem
langsameren, Zeit-abhangigen Anstieg der MIF-mRNA-Menge in der
Hypophyse (Bacher, 1997b). Auch im gesunden Menschen werden MIF-
Konzentrationen von 1-15 ng/ml im Serum gefunden. Dieser fur ein
proinflammatorisches Zytokin sehr hohe Wert, der eher im Bereich von
endokrinen Hormonen liegt, wirft die Frage auf, ob MIF nicht generell als

Hormon wirkt.

MIF wird in Glucose-abhangiger Weise von den p-Zellen des Pankreas
sezerniert und stimuliert seinerseits die Insulinsekretion aus diesen Zellen
(Waeber, 1997) (Sakaue, 1999) (Waeber, 1999). MIF ist damit das erste
bekannte, von p-Zellen ausgeschiedene Protein, das die Insulin-Sekretion

positiv reguliert.

MIF wurde aul3erdem in den reproduktiven Organen der Ratte gefunden, wo es
im Testis in Leydig-Zellen lokalisiert ist (Meinhardt, 1996). Allerdings scheinen
weder rekombinantes MIF noch neutralisierende MIF-Antikdrper in vitro auf die
Geschlechtshormon-Biosynthese zu wirken. MIF-Protein und MIF-mRNA
werden auch in Epithelzellen des Epididymis exprimiert. Von diesen Zellen
scheint MIF durch Exocytose entlassen zu werden; MIF kann in diesen Zellen in
sekretorischen Vesikeln nachgewiesen werden (Eickhoff, 2001). In der
weiblichen Maus findet man MIF in den Ovarien, dem Ovidukt und im Uterus.
Das mRNA-Niveau andert sich mit der Schwangerschaft, was vermuten |asst,
dass die MIF-Expression durch endokrine Veranderungen reguliert wird
(Suzuki, 1996a). Da sowohl weibliche als auch mannliche Mause keine
Beeintrachtigung ihrer Fortpflanzungsfahigkeit zeigen (Bozza, 1999), muss die

Rolle von MIF im Reproduktionstrakt noch genauer untersucht werden.
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4.4 Molekulare Mechanismen von MIF

441 Der MIF-Rezeptor

Ublicherweise werden Rezeptoren von Zytokinen kurz nach der Klonierung des
entsprechenden Zytokins entdeckt (Thomson, 1998). MIF wurde im Jahr 1989
kloniert (Weiser, 1989), bis heute wurde jedoch noch kein Rezeptor identifiziert.
Versuche, einen MIF-Rezeptor als madglicherweise I6sliches, von der
Zelloberflache abgespaltenes Molekul aus dem Urin von Sepsis-Patienten zu
isolieren, scheiterten (Lue, 2002). Auch der Versuch, ein Zelloberflachenprotein
mit hoher Affinitat zu MIF Uber ein Two-Hybrid-Screening zu identifizieren,
scheiterte in unserem Labor. Ein intrazellularer Interaktionspartner von MIF
konnte jedoch entdeckt und die Bindung zwischen beiden Proteinen
charakterisiert werden (Kleemann, 2000b). Kleemann und Kollegen konnten
auBerdem nachweisen, dass MIF via Endocytose von Zellen aufgenommen
wird und so die Notwendigkeit eines Rezeptors umgangen werden kann.
Trotzdem gibt es Hinweise darauf, dass ein Rezeptor fur MIF existiert.
Berenson und Kollegen haben bereits 1996 einen Rezeptor fur MIF erwahnt
(Berenson, 1996). Da es sich dabei jedoch um ein Makrophagen-Gangliosid
handelt, das fur die Zellmigration notwendig ist und keine molekulare Relation
zum Protein, das heute als MIF bekannt ist, besteht, muss diese Studie als
beschreibend angesehen werden. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass
glycosylation-inhibiting factor (GIF) hochaffin an T-Suppressorzellen bindet, was
die Existenz eines Rezeptors — obwohl er weder molekular charakterisiert noch
kloniert wurde — nahe legt (Sugie, 1997). GIF und MIF haben sehr grol3e
Ahnlichkeit in der Struktur, trotzdem wird die funktionelle Homologie kontrovers
diskutiert (Mikayama, 1993) (Kato, 1996). Auch das von Bucala vorgeschlagene
Modell basiert auf rezeptorvermittelten Signalprozessen und vereint viele der

biochemischen und biologischen Aktivitaten von MIF (Bucala, 2000).
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4.4.2 MIF-Signaling liber den MAPK/ERK-Weg

Einer der ersten Mechanismen, der MIF mit einer intrazellularen
Signaltransduktionskaskade in Verbindung brachte, wurde von Mitchell und
Kollegen entdeckt (Mitchell, 1999). Sie zeigten, dass sowohl exogenes rMIF als
auch von Zellen sezerniertes MIF die Proliferation ruhender Fibroblasten
stimuliert. Dies stand im Zusammenhang mit der Phosphorylierung und
Aktivierung der p44/p42 extracellular signal-related (ERK1/2)-Subfamilie der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK). ERK wiederum phosphoryliert und
aktiviert die cytoplasmatische Phospholipase A2 (cPLA2), die wiederum die
Ausschuttung von Arachidonsaure induziert. Da aul3erdem gezeigt wurde, dass
MIF die suppressiven Effekte von Glucocorticoiden nach TNF-induzierter
Arachidonsaure-Ausschittung uUberschreiben konnte, war zum ersten Mal eine
mechanistische Erklarung der Glucocorticoid-Overriding-Aktivitat von MIF

erbracht.

4.4.3 MIF inhibiert die p53-Tumorsuppressor-Aktivitat

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen ist ein essenzieller Schritt beim
Auslésen und Wachstum von Tumoren. Mutationen im Tumorsuppressorgen
p53 zahlen zu den haufigsten genetischen Veranderungen in menschlichen
Tumoren. Kirzlich wurde entdeckt, dass MIF p53-induzierten Wachstumsarrest,
Seneszenz und Apoptose aufhebt, indem die p53-abhangige Transkriptions-
aktivierung unterdruckt wird (Hudson, 1999). MIF-vermittelte Aktivierung von
Makrophagen, andererseits, fuhrt zur Ausschittung von TNF und
Stickstoffmonoxid (NO) (Bernhagen, 1994b), was wiederum Apoptose in
Makrophagen induziert (Messmer, 1996). Die physiologische Funktion von MIF
konnte also der Schutz von Makrophagen vor ihrer destruktiven Maschinerie
sein. Unter inflammatorischen Bedingungen kdnnte MIF dann die p53-Aktivitat
aufheben und dadurch Gewebsschaden mindern und so lokale Zellproliferation
zur Gewebereparatur zu ermoglichen. Die chronische Aufhebung der p53-
Aktivitat durch MIF konnte in der Folge zur Tumorentstehung beitragen
(Hudson, 1999).
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4.4.4 MIF interagiert direkt mit JAB1

Parallel zu den Anstrengungen in unserem Labor, Uber ein Two-Hybrid-
Screening (THS) (Fields, 1989) einen Oberflachenrezeptor fir MIF zu finden,
wurde ein THS mit einer humanen Gehirn-cDNA-Bibliothek auch auf
intrazellulare Bindungspartner durchgefuhrt. Ein Klon, der spezifisch mit MIF
interagierte, enthielt fast die komplette codierende Sequenz (Aminosauren 20-
335) des humanen JAB1 (Kleemann, 2000b). Das cytosolische Protein Jun
activation domain binding protein 1 (JAB1) — ein Coaktivator des Transkriptions-
faktors AP-1 und ein indirekter Mediator des Zellzyklus — bindet sowohl in vitro
als auch in vivo direkt an MIF. Zum ersten Mal wurde gezeigt, dass exogenens
MIF mittels Endocytose von Hela Zellen aufgenommen wird und direkt mit
einem intrazellularen Bindungspartner interagiert. MIF reguliert die Funktion von
JAB1 in negativer Weise. Durch Bindung von MIF an JAB1 wird erstens
verhindert, dass JAB1 die AP-1-Transkriptionsaktivitat verstarkt und die
Expression proinflammatorischer Zytokine auslost. Zweitens wird die
Transkriptionsaktivitat von AP-1 Uber einen alternativen Mechanismus reguliert,
indem MIF die JAB1-stimulierte c-Jun N-terminal kinase (JNK)-Aktivitat aufhebt.
Drittens verhindert MIF durch Stabilisierung des Zellzyklusinhibitors p27*", die
JAB1-vermittelte Degradation von p27"' und damit die Aufhebung des
Wachstumsarrests ruhender Zellen. Um diese neuen Erkenntnisse mit den
bisherigen, sich teilweise widersprechenden biologischen Eigenschaften von
MIF in Einklang zu bringen, wurde von Bucala ein Modell flr die besonderen
Aktivitaten dieses Zytokins vorgeschlagen (Bucala, 2000). Danach scheint MIF
intrazellular eher anti-inflammatorisch zu wirken und nur extrazellular eine Rolle
als typisches proinflammatorisches Zytokin zu spielen. Zum anderen scheint
MIF bei niedrigen Konzentrationen proinflammatorische Effekte Uber einen noch
zZu identifizierenden Oberflachenrezeptor  auszulben,; bei hohen
Konzentrationen jedoch wird MIF endocytotisch aufgenommen, inhibiert JAB1

und somit inflammatorische Effekte und Zellwachstum.
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445 COX-2reguliert die MIF-Expression

Cyclooxygenase-2 (COX-2), ein proinflammatorisches Enzym, das bei der
Konversion von Arachidonsaure zu Prostaglandinen beteiligt ist, scheint bei
Prostatakrebs eine wichtige Rolle zu spielen (Gupta, 2000). In einer Studie von
Meyer-Siegler (Meyer-Siegler, 2001) wurde gezeigt, dass Inhibition der COX-2-
Expression die MIF-Expression unter Beteiligung von NFkB verstarkt.
Umgekehrt wurde daraufhin angenommen, dass MIF die COX-2- Expression
reguliert. Ein experimenteller Beweis daflir konnte jedoch nicht erbracht
werden. Allerdings wurde bei Rheumatoider Arthritis (RA) beobachtet, dass MIF
die Aktivitat und mRNA-Expression von Phospholipase-2 (cPLA2) und COX-2
verstarkt und Anti-MIF-Antikorper die IL-1B-induzierte cPLA2/COX-2-Aktivitat
signifikant inhibierten (Sampey, 2001). Beide Studien kdnnten also auf einen
weiteren intrazellularen Mechanismus von MIF hinweisen und eine Verbindung

zur MIF-vermittelten p53-Regulation darstellen (Mitchell, 2002).

4.5 Die Rolle von MIF bei Krankheiten

4.5.1 Bakterielle Sepsis und septischer Schock

MIF wird sowohl zentral durch die Hypophyse als auch in der Peripherie von
Immunzellen nach Stimulation mit bakteriellen Toxinen, z.B. Lipopolysaccharid,
ausgeschittet (Bernhagen, 1993) (Calandra, 1994) (Bacher, 1997b). Im
Mausmodell der experimentellen Endotoxamie fuhrt intraperitoneale LPS-
Injektion zum septischen Schock mit nahezu 100%iger Lethalitat. Gleichzeitige
Gabe von rekombinantem MIF und LPS beschleunigt die Lethalitat, wahrend
neutralisierende  Anti-MIF-Antikorper vor septischem Schock schitzen
(Bernhagen, 1993). Neuere Untersuchungen mit MIF-knockout-Mausen zeigen,
dass diese MIF-defizienten Tiere besser vor septischem Schock geschutzt sind
(Bozza, 1999).

Zu einer ahnlichen pathophysiologischen Situation kommt es, wenn man in
Mausen durch E. coli-Injektion oder cecal ligation and puncture (CLP) eine
bakterielle Peritonitis erzeugt (Calandra, 2000). Die MIF-Konzentration im Blut

ist wieder stark erhdht und die Gabe von Anti-MIF-Antikdrpern schitzt die
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Mause vor der todlichen bakteriellen Peritonitis. Interessanterweise setzt der
schutzende Effekt der Anti-MIF-Behandlung auch dann noch ein, wenn die
Antikdrper erst 8 Stunden nach Beginn der Sepsis verabreicht werden.

Auch bei der Immunantwort auf Exotoxine gram-positiver Bakterien scheint MIF
eine wichtige Rolle zu spielen (Calandra, 1998). Stimulation von Makrophagen
mit toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1) oder streptococcal exotoxin A
(SPEA) fuhrt zur Ausschuttung von MIF. In der Maus wiederum verhindern Anti-
MIF Antikdrper den Tod nach TSST-1-induziertem toxischen Schock.

4.5.2 Akute und chronische Entziindungskrankheiten

In der in Ratten immunologisch induzierten Nierenerkrankung Glomerulo-
nephritis, zeigten Lan und Kollegen (Lan, 1996) (Lan, 1997), dass die MIF-
Expression im Endothelium sowie in glomerularen und tubularen Epithelzellen
deutlich ansteigt. Die erhéhte MIF-mRNA- und MIF-Protein-Expression geht mit
verstarkter Makrophageninfiltration in  Glomerulus und Tubulusinterstitium

einher.

Auch bei einer akuten Lungenerkrankung des Menschen, dem acute respiratory
distress syndrome (ARDS), wurden erhdhte MIF-Konzentrationen in Blut und
Alveolen gemessen (Donnelly, 1997) (Martin, 1997). Eine wichtige Quelle fur
MIF sind vermutlich infiltrierende Makrophagen, andere Zelltypen tragen
maoglicherweise ebenfalls zum MIF-Niveau in der ARDS-Lavage-Flussigkeit bei.
Kultiviert man Immunzellen aus den Alveolen von ARDS-Patienten, fuhrt eine
Anti-MIF-Antikorperbehandlung zu reduzierter Sekretion von TNF und IL-8.
Rekombinantes MIF wiederum ist in der Lage, die Dexamethason-reduzierte
Sekretion von IL-8 zu Uberschreiben und unterstreicht so seine wichtige Rolle
bei ARDS und als wichtiger Antagonist der anti-inflammatorischen Funktion von
Glucocorticoiden. Auch die bronchoalveolare lavage-Flussigkeit aus Asthma-
patienten enthalt eine hdhere MIF-Konzentration als die von Gesunden (Rossi,
1998), was zu der Annahme fuhrt, dass MIF zur Immunantwort der Lunge bei

Asthma und mdglicherweise auch anderer allergischer Krankheiten beitragt.
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Dass MIF auch eine wichtige Rolle bei chronischen Entzindungskrankheiten
spielt, ist am besten fur Rheumatoide Arthritis (RA) belegt. In verschiedenen
Tiermodellen in Maus und Ratte wurde gezeigt, dass MIF an typischen
Entzindungsherden in erhdhter Menge vorliegt und auch in der
Synovialflussigkeit, in die MIF aus T-Zellen, Makrophagen und Synovialzellen
sezerniert wurde, nachweisbar ist (Mikulowska, 1997) (Santos, 2001) (Leech,
1998) (Leech, 1999). Mit Hilfe von MIF-Antikdrpern gelingt es auch hier, die

Immunantwort deutlich reduzieren.

Die Entwicklung entzindlicher Darmerkrankungen, scheint ebenfalls von MIF
abhangig zu sein (de Jong, 2001). Sowohl in Patienten mit Morbus Crohn als
auch in akuten und chronischen Modellen dieser Krankheit in der Maus, wurden
erhohte MIF-Konzentrationen gemessen. Anti-MIF-Antikorper-Behandlung —
nicht jedoch Anti-TNF-Behandlung — sowie MIF-knockout-Mause verhinderten
die Entwicklung der Krankheit. Wie in Mausen mit bakterieller Peritonitis
(Calandra, 2000), war die Antikérper-Behandlung auch Stunden nach Beginn
der Krankheit noch erfolgreich. Neutralisierende Anti-MIF-Antikorper konnten

also sowohl praventiv, als auch therapeutisch eingesetzt werden.

Beim Krankheitsbild der Atherosklerose (Arteriosklerose, AS) konnten Lin und
Kollegen in Kaninchen (Lin, 2000) und Burger-Kentischer und Kollegen (Burger-
Kentischer, 2002) beobachten, dass in frihen und fortgeschrittenen Lasionen
der GefalRwand eine verstarkte MIF-Expression in vaskularen Endothelzellen,
nicht jedoch in glatten Muskelzellen auftritt. Sie konnten aul3erdem nachweisen,
dass MIF die mRNA- und Protein-Expression des Adhasionsmolekils ICAM-1
in Endothelzellen in Zeit- und Konzentrationsabhangiger Weise verstarkt. MIF
konnte aufRerdem in AS-Lasionen der Intima und in T-Zellen nachgewiesen
werden. Interessanterweise findet man in allen AS-Stadien und -Zelltypen
Immunoreaktivitat fir MIF und den AP-1-Coaktivator JAB1. Die Daten legen
nahe, dass MIF eine wichtige Rolle bei der Atherogenese spielt und MIF-JAB1-

Komplexen eine regulatorische Funktion zukommt.
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MIF scheint auch eine Rolle in Patienten mit Multipler Sklerose (MS) zu spielen
(Niino, 2000) (Nishihira, 2001) (Bernhagen, 1999). Erhoéhte MIF-
Konzentrationen wurden im Liquor von Patienten mit konventioneller und
optisch-spinaler MS nachgewiesen. Matrixmetalloproteinasen (MMP) tragen bei
MS zur Pathophysiologie bei, indem sie die Basalmembran der Blut-Gehirn-
Schranke aufbrechen und dadurch die Migration von Immunzellen erleichtern,
die extrazellulare Matrix (ECM) abbauen, membranstandige pro-
inflammatorische Zytokine — z.B. TNF — abspalten, sowie die Myelinscheide
direkt schadigen (Bar-Or, 1999 und Referenzen darin). In MS-Geweben wurde
die erhohte Expression von MMP-1 und MMP-3 (Onodera, 2000) sowie von
MMP-9 nachgewiesen (Cuzner, 1996). Da MIF in Ratten-Osteoblasten MMP-
9/MMP-13 (Onodera, 2002) und in humanen Cholesteatomen MMP-3/MMP-9
(Choufani, 2001) hochreguliert, konnte MIF bei Multipler Sklerose ein wichtiger

Mediator von Entzindungsprozessen sein.

4.5.3 Zellproliferation, Angiogenese und Tumorigenese

Eine Reihe von Arbeiten zeigt, dass MIF eine wachsende Bedeutung in
Angiogenese und Tumorigenese zukommt. Wie bereits erwahnt, inhibiert MIF
die Aktivitat des Tumorsuppressorgens p53, wobei eine chronische
Inaktivierung durch MIF mdglicherweise zur Tumorentstehung beitragt (Hudson,
1999). In Colonkarzinom-Zellen der Maus stimulieren verschiedene
Wachstumsfaktoren die MIF-Expression und Depletion von endogenem MIF
resultiert in reduziertem Tumorzellwachstum (Takahashi, 1998). Auch in
Epithelzellen des Prostatakarzinoms wurde eine erhohte MIF-mRNA-
Expression im Vergleich zu normalen Prostata-Epithelzellen nachgewiesen
(Meyer-Siegler, 1998). Chesney und Kollegen demonstrierten, dass
neutralisierende Anti-MIF-Antikorper das urspringliche Wachstum von 38C13
B-Zell-Lymphoma-Zellen in Mausen drastisch reduzierten (Chesney, 1999). Die
Autoren zeigten auRerdem, dass durch die Anti-MIF-Antikorperbehandlung das
Wachstum von Endothelzellen — und nicht etwa der Tumorzellen selber —
inhibiert und die Anzahl von Tumorkapillaren reduziert wird. Auch in Maus-

Colonkarzinomzellen (Takahashi, 1998) und humanen Melanomzellen
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(Shimizu, 1999) inhibiert die  Anti-MIF-Antikorperbehandlung  die
Tumorangiogenese. Yang und Kollegen identifizierten MIF als
Angiogenesefaktor in ectopischen humanen Endometriumzellen, die das
Wachstum von humanen Herzkranzgefal3-Endothelzellen (human coronary
artery endothelial cells, HCAEC) unterstutzen (Yang, 2000).

4.6 Expression und Sekretion von MIF

MIF wird in Mausen konstitutiv in Leber, Milz, Nieren und Gehirn exprimiert,
kann aber auch in Zelllinien humanen und murinen Ursprungs nachgewiesen
werden (Calandra, 1994). Bacher und Kollegen wiesen nach LPS-induziertem
endotoxischem Schock in Nagern MIF durch in situ-Hybridisierung in Haut,
Leber, Lunge, Milz, Nebenniere und Niere nach (Bacher, 1997a) und Nishino
und Kollegen wiesen MIF in der Hypophyse sowie in der Hypophysenzelllinie
AtT-20 nach (Nishino, 1995).

