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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Zytokin Makrophagen migrationsinhibierender Faktor (MIF) wurde vor Uber 30
Jahren im Zusammenhang mit der Spattyp-Hypersensitivitdt entdeckt und
phanomenologisch als T-Zellprodukt beschrieben, das die ungerichtete Migration von
Makrophagen hemmt. Neuere Studien zeigen auf, dass MIF an der Regulation
zentraler Stressantworten beteiligt ist. Inzwischen ist eine grole Anzahl, meist proin-
flammatorischer Wirkungen von MIF bekannt, welche weit Uber die urspringlich
namensgebende Migrationsinhibition hinausgehen. Die Aufklarung der Struktur von
MIF durch verschiedene Methoden fuhrte zwar zu einem tieferen Verstandnis, lieferte
aber auch sich widersprechende Ergebnisse. Daruber hinaus wurden bisher weder
ein Rezeptor fur MIF noch molekulare Mechanismen, welche die biologischen
Wirkungen von MIF erklaren kénnten, gefunden.

Die vertiefte Untersuchung der Struktur von MIF, Struktur-Aktivitatsstudien sowie die
Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus waren deshalb Inhalt dieser Arbeit.

Es wurden Deletions- und Austauschmutanten von MIF hergestellt und der Einfluss
dieser Mutationen sowohl auf die Struktur als auch auf die enzymatische und
immunologische Aktivitat von MIF untersucht. Durch Deletionen im C-terminalen
Bereich von MIF konnte gezeigt werden, dass diese Region des Moleklils fur die
strukturelle Integritdt von MIF entbehrlich ist. Auch fur die enzymatische
Oxidoreduktaseaktivitat von MIF ist dieser Bereich nicht erforderlich. Der C-Terminus
spielt jedoch eine Rolle bei der enzymatischen Tautomeraseaktivitat und bei den
zytokinartigen Wirkungen von MIF. Vergleichende Studien mit anderen MIF-
Mutanten zeigen auf, dass die Basis der enzymatischen Oxidoreduktaseaktivitat im
zentralen CXXC-Motiv zu finden ist. Die Tautomeraseaktivitat ist hingegen im N-
terminalen Ende von MIF und in den diesen raumlich umgebenden C-terminalen
Aminosauren lokalisiert.

Die Untersuchung des laut Réntgenstruktur im Trimer vorhandenen Lésungsmittel-
zuganglichen Kanals ergab, dass diesem wohl keine funktionelle Bedeutung zu-
kommt.

Uber die Oligomerisierung von MIF liegen sich widersprechende Untersuchungen
vor, die je nach verwendeter Technik unterschiedliche Resultate erbrachten. Da der
Oligomerisierungsgrad von Bedeutung fur den Wirkmechanismus, insbesondere
auch flr die potenzielle Rezeptorinteraktion ist, wurden Studien hierzu unter physio-
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logischen Ldsungsbedingungen durchgefuhrt. Crosslinking-Untersuchungen und
Gelfiltrationsanalysen zeigen, dass MIF bei physiologischen Konzentrationen als
Mischung aus Monomer, Dimer und Trimer vorliegt. Das Trimer, das nach den Ront-
genstrukturanalysen die einzige oder zumindest vorherrschende Form sein sollte, hat
Uberraschenderweise nur einen kleinen Anteil an der Oligomerenverteilung unter
diesen Bedingungen.

Die Untersuchung der biologischen Wirkung von MIF wurde lange Zeit durch das
Fehlen zuverlassiger und spezifischer Assays fur MIF erschwert. Basierend auf der
Glucocorticoid-Overriding-Wirkung von MIF wurde deshalb ein Assay entwickelt, der
die Untersuchung der immunlogischen Aktivitdt von MIF und der Mutanten ermdg-
lichte. Die Untersuchung zeigte, dass die enzymatische Oxidoreduktase-Aktivitat an
den immunregulatorischen Effekten von MIF zumindest beteiligt ist. Die beobach-
teten Teilaktivitaten der Mutanten zeigen aber auch, dass moglicherweise weitere
Mechanismen existieren.

Mittels eines Two-Hybrid-Screens wurde nach Bindungspartnern fur MIF gesucht.
Hierbei zeigte es sich, dass Jab1, ein Co-Aktivator der AP-1-abhangigen Trans-
kription, spezifisch an MIF bindet. Durch Reportergenassays wurde gezeigt, dass
MIF in der Lage ist, die aktivierende Wirkung von Jab1 auf die AP-1-abhangige
Transkription vollstandig aufzuheben.

Die Identifizierung von Jab1 als MIF-Bindungspartner zeigt eine mdgliche molekulare
Grundlage fur die bekannten immunologischen Wirkungen von MIF auf. Durch die
intrazellulare, direkte Interaktion mit diesem Transkriptions-Koaktivator konnte MIF
zahlreiche regulatorische Wege in der Zelle modulieren.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Makrophagen migrationsinhibierende Faktor (Macrophage migration inhibitory
factor, MIF) ist ein klassisches T-Zell-Zytokin und wurde im Zusammenhang mit der
Spattyp-Hypersensitivitat entdeckt und als T-Zellprodukt beschrieben, das in vitro die
ungerichtete Migration von Makrophagen hemmt (Bloom und Bennett, 1966; David,
1966). Trotz seiner Entdeckung vor uUber 30 Jahren schritt die Aufklarung der
molekularen Wirkung von MIF nur langsam voran. Erst die vor wenigen Jahren
erfolgte Klonierung des MIF-Gens fuhrte zu weiteren Erkenntnissen (Weiser et al.,
1989; Bernhagen et al., 1993). In den letzten Jahren wurde eine grole Anzahl, meist
proinflammatorischer Effekte von MIF bekannt, welche weit Uber die urspringlich
namensgebende Migrationsinhibition hinausgehen.

1.1 MIF als Zytokin und Hormon

1.1.1 Historisches

Erste Hinweise auf migrationsinhibierende Faktoren gehen auf das Jahr 1932 zurtck.
Rich und Lewis zeigten, dass die Migration von Leukozyten und Makrophagen in
Kulturen Tuberkulin-behandelter Gewebe durch Antigen inhibiert wurde und
schlossen daraus, dass Lymphozyten durch Antigen zur Produktion von MIFs
angeregt werden (Rich und Lewis, 1932). 1962 entwickelten George und Vaughan
eine verbesserte Methode zur Messung der Migration von mononuklearen Zellen in
Kapillarrohrchen (George und Vaughan, 1962). Die eigentliche Definition von MIF als
eigenstandigen loslichen Faktor geht auf die Arbeiten von David et al. und Bloom und
Bennett in den 60er Jahren zuruck (David et al., 1964; Bloom und Bennett, 1966;
David, 1966). In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass zellulare Immun-
reaktionen wie die Spattyp-Hypersensitivitat (Delayed-type hypersensitivity, DTH)
durch einen l6slichen, von aktivierten T-Zellen gebildeten Faktor verursacht werden.

In den folgenden Jahren wurde die Wirkung von MIF auf Makrophagen genauer
untersucht. Es wurde gezeigt, dass MIF neben der Migrationsinhibition weitere
Makrophagenfunktionen wie die Oberflachenadhasion und Phagozytose aktiviert
(Nathan et al., 1971; Nathan et al., 1973). Die molekulare Charakterisierung von MIF
blieb jedoch unvollstandig und widerspruchlich, da MIF nicht in hoher Reinheit her-
gestellt werden konnte (Weiser et al., 1981; Weiser et al., 1984; Weiser et al., 1985).
Die Versuche zur biologischen Funktion von MIF wurden deshalb in der Regel mit
Kulturiberstanden von grob gereinigten Leukozytenkulturen durchgefuhrt. Es stellte
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sich spéater heraus, dass auch andere in den Uberstanden enthaltene Zytokine, wie
zum Beispiel Interferon-y und Interleukin-4, eine migrationsinhibierende Wirkung auf
Makrophagen haben (Thurman et al., 1985; Mclnnes und Rennick, 1988). Auch
mitogene Komponenten wie LPS, das oft als Verunreinigung bei der Praparation von
Proteinen auftritt, inhibiert die Migration von Makrophagen (Weiser et al., 1992;
David, 1993; Weiser et al., 1997). Die Klonierung einer humanen MIF-cDNA und
damit auch die Kenntnis der Gen- und Proteinsequenz von MIF im Jahre 1989
konnte zur molekularen Charakterisierung von MIF nur wenig beitragen, da es nicht
gelang rekombinantes, biologisch aktives MIF herzustellen (Weiser et al., 1989). Erst
mit der Entdeckung von MIF in corticotropen Hypophysenzellen und der damit ver-
bundenen Klonierung und rekombinanten Herstellung begannen umfassende Unter-
suchungen der biologischen Wirkung und des molekularen Mechanismus von MIF
(Bernhagen et al., 1993).

1.1.2 MIF als T-Zell- und Makrophagen-Zytokin

Seit seiner Entdeckung im Jahre 1966 waren aktivierte T-Zellen als Produzenten von
MIF bekannt (Bloom und Bennett, 1966; David, 1966). Neuere Arbeiten bestatigen
die Rolle von MIF als wichtiges T-Zell-Zytokin. Die Stimulation von primaren T-Zellen
durch mitogene oder antigenspezifische Reize induziert sowohl die Bildung von MIF-
mRNA als auch die Ausschuttung des Proteins (Calandra et al., 1998). MIF selbst
wiederum stimuliert die Proliferation von T-Zellen (Bacher et al., 1996). Eine Rolle
von MIF als Suppressorfaktor fur T-Helfer- und NK-Zellen wird noch kontrovers
diskutiert (Mikayama et al., 1993; Liu et al., 1994; Sugie et al., 1997; Sugie et al.,
1999). Bei einer anderen pathologischen zellularen Immunreaktion, der
immuninduzierten Glomerulonephritis, ist MIF entzindungsfordernd beteiligt (Lan et
al., 1996; Lan et al., 1997a; Lan et al., 1997b).

Ebenfalls in T-Zellen wurde der Zusammenhang zwischen MIF und Glucocorticoiden
aufgezeigt. Durch rekombinantes MIF konnte die Proliferationsinhibition und die
Hemmung der Zytokin-Synthese bei stimulierten T-Zellen, die mit hohen
Glucocorticoiddosen behandelt wurden, aufgehoben werden (Bacher et al., 1996).
Umgekehrt stimulieren Glucocorticoidgaben in physiologischen Konzentrationen die
MIF-Sekretion aus T-Zellen.

Wahrend fur lange Zeit MIF als reines T-Zellprodukt angesehen wurde, das auf

Makrophagen wirkt, zeigen neuere Untersuchungen, dass MIF in bedeutender
Menge von Makrophagen gebildet wird. Sowohl in ruhenden Makrophagenlinien wie
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auch in unstimulierten primaren Monozyten liegt MIF in grol3er Menge vorgeformt vor
(Calandra et al., 1994). Nach Stimulation durch verschiedene Agenzien wie Tumor
Nekrose Faktor (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), Toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1)
und Lipopolysaccharid (LPS) wird MIF spezifisch aus diesen Zellen sekretiert
(Calandra et al., 1994; Bernhagen et al., 1998; Calandra et al., 1998). Die Sekretion
von MIF als Antwort auf diese proinflammatorischen Stimulanzien folgt einer
glockenformigen dosisabhangigen Kurve. Dies koénnte ein Hinweis auf das
Vorhandensein einer negativen Ruckkopplungsschleife sein, welche die MIF-
Produktion herunterreguliert. IL-10 und Activated protein C (APC) hemmen die
Ausschuttung von MIF (Juttner et al., 1998; Schmidt-Supprian, 1998).

Die genauere Untersuchung der schon lange bekannten Rolle von MIF bei der
Spattyp-Hypersensitivitat DTH ergab, dass die Makrophagen und nicht die T-Zellen
die hauptsachliche Quelle der MIF-Ausschuttung wahrend der DTH sind (Bernhagen
et al., 1996). Die Gabe von Anti-MIF-Antikérpern flihrte bei Mausen zu signifikant
reduzierten DTH-Antworten.

MIF wirkt proinflammatorisch auf Makrophagen und induziert die Bildung von TNF-q,
des Stickstoffoxids NO und der NO-Synthetase (bei Co-Stimulation mit IFN-y) und
des Oz -Superoxidanionradikals sowie der Interleukine 1, 6 und 8 (Calandra et al.,
1994; Bernhagen et al., 1994c; Calandra et al., 1995; Juttner et al., 1998; Swope et
al., 1998a). MIF aktiviert Makrophagen zur Abtétung des intrazellularen Parasiten
Leishmania major (Juttner et al., 1998; Xu et al., 1998). Diese MIF-abhangige
Aktivierung der Parasitentdétung scheint TNF-a und Stickoxid NO zu bendtigen.
Andere makrophagen-aktivierende Wirkungen von MIF, wie die Stimulation der
Phagozytose, scheinen ebenfalls auf der Ausschittung von proinflammatorischen
Mediatoren wie TNF-a, Interleukin 1, 6 und 8 zu beruhen (Nathan et al., 1971;
Onodera et al., 1997).