In den beschriebenen Zellen bzw. Geweben hat MIF eine nachgewiesene
biologische Funktion. Man findet jedoch MIF auch in einer ganzen Reihe von
Zellen, in denen seine Funktion noch weiterer Aufklarung bedarf, so zum
Beispiel in der B-Zelllinie BuB1 (Wymann, 1999), in humanen vaskularen
Endothelzellen (Nishihira, 1998) (Lin, 2000), in B-Pankreaszellen (Waeber,
1997), in der Prostata (Meyer-Siegler, 1998), in Leydigzellen des Testis
(Meinhardt, 1996) sowie in dendritischen Zellen (Morelli, 2001).
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Tab. 1: Expression von MIF in verschiedenen Zelllinien (aus Calandra, 1994; Waeber,
1997 und A. Braun, pers. Mitteilung)

Zelllinie Spezies Herkunft

THP-1 Homo sapiens Akute monozytische Leukamie

HL-60 Homo sapiens Akute promyeloide Leukamie

RAW 264.7 Mus musculus Abelson Leukaemia Virus (A-MulLV)-
induzierter Tumor (Makrophagen)

Jurkat Homo sapiens Akute T-Zell-Leukamie

K562 Homo sapiens Chronische myeloide Leukamie

A301 Homo sapiens T-Lymphoblastom

U937 Homo sapiens Histiozytisches Lymphom

AtT-20 Mus musculus Hypophysentumor

NIH/3T3 Mus musculus Embryonale Fibroblasten

L929 Mus musculus Bindegewebsfibroblasten

HelLa Homo sapiens Cervixkarzinom

N2A Mus musculus Neuroblastom

INS-1 Rattus norvegicus Insulinom

Angaben zum MIF-Gehalt in Zellen variieren von 4 fg pro Zelle in primaren T-
Zellen und 170 fg pro Zelle in Jurkat-Zellen (Bacher, 1996) bis 0.1-1 pg
(Calandra, 1994) bzw. 9.6-16 fg (Sakamoto, 1998) pro Zelle in Makrophagen.
Nach Stimulation wird MIF aus der Zelle transportiet und kann in
Zellkulturiberstanden, im Blutplasma, Liquor oder in der Synovialflissigkeit
nachgewiesen werden (siehe Tab. 2). Die MIF-Sekretion aus RAW 264.7
Makrophagen ist bei Stimulation mit 1 ng/ml LPS am starksten und erreicht ihr
Maximum nach 12 h (Calandra, 1994). Doch nicht nur LPS verstarkt die MIF-
(Calandra, 1995),
proinfammatorische Zytokine wie TNF wund IFN-y (Calandra, 1994),

Ausschuttung aus Zellen, auch Dexamethason

streptococcal pyrogenic exotoxin A (SPEA) (Calandra, 1998), toxic shock
syndrom toxin 1 (TSST-1) (Calandra, 1998), PMA (Sakamoto, 1998) (Bacher,
1996) sowie Calciumionophor A23187 (Sakamoto, 1998).
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Tab. 2: Stimulierte Sekretion von MIF in das extrazelluldre Milieu.

Milieu Stimulus MIF-Konzentration (ng/ml)
Blutplasma (Ratte) unstimuliert 15.9+6.5
Blutplasma Dexamethason 35.0-120.0
Blutplasma Septischer Schock 6.6-154.4
Blutplasma Alkohol. Hepatitis 20.7+6.0
Peritonealflissigkeit E. colii.p. 8.212.0
Bronchoalveolare

lavage-FlUssigkeit ARDS 0.3-3.0
Liquor (Ratte) unstimuliert 15.5£2.5
ZK-US von Peritoneal-

Makrophagen LPS 74.3:10.4
ZK-US von priméaren

T-Zellen PMA/lonomycin 10.0
ZK-US von HL-60 unstimuliert 8.0+1.2
ZK-US von Eosinophilen PMA 0.17
ZK-US von HUVEC LPS (0.1 ng/ml) 15.243.3
ZK-US von BuB1 unstimuliert 3.9-5.2

ZK-US von Synovial-

Makrophagen (Ratte)  Adjuvant Arthritis 0.61£0.2
ZK-US von Augenhaut-

Melanomzellen unstimuliert 95.0-150.0

ZK-US: Zellkultur-Uberstand

Auf die Existenz verschiedener Sekretionswege konnte die Tatsache hindeuten,
dass MIF unstimuliert sowohl im Blut als auch im Liquor in fur ein Zytokin
ungewdhnlich hohen Mengen nachgewiesen wurde. Moglicherweise verlauft die
Basalsekretion Uber den klassischen Sekretiosweg, wahrend die stimulierbare
Sekretion Uber einen alternativen Sekretionsweg verlauft. Uber die
physiologische Bedeutung der hohen MIF-Konzentrationen in der gesunden

Maus oder im gesunden Menschen kann nur spekuliert werden.
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Uber die intrazellulare Lokalisation von MIF ist bisher nur sehr wenig bekannt.
In den meisten Geweben und Zellen wurde MIF mittels Immunfluoreszenz als
cytoplasmatisches Protein nachgewiesen (Bernhagen, 1993) (Nishihira, 1996),
in Neuronen des Gehirns auch eine schwache Farbung im Zellkern detektiert
(Ogata, 1998) (Vedder, 2000).

In corticotrophen Hypophysenzellen liegt vorgeformtes MIF in groRen Mengen
vor und colokalisiert mit ACTH und TSH in sekretorischen Vesikeln (Bernhagen,
1993) (Nishino, 1995). 8 bis 20 h nach LPS-Stimulation wird MIF sowohl aus
den vorgeformten Pools vollstandig aus der Zelle entlassen als auch nach de
novo-Synthese ausgeschuttet.

In der Ratten-Insulinoma-Zelllinie INS-1 und in den primaren p-Zellen der
Langerhansinseln colokalisiert MIF in sekretorischen Granulen mit Insulin und
reguliert moglicherweise in einem autokrinen Mechanismus die Insulin-
sekretion (Waeber, 1997).

MIF wird auferdem in Ratten in Leydigzellen des Testis exprimiert und
sezerniert (Meinhardt, 1996). Eickhoff und Kollegen konnten kuirzlich
nachweisen, dass MIF dort nicht nur in Epithelzellen des Epidydimus exprimiert
wird, sondern auch in Vesikeln lokalisiert, die sie aus der Epidydimalflissigkeit
isolierten  (Eickhoff, 2001). Elektronenmikroskopische Aufnahmen des
Epidydimus wiesen zusatzlich darauf hin, dass MIF in diesen Zellen im Cytosol,
nicht jedoch im ER oder Golgi-Apparat colokalisiert ist. Die Vesikel, in denen
MIF nachgewiesen wurde, scheinen sich von der Apikalmembran abzuschnuren
und in der Lage zu sein, MIF zu den Spermatozoen zu transportieren, wo

vesikulares MIF ebenfalls nachgewiesen wurde.

Die Daten legen nahe, dass MIF in sekretorischen Zellen in Vesikel verpackt
wird und nach Verschmelzung mit der Plasmamembran aus der Zelle
transportiert wird. Es ist jedoch vollig unklar, ob diese Vesikel Teil des
regulierten sekretorischen Weges sind oder zu einer anderen Vesikelpopulation
gehoren, da MIF — zumindest in Epidydimus-Epithelzellen — nicht tber ER und
Golgi in diesen Sekretionsweg eintritt. In Makrophagen, den Hauptproduzenten
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von MIF in vielen Geweben und bei vielen Krankheiten, konnte moglicherweise
ein anderer Mechanismus existieren, da bisher eine Lokalisation in Vesikeln

nicht gezeigt werden konnte.

4.7 Sekretorische Proteine ohne Signalsequenz

Sekretorische Proteine besitzen gewohnlich ein hydrophobes Signalpeptid von
15-25 Aminosaureresten, das am N-terminalen Ende des Vorlaufer-Polypeptids
lokalisiert und nach dem Transfer Uber die ER-Membran abgespalten wird
(Blobel, 1980). Nach dem von Palade bereits 1975 vorgeschlagenen Modell
(Palade, 1975), werden Proteine vom ER in Vesikeln Uber das
cis-Golgi-Netzwerk (CGN) und Golgi-Stapel zum trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
transportiert. Von dort gelangen sie in sekretorischen Vesikeln zur Plasma-
membran (PM), wo sie verschmelzen und ihren Inhalt ins extrazellulare Milieu
entlassen. Auch fir andere Zellorganellen — zum Beispiel Mitochondrien,
Chloroplasten und Zellkern — besitzen Proteine Signalsequenzen, die sie in das
richtige Kompartiment dirigieren. Es wurden jedoch eine Reihe von Proteinen
entdeckt, die weder eine N-terminale noch eine interne Signalsequenz besitzen.
Dazu gehdéren sowohl bakterielle Toxine und extrazellulare Proteasen, der
Paarungslockstoff a-Faktor in S. cerevisiae, als auch bestimmte Wachstums-

hormone und Interleukine aus Saugerzellen (Kuchler, 1997).

Proteine mit schwacher N-terminaler Signalsequenz oder vorherrschender
intrazelluldrer Funktion wurden auch extrazelluldr nachgewiesen. Uber
bioinformatische Methoden wurden bei diesen Proteinen auch interne
hydrophobe Signalsequenzen identifiziert (Chou, 2001) (Claros, 1997). Es wird
jedoch daruber hinaus eine wachsende Anzahl von Proteinen gefunden, die
trotz fehlender hydrophober N-terminaler oder interner Signalsequenz
sezerniert bzw. exportiert werden. Von diesen also somit nicht-klassisch
sezernierten Proteinen bzw. sekretorischen Proteinen ohne Signalsequenz
(engl.: leaderless secretory (LLS) proteins), sind IL-13, bFGF und Galektin-3 am
besten charakterisiert. Gemeinsam ist allen, dass es sich um relativ kleine

Proteine mit einem Molekulargewicht von 8-45 kDa handelt, trotz potenzieller N-



Einleitung 29

Glykosylierungsstellen keine glykosylierten Asparaginreste nachgewiesen
wurden und freie Cysteinreste nicht in Disulfidbrucken involviert sind. Diese
Eigenschaften legen nahe, dass LLS-Proteine nicht in das ER-Lumen eintreten.

Tab. 3: Sekretorische Proteine ohne Signalsequenz (adaptiert und erganzt nach Kuchler,
1997).

Annexin 1 Interleukin-1-Rezeptor Antagonist
B-Galactoside binding protein Koagulations-Faktor XIlI
Ciliary neurotrophic factor Mammary-derived growth inhibitor
Endothelial-Monocyte Activating MIF (Bernhagen, 1994a)
Polypeptide 1l MRP8/14 (Rammes, 1997)
FGF-1 (aFGF)* Parathymosin
FGF-2 (bFGF)* Plasminogen activator inhibitor 2
FGF-9 (glia activating factor) (Ritchie, 1998)
FGF-16* (Miyake, 1998) Platelet-derived endothelial cell
Galektin-1 (BHL, Galaptin, L-14) growth factor
Galektin-3 (CBP-30, CBP-35, Prothymosin
Mac-2, L-29)* Rhodanese
HIV-1 Tat Protein SK-1 (Ancellin, 2002)
HMG1 Thioredoxin (ADF)
Interleukin-1 Transglutaminase

Interleukin-1 converting enzyme (ICE) VP22 (Elliott, 1997)
*Zur Nomenklatur fir FGF siehe (Burgess, 1989) und fur Galektin siehe
(Barondes, 1994a)
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4.8 Alternative Sekretionswege

4.8.1 Interleukin-1B wird uber einen Zwei-Schritt-Mechanismus
exportiert

Interleukin-1 existiert in zwei Isoformen o und B mit unterschiedlichem pl, wobei
Interleukin-1B (pl=7; IL-1a mit pl=5) die haufigste extrazellulare Form ist. IL-1B
wird als biologisch inaktives, 33 kDa intrazellulares Vorlauferprotein
synthetisiert, das proteolytisch in eine 17 kDa aktive Form gespalten wird. Beide
Isoformen besitzen keine Signalsequenz. Ein erster Versuch, den Export von
IL-1B zu charakterisieren, scheiterte, da Hamster-Fibroblasten (CHO) nach
stabiler Transfektion mit IL-13-cDNA kein IL-13 sezernierten (Young, 1988).
Erst zwei Jahre spater gelang Rubartelli und Kollegen die teilweise
Charakterisierung des Interleukin-1p-Sekretionsweg (Rubartelli, 1990). IL-1B
wurde nach LPS-Stimulation aus PBMC ausgeschittet, wobei die Sekretion mit
Inhibitoren des klassischen Sekretionswegs, z.B. Brefeldin A, Monensin oder
Cycloheximid, nicht inhibiert werden konnte. Interessanterweise wurde auch
beim 18°C-Temperaturblock die Sekretion reduziert. Es scheint sich also um
einen ER-Golgi-unabhangigen und trotzdem vesikularen Sekretionsweg zu
handeln. Einen ersten Hinweis auf einen Sekretionsweg, bei dem ABC-
Transporterproteine eine Rolle zu spielen scheinen, erhielten Hamon und
Kollegen (Hamon, 1997), als sie feststellten, dass der IL-1p-Export durch die
ABC1-Inhibitoren Bromosulfalein (Sulfobromophtalein, Bromosulfophtalein,
BSP), 4,4’-Diisothiocyanatostilben- 2,2’-disulfonat (DIDS) und Glyburid
(glibenclamide) spezifisch und ABC1-selektiv reduziert wurde. ABC1 (bzw.
ABCA1)-Transporter gehoren zur Familie der ATP-binding-cassette-Proteine,
die zusammen mit den multidrug resistance-Proteinen (MRP) eine Vielzahl von
Substraten wie Oligosaccharide, Aminosauren, Metallionen, Peptide und
Proteine Uber intra- und extrazellulare Membranen transportieren (flr eine
Zusammenfassung und zur Nomenklatur siehe (Borst, 1999) (Dean, 2001)
(http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm). Daraufhin wurde ein Zwei-Schritt-
Modell fur die IL-1B-Sekretion vorgeschlagen (Andrei, 1999), bei dem im ersten

Schritt die Glyburid-inhibierbare Translokation von prolL-13 in Endolysosomen-
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ahnliche Vesikel stattfindet und im zweiten Schritt Exocytose — stimuliert durch
hohe extrazellulare ATP-Konzentration und hypotonische Bedingungen — fur die
Ausschuttung des biologisch aktiven IL-1f verantwortlich ist (Abb. 2). Der
Exocytoseprozess wurde als microvesicle shedding charakterisiert, bei dem
bioaktives IL-1p bereits zwei Minuten nach der Aktivierung aus Mikrovesikeln

isoliert werden kann (MacKenzie, 2001).

step 1: translocation step 2: exocytosis

+ BafAl : high extracellular [ATP],

/ : hypotonic conditions
pm-IL-lﬁ ' ‘
®

2
®
..'.
: IL-18
 high extracellular [Mg24,
hypertomc conditions
+ gllhenclanud
% s

|
@--Pro-IL-18 & - glibenclamide

= IL-1B % = IL-1B transporter (ABC1?)

Abb. 2: Zwei-Schritt-Modell fiir die Sekretion von Interleukin-1f. Im ersten Schritt erfolgt die
Translokation von prolL-1B in spezielle Vesikel. Die Translokation erfordert einen pH-
Gradienten zwischen Cytosol und Vesikel und kann durch Glyburid (glibenclamide) blockiert
werden. Im zweiten Schritt gelangen die Vesikel zur Plasmamembran, wo sie verschmelzen
und IL-1B entlassen. Diese Exocytose wird angetrieben von hoher extrazellularer ATP-
Konzentration und hypotonischen Bedingungen (Andrei, 1999).



Einleitung 32

Diese Erkenntnisse erklaren zwar die schnelle Ausschittung von IL-1p und
konnte moglicherweise als genereller Weg fur den Export von LLS-Proteinen
dienen. Der Mechanismus, mit dem IL-1p ABCA1-Transporter-vermittelt in

Vesikel des klassischen Sekretionswegs gelangt, bleibt jedoch weiter unklar.

4.8.2 Der Export von FGF wird von Cardenoliden inhibiert

Mitglieder der fibroblast growth factor (FGF)-Familie spielen eine wichtige Rolle
bei der Proliferation, Differenzierung und normalen Funktion von Zellen sowie
unter pathologischen Bedingungen unter anderem bei der Tumorigenese und
der Metastasenbildung (Burgess und Maciag, 1989; Basilico, 1992). Vier
Mitglieder der Familie haben keine N-terminale Signalsequenz: FGF-1 (aFGF),
FGF-2 (bFGF), FGF-9 und FGF-16. Wahrend flur FGF-9, das N-glykosyliert und
in vitro in Mikrosomen translokalisiert wird, eine interne hydrophobe
Signalsequzenz (Miyakawa, 1999) beziehungsweise eine nicht abgespaltene N-
terminale Sequenz (Revest, 2000) diskutiert wird, scheint FGF-2 Uber einen
ER-Golgi-unabhangigen Weg aus Zellen entlassen zu werden (Mignatti, 1992)
(Florkiewicz, 1995). Im Gegensatz zu IL-1, wird der FGF-2-Export jedoch nicht
durch Glyburid oder P-Glykoprotein (beziehungsweise ABCB1)-Inhibitoren
beeinflusst zu werden, sondern nur durch Cardenolide, die spezifisch auf die
a1-Untereinheit der Na*-K*-ATPase (NKA) wirken (Florkiewicz, 1998). Obwohl
FGF-2 und NKA co-immunprazipitieren, scheint eine direkte Beteiligung von
NKA am FGF-2-Export wegen des GroRenunterschiedes zwischen lonen und
FGF-2 praktisch ausgeschlossen. Aggarwal und Kollegen fanden im selben
Jahr heraus, dass der FGF-2-Export durch Probenecid inhibiert wird und daher
MRP (beziehungsweise Mitglieder der ABCC-Subfamilie) an der Sekretion von
FGF-2 beteiligt sein konnte (Aggarwal, 1998).

4.8.3 Galektin-3 verlasst die Zelle mittels Ectocytose

Galektine sind Kohlenhydrat-bindende Proteine, die eine konservierte
Kohlenhydrat-bindende Doméane und eine ahnliche Affinitat fur p-Galaktoside
besitzen (Barondes, 1984; Barondes, 1994b). Obwohl manche Galektine

sezerniert werden, fehlt ihnen ein typisches Signalpeptid. Galektin-1 (Gal-1)
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wurde aus dem Uberstand kultivierter Muskelzellen immunprézipitiert (Cooper,
1990). Da der Transport eher mit der Differenzierung der Muskelzellen als mit
einem aktiven Mechanismus zusammenhangt, wurde fur Gal-1 der Begriff
Externalisation (externalisation) gepragt. Cooper und Kollegen postulierten
daher ein Modell, bei dem sich Gal-1 zuerst nahe der Plasmamembran
konzentriert, dann an bestimmten Stellen akkumuliert, in Ausstllpungen der
Membran eingeschlossen wird und schlieBlich als extrazellulares Vesikel
abschnurt wird. Mehul und Hughes konnten diesen Mechanismus auch in
COS-7-Zellen, die mit einem Gal-3-Fusionsprotein (Nt-p56'“-Gal-3) transfiziert
wurden, nachweisen (Mehul, 1997). Sie bezeichneten den Transport nach
einem Dbereits fruher beschriebenen Modell von Stein als Ectocytose
(ectocytosis) (Stein, 1991; siehe auch Hughes, 1999) Fur die Ausstulpungen, in
denen die Proteine aggregieren und anschlielfend von der PM abgeknipst
werden, wurde der Begriff Membranblasen (membrane blebs) verwendet.
Neuere  Arbeiten zeigten, dass die Gal-3-Ausschuttung aus
Mammakarzinomzellen durch das Serum-Glykoprotein Fetuin stimuliert werden
kann (Zhu, 2001). Da die Ausschuttung bereits eine Minute nach Stimulation
einsetzt, moduliert Fetuin moglicherweise die letzten Stadien der Ectocytose.
Ein genauer Mechanismus ist derzeit jedoch noch vollig unklar. Weiterhin wurde
Synexin eine Rolle am Gal-3-Transport zugeschrieben (Yu, 2002). Synexin
scheint direkt nur an der intrazellularen Translokation von Gal-3 beteiligt zu
sein, denn eine Herunterregulation von Synexin verhindert die Translokation

von Gal-3 zur Plasmamembran.
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Abb.3: Modellvorstellung der Ectocytose von Galektin-3. Cytosolische Proteine
(geschlossene, griine Kreise) konzentrieren sich zuerst in Domanen, die der Plasmamembran
(PM) unterliegen. Diese Aggregate werden dann in Ausstllpungen (membrane blebs) der PM
eingeschlossen um anschlief3end als extrazellulare Vesikel von der PM abgeknipst zu werden.
Losliches Galektin-3 wird dann aus diesen Vesikeln ins extrazellulare Milieu entlassen (Hughes,
1999).

4.8.4 MRP8/14 werden entlang des Tubulin-Netzwerks transportiert

Myeloid-related proteins MRP8 und MRP14, zwei Ca?*-bindende Proteine der
S-100 Proteinfamilie (Odink, 1987), werden moglicherweise Uber einen weiteren
Mechanismus aus der Zelle transportiert. Stimuliert man Monozyten mit dem
Calciumionophor A23187, findet intrazellular eine Translokation vom
Cytoplasma zum Cytoskelett und zur Plasmamembran statt — Orte also, an
denen MRP8/14 ihre Hauptfunktion erfillen (Roth, 1993). Dies flhrte zu der
Annahme, dass das Cytoskelett eine wichtige Rolle beim Export spielt.
Rammes und Kollegen konnten wiederum zeigen, dass Brefeldin A,
Cycloheximid und Monensin keinen Einfluss auf den Export hatten, wohingegen
Inhibitoren, die das Mikrotubuli-Netzwerk beeinflussen, die MRP8/14-Sekretion
deutlich reduzierten (Rammes, 1997). PMA-induzierte Sekretion von MRP8/14
in  peripheren Blutmonozyten (PMBC) wird unterdruckt, wenn das
Zellkulturmedium zuvor mit Colchicin, Demecolcin oder Nocodazol konditioniert
wurde. Nach PMA-Stimulation verandert sich die MRP8/14-Verteilung in der
Zelle von einem diffusen cytoplasmatischen Muster zu einem filamentdsen,

Tubulinnetzwerk-ahnlichen Muster. Colchicin, Demecolcin und Nocodazol
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revertieren die MRP8/14-Verteilung wieder zu cytoplasmatisch-diffuser
Farbung. Die Autoren schlie3en daher auf einen neuen Sekretionsweg, der ein

intaktes Mikrotubuli-Netzwerk erfordert.

4.8.5 Der Import von VP22 erfordert ein intaktes Aktin-Cytoskelett

Auch das Strukturprotein VP22 des Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) besitzt
keine Signalsequenz und wird trotzdem aus den Zellen, in denen es
synthetisiert wird, exportiert (Elliott, 1992). Der Export von VP22 wird, wie bei
den meisten LLS-Proteinen, durch Brefeldin A nicht inhibiert (Elliott und O'Hare,
1997). Interessanterweise wird der Import — VP22 infiziert nach Transfektion
einzelner weniger Zellen praktisch jede Nachbarzelle einer monolayer-Zellkultur
— von VP22 durch Nocodazol nicht beeinflusst, eine Behandlung mit
Cytochalasin D  fuhrte jedoch zu einer dramatisch  geanderten
Zelloberflachenbindung von VP22. Die Daten legen also nahe, dass der VP22-
Import kein intaktes Mikrotubuli-Netzwerk bendtigt, wohl aber ein intaktes Aktin-
Netzwerk. Da zwischen Import und Export nicht unterschieden werden kann,
schliellen die Autoren nicht aus, dass der Export einem Aktin-unabhangigen

Mechanismus folgt.

49 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Sekretionsweg des Zytokins MIF
in relevanten MIF-sezernierenden Zellen zu charakterisieren. Zuerst sollte
detailliert untersucht werden, ob MIF in den klassischen ER-Golgi-Pfad eintritt
und posttranslational modifiziert wird. Da MIF in grolRer Menge von
Makrophagen exprimiert und sezerniert wird, sollte dann die subzellulare
Lokalisation und die Kinetik des Exports in Monozyten untersucht werden.
Durch die Verwendung niedermolekularer Inhibitoren sollten Hinweise erhalten
werden, auf welchem nichtklassischen Sekretionsweg MIF aus der Zelle

gelangt.
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5 Material und Methoden

5.1 Maedien, Puffer und Losungen

PBS (Phosphate-buffered saline) pH 7.2
NaCl
KCI
KH2PO4
Na;HPO4

Ablésemedium pH 7.2
NaCl
KCI
KH2PO4
NayHPO4
EDTA

TBS (Tris-buffered saline) pH 7.3
NaCl
Tris-Cl

100x Proteaseinhibitor-Cocktail 1 (PIC 1)

ax-Macroglobulin
AEBSF

Aprotinin

EDTA

E-64

Leupeptin

137 mM
2.7 mM
1.5 mM
8.1 mM in ddH,0

137 mM
2.7mM
1.5 mM
8.1 mM
1 mM in ddH,0O

150 mM
20 mM in ddH>O

100 pg/mi

100 mM

30 uM

100 mM

1 mM

1 mM in ddH,0
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100x Proteaseinhibitor-Cocktail 2 (PIC 2)

Pepstatin

150 pM in DMSO

5.2 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

5.21

Tab. 4: Gerate

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat

Hersteller

CO,-Inkubationsschrank
Heraeus B5060EC-CO2
Elektrophorese- und Western-
Blotting-System Mini-PROTEAN
[l und Il System
ELISA-reader Microplate Reader 3550
Inverses Mikroskop CK40
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
DM-IRB / TCS SP2 Software
Luminescent image analyzer
LAS 1000pro
Phosphor-Imaging-System
Storm™ 860
Reinluftwerkbank Herasafe
Spektrophotometer Spekol 1200
Thermocycler T3
Zentrifuge J2-21

Kendro Laboratory Products, Hanau

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Bio-Rad Laboratories, Minchen

Olympus Optical, Hamburg

Leica Microsystems, Wetzlar

Raytest, Straubenhardt

Molecular Dynamics, Krefeld
Kendro Laboratory Products, Hanau
Jenoptik, Jena

Biometra, Goéttingen

Beckman, Minchen
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Tab. 5: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Centricon 10 concentrators Millipore, Eschborn
Deckglaser 12 mm Merck Eurolab, Bruchsal

ELISA-96-well Platten

Immunolon Il Flat Bottom Dynatech Corporation, Burlington MA,
USA
Nitrocellulose-Membranen Schleicher & Schuell, Dassel
Objekttrager Superfrost Merck Eurolab, Bruchsal

Alle anderen Verbrauchsmaterialien wurden von Greiner Labortechnik (Fricken-

hausen) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.

5.2.2 Chemikalien

Tab. 6: Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquelle

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1)
ax-Macroglobulin

Amplify ™

Canine pancreatic microsomal membranes
Core glycosylation control mMRNA

DNA ladder 100 bp und 1 kB

dNTP-Mix

Fettarmes Trockenmilchpulver

Flexi rabbit reticulocyte lysate system
Fotales Kalberserum (FCS) und dialysiertes FCS — Gibco
G418

JETsorb gel extraction Kit

Leupeptin

Lipopolysaccharid 0111:B4 (LPS)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

(2)
(12)
(1)
(8)
(8)
(7)
(7)
)
(8)
(4)
3)
)
(12)
(13)
(13)
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pCruz HA A-Vektor

PRO-MIX L-[**S] in vitro cell labeling mix
Proteaseinhibitor-Cocktail

Protein A-Sepharose

Protein-Molekulargewichtsmarker low range 3-43 kDa
Protein-Molekulargewichtsmarker MultiMark

QIAGEN plasmid miniprep und maxiprep kit

QIAquick PCR puirification kit

Rainbow™ ["“C]-methylierter Protein-Molekulargewichtsmarker
Ribomax™ Jarge scale RNA production system - T7

RNA /adder

RNasin

RPMI 1640 Medium modifiziert (ohne Cys, L-Glut und Met)
Signal sequence control mMRNA

Streptavidin-Peroxidase

SuperFect Transfektionsreagez

TEMED

TMB-Losung Pierce

Zellkulturmedien Gibco

Zellkultursupplemente Gibco

(13)
(1)
)
(1)
(7)
(4)
(10)
(10)
(1)
(8)
(7)
(8)
(13)
(8)
(12)
(10)
(2)
(6)
(4)
(4)

Bezugsquellen

(1) Amersham Biosciences, Freiburg

) Bio-Rad Laboratories, Munchen

) Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden

) Invitrogen, Karlsruhe

) J. M. Gabler Saliter, Obergunzburg

0) KMF Laborchemie, Sankt Augustin

) New England Biolabs (NEB), Frankfurt/Main
) Promega, Mannheim
) Qbiogene, Heidelberg
10)  QIAGEN, Hilden
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(11)  R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

(12)  Roche Diagnostics, Mannheim

(13)  Sigma, Taufkirchen

Alle anderen Reagenzien und Feinchemikalien wurden von Carl Roth

(Karlsruhe), Merck Eurolab (Bruchsal) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen.

5.2.3 Enzyme

Tab. 7: Enzyme

Enzyme Hersteller

RQ1 RNase-freie DNase Promega, Mannheim
Tag-Polymerase QIAGEN, Hilden
Proteinase K Sigma, Taufkirchen

Alle anderen Enzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt/Main)

bezogen.

5.2.4 Antikorper

Tab. 8: Primarantikorper

Bezeichnung Beschreibung Verwendung Hersteller
3090 Maus Anti-CD45 IgG2, IF 1:250 (5)
CBL 432 Maus Anti-Bcl-2 19G+ IF 1:100 (4)
HM-1 Maus Anti-MAP1 IgG+ WB 1:1000 9)
Ka345 Kaninchen Anti-huMIF Serum IP 1:1000 (3)
Ka565 Kaninchen Anti-huMIF Serum WB 1:1000

IF 1:400 (3)
MA3-027 Maus Anti-Calnexin 1gG+ IF 1:100 (1)
MA3-063 Maus Anti-TGN 38 1gG; IF 1.250 (1)
MA3-067 Maus Anti-Rab 9 19G4 IF 1:250 (1)
MAB289 Maus Anti-huMIF 1gG ELISA 2 ug/ml

WB 1:1000 (7)
MAB610 Maus Anti-huTNF IgG ELISA 4 ugiml  (7)
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sc-8030 Maus Anti-Histon H1 19G2; IF 1:250 (8)
sc-805 Kaninchen Anti-HA 1gG WB 1:1000 (8)
sc-8099 Ziege Anti-LAMP-1 1gG IF 1:100 (8)
SPA-891 Maus Anti-PDI 1gG IF 1:200 (10)
VAM-SV013 Maus Anti-Syntaxin IgG+ IF 1:500 (10)

IF: Immunfluoreszenz; IP: Immunprazipitation; WB: Western Blot;

Tab. 9: Konjugierte Sekundarantikorper

Name Beschreibung Verwendung Hersteller
115-035-068 Ziege Anti-Maus-IgG Peroxidase-

konjugiert WB 1:10000 (4)
Alexa 488-M Ziege Anti-Maus-IgG F(ab),-

Fragment Alexa488-konjugiert IF 1:500 (6)
Alexa 488-R Ziege Anti-Kaninchen-IgG F(ab),-

Fragment Alexa488-konjugiert IF 1:500 (6)
Alexa 555-M Ziege Anti-Maus-IgG F(ab),-

Fragment Alexa555-konjugiert IF 1:500 (6)
Alexa 555-R Ziege Anti-Kaninchen-IgG F(ab),-

Fragment Alexa555-konjugiert IF 1:500 (6)
BAF210 Ziege Anti-Maus-IgG Biotin- ELISA 0.2 pg/ml  (7)

konjugiert
BAF289 Ziege Anti-Kaninchen-IgG Biotin- ELISA 0.2 pg/ml

konjugiert (7)
NA934 Esel Anti-Kaninchen-1gG

Peroxidase-konjugiert WB 1:10000 (2)
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Hersteller

(1) Affinity Bioreagents, Golden CO, USA
Amersham Biosciences, Freiburg
Charles River, Sulzfeld

Dianova, Hamburg

Diatec, Oslo, Norwegen

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

)
)
)
)
(6) Molecular Probes, Leiden, Niederlande
)
)
) Sigma, Taufkirchen
0

(10)  StressGen Biotechnolgies, Victoria BC, Kanada

5.2.5 Modulatoren der Proteinsekretion

Tab. 10: Modulatoren

Name Abklurzung Losungsmittel Bezugsquelle
1,10-Phenanthrolin Phen Ethanol Fluka
4,4’ -Diisothiocyanostilben-2,2"-

disulfonat DIDS Wasser Sigma
Benzamidin-HCI Benz Wasser Fluka
Brefeldin A BFA Methanol Sigma
Calciumionophor A23187 A23187 DMSO Sigma
Carbonylcyanidchlorophenyl-

hydrazon CCCH PBS pH 2 Sigma
Colchicin Col Ethanol Sigma
Cycloheximid CHX Ethanol Sigma
Demecolcin Deme HBSS Sigma
Glyburid Gly DMSO Sigma
Methylamin MeAm Wasser Sigma
Monensin Mon Ethanol Sigma
Nocodazol Noco DMSO Sigma
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Paclitaxel
Podophyllotoxin
Probenecid
Sulfobromophtalein
Tubulozol
Verapamil

43
Pacli DMSO Sigma
Podo Ethanol Alexis
Prob DMSO Sigma
BSP DMSO Sigma
Tubu DMSO Sigma
Vera Wasser Sigma

5.3 Zelllinien und stabile Transfektion

5.3.1 Zelllinien und Kulturmedien

Alle Zelllinien wurden unter Standardbedingungen im Brutschrank bei 37°C und

5 % CO, kultiviert.

Tab. 11: Zelllinien

Name
Herkunft

Komplettmedium

THP-1

humane Monozyten

RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FCS, 2 mM L-
Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Name
Herkunft
Komplettmedium

RAW 264.7

murine Makrophagen

DMEM, supplementiert mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Name
Herkunft

Komplettmedium

HelLa

humane epithelartige Gebarmutter-Zellen

DMEM, supplementiert mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin,
MEM Vitaminen, nichtessentiellen Aminosauren, 100 U/ml

Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
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Name P19

Herkunft C3H/He-Maus-Embryonalkarzinom

Komplettmedium  MEM alpha mit Ribonucleosiden und Desoxy-
ribonucleosiden, supplementiert mit 10 % FCS, 100 U/ml
Pennicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Name C6-BU-1

Herkunft Ratten-Gehirntumor

Komplettmedium  DMEM, supplementiert mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin,
MEM Vitaminen, Nichtessentiellen Aminosauren, 100 U/ml

Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin

5.3.2 Stabile Transfektion eukaryotischer Zellen

Die fur die stabile Transfektion verwendete Plasmid-DNA wurde mit Ethanol
gefallt und in endotoxinfreiem TE-Puffer (Qiagen) aufgenommen. HelLa-Zellen
wurden nach Herstellerangaben mit SuperFect transfiziert und nach 24 h mit
Selektionsmedium (HeLa-Komplettmedium, supplementiert, mit 600 pg/ml
G418) inkubiert. Die geeignete G418-Konzentration, bei der gerade alle Hela-
Zellen absterben, wurde in einem Vorversuch Uber eine killing curve ermittelt
(Daten nicht gezeigt). Nachdem die Mehrzahl aller Zellen abgestorben war und
G418-resistente Klone aus Einzelzellen hochgewachsen waren, wurden diese
in 50 ul Ablésemedium von der trockenen Platte abgeldst, auf 24-well-Platten
Ubertragen, bis auf 6-well-Platten expandiert und dann die HA-MIF-Expression
mittels Western Blot-Analyse untersucht. G418-resistente Klone, die HA-MIF in
ausreichender Menge exprimierten, wurden mittels [limiting dilution einer
zweiten  Selektionsrunde unterzogen. Dafur wurden 100 pl einer
Zellsuspension, die 50 Zellen pro 10 ml Selektionsmedium enthielt, in wells
einer 96-well-Platte pipettiert, sodass sich statistisch in jedem zweiten well eine
Zelle befand. Nachdem wiederum G418-resistente Klone aus Einzelzellen
hochgewachsen waren, wurden sie, wie oben beschrieben, abgeldst,
expandiert und auf HA-MIF-Expression Uberpruft. In Langzeitkulturen wurde die
G418-Konzentration auf 250 ug/ml reduziert.
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5.4 Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie

5.4.1 Immunfluoreszenzfarbung

Mikroskopierdeckglaser wurden 10 min in einer 0.01%igen Poly-L-Lysin-Losung
inkubiert, die Losung vollstandig abpipettiert und 5 min in der Sterilbank
getrocknet. Die Deckglaser wurden anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen,
nochmals 10-15 min in der Sterilbank getrocknet und sofort fur die Adhasion der

Zellen verwendet.

10 pl THP-1 Zell-Suspension wurde auf beschichtete Deckglaser getropft, 15-20
min zur Adhasion Uberlassen und ohne weiteren Waschschritt 5 min bei 37°C
mit Paraformaldehyd-LOsung fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-BSA
wurden die Zellen 15 min bei RT mit PBS-Triton X-100 permeabilisiert,
gewaschen, 30 min mit Blockierungsldsung inkubiert und nochmals gewaschen.
Die Inkubation mit Primarantikorper-Losung in PBS-BSA (Konzentrationen
siehe Tab. 8) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen wurden
die Zellen 30 min bei 4°C im Dunkeln mit Sekundarantikdrper-Losung,
bestehend aus Alexa488- bzw. Alexa555-konjugierten F(ab),-Fragmenten in
PBS-BSA, inkubiert (Konzentrationen siehe Tab. 9). Die Deckglaser wurden
nochmals gewaschen, in Fluoromount G auf Objekttrager platziert und Uber
Nacht ausgehartet.

Blockierungslosung

Normales Ziegenserum 5%
BSA 1 % in PBS

Paraformaldehyd-Ldsung
Formaldehyd 4 % in PBS
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PBS-BSA
BSA 1% in PBS

PBS-Triton X-100
Triton X-100 5% in PBS

Poly-L-Lysin-LOosung
Poly-L-Lysin 0.01 % in ddH->0O

5.4.2 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Mikroskopische Bilder wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(DM-IRB, Leica, Wetzlar), ausgestattet mit einem 100x/1.4 HCX PlanApo
Olimmersionsobjektiv und TCS SP2-Software, aufgenommen. Alexa488-
konjugierte F(ab),-Fragmente (Anregung A =495 nm, Emission A =519 nm)
wurden mit einem Argon-Laser (488 nm-Linie), Alexa555-konjugierte F(ab),-
Fragmente (Anregung A =555 nm, Emission A =565 nm) wurden mit einem
Helium-Neon-Laser (546 nm-Linie) angeregt. Jedes Bild entspricht einer Ebene
mit einer Schichtdicke von 0.5 pm in z-Richtung. Alexa488-Signale wurden grin
und Alexa555-Signale rot dargestellt. Die Uberlagerung beider Signale erfolgte

computerunterstitzt mittels Leica TCS SP2-Software.