Weitere Immunzellen wurden kurzlich ebenfalls als Bildungsorte oder Zielzellen von
MIF innerhalb von Immunreaktionen identifiziert. Dies sind eosinophile Granulozyten
(Rossi et al., 1998), neutrophile Granulozyten (Swope und Lolis, 1999), Gewebs-
makrophagen (Bacher et al., 1997), B-Lymphozyten (Bacher et al., 1996; Takahashi
et al., 1999), basophile Leukozyten und Mastzellen (Chen et al., 1998).

Einen Einfluss von MIF im Rahmen der Schwangerschaft und bei der embryonalen

Entwicklung legt der Nachweis der Expression von MIF in der humanen Plazenta
nahe (Arcuri et al., 1999). Beim Beginn einer Schwangerschaft mit der Nidation der
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Eizelle spielen proinflammatorische Zytokine eine Rolle (Hunt und Robertson, 1996;
Baines et al., 1997). MIF konnte Uber die Aktivierung von Makrophagen eine
Bedeutung bei Beginn und Erhaltung einer Schwangerschaft besitzen (Arcuri et al.,
1999).

In der Augenlinse werden signifikante Mengen MIF gebildet (Wistow et al., 1993;
Matsuda et al., 1996; Matsuda et al., 1996; Matsuda et al., 1997). Eine Erklarung flr
das Auftreten eines proinflammatorischen Zytokins im Auge konnte noch nicht
gefunden werden. Das Auge stellt eigentlich einen immun-privilegierten Ort dar, in
dem immunvermittelte entziindliche Reaktionen unterdriickt sind, um das Auge zu
schitzen. Deshalb wurde Uber eine immunsuppressive Wirkung von MIF spekuliert
(Apte et al., 1998). MIF scheint eine inhibitorische Wirkung auf naturliche Killerzellen
(NK) zu besitzen und dadurch die NK-vermittelte Lyse von cornealen Endothelzellen
und Epithelzellen der Augenlinse zu verhindern.

Mit Ausnahme dieses antiinflammatorischen Effektes von MIF auf natirliche Killer-
zellen sind die Wirkungen von MIF bei Immun- und Entziindungsantworten durchweg
proinflammatorischer bzw. immunstimulatorischer Natur (Bernhagen et al., 1998).

1.1.3 MIF als Hypophysenhormon und endokriner Faktor

Als weitere Quelle von MIF wurden die Hypophysenzellen entdeckt (Bernhagen et
al., 1993; Bernhagen, 1994a). MIF wird konstitutiv in corticotropen und thyrotropen
Hypophysenzellen gebildet und wird nach Stimulation mit LPS aus den Hypophysen-
zellen in die Peripherie sekretiert. MIF colokalisiert sowohl mit dem adreno-
corticotropen Hormon (ACTH) als auch mit Thyrotropin (TSH) in Sekretionsvesikeln.
Wie auch die Ausschuttung von ACTH wird die MIF-Sekretion aus corticotropen
Zellen durch Corticotropin releasing hormone (CRH) stimuliert (Bernhagen et al.,
1993; Bernhagen et al., 1995; Nishino et al., 1995). MIF verhalt sich wie andere
Stresshormone aus dem Regulationsnetzwerk der HPA-Achse. Wahrend
systemischen Infektionen oder Stress scheint die Hypophyse die hauptsachliche
Quelle von MIF im Serum zu sein (Bernhagen et al., 1993).

MIF wird in glucoseabhangiger Weise von den (3-Zellen des endokrinen Pankreas
sekretiert und stimuliert seinerseits die Insulinsekretion aus diesen Zellen (Waeber et
al., 1997; Sakaue et al., 1999; Waeber et al., 1999). MIF ist damit das erste von [3-
Zellen ausgeschiedene Protein, das die Insulin-Sekretion positiv reguliert. Auch
immunhistochemische Untersuchungen in der Nebennierenrinde oder im Pankreas
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von Ratten nach experimentell induzierter Endotoxamie weisen auf eine funktionelle
Beteiligung von MIF an endokrinen Prozessen hin (Bacher et al., 1997).

Mdgliche endokrine Effekte von MIF werden im Zusammenhang mit der
Identifizierung von MIF im Testis und in den Ovarien diskutiert (Meinhardt et al.,
1996; Suzuki et al., 1996a; Wada et al., 1997; Meinhardt et al.,, 1998). Die
Ausschittung von MIF in den Ovarien als Antwort auf die Stimulation mit
gonadotropem Hormon HCG und Lutropin tragt in nicht unerheblichem MaRe zur
MIF-Konzentration im Blut bei (Wada et al., 1999).

Ein mdglicher funktioneller Zusammenhang der diversen hormonahnlichen Merkmale
von MIF ist derzeit noch voéllig unklar.

1.1.4 Die Rolle von MIF bei Krankheiten

Die Behandlung mit Anti-MIF-Antikorpern zeigt die Bedeutung von MIF bei
systemischen Infektionen (Bernhagen et al., 1993; Calandra et al., 1998; Calandra et
al., 2000). Die Gabe von LPS oder TSST-1 fuhrt im Mausmodell zum Tod mit allen
Symptomen von bakterieller Sepsis. Die Vorbehandlung von Mausen mit Anti-MIF-
Antikdrpern fihrt zu einer signifikant erhéhten Uberlebensrate. Dieser Schutz vor
LPS-induzierter Letalitat wurde auch schon beim Einsatz von AntikOrpern gegen
andere Zytokine wie TNF-a beobachtet (Tracey et al., 1987; Tracey, 1992). Die
Symptome der Sepsis konnen im Tiermodell durch die Gabe von proinflam-
matorischen Zytokinen wie TNF-a oder IL-1(3 erzeugt werden (Okusawa et al., 1988;
Tracey, 1992). Die Gabe von MIF alleine fuhrt nicht zu solchen Symptomen; erst die
gleichzeitige Injektion von LPS fuhrt zu einer stark erhohten Letalitat (Bernhagen et
al., 1993).

Die Wirkung von MIF als Gegenspieler von Glucocorticoiden konnte nicht nur in vitro
sondern auch in vivo gezeigt werden. Durch Gabe von Glucocorticoiden kdnnen
Mause vor der letalen Wirkung von LPS-Injektionen geschutzt werden. Eine gleich-
zeitige Injektion von MIF mit Glucocorticoiden hebt diesen Effekt vollstandig auf
(Calandra et al., 1995). In TNF-a-Knockout-Mausen konnte die Bedeutung von MIF
fur die Sepsis bestatigt werden (Calandra et al., 2000).

Die Ausschaltung des MIF-Gens in Mausen bestatigte einige Resultate der in vivo-

Untersuchungen mit Anti-MIF-Antikérpern (Bozza et al., 1999). MIF"-Mause
scheinen sich normal zu entwickeln und weisen keine organischen Besonderheiten
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auf. Die Stimulaton mit hohen Dosen LPS zeigte, dass MIF"-Mutanten
widerstandsfahig gegen die letalen Auswirkungen der Sepsis sind. Dabei war der
TNF-a-Spiegel im Blut der Mutanten deutlich niedriger als in Wildtypmausen. Nach
Stimulation mit LPS und IFN-y zeigten die MIF"-Mutanten geringere TNF-a-
Ausschittung und eine erhdhte NO-Produktion. Nach der Infektion der Lunge mit
gramnegativen Pseudomonas aeruginosa konnte in den MIF"-M&usen ein beschleu-
nigtes Abklingen der Infektion beobachtet werden.

Eine nicht unbedeutende Rolle scheint MIF auch beim Acute respiratory distress
syndrome (ARDS) zu spielen. ARDS ist eine oft todlich verlaufende Krankheit mit
einer inflammatorischen Reaktion in der Lunge als Folge von akuten Traumata oder
von Sepsis. Die Aktivierung von Neutrophilen flhrt hierbei zum Zusammenbruch der
Endothel- und Epithelmembranen der Lunge. ARDS-Patienten weisen erhéhte Kon-
zentrationen proinflammatorischer Zytokine in den Alveolen auf. Die Gabe von Anti-
MIF-Antikérpern reduziert die Anzahl der Neutrophilen in der Lunge von Mausen
(Makita et al., 1998). Diese Wirkung scheint nicht direkt durch einen chemotaktischen
Effekt von MIF hervorgerufen zu werden, sondern vielmehr durch eine mogliche
Induktion von Chemokinen wie MIP-2 (macrophage chemoattractant inflammatory
protein-2) (Swope und Lolis, 1999). Die erhéhten MIF-Konzentrationen von ARDS-
Patienten stammen von alveolaren Makrophagen (Donnelly et al., 1997). MIF
uberschreibt den inhibierenden Effekt von Glucocorticoiden in alveolaren Zellen von
ARDS-Patienten. Stimulation alveolarer Zellen mit exogenem MIF flhrt zur Induktion
von TNF-a und IL-8, wahrend die Zugabe von Anti-MIF-Antikérpern deren Produktion
verringert. MIF kdénnte somit den anti-inflammatorischen Effekt von pharmazeutisch
eingesetzten Glucocorticoiden aufheben.

Bei einigen anderen Krankheiten scheint MIF ebenfalls ein Rolle zu spielen, z. B. bei
der rheumatoiden Arthritis (Mikulowska et al., 1997; Leech et al., 1998; Leech et al.,
1999; Zschabitz et al., 1999), bei Asthma (Rossi et al., 1998), bei IgA-Nephropathien
(Taniguchi et al., 1998) und bei proliferativer Vitreoretinopathie (Mitamura et al.,
1999). Daruber hinaus scheint es auch bei Formen der Dermatitis (Shimizu et al.,
1997) und bei der Multiplen Sklerose (Bernhagen et al., 1999) beteiligt zu sein. Zum
Prozess der Wundheilung nach UV-Bestrahlung und nach mechanischen
Verletzungen der Epidermis scheint MIF in Verbindung mit anderen Zytokinen wie IL-
1, IL-6 und TNF-a beizutragen (Waelti et al., 1992; Shimizu et al., 1999). Eine
Behandlung mit Anti-MIF-Antikérpern fuhrt in vivo zur Verzégerung der Wundheilung
(Abe et al.,, 2000). Die erhdohten MIF-Konzentrationen am Verletzungsort wirken
dabei moglicherweise Uber die nachgewiesene chemotaktische Wirkung auf
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Keratinozyten. Im Mausmodell der Autoimmunkrankheit EAU (experimentelle Auto-
immun-Uveoretinitis) wurde durch Injektion von Anti-MIF-Antikorpern gezeigt, dass
MIF eine wichtige Rolle bei der Proliferation von T-Zellen spielt (Kitaichi et al., 2000).

Neuere Arbeiten weisen auf eine Rolle von MIF im Rahmen der Apoptose hin. Mittels
Antisense-MIF wurde gezeigt, dass MIF die anti-IgM vermittelte Apoptose in B-Zellen
unterdrickt (Takahashi et al., 1999). MIF hemmt ebenfalls die durch pro-oxidativen
Stress induzierte Apoptose in HL-60-Monozyten (Nguyen et al., Manuskript in Vorbe-
reitung). Eine apoptosehemmende Wirkung von MIF durch die Unterdrickung der
Aktivitat des Transkriptionsfaktors p53 wurde von Hudson et al. gefunden (Hudson et
al., 1999). Aktivierte Makrophagen schutten NO und andere Sauerstoffradikale aus
(MacMicking et al., 1997). Diese sind jedoch auch in der Lage, Apoptose in den
Makrophagen selbst zu induzieren. Durch die Hemmung der Apoptose in den
Makrophagen kdnnte MIF ein Schutz vor Selbstzerstorung darstellen. Es sind einige
chronisch-entzliindliche Erkrankungen bekannt, die im Verdacht stehen, zur
Tumorentstehung ursachlich beizutragen (Weitzman und Gordon, 1990). Da an den
Orten der Entzindung sowohl hochreaktive Oxidantien, welche zu DNA-Schaden
fuhren, als auch erhdhte MIF-Konzentrationen gefunden wurden, welche wiederum
die p53-kontrollierte Apoptose dieser beschadigten Zellen verringern, kdnnte dies zu
einer Anhaufung von onkogenen Mutationen und damit zur Tumorentstehung flhren
(Hudson et al., 1999). Einen weiteren Einfluss von MIF auf die Tumorentwicklung
zeigen Chesney et al. auf. Durch den Einsatz von MIF-Antikdrpern wurden das
Wachstum und die Vaskularisierung von Lymphomen in Mausen signifikant gehemmt
(Chesney et al., 1999). Diese angiogene Aktivitat wurde auch schon bei anderen
Chemokinen wie IL-8 beobachtet (Arenberg et al., 1996).

In Zusammenhang mit der Apoptose-hemmenden Wirkung von MIF kénnte auch der
Befund stehen, dass MIF die Umwandlung von zwei toxischen Quinonprodukten
katalysiert (Luo et al., 1998; Matsunaga et al., 1999a; Matsunaga et al., 1999b)
(siehe Kapitel 1.2). Es wurde spekuliert, dass MIF so zur Entgiftung der
Catecholamine beitragt. Von diesen Dopaminen geht auch eine apoptotische
Wirkung aus, welche teilweise redoxvermittelt ist (Offen et al., 1995; Offen et al.,
1996; Luo et al., 1998; Offen et al., 1999).