5.5 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

5.5.1 Sandwich-ELISA

Waschpuffer
Tween20 0.05 % in PBS

Blockierungslosung
BSA 1%
Saccharose 5% in PBS
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Probenpuffer
BSA 0.1 %

Tween20 0.2 % in PBS

Sandwich-ELISA fur murines MIF

Die ELISA-Platte wurde zunachst mit 100 ul pro well Primarantikdrper-Losung
beflllt, mit Folie versiegelt und tUber Nacht bei RT inkubiert. Am folgenden Tag
wurde die Platte entleert, dreimal mit Waschpuffer gewaschen und kraftig auf
Papiertichern ausgeklopft, um letzte Reste des Waschpuffers zu entfernen.
Dieser Waschschritt wurde nach jedem der nachfolgenden Schritte insgesamt
dreimal wiederholt. Dann wurden 300 pl pro well Blockierungslosung
zugegeben, mit Folie versiegelt und fur 1 h bei RT inkubiert. Die Platte wurde
gewaschen, 100 pl pro well mouMIF-Standards (Endkonzentration 0 — 200
ng/ml) und Proben zugegeben, mit Folie versiegelt und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Die Platte wurde gewaschen, 100 pl pro well Sekundarantikorper-
Ldsung zugegeben, mit Folie versiegelt und fur 2 h bei RT inkubiert. Die Platte
wurde wiederum gewaschen, 100 ul pro well Tertidrantikdrper-Losung
zugegeben, mit Folie versiegelt und 35 min bei RT inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt wurden zur Entwicklung 100 pl pro well pNPP-
Entwicklungslosung pH 9.5 zugegeben und im Dunkeln inkubiert, bis Standards
und Proben eine Gelbfarbung zeigten. Die Absorption wurde im ELISA-Reader
bei 405 nm gemessen. Aus den MIF-Standards wurde eine Standardgerade
erstellt, die eine Abschatzung der MIF-Konzentration in den Proben erlaubte.
Proben und Standards wurden in Duplikaten oder Triplikaten gemessen und die
Mittelwerte berechnet. Zellfreie Uberstande wurden unverdiinnt und Zelllysate
wurden 1:2 bis 1:10 in Probenpuffer verdunnt, aufgetragen.
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Priméarantikorper-Losung
XIV.14.3 Maus Anti-mouMIF-IgG 15 pg/mlin PBS

Sekundéarantikorper-Losung

Ka565 Kaninchen Anti-MIF-Serum 1:250
Normales Ziegenserum 2%
Tween20 0.2 % in PBS

Tertidrantikdrper-Losung
NA934 Ziege Anti-Kaninchen IgG AP-konjugiert 1:3000
Normales Ziegenserum 2%
Tween20 0.2 % in PBS

pNPP-Entwicklungslosung pH 9.5

Diethanolamin 10 mM
MgCl, 0.5 mM
Sigma 104-Tabletten 10 mg in ddH,0

Sandwich-ELISA fiir humanes MIF

Die ELISA-Platte wurde zunachst mit 100 ul pro well Primarantikdrperlésung
beflllt, mit Folie versiegelt und Uber Nacht bei RT inkubiert. Am folgenden Tag
wurde die Platte — wie im ELISA far murines MIF beschrieben — gewaschen,
300 ul pro well Blockierungsldosung zugegeben, mit Folie versiegelt und fur 1 h
bei RT inkubiert. Die Platte wurde gewaschen, 100 ul pro well huMIF-Standards
(Endkonzentration 0-100 ng/ml) und Proben zugegeben, mit Folie versiegelt
und 2 h bei RT inkubiert. Die Platte wurde gewaschen, 100 ul pro well
Sekundarantikdrperlésung zugegeben, mit Folie versiegelt und fur 2 h bei RT
inkubiert. Die Platte wurde wiederum gewaschen, 100 ul pro well Streptavidin-
POD-L6sung zugegeben, mit Folie versiegelt und 35 min bei RT inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden zur Entwicklung 100 pyl pro well

Substratlésung zugegeben und im Dunkeln inkubiert, bis Standards und Proben
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eine Gelbfarbung zeigten. Die Absorption wurde im ELISA-Reader bei 450 nm
gemessen. Aus den MIF-Standards wurde eine Standardgerade erstellt, die
eine Abschatzung der MIF-Konzentration in den Proben erlaubte. Proben und
Standards wurden in Duplikaten oder Triplikaten gemessen und die Mittelwerte
berechnet. Zellfreie Uberstande wurden unverdinnt und Zelllysate wurden 1:2
bis 1:10 in Probenpuffer verdinnt aufgetragen.

Primarantikorper-Losung
MAB289 Maus Anti-huMIF-IgG 2 ug/mlin PBS

Sekundarantikdrper-Ldsung
BAF289 Ziege Anti-Maus-lgG Biotin-konjugiert 200 ng/ml

in Probenpuffer

Streptavidin-POD-L6sung
Streptavidin-POD (Roche Diagnostics) 1:10000 in TBS

Substrat-Losung (H>O5 : Tetramethylbenzidin (TMB) 1:1)

H202-Losung (Pierce) 1 vol.

TMB-L6sung (Pierce) 1 vol.
Stop-Lésung

H2SO4 0.5 M in ddH,O

Sandwich-ELISA fiir humanes TNF

Alle Inkubationszeiten und Waschschritte beim TNF-ELISA sind identisch mit
denen des ELISA fir humanes MIF und wurden mit den entsprechenden
Losungen durchgefuhrt. Kurz, 100 pl pro well Primarantikdrperlosung wurden
uber Nacht, 300 ul pro well Blockierungslosung fur 1 h, 100 ul pro well Proben
und Standards fur 2 h, 100 ul pro well Sekundarantikérperldésung fur 2 h, 100 pl



Material und Methoden 50

pro well Streptavidin-POD-Lésung flir 20min und 100yl pro well
Substratlosung bis zur Blaufarbung der Proben und Standards zugegeben. Die
Farbreaktion wurde mit 50 yl Stop-Losung abgestoppt und die Absorption im
ELISA-Reader bei 450 nm gemessen. Aus den TNF-Standards (0-2000 pg/ml)
wurde eine Standardgerade erstellt, die eine Abschatzung der TNF-
Konzentration in den Proben erlaubte. Proben und Standards wurden in
Duplikaten oder Triplikaten gemessen und die Mittelwerte berechnet. Zellfreie
Uberstdnde wurden unverdiinnt und Zelllysate wurden 1:2 bis 1:10 in

Probenpuffer verdunnt aufgetragen.

Primérantikbrper-Lésung
MABG610 Maus Anti-huTNF-1gG 4 pg/mi

in Probenpuffer

Sekundérantikérper-Lésung
BAF210 Ziege Anti-Maus-IgG Biotin-konjugiert 200 ng/ml

in Probenpuffer

Streptavidin-POD-L5sung
Streptavidin-POD (Roche Diagnostics) 1:10000 in TBS

Substrat-Lésung (H>O- : Tetramethylbenzidin (TMB) 1:1)

H,0O, Losung (Pierce) 1 vol
TMB Lésung (Pierce) 1 vol
Stop-Lbésung

H2SO4 1 M in ddH0O



Material und Methoden 51

5.5.2 SDS-PAGE

Herstellung von Zelllysaten

Zellen wurden zuerst zweimal mit kaltem PBS gewaschen, dann 500 l
Lysierungspuffer zugegeben und 20 min auf Eis lysiert. Zur Analyse von MIF
wurde RIPA-Lysierungspuffer pH 7.5 (Sambrook, 1989), zur Analyse von
MAP1A wurde auflerdem HNT-Lysierungspuffer pH 7.7 oder Drubin-
Lysierungspuffer pH 7.2 (Drubin, 1985) verwendet. Die Lysate wurden bei
13000 Upm und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand (cleared lysates) in ein
neues Eppi Uberfihrt und eine Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford,
1976) durchgefuhrt. 10-20 uyg Gesamtprotein wurden mit 2x SLB gemischt und
3 min bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden anschlieBend mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt.

RIPA-Lysierungspuffer pH 7.5

Tris-Cl 50 mM

NaCl 150 mM

Igepal CA-630 1%
Desoxycholat 0.5 %

SDS 0.1 %

EDTA 2 mM in ddH,0O

Drubin-Lysierungspuffer pH 7.2
NayHPO,4 25 mM
NaCl 04 M
SDS 0.5 M in ddH,0
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HNT-Lysierungspuffer pH 7.7

HEPES 25 mM

NaCl 0.4 M

MgCl, 1.5mM

EDTA 2 mM

DTT 3 mM

Triton X-100 0.5 % in ddH,0O

2x sample loading buffer (SLB)

Tris-Cl 135 mM
SDS 4 %
Glycerol 20 %
B-Mercaptoethanol 10 %
Bromphenolblau 0.002 %

TCA-Prazipitation

Zur Aufkonzentrierung und zur Entfernung von Puffern aus Proben fur die
Gelelektrophorese wurden die Proben zur Endkonzentration von 10 % mit
Trichloressigsaure (TCA) versetzt und 15 min auf Eis prazipitiert. Die Proben
wurden bei 13000 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit Aceton p.a. gewaschen und
erneut abzentrifugiert. Nach vollstandiger Entfernung des Acetons wurde das
Pellet in 2x SLB resuspendiert, 3 min bei 95°C denaturiert und bis zur
Auftrennung mittels SDS-PAGE bei —20°C gelagert.

SDS-PAGE nach Laemmli

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden
Bedingungen wurden Trenn- und Sammelgel nach Laemmli (Laemmli, 1970)
hergestellt. Die Proteine wurden mittels 4%igen Sammelgelen und 5%igen (zur
Analyse von MAP1A), 10%igen (zur Analyse von IgG) bzw. 18%igen
Trenngelen (zur Analyse von MIF) in einer MiniProtean Il- bzw. Ill-Kammer
(BioRad) in 1x Laemmli-Laufpuffer pH 8.3 bei 50 V fir 30 min, gefolgt von
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100 V - bis die Farbstoff-Lauffront den Gelboden erreichte — elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker wurden vorgefarbte Standards von
Invitrogen verwendet. Zur radioaktiven Detektion wurde ein “C-markierter,
vorgefarbter Standard von Amersham Biosciences verwendet. Die
Molekulargewichte der Standards sind in den jeweiligen Abbildungen
dargestellt.

Trenngelpuffer pH 8.8
Tris-ClI 1.5 M in ddH,O

Sammelgelpuffer pH 6.8

Tris 0.5 M in ddH,O
10 % SDS
SDS 10 % in ddH20

10 % Ammoniumpersulfat (APS)
APS 10 % in ddH>O

5x Laemmli-Laufpuffer pH 8.3

Tris-Cl 125 mM
Glycin 0.96 M
SDS 0.5 % in ddH,O

SDS-PAGE nach Schagger

Niedermolekulare Proteine und Peptide werden oft in Gelen mit Tricin statt
Glycin besser aufgetrennt. Dafur wurden Trenn- und Sammelgele nach
Schagger (Schagger, 1987) hergestellt, direkt nacheinander in die MiniProtean
[I- bzw. lll-Kkammer (BioRad, Munchen) gegossen, der Probenkamm eingesetzt
und zusammen 3 h zur Polymerisation Uberlassen. Die Proben wurden wie
oben beschrieben aufgetrennt, wobei als Laufpuffer 1x Kathodenpuffer (oben)
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und 1x Anodenpuffer pH 8.9 (unten) verwendet wurde. Als Molekular-
gewichtsmarker wurden vorgefarbte Standards von Invitrogen verwendet. Die
Molekulargewichte der Standards sind in den jeweiligen Abbildungen
dargestellt.

Gelpuffer pH 8.45
Tris-Cl 3M
SDS 0.3 % in ddH,O

10x Anodenpuffer pH 8.9
Tris-Cl 2 M in ddH,O

10x Kathodenpuffer

Tris-Cl 1M
Tricine 1M
SDS 1 % in ddH>O

5.5.3 Western Blotting

Zur Detektion nichtradioaktiv markierter Proteine wurden die Gele nach
beendeter Elektrophorese zuerst nach Herstellerangaben in das MiniProtean Il
TransBlot-Modul (BioRad) gelegt, das Gelsandwich zusammen mit einem
Kidhlelement in CAPS-Transferpuffer pH 11 in die Kammer gesetzt und die
Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran uUbertragen. Der
Transfer erfolgte bei 30 V konstanter Spannung und unter kraftigem Rihren des
Puffers Gber Nacht bei 4°C.

CAPS-Transferpuffer pH 11
CAPS 10 mM
Methanol 20 % in ddH,O
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Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Transfer kurz in Waschpuffer pH
7.4 gewaschen und anschlieBend 2 h bei RT in Blockierungslosung und
konstanter Agitation inkubiert. Nach zweimaligem kurzen Waschen in
Waschpuffer pH 7.4 wurde die Membran 1 h bei RT in Primarantikdrper-Losung
und konstanter Agitation inkubiert, 3x 5 min in Waschpuffer pH 7.4 gewaschen
und dann 1 h in Sekundarantikorper-Losung bei RT und konstanter Agitation
inkubiert. Die Membran wurde dann 5x 5 min in Waschpuffer pH 7.4
gewaschen, in  SuperSignal West Dura (Pierce) gegeben und die
Chemilumineszenz in einem [luminescent image analyzer LAS 1000-pro
(Raytest) detektiert.

Waschpuffer pH 7.4
Tween20 0.1 % in TBS

Blockierungslosung

Magermilchpulver 5%
Tween20 0.1 % in TBS

Primarantikérper-Losung
Antikorper (siehe Tab. 8) 1:1000 in

Blockierungslosung

Sekundarantikdorper-Losung
Antikorper (siehe Tab. 9) 1:10000 in

Blockierungslésung

5.5.4 Pulse-Chase-Markierung mit **S

THP-1 Zellen wurden am Tag vor dem Experiment 1:2 geteilt und ca. 24 h
inkubiert. 5 Millionen Zellen wurden in 60 mm & Schalen in RPMI 1640 minus-
Medium (ohne Cystein und Methionin) ausgesat und zur Aminosaure-depletion

30 min inkubiert. Die nun adharierenden Zellen wurden vorsichtig mit PBS
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gewaschen und 2 ml Labeling-Medium (RPMI 1640 minus-Medium,
supplementiert mit 1 % dialysiertem FCS) zugegeben.

FUr Experimente zur zeitlichen Abhangigkeit der MIF-Sekretion wurden die
Zellen 1 h mit 10 pg/ml LPS (stimuliert) bzw. mit 20 yl PBS (unstimuliert)
inkubiert und anschlieRend mit 250 uCi/ml PRO-MIX L-[**S] in vitro cell labeling
mix far 1 h markiert (pulse). Fur die anschlieRende Chase-Phase wurde das
Medium abgenommen, die Zellen mit RPMI 1640-Medium, supplementiert mit
1 % FCS, gewaschen und im selben Medium flr 0, 2, 4.5 und 7.5 h inkubiert.
FUr Experimente zur Inhibition der MIF-Sekretion wurden die Zellen, wie oben
beschrieben, Aminosaure-depletiert, mit PBS gewaschen und RPMI 1640
minus-Medium supplementiert mit 1% dialysiertem FCS zugegeben. Aus einer
100x Stammldsung wurden die entsprechenden Inhibitoren zugegeben und die
Zellen 45 min inkubiert. Dann wurden 10 pg/ml LPS (stimuliert) bzw. 20 pyl PBS
(unstimuliert) zugegeben und die Zellen fur 1 h inkubiert. 250 pCi/ml PRO-MIX
L-[3°S] in vitro cell labeling mix wurden dazupipettiert und die Zellen nochmals
1 h inkubiert.

Am Ende der Inkubationsphase wurden die Uberstande 5 min bei 1400 Upm
zur Entfernung von Zelltrimmern abzentrifugiert, mit PIC 1/2 supplementiert
und bei —20°C bis zur Immunprazipitation gelagert. Die Zellen wurden zweimal
mit kaltem PBS gewaschen, in RIPA-Lysierungspuffer lysiert, mit PIC 1/2

supplementiert und ebenfalls bei —20°C bis zur Immunprazipitation gelagert.

5.5.5 Immunprazipitation

Zelllysate wurden in 1 ml RIPA-Lysierungspuffer pH 7.5 und 1-5 ml Zellkultur-
uberstande unverdinnt, bei 4°C im Kuhlraum immunprazipitiert. Zur Entfernung
unspezifischer Proteine, wurden die Proben zunachst mit 5 yl Praimmunserum
(PralS) 30 min auf einem Uberkopfrotator inkubiert, dann 50 pl eines 1:1-
Gemisches von Protein A-Sepharose-Kugeln (PAS) in PBS zugegeben und
weitere 30 min inkubiert. Die PAS-Antikorper-Komplexe wurden 2 min bei 4000
Upm abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Rdéhrchen Uberfiihrt. 5 pl
Ka345 Anti-MIF-Serum wurden zugegeben und Uber Nacht auf dem

Uberkopfrotator inkubiert. Wiederum 50 pl eines 1:1-Gemisches von PAS in
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PBS wurde zugegeben und 2 h inkubiert. Die PAS-Antikorper-Komplexe
wurden abzentrifugiert, zweimal mit RIPA und einmal mit PBS gewaschen,
bevor der Uberstand komplett abgenommen wurde und die Komplexe in 2x SLB
fur 3 min bei 95°C denaturiert wurden. Die Proben wurden anschliefsend mittels
SDS-PAGE aufgetrennt.

5.5.6 Autoradiographie

Zur Detektion radioaktiv markierter Proteine, wurden die Gele nach beendeter
Elektrophorese 30 min in Fixierungslésung und 30 min in Amplify (Amersham
Biosciences) unter konstanter Agitation inkubiert. Die Gele wurden dann in
einem Geltrockner 2 h bei 80°C getrocknet, zusammen mit einem
phosphor storage screen in eine Kassette gelegt und 24-48 h exponiert. Die
Detektion erfolgte im Phosphor-Imaging-System Storm 860 (Molecular

Dynamics).

Fixierungslosung
95 % Essigsaure 10 %
Methanol 50 % in ddH,O

5.5.7 Deglykosylierung mit Peptid: N-Glycosidase F

Zelllysate, Zellkulturiberstande und Immunglobulin G wurden in 50 ul-Ansatzen
zuerst in Denaturierungspuffer, bestehend aus 0.5% SDS und 1% B-
Mercaptoethanol, 10 min bei 100°C inkubiert. Die Proben wurden dann in G7
Puffer (1 % NP-40 in 0.5 M Natriumphosphatpuffer pH 7.5) mit oder ohne
2.5 U/ml Peptid: N-Glycosidase F (PNGase F) Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde gestoppt durch Zugabe von 2x SLB und 3 min
Denaturierung bei 95°C. Ein Aliquot der Probe wurde auf einem 18%igen (zur
Analyse von MIF) bzw. 10%igen (zur Analyse von IgG) SDS-Polyacrylamidgel

aufgetrennt.
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5.6 Molekularbiologische Methoden
Grundlegende molekularbiologische Methoden wurden nach Protokollen von
Sambrook (Sambrook, 1989) durchgefuhrt.

5.6.1 Plasmidpraparation

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden das QIAGEN plasmid
miniprep kit und das plasmid maxiprep kit nach Vorschrift des Herstellers
verwendet. Die DNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch bei 260 nm

bestimmt.

5.6.2 Klonierung des HA-MIF-Fusionsproteins
Die Amplifikation der DNA-Fragmente wurde mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) im Thermocycler T3 der Firma Biometra (Goéttingen) durchgefuhrt. In
einem 50 pl-Ansatz wurden ca. 10 ng cDNA aus pET11b-MIF (Bernhagen,
1994b) als Templat eingesetzt und mit 1 U Tag-Polymerase, 250 yM dNTP-Mix
und 0.4 uM je Primer supplementiert. Als Forward-Primer mit einer Kpnl-
Schnittstelle wurde die Sequenz 5-CGG GGTACC CAT GCC GAT GTT CAT
C-3 verwendet und als Reverse-Primer mit einer Bgl/l-Schnittstelle die
Sequenz 5-GGA AGA TCT TTA GGC GAA GGT GGA G-3' verwendet.
Folgendes Programm wurde zur PCR-Amplifikation verwendet:
10 min bei 95°C
30 Wiederholungen der 3 Schritte:
1 min bei 95°C
1 min bei 50°C
30 sec bei 72°C
5 min bei 72°C

Die Isolierung des DNA-Fragments erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese
und anschlieRender Gelelution mittels JETSorb gel extraction kit nach Angaben

des Herstellers.
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Der pCruz-HA A-Vektor (Santa Cruz Biotechnology) und das amplifizierte DNA-
Fragment wurden zur Restriktionsanalyse jeweils mit 1 U/ug DNA Kpn/ und
Bglll im Enzymspezifischen Puffer des Herstellers bei 37°C Uber Nacht
inkubiert. AnschlieBend wurden Vektor und DNA-Fragment in aquimolaren
Mengen mit T4-Ligase im Enzymspezifischen Puffer des Herstellers bei 16°C
uber Nacht ligiert. Die Halfte des Ansatzes wurde in kompetente E. coli DH5a
(Invitrogen) nach Herstellerangaben transformiert und Kanamycin-resistente
Klone auf LB-Agarplatten selektioniert. In ausgewahilten Klonen wurde die
Richtigkeit der Sequenz anschliefend durch bidirektionale Sequenzierung
bestatigt.

5.6.3 In vitro Translation

Humanes MIF im Vektor pET11b (pET11b-MIF) (Bernhagen, 1994b) wurde mit
EcoR/ (1 U/ug DNA) im Enzymspezifischen Puffer des Herstellers bei 37°C
uber Nacht linearisiert. Der Ansatz wurden dann mit 100 ug/ml Proteinase K in
einem Puffer aus 50 mM Tris pH 7.5, 0.5 % SDS, 5 mM CaCl, fur 30 min bei
37°C inkubiert, anschliefend mit Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol extrahiert
und das gereinigte Pellet in DEPC-H,O aufgenommen.

Die Transkription von cDNA in mRNA erfolgte im Ribomax large scale RNA
production system T7 (Promega). Als Kontrolle wurde linearisierte Luciferase-
cDNA (Promega) nach Herstellerangaben verwendet. Folgende Reaktions-

komponenten wurden auf Eis gemischt und flr 4 h bei 37°C inkubiert:
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Tab. 12: Transkriptionskomponenten

T7 Reaktionskomponenten MIF-Mix Luciferase-Mix

T7 Transkriptionspuffer 5x 10 ul 4 pl

rNTP (je 25 mM ATP, CTP, GTP, UTP) 15 pl 6 ul
linearisierte huMIF-DNA (5 pg) 15 pl -

linearisierte Kontroll-DNA (1 pg) - 1 ul
DEPC-H,0 5 pl 7yl
Enzym-Mix T7 5 ul 2 ul
Endvolumen 50 i 20 pl

Zur Entfernung der DNA wurden am Ende der Inkubationszeit fur 15 min 1 pl
RQ1 RNase-freie DNase (Promega) zugegeben, der Ansatz mit Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol extrahiert und die mRNA in DEPC-H,O
aufgenommen.

5 ug der gereinigten huMIF-mRNA wurden dann im Flexi rabbit reticulocyte
lysate system (Promega) in Protein translatiert. Zur Uberprifung der
Glykosilierung bzw. der Translokation in Mikrosomen, wurden alle Ansatze mit
oder ohne 1 pl Canine pancreatic microsomal membranes (Promega) angesetzt
und 60 min bei 30°C in Gegenwart radioaktiv markierter Aminosauren (PRO-
MIX L-[*°S]-in vitro cell labelling mix, spezif. Aktivitdt >1000 Ci/mM, Amersham
Biosciences) inkubiert. Die Translationsreaktion wurde durch Zugabe von 2x
SLB gestoppt, die Proben 3 min bei 95°C denaturiert und ein Aliquot auf einem
18%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Kontrolle wurden 0.1 ug
Luciferase-mRNA (hergestellt im Ribomax System) und 0.1 pg a-Faktor-mRNA

aus S. cerevisiae (Promega) verwendet.
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Tab. 13: Translationskomponenten

Translationskomponenten MIF a-Faktor Luciferase
Flexi rabbit reticulocyte lysate 33 ul 33 ul 33 i
Aminosauremix ohne Methionin 1l 1l 1l
PRO-MIX 40 uCi 3l 3l 3l
RNasin (Promega) 1l 1l 1l
RNA-Substrat 5ul 1 ul 1l
DEPC-H;0 7 ul 11 ul 11 pl
Endvolumen 50 ul 50 ul 50 ul
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6 Ergebnisse

6.1  N-Glykosylierung von MIF

Wird ein Protein Uber den klassischen Sekretionsweg aus der Zelle
transportiert, finden in ER und Golgi-Apparat posttranslationale Modifikationen
statt. An Asparaginreste werden Oligosaccharide verschiedener Lange und
verschiedener Zusammensetzung gebunden, man spricht von N-Glykosylierung
oder Asparagin-Glykosylierung. In vitro kann man N-Glykosylierung
nachweisen, indem man diese Zuckerreste enzymatisch abspaltet und die
Proteine anschlieRend mittels SDS-PAGE auftrennt. Enzymatisch behandelte
glykosylierte Proteine migrieren im Gel weiter als nicht-enzymatisch behandelte
Proteine. Peptid:N-Glykosidase F (PNGase F) spaltet nahezu alle Zuckerreste
zwischen dem innersten N-Acetylglucosamin und dem Asparaginrest des
Proteins. Da ein solches Oligosaccharid einem Molekulargewicht von ca. 1 kDa
entspricht, kann die Glykosylierung eines Proteins bei entsprechender

Auflosung des Gels nachgewiesen werden.

RAW 264.7 THP-1

IgG rIMIF CL SN CL SN
- + - + — + — + - + - +
60 kDa -_ - 13 kDa
42 kDa S8 W8 T “amam s T~ = == 1D,

Abb. 4: PNGase F-Verdau von MIF aus Zelllysaten und Zellkulturiiberstianden. RAW 264.7
Zellen wurden 12 h mit 100 ng/ml LPS, THP-1 Zellen 4 h mit 10 pg/ml LPS stimuliert. Jeweils 10
ug Lysate (CL), 100 ug Uberstande (SN), 10 ng rhuMIF und 5 ng Anti-MIF-Serum (IgG) wurden
in Gegenwart (+) oder Abwesenheit (-) von 100 mU PNGase F Uber Nacht inkubiert und
anschlieBend mittels 10% Laemmli-SDS-PAGE (linkes Bild) bzw. 16.5% Tricine-SDS-PAGE
(rechtes Bild) aufgetrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Der Western Blot wurde mit Anti-
IgG- bzw. Ka565 Anti-MIF-Antikérper analysiert.
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Wie in Abb. 4 gezeigt, konnte fur MIF keine N-Glykosylierung nachgewiesen
werden. Humanes und murines MIF aus Zelllysaten und Zellkulturiberstanden
LPS-stimulierter THP-1 und RAW 264.7 Makrophagen sowie rekombinantes
MIF zeigten kein verandertes Migrationsverhalten, wenn sie mit PNGase F
behandelt wurden. IgG hingegen, das an zwei Stellen N-glykosyliert wird,
migriert nach PNGase F-Verdau im Gel weiter als nicht-enzymatisch
behandeltes 1gG. Diese Daten stehen im Einklang mit den Experimenten, die
mit MIF, welches aus Leberzellextrakten aufgereinigt wurde, durchgefihrt
wurden (Bernhagen, 1994b). Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden,
dass MIF aus Immunzellen sowohl intrazellular als auch nach stimulierter

Sekretion in das Medium nicht glykosyliert wird.

6.2 In vitro Translation in Mikrosomen

Eine weitere Mdglichkeit, um zu Uberprufen, ob Proteine in den klassischen ER-
Golgi-Transportweg eintreten, besteht darin, mRNA in Gegenwart von
Retikulozytenlysat in vitro in Protein zu translatieren. Gibt man zu den
Reaktionsansatzen zusatzlich Mikrosomen, werden Proteine, die eine
hydrophobe Signalsequenz besitzen, cotranslational prozessiert und in den
Mikrosomen glykosyliert. Elektrophoretisch aufgetrennt, kann ein relativer
Unterschied im Molekulargewicht in Gegenwart bzw. Abwesenheit von

Mikrosomen beobachtet werden.

Dazu wurde zunachst cDNA des Plasmids pET11b-MIF mit EcoR/ linearisiert
und im Ribomax large scale RNA production system transkribiert. Zur
Qualitatskontrolle wurde 1 uyg MIF mRNA in RNA-Ladepuffer aufgenommen und
zusammen mit einer RNA-Leiter der Firma NEB in einem 1%igen Agarosegel
unter nicht-denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. In Abb. 5 A war eine
scharfe MIF-mRNA-Bande mit einer Grolke von ca. 370 bp, zu sehen. Grole,
Ausbeute und Reinheit des Konstrukts entsprachen den erwarteten Werten.
AnschlieBend wurden die MIF-mRNA und S. cerevisiae alpha mating factor
(a-Faktor)-mRNA in Gegenwart bzw. Abwesenheit von Mikrosomen im Flexi

Rabbit reticulocyte lysate transkribiert. Die neusynthetisierten, 5S-markierten
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Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie
detektiert. Wie aus Abb.5B ersichtlich, wurde mit a-Faktor-mRNA in
Gegenwart von Mikrosomen ein glykosyliertes Protein mit einem Molekular-
gewicht von 32.0 kDa produziert und — zu einem geringeren Anteil — ein nicht-
glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 18.6 kDa (Walter, 1983).
MIF-mRNA hingegen erzeugte nur ein Protein mit ca. 12.5 kDa, was darauf
schlieen lasst, das MIF nicht in Mikrosomen transportiert und folglich nicht
glykosyliert wurde. Somit konnte in zwei unterschiedlichen experimentellen
Ansatzen — Deglykosylierung von sezerniertem MIF aus Immunzellen und in
vitro-Translation in Mikrosomen — gezeigt werden, dass MIF nicht glykosyliert

wird und nicht in das ER eintritt.
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Abb. 5: In vitro-Translation von MIF- und a-Faktor-mRNA in Mikrosomen. A, 50 ug EcoR1-
linearisierte cDNA des Plasmids pET11b-MIF wurde mit dem Ribomax large scale RNA
production system transkribiert. 1 uyg der mRNA wurde in RNA-Ladepuffer aufgenommen, 10
min bei 65°C denaturiert und anschlieRend auf einem 1%igen Agarosegel unter
nichtdenaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente eine
RNA-Leiter der Firma NEB. B, 5 pyg MIF-mRNA und 1 yg a-Faktor-rmRNA wurden in Gegenwart
(+) oder Abwesenheit (-) von Canine pancreatic microsomal membranes mit dem Flexi rabbit
reticulocyte lysate system und PRO-MIX [358] in vitro cell labeling mix nach Herstellerangaben
30 min bei 30°C translatiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2x SLB gestoppt. Ca. 25%
der Ansatze wurden mittels 18% Laemmli-SDS-PAGE aufgetrennt und die radioaktiv markierten
Proteine mittels Autoradiografie detektiert.
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6.3 Sekretion von HA-getaggtem MIF in HelLa

MIF wird neben verschiedenen Organen wie Immunsystem, Leber, Niere und
Gehirn (Calandra, 1994) auch in Zelllinien unterschiedlicher Herkunft exprimiert.
So wurde MIF in den Monozyten/Makrophagen-Linien RAW 264.7, THP-1 und
HL-60, in den Fibroblasten-Linien Swiss3T3, NIH 3T3 und L929, in
Insulinomazellen RIN als auch in den Cervixkarzinom-Zellen HelLa nach-
gewiesen (A. Braun, personliche Mitteilung). Auch verschiedene polyklonale
und monoklonale Antikérper mit grolRer Sensitivitat gegen humanes und
murines MIF sind kommerziell erhaltlich. Dennoch gibt es Grlinde, ein epitop-
getaggtes MIF als molekulares fool zu etablieren und fur verschiedene
experimentelle Strategien zu verwenden.

Gegen Epitop-tags gerichtete Antikdrper besitzen eine noch grofere Sensitivitat
und eine geringe Kreuzreaktivitat als Antiseren und selbst aufgereinigte
polyklonale Antikorper. Immunprazipitationsstudien haben gezeigt, dass vor
allem neusynthetisiertes MIF in THP-1 Monozyten in sehr geringen Mengen
vorliegt, dass ein Nachweis mit vorhandenen Antikdrpern sehr schwierig war
(Flieger, 1999).

Zum anderen beeinflussen kleine Epitop-tags in der Regel die biochemischen
und biologischen Eigenschaften von Proteinen nicht. HA-MIF mit einem
berechneten Molekulargewicht von 14909 Da ist nur geringflgig grof3er als
humanes MIF, das ein Molekulargewicht von 12476 Da besitzt.

Die Expression in HeLa Zellen bietet den Vorteil, dass die Untersuchung der
subzellularen Lokalisation in diesen groRRen, adharent wachsenden Zellen
einfacher ist als in kleinen, runden Monozyten, wie zum Beispiel THP-1.
AuRerdem wurde fur HelLa Zellen beschrieben, dass nach Hitzeschock-
stimulation eine Reihe von niedermolekularen Substanzen und Proteinen
ausgeschuttet werden (Calderwood, 1989; Jackson, 1992). Da MIF ebenfalls
nach Hitzeschock aus RAW 264.7 Zellen ausgeschuttet wird (R. Mischke,
personliche Mitteilung), kdnnte HA-MIF in HelLa als geeignetes Modellsystem

analog zur stimulierbaren Proteinsekretion in Immunzellen dienen.
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6.3.1 Stabile Transfektion in HeLa

Von 48 Klonen, die nach Transfektion von HelLa-Zellen mit pCruz-HA-MIF
hochgewachsen sind, konnten 6 Klone expandiert werden. Sechs dieser Klone
exprimierten HA-MIF in ausreichender Menge und wurden mittels /imiting
dilution einer zweiten Selektionsrunde unterzogen. Von allen Klonen konnten
erfolgreich jeweils 12 Subklone generiert werden. Fur alle weiteren Experimente
wurde Klon HeLapa-mir42.1 ausgewahlt, der in Morphologie und Wachstumsrate
normalen HelLa-Zellen entspricht, mehrere Wochen ohne sichtbare
Veranderung in Kultur gehalten werden konnte und HA-MIF in ausreichender

Menge exprimierte.

6.3.2 Sekretion von endogenem MIF in HeLa-Zellen

Vorversuche haben gezeigt, dass bereits eine Hitzeschockbehandlung von 10
bis 30 min eine Veranderung der intrazellularen Konzentration endogenen MIFs
in untransfizierten HelLa Zellen als auch von HA-MIF in transient und stabil
transfizierten HelLa Zellen bewirkt. Es blieb jedoch unklar, ob die HA-MIF-
Ausschuttung eher der schnellen THP-1-Kinetik folgt, bei der bereits nach 2 h
groRe Mengen MIF ausgeschuttet werden (Flieger, 1999) oder eher der
RAW264.7-Kinetik, bei der MIF erst nach 6-12 h im Medium nachweisbar ist
(Calandra, 1994). Um die MIF-Ausschuttung auf ein moglicherweise sehr enges
Zeitfenster einzugrenzen, wurden Hela Zellen fur 30 min bei 42°C (stimuliert)
oder 37°C (unstimuliert) inkubiert und nach Medienwechsel fur O bis 12 h bei
37°C weiterinkubiert. Zelllysate und -kulturiberstande wurden mittels 16.5%
Tricine-SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Die Detektion von endogenem MIF erfolgte durch Inkubation des
Western Blots mit Ka565 Anti-MIF Antikorper.

Wie Abb. 6 A zeigt, anderte sich bei unstimulierten Zellen zwar intrazellular die
MIF-Konzentration mit der Zeit, korrelierte aber nicht mit der Menge an MIF, die
im Uberstand wiedergefunden wurde. Moglicherweise bedeutet die geringere
MIF-Konzentration im Lysat 30 min nach Stimulation eine Abnahme der

Expression und nicht eine Ausschuttung. Es fallt aullerdem auf, dass Uber den
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gesamten Zeitraum nur eine sehr geringe Menge MIF ausgeschuttet wurde.
Stimuliert man HelLa Zellen 30 min bei 42°C, steigt die Expressionsrate von MIF
sofort an und bleibt bis 12 h unveréandert. Im Uberstand findet sich nun kein MIF
mehr. Auch bei Stimulation von 0-30 min andert sich die MIF-Menge im Medium
nicht (Daten nicht gezeigt). Hitzeschockstimulation von Hela Zellen scheint
also zwar die MIF-Expression zu verstarken, MIF akkumuliert aber in den Zellen

und scheint nicht ausgeschuttet zu werden.

6.3.3 Sekretion von HA-MIF in HeLaya.mir42.1

Kann MIF im Uberstand nicht detektiert werden, weil die Proteinmenge
unterhalb der Nachweisgrenze der MIF-Antiseren liegt oder folgt die MIF-
Sekretion in HeLa-Zellen einem anderen Mechanismus bzw. wird nicht aus der
Zelle transportiert? Um diesen Sachverhalt zu klaren, wurde die Sekretion von
HA-MIF aus HelLapawmr42.1 analog zur Sekretion von endogenem MIF
untersucht. Die Detektion von HA-MIF erfolgte durch Inkubation des Western
Blots mit sc-805 Anti-HA Antikorper.
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Abb. 6: Ausschittung von endogenem MIF und HA-MIF nach Hitzeschock-Stimulation.
1 Mio HelLa Zellen (A) bzw. HA-MIF42.1 Zellen (B) wurden in 35 mm & Schalen ausgesat, 30
min bei 37°C (unstimuliert) bzw. 42°C (stimuliert) inkubiert und nach Medienwechsel weiter bei
37°C inkubiert. Nach den angegeben Zeiten wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und
die Zellen in RIPA-Lysispuffer lysiert. 10 uyg TCA-prazipitierte Zelllysate (CL) und 100 pg TCA-
prazipitierte Uberstande (SN) wurden mittels 16.5% Tricine-SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrocellulose Ubertragen. A, Die Detektion von endogenem MIF in HeLa Zellen erfolgte durch
Inkubation des Western Blots mit Ka565 Anti-MIF Antiserum. B, Die Detektion von HA-MIF in
HA-MIF42.1 Zellen erfolgte durch Inkubation des Western Blots mit sc-805 Anti-HA-IgG.
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Abb.6 B zeigt, dass auch HA-MIF weder von unstimulierten noch von
stimulierten Zellen ausgeschuttet wurde. Obwohl die Expression von MIF in
Hitzeschock-stimulierten Zellen mit der Zeit ansteigt, wird auch HA-MIF offenbar
nicht aus Hela-Zellen transportiert. Die Vermutung liegt daher nahe, dass
HelLa-Zellen einen anderen MIF-Sekretionsweg besitzen oder gar MIF
uberhaupt nicht sezernieren, unabhangig davon, ob es sich um endogenes oder
Epitop-getaggtes MIF handelt. Dass MIF nur aus unstimulierten HelLa Zellen ins
Medium gelangt, kdnnte darauf hinweisen, dass noch ein weiterer konstitutiver
Sekretionsweg existiert. Dieser Weg ist wahrscheinlich Zelltyp-unabhangig, da
diese Beobachtungen auch in THP-1 und anderen Immunzellen gemacht

wurden.

6.4 Intrazellulare Lokalisation von MIF

Nachdem MIF aufgrund fehlender N-Glykosylierung nicht in den ER-Golgi-
Transportweg eintritt und aus HelLa Zellen Uberhaupt nicht sezerniert wird, stellt
sich nun die Frage, in welchen subzellularen Kompartimenten der Zelle das

LLS-Protein MIF nachgewiesen werden kann.

Arbeiten von Nishino und Kollegen haben gezeigt, dass MIF im Hypophysen-
vorderlappen ausschlieRlich in ACTH- oder TSH-sezernierenden Zellen vorliegt.
Dort colokalisiert MIF in Granulen, die entweder ACTH oder TSH enthalten
(Nishino, 1995). MIF wurde auferdem in -Zellen des Pankreas nachgewiesen,
wo es zusammen mit Insulin in sekretorischen Vesikeln vorliegt (Waeber,
1997). Desweiteren wurde MIF in Epithelzellen des Nebenhodens
nachgewiesen, wo es hauptsachlich cytosolisch, nicht jedoch im ER oder im
Golgi-Apparat vorliegt (Eickhoff, 2001). Bemerkenswerterweise wurden jedoch
in der Epididymalflissigkeit MIF-positive Vesikel entdeckt, die von der apikalen
Plasmamembran entlassen wurden. In neuronalen und nicht-neuronalen Zellen
von Hippocampus und Neocortex wurde eine diffuse Verteilung in Cytoplasma
und Kern beschrieben (Vedder, 2000). Fur die meisten Zellen wurde die genaue
subzellulare Lokalisation von MIF jedoch noch nicht untersucht. Insbesondere

zur subzellularen Lokalisation in Immunzellen liegen keine Daten vor.
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Um herauszufinden, ob MIF in der humanen Monozytenzelllinie THP-1 in
Organellen gefunden werden kann, wurden Paraformaldehyd-fixierte Zellen mit
Anti-MIF-Antikérper und  Antikorpern gegen typische Markerproteine
verschiedener Zellorganellen inkubiert und mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie (LSM) analysiert. Abb. 7 zeigt, dass MIF nicht mit den bekannten
Markerproteinen Calnexin (ER-Membran), TGN 38 (trans-Golgi), Histon H1
(Kern) oder CD 45 (Plasmamembran) colokalisierte. Einzig bei PDI (ER-Lumen)
waren bei der Uberlagerung der beiden Signale in Néhe zur Plasmamembran
schwache gelbe Signale sichtbar, die auf eine partielle Colokalisation hinweisen
konnten. Es sollte jedoch erwahnt werden, dass PDI, das keine hydrophobe
Signalsequenz besitzt, neben seiner vorherrschenden Lokalisation im ER auch
nach Sekretion an der Oberflache der Plasmamembran nachgewiesen wurde
(Terada, 1995).