In den parasitischen Nematoden Brugia malayi, Wuchereria bancrofti und Onchocera
volvulus wurde die Expression und Sekretion eines MIF-Homologs nachgewiesen
(Pastrana et al., 1998; Pennock et al., 1998). Die Klonierung dieses bmMIF ergab,
dass im Vergleich zu humanem MIF die Aminosauren zu Uber 40 Prozent identisch
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sind. Daruber hinaus weist bmMIF das flur MIF typische zentrale CXXC-Motiv auf,
besitzt wie huMIF eine Tautomeraseaktivitdt und besitzt eine mit humanem MIF
vergleichbare Makrophagen-migrationsinhibierende Wirkung (Esumi et al., 1998;
Pastrana et al., 1998). Uber die Frage, wieso Parasiten ein immunstimulierendes
Zytokin ausschatten, kann bisher nur spekuliert werden. Mdglichweise stellt MIF nur
den ersten Schritt in einer Veranderung der Immunantwort des befallenen
Organismus dar. Darlber hinaus ist auch bekannt, dass Zytokine eine essentielle
Rolle beim Wachstum und der Fortpflanzung von einigen Parasiten spielen, so dass
die Ausschuittung von MIF-Homologen ein Schritt zur Versorgung der Parasiten mit
diesen Zytokinen sein kdnnte (Amiri et al., 1992; Bakhiet et al., 1996).
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1.2 MIF als Enzym

Uber seine Eigenschaften als Zytokin hinaus sind fir MIF auch enzymatische Akti-
vitaten beschrieben worden. Die erste fir MIF beschriebene enzymatische Aktivitat
war die Glutathion-S-Transferase-Aktivitat (Blocki et al., 1993). Sie konnte aber nach-
folgend nicht bestatigt werden und ist wahrscheinlich als Artefakt anzusehen
(MUhlhahn et al., 1996; Swope et al., 1998b).

Bei der Untersuchung von Melanomazellen wurde gezeigt, dass MIF die Umwand-
lung von D-Dopachrom (2-Carboxy-2,3-dihydroindol-5,6-quion) zu DHICA (5,6-
dihydroxyindol-2-carboxysaure) katalysiert (Abb. 1A) (Zhang et al., 1995; Rosengren
et al, 1996). Das nichtphysiologische D-Dopachrom wurde in diesen
Untersuchungen eigentlich als Negativkontrolle eingesetzt. Es wurde aufl’er MIF noch
eine anderes neues Enzym gefunden. Dieses Enzym, das D-Dopachrom-Tauto-
merase genannt wurde, besitzt eine 27%ige Sequenzidentitdt mit MIF. Die
Aufklarung der Rontgenstruktur von D-Dopachrom-Tautomerase zeigte eine grolke
strukturelle Verwandtschaft mit MIF und somit auch mdogliche funktionelle
Ahnlichkeiten (Sugimoto et al., 1999).

Bei der Suche nach den physiologischen Substraten der D-Dopachrom-
Tautomeraseaktivitat zeigte es sich, dass MIF die Umwandlung von 3,4-Dihydroxy-
phenylaminchrom und Norepinephrinchrom, beides toxische Quinonprodukte der
Neurotransmitter-Catecholamine 3,4-Dihydroxyphenylamin und Norepinephrin, zu
Indoldihydroxy-Derivaten katalysiert (Matsunaga et al., 1999a; Matsunaga et al.,
1999b). Es wird spekuliert, dass MIF so an der Entgiftung der Catecholamine im
Gehirn beteiligt sein konnte.

Als weitere katalytische Aktivitat von MIF wurde die Phenylpyruvat-Tautomerase-
Aktivitat beschrieben (Abb. 1B) (Rosengren et al., 1997). Hierbei katalysiert MIF die
Keto-Enol-Isomerisierung von p-Hydroxyphenylpyruvat und von Phenylpyruvat.
Beides sind naturlich vorkommende Abbauprodukte von Phenylalanin und Tyrosin.
Ob diese beiden Substrate von physiologischer Bedeutung sind, wird bezweifelt, da
die gemessenen Ky-Werte zu hoch im Verhaltnis zu den bekannten physiologischen
Konzentrationen sind.
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Abb. 1. Von MIF katalysierte chemische Reaktionen. A D-Dopachrom-Tautomerase
(Rosengren et al., 1996) B Phenylpyruvat-Tautomerase (Rosengren et al., 1997)

Bei vergleichenden Studien der Sequenzen von MIFs aus verschiedenen Orga-
nismen fiel das Vorhandensein einer konservierten CXXC-Sequenz auf (Kleemann et
al., 1998a; Kleemann et al., 1999). Dieses Sequenzmotiv ist als Teil des aktiven
Zentrum der Thiol-Protein-Oxidoreduktasen bekannt. Zu dieser Enzymklasse
gehoren zum Beispiel Thioredoxin (Takahashi und Creighton, 1996), Glutaredoxin
(Holmgren, 1979a), die Proteindisulfidisomerase (PDI) (Puig et al., 1994) und das
bakterielle PDI-Analog DsbA (Zapun et al., 1993). Der katalytische Mechanismus
dieser Enzyme beruht auf Bildung bzw. Reduktion einer katalytischen Disulfidbricke
zwischen den beiden Cystein-Resten des CXXC-Motivs. Je nach Proteinstruktur und
Aminosauresequenz innerhalb und in der Umgebung des CXXC-Motivs weisen die
Thiol-Protein-Oxidoreduktasen reduzierende oder oxidierende Potenziale auf (Siedler
et al., 1993; Siedler et al., 1994; Gilbert, 1995; Aslund et al., 1997). Eine Analyse der
katalytischen Aktivitat von MIF ergab, dass es die Reduktion von Disulfidgruppen in
Insulin und 2-Hydroxyethyldisulfid (HED) katalysiert (Mischke et al., 1997; Kleemann
et al., 1998a ; Kleemann et al., 1998b; Kleemann et al., 1999, und diese Arbeit).
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1.3 Struktur von MIF

Die dreidimensionale Struktur von MIF wurde mittels Rontgenstrukturanalyse
(Sugimoto et al., 1995; Sugimoto et al., 1996; Sun et al., 1996a; Suzuki et al., 1996b)
und NMR (Muhlhahn et al., 1996) bestimmt. Das MIF-Monomer besteht aus zwei
antiparallelen a-Helices und aus sechs [3-Strangen, wovon vier ein (-Faltblatt bilden
(Abb. 2 A). Drei Monomere bilden eine a/B-Struktur, welche aus drei zentralen 3-
Faltblattern besteht, die von sechs a-Helices umgeben werden (Abb. 2 B). Die
Abmessungen des Komplexes betragen ungeféhr 40 A x 50 A.

Die verschiedenen Rontgenstrukturanalysen von humanem und murinem MIF
stimmen grofltenteils Uberein. Die huMIF-Struktur von Sugimoto et al. beschreibt
zusatzlich einen kurzen (B-Strang am C-Terminus (Sugimoto et al., 1996). Damit
waren am C-Terminus 2 kurze (-Strange vorhanden und wirden ein kurzes
antiparalleles B-Faltblatt bilden. Fir dieses [3-Faltblatt wird durch die Interaktion mit
dem benachbartem Monomer ein Beitrag zu Stabilisierung des Trimers postuliert. Die
Rontgenstruktur von murinem MIF, das eine Sequenzidentitat von 90% zu humanem
MIF aufweist, unterscheidet sich ebenfalls nur bezuglich des C-Terminus von
humanem MIF (Suzuki et al., 1996b). Hier weist die Analyse keine Strukturelemente
auf, was bedeuten kénnte, dass diese Strukturen entweder aufgrund experimenteller
Probleme nicht detektiert wurden, oder dass der C-Terminus von Ratten-MIF flexibel
ist.

MIF weist eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu den bakteriellen Enzymen 5-Carboxy-
methyl-2-hydroxymuconatisomerase (CHMI) (Abb. 2 C) und 4-Oxalocrotonattauto-
merase (4-OT) (Abb. 2 D) auf (Subramanya et al., 1996; Suzuki et al., 1996b). Beide
Enzyme katalysieren Umwandlungen von aromatischen Kohlenwasserstoffen zu
Produkten, die in den Citrat-Zyklus eingeschleust werden (Whitman et al., 1992;
Hajipour et al., 1993). CHMI ist ein Homotrimer mit einer zentralen pB-Faltblattstruktur,
vergleichbar mit der von MIF. Bei 4-OT liegt ein Hexamer vor, welches aus jeweils
drei Dimeren, die in ihrer Struktur stark dem MIF-Monomer ahneln, aufgebaut ist.
Auch hier findet sich die zentrale [3-Faltblattstruktur, die von a-Helices umgeben ist.
Trotz der groRen Ahnlichkeit auf struktureller Ebene finden sich keine Sequenz-
homologien zwischen MIF, CHMI und 4-OT.

Zum Oligomerisierungszustand von MIF lagen zu Beginn dieser Arbeit sich stark

widersprechende Beobachtungen vor. Die Rdntgenstrukturanalysen sehen MIF als
Trimer (Kato et al., 1996; Sugimoto et al., 1996; Sun et al., 1996b). Dagegen wurde
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mittels NMR das Vorliegen eines Dimers bestimmt (Muhlhahn et al., 1996). Wahrend
bei der analytischen Ultrazentrifugation von murinem MIF die Bildung eines Dimers
beobachtet wurde (Nishihira et al., 1995), wurde durch Gelfiltration bei humanem MIF
ein Dimer (Zeng et al., 1993) oder bei bovinem MIF ein Monomer gefunden (Galat et
al., 1994). SDS-PAGE von MIF, das chemisch quervernetzt wurde, erbrachte
Hinweise auf das Vorliegen von Trimeren (Bendrat et al., 1997).
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Abb. 2. Dreidimensionale Struktur von A MIF Monomer B MIF Trimer C 5-Carboxy-
methyl-2-hydroxymuconatisomerase (CHMI) Trimer D 4-Oxalocrotonattautomerase (4-OT)
Hexamer.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die molekularen Grundlagen der biologischen Effekte von MIF sind weitgehend
ungeklart. Es sind weder ein Rezeptor noch sonstige biologisch relevante Bindungs-
partner von MIF bekannt.

Neben der vertieften Untersuchung der strukturellen Gegebenheiten von MIF sollten
deshalb in der vorliegenden Arbeit zur Aufklarung der Wirkmechanismen von MIF
Struktur-Aktivitatsstudien durchgefuhrt werden. Durch Mutagenesestudien sollten die
Grundlagen der verschiedenen beobachteten Aktivitaten von MIF aufgeklart werden
und insbesondere auch der Zusammenhang zwischen den enzymatischen und
immunlogischen Aktivitaten von MIF untersucht werden. Daruber hinaus sollte
versucht werden, durch den Einsatz von Two-Hybrid-Screening molekulare Inter-
aktionspartner von MIF zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme und Plasmide

Tabelle 1: Bakterienstamme

E. coli-Stamm Genotyp/Phéanotyp Herkunft
BL21(DE3) F"dcm ompT hsdS(re'mg’) gal A(DE3) Stratagene,
Heidelberg

DH5a F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 supE44 Life Technologies,
deoR recA1 endA1 hsdR17(r«mg*) phoA Athi-1 Eggenstein
gyrA96 relA1

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Plasmid relevanter Genotyp Resistenz Herkunft/Referenz

pET11b T7-Promotorregion Amp Novagen, Abington/UK

pMIF huMIF in pET11b Amp (Bernhagen et al.,

1994c)
pRM10.1 huMIF C-term. um 5 AS verkirzt Amp (Mischke et al., 1997)
pRM10.4 huMIF C-term. um 10 AS Amp (Mischke et al., 1997)
verkirzt

pAS-1 Bindungsdomane fir Gal4 Amp Clontech, Heidelberg

pRM12 huMIF in pAS2-1 Amp diese Arbeit

pTRE AP-1-Promotor vor Luziferase Amp (Angel et al., 1987)

pRSV-LacZ B-Galaktosidase Amp (Johannes et al., 1998)

pJAB Jab1 in pCLneo (Promega, Amp diese Arbeit

Mannheim)
pRK2 EGFP in pCLneo (Promega, Amp diese Arbeit

Mannheim)
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2.2 Gerate, Chemikalien und Enzyme

Acetonitril p.a.

Agarose

BASED

C8-SepPak RP-Kartusche
Coomassie-Brilliant-Blue G-350
Dimethylformamid

dNTP-Mix

DSS

Essigsaure

HED

IPTG

Methanol

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat
Nitrocellulose-Membranen
PhastGel™ Silver Kit
Protein-Assay (Bradford-Reagenz)
Restriktionsenzyme

RNase

Salzsaure

SpectraPor7 Dialysemembran
T4 DNA Ligase

Tris

Vent-DNA Polymerase

Whatman 3mm Papier

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
NL

Life Technologies, Eggenstein
Pierce, Rockford/USA

Waters Corp., Silica/lUSA

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Life Technologies, Eggenstein
Pierce, Rockford/USA

Merck, Darmstadt

Aldrich, Steinheim

Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Schleicher & Schuell, Dassel
Pharmacia, Freiburg

Biorad, MUnchen

New England BiolLabs, Heidelberg
New England BiolLabs, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

New England BioLabs, Heidelberg
Merck, Darmstadt

New England BioLabs, Heidelberg

Whatman International, England

Alle anderen Reagenzien wurden von Sigma, Deisenhofen, bezogen.
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2.3 Medien, Puffer und Losungen

2.3.1 Medien

LB-Medium

2.3.2 Puffer und Lésungen

TE

Natriumphosphatpuffer

Ampicillin-Stamml6sung

Stammlosung des Oxido-
reduktasetests

Pepton

Hefeextrakt

NaCl

H.O

fur Platten: 1.5 % Bacto-Agar

Tris/HCI, pH 8.0
EDTA, pH 8.0

N3H2PO4
pH 7.2 mit 5 N NaOH

100 mg/ml in Ethanol p.a.

H,O

Tris (600 mM, pH 8)

NADPH (40 mM)

BSA (10 mg/ml)

EDTA (250 mM, pH 8)
Glutathion-Reduktase (1 mg/ml)
GSH (200 mM)

2.3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Probenpuffer (2x)

Ammoniumperoxodisulfat-Losung

Tris, pH 6.8

SDS

Glycerol
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

(NH4)S20s

109
59
59
ad 1l

1T mM
0.1 mM

20 mM

2283 ul
600 pl
30 ul
30 i
24 ul
18 ul
15 pl

125 mM
4 %
20 %
10 %
0.01 %

10 %

in H2O, unmittelbar vor Verwendung

hergestellt
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2.3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Ethidiumbromid-Stammlésung 10 mg/ml in H,O

Auftragspuffer fir DNA (10x) Bromphenolblau 0.2 %
Xylenxyanol 0.2%
Orange G 0.2 %
Saccharose 60 %

TBE (10x) Tris 108 g
Borsaure 55¢
EDTA 7449
pH 8.3

2.3.2.3 Western Blot

CAPS-Transferpuffer 10 mM CAPS
20 % Methanol
in H20, pH 11 mit 5 N NaOH

Bindungspuffer Tris 50 mM
NaCl 500 mM
BSA 1%
Tween20 0.05 %

pH 7.5 mit 6 M HCI

Blockierungspuffer Tris 50 mM
NaCl 500 mM
fettarmes Trockenmilchpulver 5%
Tween20 0.05 %

pH 7.5 mit 6 M HCI

2.4 Methoden

2.4.1 Anzuchtbedingungen E. coli

Zur Anzucht von Vorkulturen und zur Praparation von Plasmiden wurden 5 ml LB-
Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und 12 bis 15 h bei 37°C im Schdttler in-
kubiert. Tageskulturen wurden aus der Vorkultur 1:100 angeimpft und im Schuttler
inkubiert. Das Wachstum der Kulturen wurde durch Messung der optischen Dichte
bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt (DU-50 Spektrophotometer,
Beckman/Munchen).
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2.4.2 Molekulargenetische Methoden

2.4.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Zur Restriktionsanalyse wurden 100-500 ng DNA in 15-20 yl Endvolumen im enzym-
spezifischen Puffer bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur fur 2 h mit 1 U
Restriktionsenzym behandelt.

2.4.2.2 Ortsspezifische Mutagenese mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion wurde in PCR-Geraten vom Typ DNA Thermal Cycler
480 und 9700 der Firma Perkin-Elmer durchgefuhrt. In 100 yl Gesamtvolumen des
Ansatzes wurden ca. 20 ng pMIF-DNA als Template und 2 U Vent-Polymerase
verwendet. Die Endkonzentration der Primer betrug jeweils 10 yM und die der dNTPs
jeweils 2.5 yM. Das verwendete PCR-Programm war wie folgt: 6 Minuten 94°C zur
anfanglichen Denaturierung, dann 35 Wiederholungen der 3 Schritte: 70 Sekunden
bei 96°C zur Denaturierung, 45 Sekunden bei 50°C zur Anlagerung der Primer und
30 Sekunden bei 72°C zur DNA-Polymerisierung. Nach Abschluss des Programms
wurden die Ansatze bei 4°C gehalten. Die Isolierung der amplifizierten DNA-
Fragmente erfolgte mittels Gelelektrophorese (Abschnitt 2.4.2.3) und anschlieRender
Gelelution (Abschnitt 2.4.2.4).

2.4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1%igen Agarosegelen, die
1 pg/ml Ethidiumbromid enthielten, in Kammern der Firmen Pharmacia (Freiburg)
und Stratagene (Heidelberg). Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10
Volumen 10xAuftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 10 V/cm in
einem Laufpuffer aus 1xXTBE. Nach dem Lauf wurden die DNA-Banden unter UV-
Licht (254 nm) identifiziert.

2.4.2.4 Gelelution von DNA-Fragmenten

Das zu isolierende DNA-Fragment wurde auf dem UV-Leuchttisch (356 nm) aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und die DNA unter Verwendung des Jetsorb Gel
Extractions Kits von Genomed (Bad Oeyenhausen) nach Vorschrift des Herstellers
isoliert.
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2.4.2.5 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Ein 50 pl-Aliquot der kompetenten Zellen wurde zu 50 ng DNA gegeben und 30 min
auf Eis inkubiert. Nach 2 min bei 42°C wurde zu den Zellen 1 ml LB pipettiert und der
Ansatz fur 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation (2 min, 13000 g) und
Resuspendierung in 100 pl LB wurden die transformierten Zellen auf den ent-
sprechenden Selektionsplatten ausplattiert und 15 h bei 37°C inkubiert.

2.4.2.6 Plasmidpréaparation

Zur lIsolierung von kleineren und groReren Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli
wurden das QIAprep Spin Miniprep Kit und das Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen
(Hilden) nach Vorschrift des Herstellers verwendet.

2.4.2.7 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung der MIF-Mutanten wurde die Plasmid-DNA nach Ab-
schnitt 2.4.2.6 aus E. coli DH5a isoliert und mit einem Abi Prism Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit mit AmpliTag DNA-Polymerase nach Vor-
schrift des Herstellers Perkin-Elmer (Weiterstadt) behandelt. Die automatisierte
Sequenzierung erfolgte bidirektional mit einem Sequenziergerat der Firma Perkin-
Elmer (Weiterstadt) vom Typ ABI Prism 377.

2.4.2.8 Ligation

Aquimolare Mengen an DNA-Fragmenten (ca. 100 ng) wurden in einem
Gesamtvolumen von 10 pl mit 1 yl 10xLigasepuffer und 1 yl T4-DNA-Ligase (1 U)
versetzt. Die Ligationsreaktion wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert.

2.4.3 Expression der MIF-Mutanten in E. coli BL21(DE3)

Die mit dem entsprechenden MIF-Plasmid transformierten E. coli BL21 (DE 3) aus
einem bei -80°C gelagerten Glycerolstamm wurden auf einer LB-Agarplatte mit 100
Mg/ml Ampicillin ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. 500 ml LB-Medium
mit 100 ug/ml Ampicillin wurden anschliel3end mit einer Spur der ausgestrichenen E.
coli BL21 (DE 3) angeimpft und etwa drei Stunden in einem 2 Liter Kolben mit
Schikane bei 37°C geschuttelt. Bei einer ODggp von 0.7-0.8 wurde IPTG mit 1 mM
Endkonzentration zugesetzt. Als nicht-induzierte Kontrolle dienten 10 ml der

30



Material und Methoden

Bakterienldsung, die vor der IPTG-Induktion abgenommen wurden. Die Kontrolle und
die induzierte Bakterienlésung wurden bei 37°C drei Stunden weiter geschittelt.
Anschliellend wurden die induzierten E. coli BL21 (DE 3) in 50 ml Aliquots 30 min bei
4°C und 3000 Upm abzentrifugiert (MinifugeT, Heraeus/Stuttgart), der Uberstand
dekantiert und das Pellet bei -20°C bis zur Aufreinigung gelagert.

2.4.4 Aufreinigung der MIF-Mutanten

Ein nach der Induktion eingefrorenes Pellet wurde mit 3 ml 30 mM Tris/100 mM
NaCl, pH 7.2 auf Eis resuspendiert und in der French Press (SLM Instruments,
Urbana/USA) bei 1240 Psi aufgeschlossen. AnschlieRend wurde das Lysat 30 min
bei 4°C mit 4000 g zentrifugiert (JA-20 Rotor; Beckman/Minchen) und der erhaltene
klare Uberstand durch einen sterilen 0.2 um Einmalfilter (Schleicher&Schuell,
Dassel) gedruckt. Der so erhaltene Rohextrakt wurde nach Proteinbestimmung
(Bradford, 1976) bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Das im Rohextrakt
geléste MIF wurde mittels einer HQ FPLC-Anionenaustauschersaule (Roche,
Mannheim) unter Verwendung des Pharmacia FPLC-Systems vorgereinigt. Die
Saule wurde dazu mit vier Saulenvolumen 30 mM Tris/100 mM NaCl, pH 7.2
voraquilibriert. Je Lauf wurden etwa vier Milligramm Gesamtprotein auf die Saule
gegeben. MIF wurde dann mit demselben Puffer bei einer Flussrate von 1 ml/min
eluiert und erschien in den ersten Durchlauffraktionen (1.5 ml). Die MIF-enthaltenden
Durchlauffraktionen wurden vereinigt, ihre Proteinkonzentration nach Bradford
bestimmt und die Fraktionen bis zur Weiterverwendung auf Eis gelagert.

Eine C8-SepPak RP-Kartusche wurde mit 10 ml Methanol und danach mit 10 ml
Wasser aquilibriert. Anschlielend wurde soviel von der HQ-Durchlauffraktion aufge-
tragen, dass die Kartusche mit maximal 2 mg Protein beladen wurde. Schwach- und
nichtbindende Substanzen wurden mit 10 ml Wasser und anschlieend 10 ml 20%
Acetonitril heruntergewaschen. MIF wurde mit 5 ml 60% Acetonitril eluiert. Bei der
Aufreinigung uber die C8-SepPak RP-Kartuschen wurden nahezu samtliche LPS-
Verunreinigungen entfernt (Bernhagen, 1994a). Die Proteinkonzentration im Eluat
wurde nach Bradford bestimmt. Die Eluate wurden bei -80°C gefroren, lyophilisiert
und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.4.5 Renaturierung der MIF-Mutanten

Das lyophilisierte MIF wurde zunachst unter reduzierenden Bedingungen mit GdnHCI
entfaltet und in der daran anschlieBenden Dialyse langsam in die native Kon-
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formation zuruckgefaltet. Es wurden ausschliel3lich LPS-freie Materialien und Chemi-
kalien verwendet. 1 mg lyophilisiertes MIF wurde in 3.3 ml 6 M GdnHCI
(20 mM Natriumphospatpuffer, pH 7.2) gelost. Dann wurde DTT in einer Endkonzen-
tration von 10 mM zugegeben und 2 Stunden bei RT inkubiert. Die Lésung wurde
danach in einen Dialyseschlauch (SpectraPor7 Dialysemembran, MWCO 8000 Da)
pipettiert und gegen 1 Liter 20 mM Natriumphosphatpuffer/'5 mM DTT, pH 7.2
mindestens sechs Stunden bei 4°C dialysiert. Anschlieend wurde vier Mal je sechs
Stunden gegen 2 Liter 20 mM Natriumphosphat, pH 7.2 bei 4°C weiter dialysiert. Die
Endkonzentration des so renaturierten, LPS-freien MIF betrug etwa 250 ug/ml.

2.4.6 LPS-Bestimmung

Der LPS-Gehalt von renaturiertem Wildtyp-MIF und der Mutanten wurde mittels des
Limulus amoebocyte lysate QCL-100 bacterial endotoxin quantitation kit
(BioWhittaker, Walkersville MD, USA) nach Vorschrift des Herstellers in 96-Well-
Platten durchgefuhrt.

2.4.7 SDS-Gelelektrophorese

2.4.7.1 Gelelektrophorese mit dem Phastgel-System

Zur schnellen SDS-Gelelektrophorese von Proteinproben wurden das PhastGel-
System der Firma Pharmacia (Freiburg) verwendet. Es wurden homogene 20 %ige
Gele und SDS-Puffer-Streifen verwendet und mit dem PhastGel Silver Kit
(Pharmacia, Freiburg) nach Vorschrift des Herstellers angefarbt. Nach der Anfarbung
wurden die Gele fur mindestens 1 h in 50% Methanol/10% Eisessig geschuttelt und
anschlieend auf dem Vakuumtrockner getrocknet.

2.4.7.2 Gelelektrophorese nach Laemmli

Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli als diskontinuierliche Elektrophorese
durchgefuhrt. Zur Auftrennung wurde das Mini-PROTEAN Il Dual Slab Cell-
Minielektrophorese-System (Biorad, Munchen) verwendet. Es wurden 10-18%ige
Gele verwendet, die direkt vor ihrer Verwendung hergestellt wurden (Laemmli, 1970).
Auf ein Entgasen der Losungen wurde verzichtet. Vor dem Auftragen wurden die
Proben 1:1 mit Probenpuffer gemischt und 5 min gekocht. Nach Abklhlen und
Abzentrifugieren wurden die Proben bis zum Gebrauch auf Eis gehalten. Das auf-
getragene Probenvolumen betrug 10-50 ul. Die Probenauftrennung erfolgte bei
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100 V und wurde gestoppt, sobald die Farbstofflauffront aus dem Gel trat. Als
Molekulargewichtsmarker wurden vorgefarbte Standards von Life Technologies
(Eggenstein) verwendet. Die Molekulargewichte der Standards betrugen 2.5, 6.2,
14.3, 18.4, 29.0 und 43.0 kDa.