Neben den Daten zur N-Glykosylierung von MIF weisen auch die
Immunfluoreszenzfarbungen in THP-1 Zellen auf einen Sekretionsweg hin, der
nicht iber ER und Golgi-Apparat verlauft. Die mogliche partielle Colokalisation
von PDI und MIF konnte damit zusammenhangen, dass beide Proteine
gemeinsam einen Teil eines unkonventionellen Sekretionsweges benutzen. Da
THP-1 Zellen morphologisch nur unbefriedigend zu untersuchen sind, konnte

eine vesikulare Lokalisation von MIF nicht etabliert werden.



Ergebnisse

71

Calnexin

Histon H1

Uberlagerung

Uberlagerung

Uberlagerung

Uberlagerung

Uberlagerung



Ergebnisse 72

6.5 Kinetik des Exports von humanem MIF

Klrzlich konnte gezeigt werden, dass MIF nicht nur auf Makrophagen wirkt,
sondern von diesen auch nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) in zeit-
und konzentrationsabhangiger Weise aus vorgeformten pools ausgeschuttet
wird (Calandra, 1994). Monozyten- und Makrophagen-Zellinien
unterschiedlichen Differenzierungsgrades reagieren sehr verschieden auf
Stimulation mit LPS oder PMA.

Im etablierten Sekretionsassay (Flieger, 1999) erreichte die MIF-Konzentration
im Uberstand von mit 10 pyg/ml LPS stimulierten THP-1 Monozyten bereits nach
2 h den hochsten Wert mit ca. 6fach erhohter Ausschattung, blieb bis 6 h etwa
konstant und nahm dann rasch bis 11 h nach Stimulationsbeginn ab (Abb. 8 A).
Die MIF-Ausschuttung unstimulierter Zellen stieg konstant auf einem niedrigen
Niveau bis 11 h auf das 1.3fache an. Verfolgt man die Ausschittung von
de novo-synthetisietem MIF, beobachtet man, dass der Gehalt an MIF
intrazellular wahrend der chase-Periode bis 4.5 h nach Markierung mit %3]
praktisch konstant bleibt (Abb. 8 B). Stimulation mit LPS bewirkt erst nach 7.5 h
eine verstarkte Ausschuttung von MIF ins Medium, verglichen mit unstimulierten
Zellen. Die MIF-Menge im Medium schien bei stimulierten Zellen wahrend der
gesamten chase-Periode anzusteigen. THP-1 Zellen scheinen das Zytokin MIF
also nach Stimulation mit LPS sowohl aus vorgeformten intrazellularen Pools,
als auch nach Neusynthese mit einer ahnlichen Kinetik auszuschutten. In
beiden experimentellen Systemen konnte MIF Uber einen Zeitraum von 4-7 h im
Medium nachgewiesen werden. In den folgenden Experimenten wurde daher
die Ausschuttung von vorgeformtem MIF aus THP-1 Zellen mittels ELISA

analysiert.

Abb. 7: Subzellulare Lokalisation von MIF in THP-1 nach Analyse mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie. THP-1 Zellen wurden auf Poly-L-Lysin-beschichtete Deckglaser
getropft, nach Adhasion fixiert und zur Farbung vorbereitet. Die Zellen wurden mit Anti-MIF-
Antikérper und Antikdrpern gegen die Zellorganellmarker PDI (ER-Lumen), Calnexin (ER-
Membran), TGN 38 (frans-Golgi) Histon H1 (Kern) und CD 45 (Plasmamembran) inkubiert. MIF
wurde indirekt Uber Alexa488-markierte F(ab),-Fragmente (grin dargestellt), die
Zellorganellmarker Uber Alexa555-markierte F(ab),-Fragmente (rot dargestellt) markiert und
mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert. Die Bildebenen entprechen einer
Schichtdicke von 0.5 um. Bereiche, in denen das griine und rote Signal colokalisieren, sind
durch computerunterstiitzte Uberlagerung der beiden Farben in Gelb dargestellt.
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Abb. 8: Kinetik des Exports von vorgeformtem und neusynthetisiertem MIF. A, THP-1-
Zellen wurden ohne (-) oder mit (+) 10 pyg/ml LPS fur die angegebenen Zeiten inkubiert und
zellfreie Uberstande mittels huMIF-ELISA analysiert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus
Duplikaten eines reprasentativen Experiments (n=4). B, THP-1 Zellen wurden fir die pulse-
Periode 2 h mit [**S]-PROMIX inkubiert und anschlieBend fiir 0, 2, 4.5 und 7 h ohne (-) oder mit
(+) 10 pg/ml LPS gechased. RIPA-Zelllysate (Lysat) und zellfreie Uberstande (Uberstand)
wurden mit Ka565 Anti-MIF-Antikdrper immunprazipitiert, mittels 18% Laemmli-SDS-PAGE
aufgetrennt und im Phosphor-Imaging-System analysiert. Die relevanten Molekular-
gewichtsmarker sind auf der linken Seite dargestellt.

6.6 EinfluR von Inhibitoren des klassischen Sekretionswegs
Wie bereits beschrieben, weisen verschiedene Eigenschaften von MIF darauf
hin, dass MIF nicht Uber den klassischen Sekretionsweg von ER Uber Golgi zur

Plasmamembran aus der Zelle transportiert wird:
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¢ MIF besitzt weder eine N-terminale noch eine interne hydrophobe Signal-
sequenz, die das neusynthetisierte Protein durch ER und Golgi dirigieren
konnte.

e Endogenes und sezerniertes MIF weisen keine N-Glykosilierung auf, die
mit PNGase F abgespalten werden kann.

e In vitro-translatiertes MIF wird nicht posttranslational prozessiert und in

Mikrosomen glykosyliert.
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Abb. 9: Effekt klassischer Inhibitoren auf die MIF-Sekretion in THP-1 Zellen. THP-1-Zellen
wurden in 12-well-Platten ausgesat und das Medium mit Inhibitor oder Kontrollpuffer
konditioniert. Nach 45 min wurden die Zellen mit 10 uyg/ml LPS stimuliert oder mit PBS
behandelt, nach weiteren 4 h wurde das Medium abgenommen und mittels huMIF-ELISA
analysiert. Inhibitoren wurden zu folgenden Endkonzentrationen zugegeben: Brefeldin A (BFA,
0.5 pg/ml), Monensin (Mon, 5 ug/ml), Cycloheximid (CHX, 2 pg/ml), CCCH (10 uM), Methylamin
(MeAm, 10 mM), Calciumionophor A23187 (A23187, 1 ug/ml). Beim 18°C-Temperaturblock
(18°C) wurden die Zellen 4 h entweder bei 18°C oder bei 37°C inkubiert. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte aus Duplikaten oder Triplikaten eines reprasentativen Experiments (n=5). Die Daten
wurden dargestellt als relative MIF-Sekretion LPS-stimulierter Zellen, wobei die LPS-Kontrolle
gleich 100% gesetzt wurden. Inh, Inhibitor alleine (Negativkontrolle); LPS, LPS alleine
(Positivkontrolle); Inh+LPS, LPS-Stimulation 45 min nach Zugabe des Inhibitors.
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Durch die Verwendung von Inhibitoren, die spezifisch auf einzelne
Kompartimente des klassischen Sekretionswegs wirken, sollte weiter bewiesen
werden, dass MIF nach Stimulation mit LPS die Zelle nicht Uber den
klassischen Sekretionsweg, sondern Uber eine alternative Route verlasst.

In Abb. 9 ist zu erkennen, dass keiner der Inhibitoren in der Lage ist, die MIF-
Sekretion nach LPS-Stimulation zu unterdricken. Im Gegenteil, Brefeldin A
(blockiert den Transport zwischen ER und cis-Golgi), Monensin (blockiert
zwischen cis- und trans-Golgi), Cycloheximid (inhibiert die Proteinsynthese),
CCCH (ein Entkoppler des Elektronentransports) und A23187 (ein
Calciumionophor) verstarken sogar noch die LPS-stimulierte Ausschattung von
MIF. Nur Methylamin (ein Endocytose-Inhibitor) scheint die Sekretion weder zu
stimulieren noch zu inhibieren. Brefeldin A, Methylamin und A23187 alleine
scheinen die MIF-Sekretion zu verstarken. Cytotoxische Effekte aller Inhibitoren
oder ihrer Losungsmittel (Endkonzentration von Methanol und DMSO im
Medium < 0.1 %) konnten jedoch ausgeschlossen werden, da die Vitalitat der
Zellen (gemessen mittels Trypanblau-Farbung der Zellen und LDH-Assay des
Uberstands) generell tiber 90 % lag (Daten nicht gezeigt).

Brefeldin A und Monensin haben eine ungewdhnlich stark stimulierende
Wirkung, was die Vermutung nahe legt, dass MIF nicht Uber den ER-Golgi-Weg
aus der Zelle gelangt.

Cycloheximid wirkte ebenfalls stimulierend, folglich scheint die Neusynthese fir
die LPS-stimulierbare MIF-Ausschuttung nicht signifikant zu sein. AuRerdem
spielte moglicherweise ein energieunabhangiger Mechanismus eine Rolle, da
der Entkoppler CCCH die MIF-Sekretion nicht zu unterdriicken vermochte.
Methylamin schien die Sekretion weder stimulierend noch inhibierend zu
beeinflussen.

A23187, das stimulierend auf die Ca?*-abhangige Exocytose wirkt, verstarkte
auch die MIF-Ausschittung — ein Effekt, der auch bei der Sekretion von MIF
aus Peritioneal-Makrophagen (Sakamoto, 1998), von IL-13 aus PBMC
(Rubartelli, 1990) und von Galektin-3 aus BHK und MDCK Zellen (Sato, 1993)
(Lindstedt, 1993) beobachtet wurde. Ein erhdhter Ca?*-Spiegel scheint auch bei
Transportprozessen von MRP8/MRP14 eine Rolle zu spielen (Rammes, 1997).
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Zwar kommt es nach Zugabe von A23187 zur Translokation an
Intermediatfilamente und Plasmamembran, ein direkter Zusammenhang zur
Sekretion konnte jedoch nicht hergestellt werden.

Beim 18°C-Temperaturblock, bei dem der Proteintransport im TGN angehalten
wird, wurde MIF vermindert aus der Zelle ins Medium transportiert.

Die Daten der klassischen Inhibitoren scheinen also insgesamt darauf
hinzuweisen, dass MIF zwar nicht GUber ER und Golgi — belegt durch den
fehlenden inhibitorischen Effekt von Brefeldin A und Monensin — aber
moglicherweise trotzdem Uber einen vesikularen Schritt aus der Zelle
transportiert wird, da A23187 stimulierend und der 18°C-Temperaturblock

blockierend wirkte.

6.7 Tubulin-abhangige Sekretion von MIF

6.7.1  EinfluB von Inhibitoren des Tubulin-Systems

Wie Dbereits beschrieben, wurde als alternativer Sekretionsweg flr
MRP8/MRP14 ein Tubulin-abhangiger Mechanismus vorgeschlagen (Rammes,
1997). Rammes und Kollegen fanden heraus, dass die PMA-stimulierte
MRP8/MRP14-Sekretion aus humanen Monozyten nicht mit Monensin und
Brefeldin A, jedoch mit Inhibitoren, die auf die Tubulinpolymerisation wirken,
unterdrickt werden konnte. Auch fur Galektin-3 wurde diese Moglichkeit des
Exports in Erwagung gezogen (Sato, 1993) (Lindstedt, 1993). Cytochalasin und
Colchicin hatten keinen Einfluly auf die Galektin-3-Sekretion, Nocodazol jedoch

vermochte den Export des Lektins zu vermindern.

Um zu testen, ob MIF ebenfalls Uber diesen Weg aus der Zelle transportiert
wird, wurden im MIF-Sekretionsassay die Inhibitoren Colchicin, Demecolcin,
Paclitaxel, Taxol, Tubulozol und Nocodazol verwendet. Im Gegensatz zu
MRP8/MRP14 und analog zu Galektin-3 wurde, wie in Abb. 10 dargestellt, die
MIF-Sekretion nur durch Nocodazol, nicht jedoch durch Colchicin oder

Demecolcin bzw. deren Homologe, inhibiert. Es fallt dabei auf, dass Nocodazol
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einen inhibitorischen Effekt Giber einen sehr weiten Konzentrationsbereich von

0.01-10 pg/ml ausubt.
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Abb. 10: Der Inhibitor der Tubulin-Polymerisation Nocodazol reduziert die MIF-Sekretion
in THP-1-Zellen. THP-1-Zellen wurden in 12-well-Platten ausgesat und das Medium mit
Inhibitor oder Kontrollpuffer konditioniert. Nach 45 min wurden die Zellen mit 10 pug/ml LPS
stimuliert oder mit PBS behandelt, nach weiteren 4 h wurde das Medium abgenommen und
mittels huMIF-ELISA analysiert. A, Nocodazol wurde zur Endkonzentration von 0.01-10 ug/mi
zugegeben. B, Keinen Einflul auf die MIF-Sekretion hatten Colchicin (0.1 pug/ml), Demecolcin
(0.5 pg/ml), Paclitaxel (1 pg/ml), und Tubulozol (0.1 pg/ml). Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus
Duplikaten oder Triplikaten eines reprasentativen Experiments (n=3). Die Daten wurden
dargestellt als relative MIF-Sekretion LPS-stimulierter Zellen, wobei die LPS-Kontrolle gleich
100% gesetzt und Werte fur Inhibitor alleine bzw. Kontrollpuffer abgezogen wurden.

6.7.2 MAP 1A als moglicher Interaktionspartner von MIF

Parallel zu den Ergebnissen, dass MIF mdglicherweise Uber einen Tubulin-
Netzwerk-abhangigen Sekretionsweg exportiert wird, wurde in unserem Labor
in einem Two-Hybrid-Screen auf MIF-Bindungproteine das microtubule-
associated protein 1A (MAP1A) als Bindungspartner von MIF identifiziert. Um
zu Uuberprufen, ob zwischen beiden Proteinen eine direkte Interaktion besteht,
wurde MAP1A zunachst in Gesamt-Zelllysaten nachgewiesen. Versuche,
MAP1A in P19, einer Zelllinie aus einem Maus-Embryonalkarzinom,
nachzuweisen, scheiterten (Daten nicht gezeigt). In diesen Zellen wird die
Expression von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen wahrend der Differenzierung
in Nervenzellen reguliert (Drubin, 1985). Mdglicherweise wird MAP1A in bereits

ausdifferenzierten Nervenzellen starker exprimiert und konnte deshalb in



Ergebnisse 78

Embryonalzellen nicht nachgewiesen werden. Daher wurde die Zelllinie
C6-BU-1 aus einem Ratten-Gehirntumor verwendet, um MAP1A nachzuweisen.
Doch auch in diesen Zellen wurde MAP1A nur nachgewiesen, wenn die Zellen
direkt in 2x SLB aufgenommen wurden (Abb. 11 A). Andere Lysisbedingungen,
die fur Co-Immunoprazipitations (ColP)-Studien geeignet gewesen waren,
erlaubten nur die Detektion sehr geringer Mengen MAP1A. Dennoch wurden
ColP-Studien mit MIF und MAP1A unter unterschiedlichsten Pufferbedingungen
durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt). Keine der Bedingungen erlaubte jedoch die
Detektion einer direkten Protein-Protein-Interaktion von MIF und MAP1A.

Um eine Interaktion auf zellularer Ebene nachzuweisen, wurden MIF und
MAP1A in C6-BU-1 Zellen mittels Immunfluoreszenz detektiert und am
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop analysiert (Abb. 11 B). Zwar werden
sowohl MIF als auch MAP1A in ausreichender Menge in diesen Zellen
exprimiert, aber eine Colokalisation konnte nicht nachgewiesen werden.
MAP1A schien sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert zu sein,
wohingegen MIF nur sehr schwach unter der Plasmamembran und an wenigen

Stellen im Cytosol akkumuliert nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 11: Nachweis von MAP1A in C6-BU-1 Zellen. A, C6-BU-1 Zellen wurden in HNT-
Lysispuffer (1), RIPA-Lysispuffer (2), Drubin-Lysispuffer (3), oder 2x SLB (4) lysiert, 50 ug
Zelllysate mittels 5% Laemmli-SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch Inkubation
des Western Blots mittels HM-1 Anti-MAP1A-Antikorper (linkes Bild) bzw. ohne Antikorper
(rechtes Bild). Relevante Molekulargewichtsmarker sind am linken Rand dargestellt. Die
Position der MAP1A-Bande wurde durch einen Pfeil markiert. B, C6-BU-1 wurden auf
Deckglasern ausgesat, fixiert und mit Ka565 Anti-MIF- und HM-1 Anti-MAP1A-Antikdrper
inkubiert. MIF wurde indirekt Gber FITC-konjugierte Anti-Kaninchen-IgG und MAP1A Uber Cy3-
konjugierte Anti-Maus-IgG markiert und mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
detektiert. Bei der computerunterstiitzten Uberlagerung der beiden Signale wurden MIF griin,
MAP1A rot und die Colokalisation gelb dargestellt. PC, Phasenkontrast-Aufnahme.

Der Export von MIF scheint also von einem intakten Tubulin-Netzwerk der Zelle
abhangig zu sein. Nocodazol, nicht jedoch andere Tubulin-Polymerisations-
Inhibitoren, inhibieren signifikant die MIF-Ausschittung aus Immunzellen. Eine
direkte Interaktion mit dem Mikrotubuli-assoziierten Protein MAP1A konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass MIF
nicht direkt, sondern Uber Vesikel mit dem Tubulin-Netzwerk assoziiert und

exportiert wird.
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6.8 EinfluR von Inhibitoren von ABC-Transporterproteinen
FiUr verschiedene LLS-Proteine, wurden Transportprozesse vorgeschlagen, die
im Zusammenhang mit dem Phanomen der multidrug resistance stehen bzw.
bei deren Export aus der Zelle ABC-Transporterproteine eine wichtige Rolle zu
spielen scheinen. Die Interleukin-13 Sekretion wird inhibiert, wenn ABC-
Transporter u.a. durch Glyburid, DIDS oder Bromosulfophtalein inhibiert werden
(Hamon, 1997; Andrei, 1999). Fir den basic fibroblast growth factor (bFGF bzw.
FGF-2) wurde dieser inhibitorische Effekt zwar mit Probenecid in der
Osteosarkom-Zelllinie MG-63 beobachtet (Aggarwal and Gupta, 1998), in FGF-
2 transfizierten COS-1 Zellen jedoch zeigten verschiedene ABC1-Transporter-
und P-Glycoprotein-Inhibitoren keine Wirkung (Florkiewicz, 1998). Da die
Studien zum MIF-Export in Gegenwart von Inhibitoren der Tubulin-
polymerisation sowie zur MIF/MAP1A/Tubulin-Colokalisation keinen eindeutigen
Hinweis auf einen Sekretionsweg geliefert hatten, wurde im Folgenden
untersucht, ob der MIF-Export in ABC-Transporter-vermittelter Weise erfolgen
konnte. Im MIF-Sekretionsassay wurden deshalb Glyburid (Glybenclamid) und
Probenecid getestet. Glyburid inhibiert die MIF-Sekretion Uber einen weiten
Konzentrationsbereich (Abb. 12 A). Um zu testen, ob der inhibitorische Effekt
allgemein auf LLS-Proteine wirkt, wurden die Uberstidnde auRerdem im
TNF-ELISA gemessen. In Abb. 12 B ist zu erkennen, dass die ins Medium
sezernierte Menge an TNF bei niedriger Glyburid-Konzentration um ca. 30%
abnahm, bei hohen Konzentrationen — bei der auch die MIF-Sekretion am
starksten reduziert wurde — jedoch keine nennenswerte Reduktion der TNF-
Sekretion beobachtet wurde. Dass ABC1-Blocker marginal auch die TNF-
Sekretion beeinflussen, wurde schon bei der Sekretion von IL-1p beobachtet
(Hamon, 1997). Dort reduzierte der Inhibitor DIDS die IL-1p-Sekretion in
konzentrationsabhangiger Weise, verminderte aber auch den Export von TNF
ins Medium um ca. 25%.
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Abb. 12: Der ABC1-Transporter-Inhibitor Glyburid reduziert die MIF-Sekretion in THP-1-
Zellen. THP-1-Zellen wurden in 12-well-Platten ausgesat und das Medium mit Glyburid (0.5-5
MM Endkonzentration) oder Kontrollpuffer konditioniert. Nach 45 min wurden die Zellen mit 10
pg/ml LPS stimuliert oder mit PBS behandelt, nach weiteren 4 h wurde das Medium
abgenommen und mittels huMIF-ELISA (A) und huTNF-ELISA (B) analysiert. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte aus Triplikaten eines reprasentativen Experiments (n=4). Die Daten sind
dargestellt als relative Sekretion von MIF bzw. TNF LPS-stimulierter Zellen, wobei die LPS-
Kontrolle gleich 100% gesetzt und Werte fir Inhibitor alleine abgezogen wurden.