2.4.8 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976).
Dazu wurde Protein-Assay-Reagenz (Biorad, Minchen) verwendet, welches jeweils
frisch 1:5 mit Wasser verdunnt wurde. Zu 980 ul verdinnter Bradford-Losung wurden
20 pl Probenlésung pipettiert und die Lésung nach Durchmischen fur 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurde die Absorption bei 595 nm gegen die entsprechende
Referenzlésung gemessen und anhand einer Eichkurve die Proteinkonzentration der
Probe bestimmt.

2.4.9 Western Blot

Zum Probentransfer auf Nitrocellulose-Membranen (Schleicher & Schuell, Dassel)
erfolgte in einer Mini Trans-blot Cell System Western Blotting Einheit (Biorad,
Muanchen). Der Transfer erfolgte bei 50 V und 150 mA fir 16 h bei 4°C in CAPS-
Transferpuffer (Towbin et al., 1979).

2.4.10 Immunfarbung von Proteinen

Nach dem Transfer wurden die Membranen in Blockierungspuffer 1 h inkubiert und
zweimal je 20 min mit Bindungspuffer ohne BSA gewaschen. Dann wurde eine
1:1000 Verdunnung des Antikorpers in Bindungspuffer zugegeben und fur 1 h
inkubiert. Nach finfmaligem funfminitigem Waschen in Bindungspuffer ohnne BSA
wurden die Membranen mit einer 1:10000 Verdinnung des HRP-gekoppelten
zweiten Antikorpers nach Angaben des Herstellers (Amersham, Braunschweig) fur
die ECF (enhanced chemifluorescence)-Methode entwickelt. AnschlieRend wurden
die Banden in einem CCD-basierten Chemilumineszenzdetektionssystem (System
LAS-1000, Raytest, Straubenhardt) visualisiert.
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2.4.11 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse (MS) der MIF-Mutanten und MIF-Alkylierungen
wurde durch matrixunterstutzte Laserdesorptions-MS (LD-MS) unter Verwendung
eines Kratos Kompact MALDI Il Gerates (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg)
durchgefuhrt. Als Matrixsubstanz wurde Sinapinsdure verwendet. Fur jede Analyse
wurden 20 individuelle Spektren akkumuliert.

2.4.12 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration von renaturiertem MIF und den Mutanten wurde auf
einem HPLC-System Gold (Beckman, Minchen) durchgefihrt. Ungefahr 10 ug
Protein wurden auf eine Saule vom Typ Bio-Sil SEC 125-5 mit den Abmessungen
300x7.8 mm (Biorad, Minchen) gegeben. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Zur
Molekulargewichtsbestimmung wurden folgende Markerproteine verwendet: bovines
Serumalbumin, Carbonic Anhydrase, Cytochrom C und Aprotinin.

2.4.13 Quervernetzung

FUr Crosslinking mit Glutaraldehyd wurde MIF in 20 mM Natriumphosphatpuffer
(pH 7.2) mit 1 % Glutaraldehyd fur 3 Stunden inkubiert. Durch Zugabe von NaBH, (2
M in 0.1 M NaOH) in einer Endkonzentration von 50 mM wurde die Reaktion
gestoppt und die quervernetzten Produkte stabilisiert. Nach 20 min Inkubation wurde
Natriumdeoxycholat (Endkonzentration 0.01 %) zugesetzt und der pH-Wert mit Tri-
chloressigsaure (78 %) auf 2.0 erniedrigt. Nach Zentrifugation (20 min, 13000 g, 4°C)
wurde das Protein mittels SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen analysiert.
Um den Einfluss der Konzentration auf die Oligomerbildung zu untersuchen, wurden
MIF-Konzentrationen von 0.1 pM bis 18 uM eingesetzt. Als Kontrolle der
Crosslinking-Effizienz diente Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a in einer Konzentration
von 1 uM.

Zum Crosslinking mit Bis-[B-(4-azidosalicylamindo)ethyl]disulfid (BASED) wurde
BASED in DMSO aufgelést und zur Proteinldsung hinzugefugt (Endkonzentration
0.6 mg/ml). Die anschlieRende Photoaktivierung wurde unter UV-Licht (366 nm) bei
Raumtemperatur fir 30 min durchgeflhrt. Die Proben wurden dann wie oben
beschrieben mit TCA gefallt und unter nicht-reduzierenden Bedingungen elektro-
phoretisch aufgetrennt.
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2.4.14 Two-Hybrid-Screening

Das Hefe-Two-Hybrid-Screening auf MIF-Bindungsproteine wurde mit dem
Matchmaker Two-Hybrid-System von Clontech (Heidelberg) durchgefuhrt. Das
Screening erfolgte mit einer humanen Lymphozyten-cDNA-Bibliothek von Clontech.
Die gesamte huMIF-Sequenz wurde als Bait verwendet.

2.4.15 Untersuchung der Sekundarstruktur von MIF

2.4.15.1 Circulardichroismus-Spektropolarimetrie

Circulardichroismus (CD)-Spektren wurden mit einem Jasco J-700 CD-Spektro-
polarimeter (JAPAN Spectroscopic LTD, Tokyo/Japan) aufgenommen. Die ver-
wendeten Kuvetten (10 mm) wurden in Hexafluoroisopropanol (HFIP) gelagert und
vor Verwendung mehrmals mit HFIP gereinigt. Vor jeder Messung wurden sie mit
Wasser, 100% Ethanol und 100% Methanol gespult und luftgetrocknet. Die
Aufnahme der Spektren erfolge bei einer Bandweite von 1 nm, einer Sensitivitat von
20 mdeg, einem Messintervall von 0.5 nm, einer Scangeschwindigkeit von 50 nm/min
und einer Zeitkonstante von 8 Sekunden. Alle Spektren wurden um die jeweilige
Pufferbasislinie korrigiert. Dreil3ig Minuten vor der CD-Messung wurden die Proteine
aus den Stammlésungen auf eine Endkonzentration von 1 yM mit 20 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7.2 aus dem letzten Dialyseschritt der Renaturierung
verdinnt. Um die gleichmafige Durchstromung des Messraums mit Stickstoff sicher-
zustellen, wurde nach Einlegen der Kuvette in den Messschlitten bis zum Start der
Messung 5 min gewartet.

2.4.15.2 Guanidiniumhydrochlorid-induzierte Denaturierung

Die MIF-StammIdsung wurde mit wachsenden Volumina einer 8 M GdnHCI-Stammlo-
sung gemischt, so dass stets eine MIF-Endkonzentration von 1 uM und die GdnHCI-
Endkonzentrationen von O M, 0.5 M, 1 M, 1.5M, 2 M, 25M,3M,4 M, 5M, 6 M und
7 M erzielt wurden. Die Proben wurden vor der CD-Messung 0.5 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Spektren wurden jeweils um das Referenzspektrum der
entsprechenden GdnHCI-Konzentration korrigiert. Der Messbereich wurde wegen der
zunehmenden Absorption des GdnHCI in hoheren Konzentrationen bei Wellenlangen
kleiner als 210 nm auf 210 nm bis 250 nm festgesetzt.

Zur Ermittlung der freien Entfaltungsenergie wurde von einem Zwei-Stufen-
Mechanismus bei der GdnHCIl-induzierten Entfaltung ausgegangen (Bernhagen,
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1994a). Im linearen Bereich der Entfaltungskurven kann dann fur die freie
Entfaltungsenergie die Gleichung

AG =AGo-mJGdnHCL] mit AG: freie Entfaltungsenergie
AGy:: freie Entfaltungsenergie in Puffer
m: Steigung
[GdnHCI]: GdnHCI-Konzentration
angenommen werden (Pace, 1986).

Die freie Entfaltungsenergie AG ergibt sich aus den ermittelten Werten fir die
Proteinentfaltung zu

AG =-RTIn fy
f f
mit  R: Gaskonstante 8.314 J mol"'K™
T: Temperatur in Kelvin
fu: Anteil des entfalteten Proteins
fr. Anteil des nicht entfalteten Proteins

2.4.16 Biochemische und biologische Charakterisierung von MIF

2.4.16.1 Oxidoreduktasetest

Die Messung der MIF-Aktivitat beruht auf der Reduktion von Disulfiden durch
Glutathion (GSH). MIF katalysiert diese Reduktion und besitzt damit eine GSH-
Disulfid-Transhydrogenase-Aktivitat. Bei diesem Test handelt es sich um den flr
Glutaredoxin etablierten HED-Transhydrogenasetest (Holmgren, 1979a). Die
zugesetzte Glutathion-Reduktase reduziert in einer gekoppelten Reaktion das
oxidierte Glutathion (GSSG) unter Verbrauch von NADPH. Die NADPH-Abnahme im
Ansatz wurde bei 340 nm spektrophotometrisch mit einem DU-50 Spektrophotometer
(Beckman, Munchen) verfolgt. Alle verwendeten Lésungen wurden vor der Messung
30 min auf Eis inkubiert. Die Messungen wurden gegen 100 mM Tris, pH 8.0 in der
Referenzkivette abgeglichen. Unmittelbar vor Durchfihrung der Messungen wurde
die Stammlésung angesetzt. In den beiden Messkuvetten wurden 500 ul der Stamm-
I6sung und 30 pl HED (14 mM) gut durchmischt und die Absorptionsanderung je
Minute (AAss/min) erfasst. Sobald die Absorptionsanderung je Minute auf Werte
kleiner als 0.02 OD-Einheiten/min sank und konstant blieb, wurde die Reaktion durch
Zugabe von 15 ug renaturietem MIF oder der MIF-Mutanten in 20 mM Natrium-
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phosphatpuffer, pH 7.2 in die Messklvette bzw. das gleiche Volumen 20 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7.2 in die Kontrollmesskivette gestartet. Die End-
konzentration von MIF oder der MIF-Mutanten in der Probe betrug 2 uM. Uber ein
Messprogramm wurden die Kulvetten alle 30 sec durchgemessen und die
Absorptionsabnahme der Messkuvetten graphisch dargestellt. Der Bereich linearer
Absorptionsabnahme (steady state) begann 1-5 min nach Zugabe des Enzyms und
wurde der Berechnung der Absorptionsanderungen von Kontrolle und MIF zugrunde
gelegt.

2.4.16.2 Insulinassay

Die enzymatische Redoxaktivitat von MIF und den Mutanten wurde auch anhand
ihrer Fahigkeit Insulin zu reduzieren bestimmt. Die Durchfuhrung erfolgte im Wesent-
lichen wie von Holmgren et al. beschrieben (Holmgren, 1979c; Holmgren, 1985). Der
Insulinassay beruht auf der Reduktion von Insulin und dem daraus resultierenden
Ausfallen der Insulin B-Kette. Die entstehende Trubung wird photometrisch verfolgt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 178 ul der Probe (Endkonzentration 1.8 yM
MIF) und 23 pl reduziertem Glutathion (GSH, 200 mM) zu 700 ul eisgekuhlter
Reaktionsmischung (100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.2) mit 1 mg/ml Insulin
und 2 mM EDTA) gestartet. Der Verlauf der Reaktion wurde photometrisch bei 650
nm Uber einen Zeitraum von 2 h verfolgt. Die Proben wurden dabei jeweils nach 10
min vorsichtig geschuttelt. Zur Bestimmung der Aktivitat wurde die Steigung der
Reaktion unter Abzug der Steigung der Kontrollreaktion ohne MIF verwendet.

2.4.16.3 Tautomerase-Assay

Die Tautomeraseaktivitdt von MIF wurde mit einem fur MIF etablierten Assay, der p-
Hydroxyphenylpyruvat als Substrat verwendet, bestimmt (Knox, 1955; Rosengren et
al., 1997).

2.4.16.4 Leishmanien-Totungs-Test

Im Leishmania-Killing-Test wird die Aktivierung von Makrophagen zur Abwehr einer
Infektion mit Leishmania major durch Zytokine untersucht.

Der Test erfolgte wie von Vieth et al. beschrieben (Vieth et al., 1994). Die

verwendeten Makrophagen wurden nach Thioglycolat-Stimulation aus dem
Zwerchfell von Mausen gewonnen. Die Zellen wurden zweimal gewaschen und in C-
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RPMI-Medium 1640 (Biochrom, Berlin, erganzt durch 2 mM L-Glutamin, 10 mM
HEPES-Puffer, 7.5 % NaHCOs3;, 0.05 mM 2-Mercaptoethanol, 100 pg/ml Penicillin,
160 pg/ml Gentamycin und 10 % FCS mit einem LPG-Gehalt kleiner 60 pg/ml)
resuspendiert. Je 2:10° Zellen wurden dann in Zellkulturkammern fir 3-4 h bei 37°C,
5 % CO,-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden die nicht
adharenten Zellen durch drei Waschschritte mit Medium entfernt und die Zellen
nochmals fur 4 h inkubiert. Dann wurden die Makrophagen durch Zugaben von
Promastigoten von L. major flr 4 h infiziert. Das Verhaltnis von Parasiten zu
Makrophagenzellen betrug 8:1. Anschliefend wurden die nicht phagozytierten
Leishmania abgewaschen und die Kulturen fur 48 h weiter inkubiert. Zur Auswertung
im Fluoreszenz-Mikroskop wurden die Kulturen mit 50 ug/ml Ethidiumbromid und
5 pg/ml Acridin-Orange in PBS flr 8 min inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden
die Zellen in 1 % Paraformaldehyd in PBS fur 15 min fixiert. Die Auszahlung erfolgte
mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops von Zeiss (Oberkochen). Es wurde jeweils
der Anteil an infizierten Makrophagen und die Anzahl von Parasiten pro infizierter
Zelle bestimmt.

2.4.16.5 Glucocorticoid-Overriding-Assay

Frisches Spenderblut wurde zur Isolierung vom PBMCs 1:1 mit PBS gemischt. Je
10 ml dieser Blut/PBS-Mischung wurden dann vorsichtig auf 5 ml Ficoll in einem
15 ml-Zentrifugenrohrchen Uberschichtet. Nach Zentrifugation (30 min, 1500 Upm)
wurde der gebildete Buffy coat zwischen Serum und Ficoll vorsichtig herauspipettiert
und nach zweimaligem Waschen mit PBS die Zellen in Medium aufgenommen
(RPMI 1640 mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 mM Penicillin/Streptomycin)

Je 5M0° dieser Zellen wurden in 0.5 ml Medium in 48-Well-Gewebekulturplatten fiir
12 Stunden inkubiert (37°C, 5 % CO;). Zum Entfernen der nicht anhaftenden Zellen
wurde dann und nach weiteren 12 Stunden das Medium ausgetauscht. Danach
wurde Dexamethason (Endkonzentration 10 M fiir ruhige, ausgeglichene Spender,
sonst 10® M) zugegeben. Nach 1 h Inkubation wurde MIF zugegeben. Nach einer
weiteren Stunde Inkubation wurde 1 pug/ml LPS zugegeben und fur 12 h inkubiert.
Nach Zentrifugation des Uberstandes zur Entfernung von Zellen wurde in diesem die
TNF-a-Konzentration mittels Elisa (R&D Systems, Wiesbaden) bestimmit.
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2.4.17 Untersuchung des potenziellen Kanals im MIF-Trimer

2.4.17.1 Herstellung der Liposomen

Je 20 mg der Lipide Phosphatidylserin, Phosphatidylcholin und Dimyristoyl (Sigma-
Aldrich Chemicals, Deisenhofen) wurden in 200 pl Chloroform gelost. Durch
Abdampfen wurde das Chloroform aus der Lipidmischung entfernt. Zur Liposomen-
bildung wurde die Lipidmischung mit Puffer, der 6-Carboxyfluorescein in hoher
Konzentration enthielt (20 mM Natriumphospatpuffer mit 50 mM Carboxyfluorescein,
pH 7.2), rehydriert, fur 10 min durch vortexen gemischt und fur 30 min bei 30°C
ultrabeschallt (Bandelin Sonorex RK100H; Bandelin GmbH, Frankfurt).

Nach Dialyse fur 16 h in 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7.2 in einer SpectraPor7
Dialysemembran (MWCO 8000 Da; Roth, Karlsruhe) bei 4°C wurden die Liposomen
durch Gelfiltration (Pharmacia Sephadex G-25M; Pharmacia-Amersham Biotech,
Freiburg) von nicht eingeschlossenem Carboxyfluorescein und von nicht eingebauten
Lipiden getrennt. 500 pyl Fraktionen wurden aufgefangen und die Vesikel
enthaltenden Fraktionen 3-5 wurden im Weiteren verwendet.

2.4.17.2 Messung der Carboxyfluorescein-Freisetzung aus Liposomen

200 pl der Liposomenfraktion wurden in 2 ml 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7.2
in der Messkuvette verdinnt. Nach einer Vorlaufzeit von 1 min wurden MIF
(rekombinantes huMIF) bzw. Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, San Francisco, CA)
zugegeben (Endkonzentration 40 ug/ml). Die Freisetzung des Carboxyfluoresceins
aus den Liposomen wurde durch Messung der Fluoreszenz bei einer Anregung von
480 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm verfolgt. Nach der Messung
wurde Triton X-100 (0.5% v/v Endkonzentration) zugesetzt, um die vollstandige
Freisetzung des Carboxyfluoresceins zu verursachen.

2.4.18 Strukturvergleiche und Modelling

Die far die Strukturvergleiche verwendeten Computerprogramme sind in den Legen-
den der jeweiligen Abbildungen angegeben. Folgende Programme wurden einge-
setzt:

- Whatlf nach Vriend (1990)

- MolMol nach Koradi et al. (1996)
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- MOLSCRIPT nach Kraulis (1991)
- Raster3D nach Merritt et al. (1997)

2.4.19 Kultivierung und Ernte eukaryontischer Zellen

293T-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 5% hitzeinaktiviertem FCS bei 37°C
und 5% CO2-Begasung kultiviert. Zum Ernten der Zellen wurden diese fir 5 min mit
Ca?*/Mg?*-freiem Medium behandelt.

2.4.20 Transienter AP-1-Reportergenassay

Jeweils 210* 293T-Zellen wurden in 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatten ausgesat
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Je 50 ng des Reportengenkonstrukts pTRE,
50 ng des [-Galaktosidase-Konstrukts pRSV-LacZ und 150 ng Expressionsvektor
(z. B. pJab) wurden mit 1 pl Superfect (Quiagen, Hilden) in 150 uyl serumfreiem RPMI
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 75 ul serumhaltigem
RPMI wurden die Zellen darin fir 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen des
Transfektionsmediums wurden die Zellen in serumhaltigem Zellkulturmedium mit MIF
(Konzentrationen 1 pM bis 1 uM) Uber Nacht inkubiert. Eine Stimulation mit TNF
(10 ng/ml) oder PMA (100 nM) erfolgte dann fir 20 min. Bei der Stimulation durch
UV-Bestrahlung wurden die Zellen fir 20 min mit UV bestrahlt und danach fir 1.5 h
bei 37°C weiter inkubiert.

Nach vorsichtigem Absaugen wurden die Zellen durch Zugabe von jeweils 100 pl
Lysispuffer (Luziferase Assay System, Promega, Mannheim) lysiert. Die Expression
der AP-1-abhangigen Luziferase wurde in 30 ul des Zelllysats unter Zugabe von
50 ul Luziferase-Assay-Substrat luminometrisch (Lucy2, Anthos, Salzburg/Oster-
reich) bestimmt. Zur Bestimmung der (-Galaktosidase-Expression wurden zu 70 ul
Zelllysat 50 yl B-Galaktosidase-Substrat gegeben und fur 1 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Davon wurden 70 pl in einer neuen Messplatte nach
Zugabe von 100 pl Accelerator Il luminometrisch bestimmt. Zur Normierung wurden
die Luziferase-Messwerte durch die 3-Galaktosidase-Messwerte geteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des C-Terminus von MIF

3.1.1 Design der C-terminalen Mutanten

Die genaue Struktur des C-terminalen Endes von MIF war auch nach den erfolgten
Rontgenstruktur- und NMR-Analysen nicht eindeutig bzw. widersprichlich definiert.
Bei Ratten-MIF konnte der C-Terminus strukturell nicht eingeordnet werden (Suzuki
et al., 1996b), wahrend bei humanem MIF die Existenz von keinem, einem oder zwei
kurzen C-terminalen B-Strangen aus den Strukturuntersuchungen abgeleitet wurde
(Kato et al., 1996; Muhlhahn et al., 1996; Sugimoto et al., 1996; Sun et al., 1996a).
Die Strukturanalysen, welche einen C-terminalen B-Strang fanden, schlugen eine
Trimer-stabilisierende  Funktion der carboxyterminalen Aminosauren durch
Interaktion mit den Aminosauren des benachbarten Monomers vor (Kato et al., 1996;
Sugimoto et al., 1996; Sun et al., 1996a).

Zur Aufklarung der genauen Struktur des C-Terminus wurden vier C-terminale
Deletionsmutanten erzeugt (Abb. 3). In MIF(1-109) mit 5 deletierten Aminosauren
sollte der potenzielle B7-Strang deletiert sein. In MIF(1-104) sind zehn C-terminale
Aminosauren deletiert, was zur Deletion der putativen (-Strange 6 und 7 fuhren
sollte. In MIF(1-99) sind zusatzlich noch weitere Aminosauren des folgenden [3-
Strangs deletiert. In MIF(1-92) ist dieser vollstandig deletiert.

3.1.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung der C-terminalen Mutanten

Die Klonierung der Deletionsmutanten erfolgte mittels PCR. Als Template wurde das
Plasmid pMIF, ein pET11b-Konstrukt verwendet, das die MIF-Sequenz aus humanen
Jurkat-H33HJ-JA1-Zellen enthalt (Bernhagen et al., 1993). Zur Amplifizierung einer
C-terminal um 5 Aminosauren verkurzten MIF-Mutante bei gleichzeitiger Einflihrung
von Schnittstellen flr Restriktionsenzyme wurden die Primer huMIFN-1 5’-GCT AGC
GCA TAT GCC GAT GTT CAT CGT AAA CAC-3’ und huMIFC-1 5-CGG GAT CTT
TAG TTC CAG CCC ACA TTG GCC G-3’ verwendet. Zur Amplifizierung einer C-
terminal um 10 Aminosauren verkirzten MIF-Mutante wurden die Primer huMIFN-1
und huMIFC-2 5’-CGG GAT CCT TAG GCC GCG TTC ATG TCG TAA TAG-3
verwendet, fur MIF(1-99) huMIFN-1 und 5’-CGG GAT CCT TAG TAATAG TTG ATG
TAG ACC CTG-3’ und fur MIF(1-92) huMIFN-1 und 5-CGG GAT CCT TAG TCC
GGG CTG ATG CGC AGG CGC-3..
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Abb. 3. Aminosauresequenz von huMIF und die Zuordnung von Sekundarstruktur-

elementen. A Primar- und Sekundarstruktur von MIF. Die C-terminalen Enden der
Deletionsmutanten sind jeweils durch senkrechte Striche markiert. Zylinder stehen fur a-
Helices, Pfeile fur B-Strange. B Sekundarstruktur von MIF. Das N- und das C-terminale Ende
sind markiert. Das N-terminale Methionin von MIF wird sowohl in Eukaryonten wie auch nach
Expression in E. coli posttranslational prozessiert, so dass ein 114-Aminosauren langes
Polypeptid resultiert (Bernhagen et al., 1994c). In der vorliegenden Arbeit wird deshalb die
Nummerierung der Aminosauren in MIF mit dem auf dieses Methionin folgenden Prolin
begonnen.
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Das jeweilige PCR-Produkt wurde nach elektrophoretischer Aufreinigung mit Ndel
und BamHI behandelt und in ebenfalls mit Ndel und BamHI behandelte pET11b-DNA
ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in E.coli DH5a transformiert. Die Richtigkeit der
klonierten Sequenzen wurde anschlieend durch bidirektionale Sequenzierung be-
statigt.

Die Expression erfolgte in dem fur wtMIF etablierten pET11b/BL21(DE3)-
Expressionssystem. Die Aufreinigung der mutierten MIF-Proteine (1-104) und (1-109)
wurde ebenfalls nach einem Protokoll durchgefiuhrt, welches dem entsprechenden
wtMIF-Protokoll weitgehend entspricht. Abweichend hiervon erfolgte der Aufschluss
der Zellen in einer French-Press (SLM Instruments, Urbana/USA) und es wurde eine
Poros-HQ-Anionenaustauschersaule (Roche, Mannheim) zur Auftrennung in der
FPLC verwendet. Die weitere Aufreinigung unterschied sich von der des Wildtyps in
zwei Punkten. Die Bakterienpellets wurden in einer niedrigeren Salzkonzentration
aufgenommen (30 mM Tris, 100 mM NaCl anstatt 50 mM Tris, 150 mM NaCl) und
dieser Puffer wurde auch zur Elution auf der Anionenaustauschersaule verwendet.
Hierdurch ging weniger Protein durch unspezifische Aggregation verloren.

Die Mutanten MIF(1-92) und MIF(1-99) bildeten Inclusion bodies und lieen sich
weder nach dem Standard-Protokoll noch nach der fur die anderen C-terminalen
Deletionsmutanten etablierten Variante aufreinigen.

3.1.3 LPS-Gehalt der Wildtyp- und Mutanten-MIF-Préaparationen

Da es durch die Expression von MIF in E.coli zu einer Lipopolysaccharidverun-
reinigung kommen kann, wurden die MIF-Praparationen nach dem Renaturieren auf
ihren LPS-Gehalt gepruft. Der LPS-Gehalt lag dabei immer unter 0.9 pg LPS/ug
Protein.

3.1.4 Massenspektrometrische Analyse der Mutanten

Nach der Aufreinigung und Renaturierung wurden die Massen der MIF-Mutanten
durch Maldi-TOF bestimmt (Tab. 3). Die ermittelten Massen lagen im erwarteten
Bereich. Eine Masse der Mutanten MIF(1-99) und MIF(1-92) aus den Inclusion
Bodies war nicht bestimmbar.
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Tabelle 3: Gegenuberstellung der theoretisch zu erwartenden Massen der MIF-Mutanten
und die massenspektrometrisch bestimmten Massen.