Abb. 13 zeigt den Effekt, den Probenecid auf die Sekretion von MIF und TNF
bewirkte. Wie bereits bei Glyburid, war auch Probenecid in der Lage, die MIF-
Sekretion um nahezu 100% zu reduzieren, wahrend die TNF-Sekretion nicht
beeinflusst wurde. Probenecid hatte keinen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen,
die entweder durch Messung der LDH-Konzentration im Medium oder durch
Trypanblau-Farbung der Zellen verfolgt wurde (Daten nicht gezeigt). Um
herauszufinden, ob der Export von MIF nur von einer bestimmten Subklasse
der ABC-Transporter vermittelt wird bzw. ob die Inhibitoren sehr spezifisch auf
den MIF-Export wirken, wurden neben Glyburid und Probenecid weitere ABC-
Transporter Inhibitoren getestet. In Abb. 14 ist zu erkennen, dass die Inhibitoren
BSP und DIDS, zu deren Zielstrukturen ABC1-Transporter gehodren, die MIF-
Sekretion nicht unterdricken. Es fallt auRerdem auf, dass bereits unstimulierte
Zellen stark erhdhte MIF-Ausschuttung zeigten, was auf einen unspezifischen
Mechanismus der MIF-Ausschittung durch die beiden Substanzen hinweist
oder durch cytotoxische Effekte verursacht wurde. Verapamil, ein Inhibitor von
P-Glykoproteinen, reduziert die MIF-Sekretion dagegen signifikant um ca. 25%.
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Ein weiterer Inhibitor — der Komplexbildner 1,10-Phenanthrolin — reduziert die
MIF-Sekretion  drastisch, wohingegen der Metalloproteinase-Inhibitor

Benzamidin-HCI wiederum keinen Einflufy auf den MIF-Export hat.
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Abb.13: Der ABC1-Transporter-Inhibitor Probenecid reduziert die MIF-Sekretion in THP-1-
Zellen. THP-1-Zellen wurden in 12-well-Platten ausgesat und das Medium mit Probenecid (0.1-
10 uM Endkonzentration) oder Kontrollpuffer konditioniert. Nach 45 min wurden die Zellen mit
10 pg/ml LPS stimuliert oder mit PBS behandelt, nach weiteren 4 h wurde das Medium
abgenommen und mittels huMIF-ELISA (A) und huTNF-ELISA (B) analysiert. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte aus Triplikaten eines reprasentativen Experiments (n=3). Die Daten sind
dargestellt als relative Sekretion von MIF bzw. TNF LPS-stimulierter Zellen, wobei die LPS-
Kontrolle gleich 100% gesetzt und Werte fur Inhibitor alleine abgezogen wurden.
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Abb. 14: Effekt verschiedener ABC-Blocker auf die MIF-Sekretion in THP-1-Zellen. THP-1-
Zellen wurden in 12-well-Platten ausgesat und das Medium mit Inhibitor oder Kontrollpuffer
konditioniert. Nach 45 min wurden die Zellen mit 10 ug/ml LPS stimuliert oder mit PBS
behandelt, nach weiteren 4 h wurde das Medium abgenommen und mittels huMIF-ELISA
analysiert. A, Inhibitoren der ABC-Transporter oder von P-Glykoprotein wurden zu folgenden
Endkonzentrationen zugegeben: Bromosulfophthalein (BSP) 4 uM, DIDS 500 pM und
Verapamil (Vera) 15 yM. B, Der Komplexbildner 1,10-Phenanthrolin (Phen) wurde 50 yM und
der Metalloproteinase-Inhibitor Benzamidin-HCI (Benz) 20 uM verwendet. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte aus Duplikaten oder Triplikaten eines reprasentativen Experiments (n=2). Die Daten
sind dargestellt als relative MIF-Sekretion LPS-stimulierter Zellen, wobei die LPS-Kontrolle

gleich 100% gesetzt wurde.
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Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass Glyburid und Probenecid den MIF-
Export aus vorgeformten Pools signifikant inhibieren, ohne dass die Sekretion
des klassisch sezernierten TNF beeinflusst wird. Das enge Spektrum an ABC-
Transporter-Inhibitoren, die die alternative Auschittung von MIF inhibieren,
betont die Spezifitdt der Inhibition von Glyburid und Probenecid und weist auf
die Beteiligung nur weniger Mitglieder der ABC-Transporter-Familie am MIF-
Export hin. Versuche mit pulse-chase-markiertem MIF haben gezeigt, dass
Glyburid den Export von neusynthetisiertem MIF mdglicherweise nicht inhibiert
(Daten nicht gezeigt). Uber einen genauen Mechanismus der Glyburid- und
Probenecid-vermittelten Inhibition kann jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nur

spekuliert werden.
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7 Diskussion

Der Makrophagen-migrationsinhibierende Faktor (MIF) wird in vielen Organen
konstitutiv exprimiert. In Nagern wurde MIF in Haut, Hypophyse, Leber, Milz
und Niere sowie sehr schwach exprimiert auch in Lunge und Nebenniere
nachgewiesen (Calandra, 1994) (Bacher, 1997b). Sezerniert wird MIF vor allem
aus T-Zellen, Monozyten und Makrophagen nach Stimulation mit LPS, PMA,
Dexamethason oder proinflammatorischen Zytokinen wie TNF oder IL-6
(Calandra, 1994) (Calandra, 1995). Unter pathophysiologischen Bedingungen
kann MIF im Blutserum nach Injektion mit LPS, SPEA, und TSST-1, nach
Infektion mit E. coli oder nach cecal ligation and puncture (CLP) nachgewiesen
werden (Calandra, 1994) (Bacher, 1997b) (Calandra, 2000). Uber die
subzellulare Lokalisation von MIF ist bis jetzt noch sehr wenig bekannt. In vielen
Zellen liegt es vorgeformt im Cytosol vor, wurde aber auch schon im Zellkern
lokalisiert. Die subzellulare Lokalisation wurde bisher nur in nicht-
hamatopoietischen Zellen untersucht. In Hypophysenzellen z.B. liegt MIF in
sekretorischen Vesikeln vor und colokalisiert dort mit ACTH und TSH (Nishino,
1995). Die Coexistenz proinflammatorischer (MIF) und anti-inflammatorischer
(ACTH) Substanzen lasst vermuten, dass unterschiedliche Stimuli fur die
unabhangige Ausschuttung des Granulainhalts verantwortlich sind oder dass
der Korper bei einer Immunantwort unmittelbar einen gegenregulatorischen
Effekt vorsieht. In p-Zellen des Pankreas wurde MIF zusammen mit Insulin in
sekretorischen Granula nachgewiesen (Waeber, 1997). Ferner zeigten Eickhoff
und Kollegen, dass MIF in Epithelzellen des Testis intrazellular nicht in ER und
Golgi, extrazellular jedoch in Vesikeln vorliegt (Eickhoff, 2001). Es stellt sich
also die Frage, ob es verschiedene MIF-Sekretionswege fur typische
sekretorische Zellen und fur Immunzellen gibt oder ob es sich bei den bisher
gefundenen Erkenntnissen um Variationen eines Themas, dessen Motiv noch
unvollstandig aufgeklart ist, handelt. In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle

von MIF als leaderless secretory-Protein gefestigt, die subzellulare Lokalisation
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untersucht und ein moglicher alternativer Sekretionsweg insbesondere in

typischen Immunzellen genauer charakterisiert werden.

71 MIF tritt nicht in den ER-Golgi-Weg ein

Humanes und murines MIF werden nicht N-glykosyliert

Proteine, die Uber den klassischen Sekretionsweg aus der Zelle transportiert
werden, werden in der Regel posttranslational modifiziert. Bei N-glykosylierten
Proteinen werden im endoplasmatischen Retikulum (ER) Oligosaccharidketten
an Asparaginreste geknupft, die anschlieend im Golgi-Apparat modifiziert
werden und als ca. 1 kDa schwere Modifikationen nachgewiesen werden
kénnen. Bernhagen und Kollegen konnten in ersten Studien zeigen, dass zur
Homogenitat gereinigtes MIF aus der Maus-Leber nicht glykosyliert wird,
obwohl die MIF-Sequenz zwei potenzielle N-Glykosylierungsstellen aufweist
(Bernhagen, 1994b). Um dies auch in einem stimulierbaren Modellsystem
nachzuweisen, wurden murine Makrophagen und humane Monozyten LPS-
stimuliert, Lysate und Uberstdnde PNGase F-verdaut und im Gel aufgetrennt.
Als Positivkontrolle wurde IgG, das an zwei Stellen N-glykosiliert ist, und als
Negativkontrolle bakteriell exprimiertes rMIF verwendet. Es konnte gezeigt
werden, dass sowohl intrazelluldres als auch extrazellulares MIF keine
Asparagin-verknupften Oligosaccharidketten enthalt, die mit PNGase F
abgespalten werden konnen. Auch bei PNGase F-behandelten Hela-Zellen
wurde im Vergleich zu unbehandelten Zellen kein unterschiedliches Migrations-
verhalten im Gel beobachtet (Daten nicht gezeigt). Der Glykosylierungszustand
von MIF scheint also weder vom Zelltyp abzuhangen noch erst im Anschluf® an
die LPS-stimulierte Sekretion zu erfolgen.

MIF wird in vitro nicht in Mikrosomen translokalisiert

Obwohl MIF nicht N-glykosiliert wird, gibt es bisher keinen direkten Beweis,
dass MIF in den ER-Golgi-Weg eintritt. Beispielsweise ist bekannt, dass das
LLS-Protein plasminogen activator inhibitor 2 (PAI-2) als unglykosyliertes

intrazellulares und glykosyliertes sezerniertes Protein vorliegt (Ritchie und
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Booth, 1998). PAI-2 besitzt keine Signalsequenz und sein Export wird nicht von
Brefeldin A inhibiert. Ob MIF trotz fehlender N-Glykosilierung in das ER gelangt,
wurde mittels in-vitro-Translation getestet. Scheinbar wird die wachsende MIF-
Polypeptidkette jedoch wahrend der Translation im Retikulozytenlysat bei
Anwesenheit von Mikrosomen nicht in diese translokalisiert, da nach
Auftrennung im Gel nur eine MIF-Spezies mit einem Molekulargewicht von ca.
12.5 kDa detektiert wurde. Das klassisch sezernierte Protein a-Faktor hingegen
wurde in Gegenwart von Mikrosomen in diese translokalisiert und glykosyliert,
was im Gel durch einen anscheinenden GroRenunterschied von ca. 12 kDa

sichtbar wurde.

Obwohl Proteine keine typische N-terminale Signalsequenz besitzen, kénnen
sie Uber ER und Golgi aus der Zelle transportiert werden. Beispielsweise wurde
fur FGF-9 eine interne Signalsequenz identifiziert, die essentiell fur die
Sekretion des Wachstumsfaktors ist (Revest, 2000). Bekannte N-terminale oder
interne Signalsequenzen wurden flr MIF nicht identifiziert. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass bislang unbekannte Sequenzmotive den
Transport aus der Zelle signalisieren. Die fehlende N-Glykosylierung und die
Tatsache, dass MIF nicht in Mikrosomen translokalisiert wird, legen jedoch

nahe, dass MIF nicht in den Sekretionsweg Uber ER und Golgi eintritt.

7.2  MIF wird nicht aus HeLa-Zellen sezerniert

Nicht nur Immunzellen schitten nach Stimulation verschiedene Substanzen
aus. Auch HelLa-Zellen sezernieren nach Hitzeschockstimulation Proteine und
niedermolekulare Substanzen (Calderwood, 1989) (Jackson, 1992). MIF scheint
ebenfalls nach Hitzeschock (HS) aus Makrophagen ausgeschuttet zu werden
(R. Mischke, personliche Mitteilung). Daher schien die Etablierung einer
transfizierten HelLa-Zelllinie mit einem HA-MIF-Fusionsprotein ein geeignetes
Werkzeug flur Studien zur Sekretion und subzellularen Lokalisation zu sein. Um
sicherzustellen, dass endogenes MIF in HeLa exprimiert und exportiert wird,
wurden Hela-Zellen 30 min bei 42°C (stimuliert) beziehungsweise 37°C

(unstimuliert) und anschlie®end fur 0-12 h bei 37°C inkubiert. Bei unstimulierten
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Zellen scheint die MIF-Konzentration im Zellinneren 30 min nach der
Stimulation abzunehmen und bis 12 h wieder auf den 0 h-Wert anzusteigen.
Allerdings korrelieren diese Veranderungen nicht mit der im Uberstand
gefundenen MIF-Menge, die zum einen sehr gering war und sich zum anderen
uber den gesamten Zeitraum nicht anderte. Bei Hitzeschock-stimulierten HelLa
bleibt die MIF-Konzentration bis 6 h nahezu konstant, um dann bis 12 h um ca.
15% abzunehmen. Erstaunlicherweise konnte MIF im Medium Uberhaupt nicht
nachgewiesen werden, obwohl die Dauer der HS-Stimulation (0-70 min) und die
Gesamtdauer der Ausschuttung (0-24 h) optimiert wurden sowie alternative
Detektionsmethoden fur MIF aus dem Medium (Immunpraziptitation)
angewendet wurden (Daten nicht im Detail gezeigt).

Analog zu den Versuchen mit endogenem MIF, wurde die Sekretion auch mit
einem HA-MIF-Fusionsprotein untersucht, das stabil in HelLa transfiziert wurde.
Bei unstimulierten und stimulierten Zellen wurden intrazellular nur marginale
Veranderungen beobachtet, die wiederum nicht mit HA-MIF im Medium
korrelierten. Mit oder ohne Hitzeschock scheint die Zelllinie HeLapa-mir42.1 kein

HA-MIF ins Medium zu sezernieren.

Auch andere LLS-Proteine scheinen zelltypabhangig nicht sezerniert zu
werden. So wurde beobachtet, dass in COS-1-Zellen Uberexprimiertes FGF-2
nicht ins Medium entlassen wird, jedoch durch die Plasmamembran gelangt und
an der Oberflache der Zelle assoziiert bleibt (Trudel, 2000). Bei Interleukin-1
scheint ein ahnlicher Mechanismus zugrunde zu liegen, denn Young und
Kollegen konnten keine Sekretion von IL-1B aus transfizierten CHO-Zellen
beobachten und beschreiben, dass dies auch fur weitere Zelllinien nicht gelang
(Young, 1988). Somit scheint es sich bei der ausbleibenden MIF-Sekretion in
HelLa weder um ein Problem des Transfektionsvektors — der bei HA-MIF, FGF-2
und IL-1p vOllig verschieden war — noch um eine Eigenschaft des Fusionsteils
zu handeln. Bemerkenswerterweise scheint HA-MIF in HelLapamr42.1
vorherrschend im Zellkern lokalisiert zu sein und nicht im Cytosol (Daten nicht
gezeigt). Diese Erkenntnisse legen nahe, dass MIF tatsachlich nur von

Immunzellen oder spezialisierten sekretorischen Zellen exportiert wird.
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7.3 Intrazellulare Lokalisation von MIF

In spezialisierten sekretorischen Zellen scheint MIF sowohl cytosolisch als auch
in Vesikeln vorzuliegen. In der Hypophyse colokalisiert MIF in Vesikeln
zusammen mit ACTH und TSH (Nishino, 1995) und in B-Zellen des Pankreas
mit Insulin (Waeber, 1997). In Epidydimus-Epithelzellen scheint MIF nicht in ER
und Golgi nachweisbar zu sein, sehr wohl jedoch in Vesikeln, die auch
extrazellular nachgewiesen wurden (Eickhoff, 2001). In Immunzellen wurde
bisher nur eine diffuse cytoplasmatische Verteilung von MIF beschrieben; ob
MIF in subzellularen Kompartimenten vorliegt, konnte noch nicht gezeigt
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde MIF und typische Organell-
Markerproteine in THP-1-Zellen, dem etablierten Modell zur LPS-stimulierten
MIF-Freisetzung, mittels spezifischer Antikorper fluoreszenzmarkiert und durch
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert. MIF colokalisiert nicht mit
dem Plasmamembranmarker CD 45, dem Zellkernmarker Histon H1, oder dem
Golgi-Marker TGN 38. Uberlagert man jedoch die Signale von MIF und dem
ER-Membran-Marker Calnexin oder dem ER-Lumen-Marker PDI, scheint eine
schwache partielle Colokalisation zu existieren. Bei Calnexin und MIF lokalisiert
das gelbe Signal sowohl unter der Plasmamembran als auch in granularen oder
vesikularen Strukturen im Zellinneren. PDI und MIF scheinen nur in Nahe zur
Plasmamembran zu colokalisieren. Berucksichtigt man, dass die
monozytischen, in Suspension wachsenden THP-1-Zellen nur einen
Durchmesser von ca. 5-15 ym haben, der Zellkern ein Uberwiegendes Volumen
der Zelle einnimmt und sich das Cytosol bei der Anhaftung und Fixierung nicht
ausspreitet, kdnnte die scheinbare gemeinsame Lokalisation auch durch die
Lokalisation von MIF und ER-Markern in verschiedenen Vesikeln in
unmittelbarer Nahe zueinander entstehen. Damit wirde es keine Colokalisation
von MIF und ER-Markern geben.

Fur die Colokalisation von MIF am ER wirde sprechen, dass kurzlich ein
moglicher Interaktionspartner von MIF entdeckt wurde, der an
Transportprozessen zwischen ER und Golgi beteiligt ist (Baugh, 2001 356). Das
vesicle tethering protein p115 scheint sowohl im ER als auch in ER-Golgi-

Intermediaten lokalisiert zu sein (Waters, 1992) (Barroso, 1995) (Sonnichsen,
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1998). Seine genaue Rolle beim Transport von MIF wurde jedoch noch nicht
naher untersucht. Da MIF jedoch weder N-glykosyliert noch in vitro in
Mikrosomen  translokalisiert ~ wird, scheint es andererseits sehr
unwahrscheinlich, dass MIF mit Markern des ER colokalisiert. Ungeklart bleibt
dabei auch, ob MIF in die ER-Membran integriert wird, im Lumen vorliegt oder
nur lose an der Oberflache assoziiert ist. Die vorliegenden Daten lassen daher

keine eindeutige Aussage uber die Lokalisation von MIF am ER zu.

7.4 Kinetik des MIF-Exports

Fir Interleukin-13 wurde ein Zweischritt-Sekretionsmechanismus postuliert, bei
dem zunachst prolL-1B in Vesikel verpackt wird, dann diese Vesikel zur
Plasmamembran transportiert werden, wo sie mit der Membran verschmelzen
und prozessiertes bioaktives IL-1p ins extrazellulare Milieu entlassen (Andrei,
1999). MacKenzie und Kollegen zeigten weiterhin, dass der limitierende Schritt
die Verpackung in Vesikel ist, da IL-1pB-enthaltende Mikrovesikel bereits zwei
Minuten nach Stimulation aus dem Medium isoliert werden kdnnen (MacKenzie,
2001).