Theoretische Masse aufgrund der | Masse aus massenspektroskopischer
AS-Sequenz [Da] Analyse [Da]
MIF(1-109) 11824 12823
MIF(1-104) 11253 11241

3.1.5 Strukturelle Charakterisierung der C-terminalen Mutanten

Zur vergleichenden strukturellen Charakterisierung der Deletionsmutanten wurden
Circulardichroismus-Messungen eingesetzt. Far-UV-CD zeigte, dass die C-
terminalen Mutanten MIF(1-104) und MIF(1-109) Uber eine generelle strukturelle
Ahnlichkeit mit der Wildtypstruktur verfligen (Abb. 4). Daraus kann geschlossen
werden, dass durch die Deletionen die allgemeine Strukturintegritat von MIF nicht
zerstort wurde. Deshalb wurden die Auswirkungen der Deletionen in detaillierten
Untersuchungen von Struktur und Aktivitat ermittelt.

Obwonhl die Spektren der Mutanten mit dem Spektrum des Wildtyps nahezu identisch
waren, zeigte eine genauere Analyse Unterschiede. Die Spektren der Mutanten
wiesen einen kleinen Shift der Minima zu niedrigeren Wellenlangen auf, was einem
leicht erhdhten Random coil-Strukturanteil entspricht.
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Abb. 4. CD-Spektropolarimetrie von wtMIF und den carboxyterminal deletierten Mu-
tanten MIF(1-109) und MIF(1-104). Die CD-Spektren wurden bei einer Proteinkonzentration
von 1 yM in 20 mM Natriumphosphat, pH 7.2 aufgenommen.

Eine Quantifizierung der Strukturelemente durch Anwendung von rechnerbasierter
Dekonvolution der Spektren nach verschiedensten Methoden (LINCOMB in Ver-
bindung mit den Referenzdatensatzen von Perczel et al. (1992b), Yang et al. (1974)
und Brahms und Brahms (1980), CONTIN (Provencher und Gléckner, 1981;
Venyaminov et al., 1993) sowie SELCON (Sreerama und Woody, 1993; Sreerama
und Woody, 1994)) bestatigte zum einen die Ahnlichkeit der Mutanten zu wtMIF.
Andererseits wurde eine Vielzahl kleiner, aber signifikanter Unterschiede beobachtet
(Tab. 4).
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Tabelle 4: Quantitative Analyse der Sekundarstrukturelemente der C-terminalen Mutanten
im Vergleich zu wtMIF.

Methode Sekundarstruktur-Anteile (%)
a-Helix | B-Faltblatt | Paralleles | Antiparall. | Parall. B- B-Turn Random
B-Faltblatt | B-Faltblatt | Falt./p- coil
Turn
1
wtMIF 13 NA NA 45 22 NA 21
MIF(1-109) 7 NA NA 27 27 NA 36
MIF(1-104) 11 NA NA 26 30 NA 34
2
wtMIF 25 30 NA NA NA 33 12
MIF(1-109) 19 28 NA NA NA 23 30
MIF(1-104) 22 26 NA NA NA 24 28
3
wtMIF 11 50 NA NA NA 15 24
MIF(1-109) 18 34 NA NA NA 11 38
MIF(1-104) 10 43 NA NA NA 9 38
4
wtMIF 24 NA 10 20 NA 22 25
MIF(1-109) 27 NA 6 20 NA 28 24
MIF(1-104) 30 NA 6 16 NA 26 22
5
wtMIF 21 34 NA NA NA 21 24
MIF(1-109) 25 26 NA NA NA 12 38
MIF(1-104) 28 28 NA NA NA 14 31

1, 2, 3: Rechnung durch das LINCOMB-Programm in Verbindung mit den Referenzdaten-
satzen nach Perczel et al. (1992b), Yang et al. (1974) und Brahms & Brahms (1980); 4, 5:
Analyse durch die CONTIN (Provencher und Gléckner, 1981; Venyaminov et al., 1993) und
SELCON (Sreerama und Woody, 1993; Sreerama und Woody, 1994) Computerprogramme.
NA, nicht anwendbar.

Die Deletion der Aminosauren 110-114 in MIF(1-109) fUhrte zu einem signifikanten
Anstieg an Random coil-Struktur bei einem gleichzeitigen Absinken des B-Faltblatt-
anteils. Die weitere Deletion der Reste 105-109 fuhrte dagegen zu keinem weiteren
Anstieg an Random coil. Auch war die Deletion dieser Aminosauren nicht mit einem
weiteren Sinken an B-Faltblattstruktur verbunden.

Aus der Analyse nach LINCOMB/Perczel et al. konnte geschlossen werden, dass
sich die Reste 111-115 in einer antiparallelen B-Faltblatt-Struktur befinden. Die [3-
Turn-Strukturanteile verhielten sich weitgehend analog zu den gemessenen (-Falt-
blattwerten. Signifikante Veranderungen der a-Helixanteile wurden nicht beobachtet.
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Der vermutete stabilisierende Effekt des C-Terminus wurde durch GdnHCI-induzierte
Entfaltungsmessungen untersucht (Abb. 5). Es bestatigte sich, dass die Mutanten
eine leicht, aber signifikant erniedrigte thermodynamische Stabilitat aufwiesen. Wah-
rend der Mittelpunkt der Entfaltung fur wtMIF bei 1.8 M Gdn lag, wurden flr
MIF(1-109) 1.6 M und far MIF(1-104) 1.5 M gemessen (Abb. 6 A).
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Abb.5. Guanidinium-induzierte Denaturierung von wtMIF, MIF(1-109), MIF(1-104)
verfolgt mittels CD-Spektroskopie. Die CD-Spektren wurden mit GdnHCI-Konzentrationen
im Bereich von 0—7 M aufgenommen.

Zur Ermittlung der freien Entfaltungsenergie wurde von einem Zwei-Stufen-
Mechanismus bei der Entfaltung ausgegangen. In Abb. 6 B sind die freien
Entfaltungsenergien von MIF, MIF(1-109) und MIF(1-104) Uber die GdnHCI-
Konzentration aufgetragen. Die AG4™-°-Werte fir die freie Entfaltungsenergie in
Abwesenheit von Denaturand fur die C-terminalen Mutanten waren geringer als die
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Abb. 6. GdnHCIl-induzierte Entfaltung von wtMIF und der Mutanten MIF(1-104) und
MIF(1-109). A Die Entfaltungskurven sind als Prozent entfaltetes Protein gegen die GdnHCI-
Konzentration aufgetragen. B Freie Entfaltungsenergie Uber die GdnHCI-Konzentration
ermittelt nach Pace (1986).

3.1.6 Enzymatische Aktivitat

Zur Untersuchung der molekularen Grundlagen der enzymatischen Aktivitaten von
MIF wurden nicht nur die C-terminalen Deletionsmutanten, sondern auch noch einige
andere verflgbare Mutanten hinsichtlich ihrer Aktivitat charakterisiert. Zum einen
wurden zwei N-terminale Deletionsmutanten MIF(2-114) und MIF(4-114), bei denen
eine bzw. drei Aminosauren deletiert wurden, untersucht. Zum anderen wurde die
Austauschmutante P1AMIF, bei der das N-terminale Prolin gegen Alanin ausge-
tauscht ist, untersucht.

Es wurden zwei Assays, die auf der Redoxaktivitat von MIF beruhen, und ein Assay,
der die Phenylpyruvattautomerase-Aktivitat von MIF benutzt, verwendet (Abb. 7).

Im Insulinassay betrug die Aktivitat von MIF(1-109) 88 %+13 und von MIF(1-104)
93 %=17 der Aktivitat von Wildtyp-MIF. Die Mutante P1AMIF zeigte eine Aktivitat von
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90 %+19, MIF(2-114) 84 %z=20 und MIF(4-114) 95 %6. Alle Mutanten waren in
diesem Assay in ihrer Aktivitat also nur minimal reduziert.

Im HED-Redoxtest betrug die Aktivitdt von MIF(1-109) 50 %6, von MIF(1-104)
38 %4, von P1AMIF 33 %=7 und von MIF(2-114) 40 %+11 der Aktivitat von Wildtyp-
MIF. Diese Mutanten weisen damit eine reduzierte, aber immer noch signifikant vor-
handene Aktivitat auf. Die Mutante MIF(4-114) ist jedoch mit einer Aktivitat von
1 %=4 vollstandig inaktiv.

Im Tautomerasetest zeigte MIF(1-109) eine Aktivitat, die 0.3 % der Wildtypaktivitat

entsprach, MIF(1-104) eine Aktivitat von 0.1 %, P1AMIF 2 % und MIF(2-114) 0.1 %
der Wildtyp-Aktivitat.
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Abb.7. Enzymatische Aktivitaten der C- und N-terminalen Mutanten. A Insulintest
nach Holmgren (1979c) B HED-Oxidoreduktasetest nach Kleemann et al. (1998b) C
Tautomerasetest nach Rosengren et al. (1997).
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3.1.7 Biologische Aktivitat der C-terminalen Mutanten

Die biologische Aktivitat der C-terminalen Deletionsmutanten wurde in zwei Assays
ermittelt. Im Leishmania-killing-Assay waren die Deletionsmutanten nicht in der Lage,
die Makrophagen zur Leishmania-Bekampfung zu aktivieren. Der Anteil an infizierten
Makrophagen betrug bei wtMIF 55 % %6, bei MIF(1-109) 82 % %6 und bei MIF(1-104)
80 % = 6 (Abb. 8). Bei dem als Positivkontrolle eingesetzten IFN-y waren 45 % +2
der Makrophagen infiziert. Die Aktivitat im Glucocorticoid-Overriding-Assay betrug
bei MIF(1-109) 28 % £3 und bei MIF(1-104) 33 % +6 der Wildtypaktivitat. Die beiden
Mutanten wiesen also in beiden Assay eine fehlende bzw. stark verringerte Aktivitat
auf.
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Abb. 8.

Biologische Aktivitat der C-terminalen Deletionsmutanten. A Leishmanientest
nach Juttner et al. (Juttner et al., 1998). B Der Glucocorticoid-Overriding-Assay wurde wie in

dieser Arbeit etabliert durchgefihrt (Abschnitt 3.4.1).
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3.2 Die kanalbildende Aktivitat von MIF

Eine sofort ins Auge fallende Eigenschaft des MIF-Trimers ist ein Kanal, welcher
durch die Mitte des Proteins entlang der 3-fach-Symmetrieachse verlauft (Abb. 9).
Dieser Kanal besitzt einen Durchmesser von 5 - 15 A. Entlang der Innenseite des
Kanals finden sich vor allem hydrophobe Aminosauren. Eine Kartierung der
elektrostatischen Potenziale entlang des Kanals zeigte, dass der Kanal ein
Uberwiegend positives Potenzial aufweist. Deshalb wurde spekuliert, dass der Kanal
fur negativ geladene Moleklle passierbar sein musste und eine funktionelle Rolle im
unbekannten Wirkmechanismus von MIF haben konnte.

Abb. 9. Solvenzzugénglicher Kanal im MIF-Trimer. Aufsicht auf das CPK-Modell des
Trimers entlang der 3-fach-Symmetrieachse. Die Atome sind nach Atomtyp gefarbt: C - grau,
O -rot, N - blau, S - gelb

Um die Durchgangigkeit des Kanals zu untersuchen, wurde MIF in Liposomen,
welche einen fluoreszierenden Farbstoff enthielten, eingebaut und der Transport des
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Farbstoffs aus den Liposomen heraus bestimmt (Abb. 10). Als Positivkontrolle diente
der Apoptoseinhibitor Bcl-2, von dem bekannt ist, dass er farbstoffgdngige Kanale
bildet (Schendel et al., 1997). Fur den verwendeten Farbstoff, 6-Carboxyfluorescein,
liegen Berichte Uber eine Durchgangigkeit durch Poren bis zu einem minimalen
Durchmesser von 10 A vor (Veenstra et al., 1994; Ikigai et al., 1996).

Wahrend fur Bcl-2 die erwartete Freisetzung von 6-Carboxyfluorescein aus
Liposomen nachgewiesen werden konnte, zeigte sich fir MIF keine kanalbildende
Aktivitat. Um den Einfluss des verwendeten Puffers auf die Stabilitat der Liposomen
und die Aktivitat von MIF zu untersuchen, wurden alle Versuche auf3er in Natrium-
phosphatpuffer auch noch in 100 mM NaCl/20 mM Hepes-Tris, pH 7.4, 20 mM
Natriumcitrat, pH 5.0 und PBS, pH 7.5 durchgeflhrt. AuRer einer destabilisierenden
Wirkung des Natriumcitratpuffers auf die Liposomen hatte die Verwendung dieser
Puffer jedoch keine Auswirkungen auf die kanalbildende Aktivitat von MIF.
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Abb. 10. Liposomen-Farbstofftransport-Assay zur Untersuchung der potenziellen
Funktionalitdat des MIF-Kanals. Die Fluoreszenzintensitat (relative Einheiten) des
transportierten Carboxyfluoresceins ist gegen die Zeit aufgetragen. Nach einer Vorlaufzeit
von ungefahr 1 min wurde die Probe zur Liposomenlésung zugegeben und die Fluoreszenz
verfolgt. Dann wurde Triton X-100 zur Zerstérung der Liposomen zugegeben. A Effekt des
Kanalbildners Bcl-2. B Effekt von huMIF. Beide Proteine wurden bei einer Endkonzentration
von 40 ug/ml gemessen.
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3.3 Der Oligomerisierungstatus von MIF

3.3.1 Crosslinking-Analysen von MIF und der Mutanten

Uber die Oligomerisierung von MIF liegen sich widersprechende Untersuchungen
vor, die je nach verwendeter Technik unterschiedliche Resultate erbrachten. Um die
Frage der Oligomerisierung der MIF-Untereinheiten zu untersuchen, wurden Cross-
linking-Studien von wtMIF und den Mutanten aus physiologischen Ldsungen
durchgefuhrt. Insbesondere die C-terminalen Deletionsmutanten waren hierbei von
Interesse, da nach einigen Strukturanalysen der C-Termnius durch Interaktion mit
dem benachbarten MIF-Molekul im Trimer zur Stabilisierung desselben beitragt.