Um die Kinetik des MIF-Exports zu charakterisieren, wurden nicht-markierte
und pulse-chase-markierte THP-1-Zellen LPS-stimuliert und Zellkultur-
uberstande auf ihren MIF-Gehalt analysiert. Aus nicht-markierten Zellen gipfelte
die MIF-Ausschuttung bereits 2 h nach Stimulation, blieb bis 6 h nahezu
konstant und nahm dann langsam ab. **S-markiertes MIF konnte ebenfalls
bereits 2 h nach Stimulation nachgewiesen werden und stieg sogar noch leicht
bis 7.5 h an. Da die Ausschuttung von neusynthetisiertem, im Vergleich zu
vorgeformtem MIF mit einer etwas langsameren Rate abzulaufen scheint, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass MIF doch posttranslational modifiziert wird.
Mehul et al. zeigten, dass das Anfugen einer myristoylierten und palmitoylierten
N-terminalen Sequenz an Galektin-3 ein starkes Signal fur dessen Transport
zur Plasmamembran und Ausschuttung ist (Mehul and Hughes, 1997). Da sich
intrazellular die MIF-Konzentration mit der Zeit, durch LPS-Stimulation oder
durch Serumdepletion (Daten nicht gezeigt) nicht anderte, scheint der

intrazellulare MIF-Pool durch kontinuierlichen turnover von MIF-Protein oder
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MIF-mRNA nahezu konstant zu bleiben. LPS wirkt dabei mdglicherweise an
zwei Stellen: auf Transkriptionsebene bewirkt LPS die langsame Ausschuttung
geringer MIF-Mengen; auf Translationsebene bewirkt es eine erhdhte MIF-
Syntheserate oder stabilisiert die mMRNA, mit der Folge, dass sehr schnell grofRe
Mengen an MIF produziert und exportiert werden. MIF-Synthese und MIF-
Ausschuttung scheinen dabei mit der gleichen Geschwindigkeit zu verlaufen.

7.5 Klassische Inhibitoren stimulieren die alternative
Sekretion

Der klassische Sekretionsweg wurde urspriinglich von Palade (Palade, 1975)
beschrieben. Entlang dieses Weges werden Proteine vom ER Uber Vesikel zum
Golgi-Apparat transportiert, von wo sie wiederum in sekretorischen Vesikeln zur
Plasmamembran gelangen. Dort fusionieren sie mit der Membran und
entlassen ihren Inhalt ins extrazellulare Milieu. Viele der vesikularen
Transportschritte konnen mit chemischen Substanzen beeinflusst werden. So
blockiert Brefeldin A (BFA) unter anderem die Vesikelformation zwischen ER
und Golgi, Monensin den Transport zwischen cis- und frans-Golgi durch
Anschwellung der Golgi-cisternae und Methylamin die Endocytose durch
Neutralisation des pH-Werts in Endolysosomen. Cycloheximid (CHX) inhibiert
die Proteinsynthese durch Inhibition der Ribosomen-Translokation und CCCH

ist ein Entkoppler des Elektronentransports.

Wie bereits fur IL-1B (Rubartelli, 1990), FGF-2 (Mignatti, 1992), Thioredoxin
(Rubartelli, 1992) und Galektin-3 (Sato, 1993) beschrieben, wird auch die MIF-
Sekretion von BFA und Monensin nicht unterdrickt. Da beide Inhibitoren die
MIF-, IL-1B- und Gal-3-Sekretion sogar noch verstarken, vermutet man, dass
Inhibitoren des klassischen Sekretionsweges stimulierend auf einen alternativen
Sekretionsweg wirken. Uber die Bedeutung und den Mechanismus ist man sich
jedoch noch im unklaren.

Dass CHX und CCCH ebenfalls die MIF-Sekretion stimulieren, anstatt diese zu
inhibieren, konnte darauf hindeuten, dass LPS posttranslational die MIF-
Ausschuttung stimuliert. Die LPS-stimulierte MIF-Sekretion scheint weiterhin

unabhangig von einer konstanten Energieproduktion der Zelle zu sein, da trotz
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unterbrochener  Elektronentransportkette  MIF  aktiv  sezerniert  wird.
Maoglicherweise spielen daher beim MIF-Export ABC-Transporter eine Rolle,

wie auch die Modellvorstellung der IL-1B-Sekretion suggeriert (Andrei, 1999).

Ein weiterer alternativer Transportweg, uber den Proteine aus dem Cytosol in
lysosomale/endosomale Vesikel gelangen und Uber recycling endosomes zur
Plasmamembran transportiert werden, wurde von Rubartelli und Kollegen
erwahnt (Rubartelli, 1990). Da aber Methylamin die MIF-Sekretion nicht
beeinflusst, scheint MIF nicht Uber recycling endosomes sezerniert zu werden.
Interessanterweise wird die Sekretion von FGF-2, Thioredoxin und IL-13 durch
Methylamin inhibiert, was trotz vieler Gemeinsamkeiten der LLS-Proteine auf
jeweils individuelle Sekretionswege bzw. Unterschiede zum Sekretionsweg von
MIF deutet.

Ungeklart bleibt, warum der Calciumionophor A23187 nicht nur die MIF-
Sekretion, sondern auch den Export von IL-1B (Rubartelli, 1990), FGF-2
(Mignatti, 1992) und Galektin-3 verstarkt, obwohl A23187 ein typischer
Stimulator der Exocytose ist. Entweder werden LLS-Proteine in Vesikel
verpackt, die den sekretorischen Vesikeln der konstitutiven oder regulierten
Sekretion sehr ahnlich sind und Ca?*-Influx in die Zelle ebenfalls die Fusion der
Vesikel mit der PM ausldst; oder LLS-Proteine werden zwischen Golgi-Apparat
und PM aus dem Cytosol in sekretorische Vesikel rekrutiert und mit diesen
exportiert. Experimentelle Beweise dafiir gibt es jedoch noch nicht. Da Ca**
auch ein bedeutender second messenger ist, kann natlrlich nicht
ausgeschlossen werden, dass der Export von LLS-Proteinen Uber Signaltrans-
duktionswege, die bislang mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren nicht in
Verbindung gebracht wurden, stimuliert wird.

Inkubiert man Zellen bei 15°C, 18°C oder 20°C, kommt es zu einer reversiblen
Blockierung des Transports zwischen ER und Golgi (Matlin, 1983) (Kaether,
1995). Auch die MIF-Sekretion wird bei 18°C um ca. 35% reduziert. Da die
Sekretion von IL-1B8 bei 18°C um nahezu 100% reduziert wird, scheint der

Temperaturblock nicht nur in ER und Golgi-Apparat transportierte Proteine
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festzuhalten, sondern auch den alternativen Sekretionsweg uber einen

unbekannten Mechanismus zu beeinflussen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass MIF nicht Uber den klassischen
Sekretionsweg exportiert wird und klassische Inhibitoren eher stimulierend als
inhibierend auf die MIF-Sekretion wirken. Ferner scheint es sich um einen
energieunabhangigen Transport zu handeln, der wahrscheinlich auf posttrans-
lationaler Ebene durch LPS stimuliert wird. Als alternativer Sekretionsweg
kénnen recycling endosomes mit grolder Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden. Ob jedoch die Ca®*-stimulierte MIF-Ausschiittung auf eine Beteiligung

sekretorischer Vesikel der Exocytose hinweist, bleibt unklar.

7.6  MIF-Sekretion erfordert ein intaktes Tubulin-Netzwerk
Arbeiten an Proteindisulfidisomerase (PDI) und an den LLS-Proteinen MRP8/14
zeigten, dass die Sekretion von PDI und MRP8/14 durch Substanzen, die das
Tubulin-Netzwerk beeinflussen, reduziert wird (Terada, 1995) (Rammes, 1997).
Ob ein Zusammenhang zur unkonventionellen Sekretion von MIF besteht,
wurde mit B-Tubulin-bindenden Agenzien aus der Taxol- und der Colchicin-
Gruppe untersucht. LPS-stimulierte Zellen zeigten keine reduzierte MIF-
Sekretion, wenn sie in Gegenwart von Colchicin, Demecolchin, Paclitaxel, Taxol
oder Tubulozol inkubiert wurden. Nocodazol reduzierte jedoch den MIF-Export
in konzentrationsabhangiger Weise. Damit unterscheidet sich der MIF-Export
vom Export von MRP8/14, der sowohl von Nocodazol, als auch von Colchicin
und Demecoilcin inhibiert wird (Rammes, 1997). Taxol, Paclitaxel und Tubulozol
gehoren in die Klasse der Substanzen, die Mikrotubuli (MT) stabilsieren
(Correia, 2001), wohingegen Colchicin, Demecolcin und Nocodazol MT-
depolymerisierende Substanzen sind (Lin, 1981).

An welchem Ende der polaren Mikrotubuli die Vesikel, die LLS-Proteine wie MIF
und MRP8/14 enthalten, assoziieren, kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
beantwortet werden, da die Depolymerisation sowohl am Plus-Ende durch
verminderte Addition von Tubulin-Dimeren, als auch am Minus-Ende durch

verstarkte Dissoziation einsetzen kann.



Diskussion 94

Bemerkenswert ist, dass auch IL-1B mit dem Mikrotubuli-Netzwerk zu
assoziieren scheint (Stevenson, 1992). In Mesangiumzellen findet man prolL-1a
und prolL-1B entlang des Mikrotubuli-Netzwerks in Cytoskelett-assoziierten

Ribosomen. Ein Zusammenhang zum Export scheint jedoch nicht zu bestehen.

Der Mechanismus, mit dem PDI die Zelle verlasst, scheint sich von den
Mechanismen von MRP8/14 und MIF zu unterscheiden. PDI, das keine
hydrophobe Signalsequenz, wohl aber eine ER-Retentionssequenz besitzt und
ein typischer ER-Marker ist, wurde zwar in sehr geringer Menge im
extrazellularen Milieu von Blutplattchen und Hepatozyten nachgewiesen
(Essex, 1995) (Terada, 1995); seine vorherrschende intrazellulare Funktion,
seine Lokalisation an der Zelloberflache und die Inhibition der PDI-Sekretion
durch Colchicin und Tunicamycin, weisen eher auf eine unspezifische
Ausschuttung von PDI hin. Hinzu kommt, dass die Quelle von Zelloberflachen-
PDI nicht nachgewiesen wurde und daher Zelllyse als Quelle fur PDI nicht

ausgeschlossen werden kann.

Nicht nur Vesikel bewegen sich entlang von Mikrotubuli, auch ER und Golgi-
Apparat sind um das Mikrotubuli-Cytoskelett angeordnet. Da es bei der
Verwendung von Nocodazol haufig zu einem Zusammenbruch der typischen
Golgi-Struktur kommt (Cole, 1996), lag die Vermutung nahe, dass der
inhibitorische Effekt von Nocodazol eher auf einem allgemeinen Mechanismus
der Transportinhibition beruht als spezifisch den MIF-Export zu hemmen.
Tatsachlich wurde in Kontrollexperimenten die Sekretion von TNF teilweise
inhibiert (Daten nicht gezeigt), was auch in PMA-stimulierten Monozyten
(Rammes, 1997) und LPS-stimulierten Makrophagen (Li, 1996) beobachtet
wurde. Die Inhibition der TNF-Sekretion durch Nocodazol wurde jedoch nur in
einem engen Konzentrationsbereich beobachtet und der inhibitorische Effekt
lag bei maximal 30 %. Nocodazol kdnnte daher Uber zwei Mechanismen auf
den MIF-Export wirken. Einerseits wird zu einem geringen Teil der klassische
Sekretionsweg beeinflusst und damit auch die Ausschittung anderer

proinflammatorischer Zytokine wie TNF gehemmt. Andererseits wirkt Nocodazol
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spezifisch auf den nicht-klassischen Export von MIF, der weder von anderen
Inhibitoren der Colchicin-Familie noch von Taxol und dessen verwandten
Stoffen beeinflusst wird und sich auRerdem vom MT-abhangigen Export der
LLS-Proteine MRP8/14 bezuglich der Inhibitor-Selektivitat unterscheidet.

Im Two-Hybrid-Screen auf MIF-Bindungspartner wurde neben JAB1/CSN5
(Kleemann, 2000b) auch MAP1A als mdglicher Interaktionspartner von MIF
identifiziert (R. Mischke, J. Bernhagen, unpubliziert). Das Mikrotubuli-assoziierte
Protein 1A (MAP1A) (Bloom, 1984) gehort zur Klasse der ,strukturellen®
Mikrotubuli-assoziierten Proteine, da es direkt an Tubulin bindet, Mikrotubuli
stabilisiert und deren Zusammenbau unterstitzt (Mandelkow, 1995). MAPs
konnen beim in vitro-Zusammenbau von Mikrotubuli zusammen mit Tubulin
aufgereinigt werden und spielen eine wichtige Rolle bei der Mikrotubuli-
Dynamik und Zell-Morphogenese (Hirokawa, 1994). Somit schien also ein
direkter Zusammenhang zwischen dem MIF-Export und dem MT-Netzwerk zu
bestehen. Obwohl MIF und MAP1A in der Ratten-Gehirntumor-Zelllinie C6-BU-
1 coexprimiert werden, konnte eine Lokalisation entlang des Tubulin-Netzwerks,
wie z.B. fur MRP8/14 und Tubulin in Monozyten gezeigt (Rammes, 1997), nicht
beobachtet werden. Auch scheiterten Versuche, die MIF/MAP1A-Interaktion
biochemisch mittels Immunprazipitation aus den Zelllinien THP-1, C6-BU-1 und
P19 nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dass vor allem technische Probleme fur die nicht gezeigte Interaktion
verantwortlich sind. Da nur ein kommerziell erhaltlicher Anti-MAP1A-Antikorper
zur Verflgung stand, liegt die Vermutung nahe, dass dieser Antikérper MAP1A
weder im Gel mit der richtigen Grolke detektierte, noch fur die
Immunfluoreszenz geeignet war. MAP1A ist mit 2774 Aminosauren und einem
vorhergesagten Molekulargewicht von ca. 300 kDa ein sehr grof3es Protein.
Sowohl fur die direkte Detektion von MAP1A in Zelllysaten als auch fir die Co-
Immunprazipitation (ColP) von MAP1A und MIF scheint daher eine weitere
Optimierung der Puffer-, Aufschluf3- und ColP-Bedingungen notwendig zu sein.
Die Interaktion von MIF mit MAP1A im Two-Hybrid-Screen schien am C-

terminalen Ende von MAP1A zu erfolgen, dessen mRNA-Transkript sowohl eine
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schwere MAP1A-Kette mit ca. 270 kDa als auch eine leichte LC2-Kette mit ca.
28 kDa produziert (Langkopf, 1992). Noch ist vollig unklar, wie die LC2-Kette
vom Polyprotein-Vorlaufer abgespalten wird und wie sie mit der schweren Kette
assoziiert. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass MIF nicht an die
schwere MAP1A-Kette bindet, sondern mit der leichten LC2-Kette, die am C-
Terminus des MAP1A-Polyproteins lokalisiert, interagiert. Mit der Verfugbarkeit
monospezifischer, ColP-fahiger Antikdrper gegen MAP1A und LC2 sollte es
daher madglich sein, die Interaktion von MIF und MAP1A detaillierter zu

untersuchen und eine mogliche Verbindung zum MIF-Export herzustellen.

7.7 ABC-Transporter-vermittelter Export von MIF

Im Gegensatz zum Export von MRP8/14 und PAI-2, scheinen IL-13, FGF-2 und
Galektin-3 Uber einen alternativen Sekretionsweg, bei dem ABC-Transporter
beteiligt sind, aus der Zelle transportiert zu werden. Mitglieder der ABC-
Transporterfamilie  transportieren  aktiv  niedermolekulare  Substanzen,
Aminosauren, Peptide und Proteine aus der Zelle (Gottesman, 1993) (Dean,
2001). Bislang ist noch vollig unklar, wie ABC-Transporter gleichsam lonen und
Proteine trotz des enormen GroRenunterschieds Uber Membranen
transportieren konnen. Der Zusammenhang zum Transport von LLS-Proteinen
konnte daher nur indirekt hergestellt werden, indem bei der Verwendung von
Inhibitoren der ABC-Transporter auch die Sekretion von Proteinen ohne

Signalsequenz inhibiert wurde.

Der MIF-Export wird von Glyburid und Probenecid in konzentrationsabhangiger
Weise drastisch inhibiert. Die TNF-Sekretion wird dagegen nur von Glyburid im
unteren Konzentrationsbereich um ca. 30 % reduziert. Probenecid hingegen
beeinflusst den Transport von TNF uUberhaupt nicht. Eine Reihe weiterer
getesteter Inhibitoren hatte keine Wirkung auf den MIF-Export.
Bromosulfophtalein (BSP) und DIDS bewirkten schon in unstimulierten Zellen
eine MIF-Ausschittung, was vermutlich auf cytotoxische Effekte zurtickzufihren
ist. Verapamil zeigte zwar einen inhibitorischen Effekt, bewirkte aber auch in

unstimulierten Zellen eine MIF-Ausschuttung. Aullerdem variierten die
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Messwerte zwischen den verschiedenen Experimenten stark, sodass ein
spezifischer Einfluss von Verapamil auf den MIF-Export vermutlich nicht zu
erwarten ist. 1,10-Phenanthrolin reduzierte zwar die MIF-Ausschittung ins
Medium signifikant. Da die Substanz aber bei der im ELISA gemessenen
Wellenlange stark absorbiert, ist auch hier zu hinterfragen, ob ein
unspezifischer Effekt beobachtet wurde.

Interessanterweise wurde bei MIF und bei IL-18 beobachtet, dass die
Inhibitoren die intrazellulare Menge an MIF bzw. IL-1B nicht verandern (Hamon,
1997 und Daten nicht gezeigt). Die Sekretion beider Proteine scheint daher
nicht durch eine verminderte Syntheserate oder erhdhte intrazellulare

Instabilitat reduziert zu werden.

Glyburid und Probenecid inhibieren den Transportprozess verschiedener
Mitglieder der ABC-Transporterfamilie. Glyburid wurde zuerst als Inhibitor der
Transporter ABCA1 (bzw. ABC1 nach alter Nomenklatur) und ABCC7 (bzw.
CFTR) (Becq, 1997) erwahnt, spater jedoch als allgemeiner ABC-Transporter-
Inhibitor beschrieben (Golstein, 1999). Probenecid scheint eher verschiedene
Proteine der ABCC- (bzw. MDR-) Unterfamilie (Ayrton, 2001) zu inhibieren. In
weiteren Untersuchungen muss daher geklart werden, welcher ABC-
Transporter den MIF-Transport aus der Zelle vermittelt und welcher molekulare
Mechanismus dem Transport von Proteinen mittels lonenpumpen ermaoglicht.

Vergleicht man die inhibitorischen Effekte beim MIF-Export mit den Effekten der
Inhibitoren bei anderen LLS-Proteinen, fallt auf, dass keines der LLS-Proteine
mit dem gleichen Set von Inhibitoren gehemmt wird. Der IL-1B-Export wird von
Glyburid, BSP und DIDS gehemmt (Hamon, 1997). Der Export von FGF-2
hingegen wird von Probenecid (Aggarwal und Gupta, 1998), nicht jedoch von
Cyclosporin A, Reserpin oder Verapamil (Mignatti, 1992) inhibiert. Hinsichtlich
des Inhibitorspektrums ahnelt also der MIF-Export eher dem von FGF-2 als von
IL-1B. Berucksichtigt man zusatzlich die mogliche Rolle des Mikrotubuli-
Netzwerks beim MIF-Export und die Tatsache, dass IL-13 als Vorlauferprotein

gebildet wird, muss man vermuten, dass jedes der LLS-Proteine Uber einen
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charakteristischen alternativen Sekretionsweg aus der Zelle transportiert wird.
Da samtliche Untersuchungen in verschiedenen zellularen Systemen erfolgten,
kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass zelltypspezifische Variationen
die allgemeingultige Charakterisierung eines alternativen Sekretionsweges

noch erschwert.

Mit den aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen konnte man sich
vorstellen, dass MIF im Cytosol der Zelle translatiert wird und entweder als
I6sliches Protein im Cytosol akkumuliert oder in Vesikel verpackt wird. Nach
Stimulation mit LPS wird I6sliches MIF in Vesikel verpackt. Diese Vesikel
wandern entlang des Tubulin-Netzwerks zur Plasmamembran, fusionieren dort
mit der Membran und ABC-Transporter-Proteine ermdglichen das schnelle und
effiziente Ausschleusen von MIF aus der Zelle. Nocodazol verhindert den
Transport der Vesikel zur Plasmamembran. Glyburid und Probenecid inhibieren
die Entleerung der Vesikel, nicht jedoch die Verpackung von MIF in diese
Vesikel. Weitere Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von MIF, zur
Existenz moglicher MIF-spezifischer Vesikel und zur Identifikation neuer
Interaktionspartner des alternativen Sekretionsweges mussen jedoch die
modellhafte Vorstellung des MIF-Exports noch weiter festigen.
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