Zunachst wurde der Oligomerisierungsgrad durch native Gelfiltration untersucht.
Unter diesen nicht-denaturierenden Bedingungen wurde MIF als Dimer eluiert
(apparentes Molekulargewicht: ~27000 Da; nicht gezeigt). Acetonitril-denaturiertes
MIF chromatographierte unter den nicht-denaturierenden Elutionsbedingungen als
Monomer (M, = ~13000 Da). Dieses Ergebnis bestatigt einerseits Berichte anderer
(Zeng et al., 1993; Nishihira et al., 1995), andererseits konnen bei Gelfiltration unter
nativen Bedingungen Wechselwirkungen des Proteins mit der Gelmatrix auftreten,
die die Molekulassoziation im potenziellen Oligomer beeinflussen.

Deshalb wurden MIF-Praparationen durch Crosslinking kovalent stabilisiert und im
Anschluss unter denaturierenden Bedingungen analysiert. Humanes und murines
Wildtyp-MIF wurden bei einer Konzentration von 1 yM mit Glutardialdehyd behandelt
und die quervernetzten Produkte durch SDS-PAGE/Silberfarbungsanalyse unter-
sucht (Abb. 11). TNF-a, welches bekanntermalien als Trimer vorliegt (Smith und
Baglioni, 1987), wurde als Vergleich und zur Methodenvalidierung der Crosslinking-
Analyse unterworfen.

Nicht-quervernetztes Protein migrierte sowohl im Falle von MIF als auch bei TNF-a
ausschlieBlich als Monomer. Quervernetztes TNF migrierte wie erwartet ausschliel3-
lich als Trimer, wahrend MIF nach der Quervernetzung ein heterogenes Migrations-
muster aufwies (Abb. 11). Sowohl monomeres als auch dimeres und trimeres
Produkt wurden beobachtet. Eine densitometrische Auswertung der Mengenverhalt-
nisse zeigte, dass bei der Quervernetzung von humanem MIF mit Glutardialdehyd
44 % Monomer, 33 % Dimer und 23 % Trimer vorliegen.
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Abb. 11. SDS-PAGE und Silberfarbung von wtMIF nach Quervernetzung. A Vergleich
von humanem wtMIF (huMIF) und murinem wtMIF (muMIF) mit TNF-a. Die Quervernetzung
durch Glutardialdehyd wurde bei einer Proteinkonzentration von 1 pM durchgeflhrt.
Kontrollreaktionen ohne Crosslinking wurden zum Vergleich durchgeflihrt. B Abhangigkeit
der Oligomerisierung von der eingesetzten Proteinkonzentration. HUMIF wurde bei den
angezeigten Konzentrationen untersucht. C Crosslinking mit dem Photo-Crosslinker BASED.
HuMIF wurde bei einer Konzentration von 1 uyM eingesetzt. + bedeutet Probe mit Crosslinker
behandelt; - bedeutet Kontrollinkubation ohne Crosslinker.

Um den Einfluss der eingesetzten Proteinkonzentration auf die Oligomerisierung zu
untersuchen, wurde die Oligomerisierung von MIF in Abhangigkeit von der
Proteinkonzentration bestimmt. Hierzu wurde die Quervernetzung Uber einen
moglichst weiten Bereich an MIF-Konzentrationen durchgefuhrt (Abb. 11 B). Die
obere Konzentrationsgrenze ergab sich aus der maximalen Loslichkeit von MIF,
wahrend die untere Grenze durch die, bei sehr kleinen Konzentrationen erforder-
lichen, sehr grof3en Reaktionsvolumen gesetzt wurde. In einem Bereich von 0.1 yM
bis 18 uM wurden keine Konzentrationsabhangigkeiten festgestellt.

Da Glutaraldehyd zur Autopolymerisation neigt, kann es gelegentlich zu einer
artifiziellen Untereinheitenvernetzung kommen. Deshalb wurde ein weiterer Cross-
linker, Bis-(-(4-azidosalicylamido)ethyl)disulfid (BASED), der Proteine durch unspe-
zifische Photoaktivierung vernetzt, eingesetzt. Mit diesem Crosslinker wird eine ahn-
liche Oligomerenverteilung wie nach Glutaraldehydvernetzung gefunden (Abb. 11 C).
Es lagen 59 % des Proteins als Monomer, 29 % als Dimer und 12 % als Trimer vor.

Versuche, MIF mit einem weiterem Crosslinker, der Disuccinimidylsuberinsaure
(DSS), welche wie Glutardialdehyd auch mit den Aminoseitengruppen der Lysin- und
Arginin-Reste reagiert, zu vernetzen, waren nicht erfolgreich (nicht gezeigt). Eine
Vermessung der Abstande der Aminoseitenketten zwischen allen Oligomerformen
zeigte, dass die Spacer-Lange dieses Crosslinkers deutlich kirzer als die
entsprechenden Abstande der Aminogruppen ist.
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Die Ergebnisse des SDS-PAGE von quervernetztem MIF wurden dann durch
denaturierende Gelfiltration bestatigt. Mit dieser Methode wurden 2 Fraktionen
entsprechend dem monomeren und dimeren MIF identifiziert (Massen = ~12400 und
27000 Da). Trimeres MIF wurde nicht detektiert.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Elutionsvolumen [ml]

Abb. 12. Gelfiltration von crossgelinktem humanem MIF. Nach Crosslinken mit Glutar-
aldehyd wurde MIF unter denaturierenden Bedingungen chromatografiert. Die Elutions-
volumen der Markerproteine sind markiert (1, bovines Serum Albumin; 2, Carbonic
Anhydrase; 3, Cytochrom C; 4, Aprotinin). a, Peak eluiert bei ca. 12400 Da; b, Peak bei ca.
27000 Da.

Im folgenden wurde eine Crosslinking-Analyse der verfugbaren MIF-Mutanten
durchgefuhrt (Abb. 13). Bei den C-terminalen Deletionsmutanten sollte die Rolle des
C-Terminus fur die Stabilisierung des Trimers untersucht werden. DarUber hinaus
wurden auch drei Austauschmutanten untersucht, bei denen die drei in MIF vor-
kommenden Cysteine durch Serine ersetzt sind. In den Mutanten C56SMIF,
C59SMIF und C80SMIF sind die Cysteine 56, 59 und 80 jeweils durch Serin ersetzt.
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Abb. 13. Quervernetzung von wtMIF und den Mutanten. SDS-PAGE und Silberfarbung
der C-terminal deletierten Mutanten und der Cysteinmutanten jeweils nach Crosslinking mit
Glutaraldehyd. A Analyse der C-terminalen Mutanten. B Analyse der Cysteinmutanten. +
bedeutet Probe mit Crosslinker behandelt; - bedeutet Kontrollinkubation ohne Crosslinker.

Die Analyse der Mutanten bestatigt die vorher erhaltenen Ergebnisse mit wtMIF. Bei
den C-terminalen Mutanten MIF(1-109) und MIF(1-104) liegen keine signifikanten
Veranderungen der Oligomerenverteilung vor. Der Trimeranteil ist bei diesen
Mutanten sogar leicht erhdht (29 bzw. 27 %).

Bei den Cystein-Mutanten C80S und C56S liegt eine ahnliche Oligomerenverteilung
wie beim Wildtyp vor. Die Mutante C59 weist dagegen nur 10 % Trimer sowie einen
erniedrigten Dimeranteil von 27 % auf.

3.3.2 Molecular Modelling eines dimeren MIF

Aufgrund der Daten der Quervernetzungsversuche, die nicht das Trimer als
dominierende Spezies in Lésung zeigen, sondern das Uberwiegende Vorliegen von
Monomer- und Dimerformen nachweisen, wurde die Bildung eines MIF-Dimers
mittels Molecular Modelling untersucht. Die Suche nach mdglichen Kontaktstellen flr
die Dimerisierung ergab, dass innerhalb des zentralen B-Faltblatts zahlreiche hydro-
phobe Aminosauren vorliegen (Abb. 14 A). Durch die Wechselwirkung der Amino-
sauren in den zentralen B-Faltblattern konnte eine Dimerisierung erfolgen, die durch
die hydrophoben Aminosaurencluster in diesem Bereich stabilisiert werden konnte
(Abb. 14 B). Andere umfassende Wechselwirkungsregionen, an denen eine Di-
merisierung erfolgen kdénnte, wurden nicht identifiziert.
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Mit Hilfe des VAST-Algorithmus (Madej et al., 1995; Gibrat et al., 1996) wurde eine
strukturelle Ahnlichkeit des Enzyms S-Adenosylmethioninsynthetase mit MIF
gefunden. S-Adenosylmethioninsynthetase setzt sich aus vier identischen
Untereinheiten zusammen, wobei jeweils zwei dieser Untereinheiten durch hydro-
phobe Wechselwirkungen der B-Faltblatter miteinander interagieren (Fu et al., 1996;
Takusagawa et al., 1996). Obwohl die Untereinheiten der S-Adenosylmethionin-
synthetase mit 383 Aminosauren wesentlich grofler als ein MIF-Monomer sind,
weisen sie einen ahnlichen Aufbau aus B-Faltblattern und a-Helices auf und konnten
deshalb als Modell fir ein dimeres MIF verwendet werden (Abb. 14 B).

Abb. 14. Molecular Modelling von dimerem MIF. A MIF-Monomer MIF. Die hydrophoben
Reste sind markiert. Sie wurden nach der Bewertungsskala von Wolfenden et al. (1981)
bestimmt. B Modell eines mdglichen MIF-Dimers. Die Abb. wurde mit Molscript (Kraulis,
1991) erstellt.
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3.4 Biologische Aktivitat von MIF

3.4.1 Glucocorticoid-Overriding-Assay

Die Fahigkeit von MIF, die immunsuppressive Wirkung von Glucocorticoiden zu
uberschreiben, ist schon langer bekannt (Calandra et al., 1995). Dieser sogenannte
Glucocorticoid-Overriding-Effekt sollte genutzt werden, um einen Assay zu ent-
wickeln, in dem die erzeugten MIF-Mutanten auf ihre immunologische Aktivitat hin
getestet werden kdénnen. Ein spezifisches Uberschreiben der immunsuppressiven
Wirkung der Glucocorticoide ist bisher nur fur MIF beobachtet worden. Daruber
hinaus wurde der Effekt von MIF bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich
nachgewiesen. Es handelt sich hierbei also um eine typisch zytokinartige Aktivitat.

Bei diesem Assay werden periphere Blutmonozyten (PBMCs) mit Dexamethason
behandelt. Dies fuhrt zu einer Unterdrickung der LPS-induzierten Ausschuttung pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-8. Die Gabe von MIF hebt diese
Hemmung auf. Um einen optimalen Assay zur Untersuchung der verschiedenen MIF-
Mutanten zur Verflugung zu stellen, wurde der Overriding-Assay mit unter-
schiedlichen Prainkubationsbedingungen durchgefuhrt (Abb. 15).

Als optimal hinsichtlich eines maximalen Uberschreibeffekts erwies sich die Prainku-
bation mit Dexamethason fur 1 Stunde, anschlie3end die Inkubation mit MIF fir eine
Stunde, auf die dann die Stimulation mit LPS folgte. Nach 12 Stunden wurde dann
die TNF-a-Konzentration im Uberstand bestimmt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit
wurde dieses Protokoll verwendet.
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Abb. 15. Glucocorticoid-Overriding-Assay. Overriding der glucocorticoid-induzierten
Hemmung der TNF-a-Ausschittung nach LPS-Stimulation unter verschiedenen Prain-
kubationsbedingungen. + steht flr eine Inkubationszeit von 1 h, / steht fur gleichzeitige Gabe
von zwei Agenzien (L: LPS 1 ug/ml, D: Dexamethason 10° M, M: MIF 1 ng/ml)

3.4.2 Korrelation von biologischer und enzymatischer Aktivitat von MIF

Da der Zusammenhang der verschiedenen enzymatischen Aktivitaten von MIF mit
den immunologischen Aktivitaten noch nie untersucht wurde, wurden die verfugbaren
Mutanten von MIF in den verfugbaren Enzymassays und den immunologischen
Assays getestet. Die Aktivitdt der C-terminalen Mutanten wurde sowohl mit dem
Wildtyp als auch mit anderen ortsspezifischen MIF-Mutanten verglichen. Hierzu
wurden die fur MIF bekannten enzymatischen Aktivitaten bestimmt. Es wurde die
Thiolprotein-Oxidoreduktase- und Tautomeraseaktivitat untersucht. Dartber hinaus
wurden die Mutanten auch in den immunologischen Assays, die auf der
zytokinartigen Wirkung von MIF beruhen, eingesetzt. Diese Assays umfassten den
Leishmanien-Killing-Assay und den Glucocorticoid-Overriding-Assay (Tab. 5).
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Tabelle 5: Untersuchungen der biologischer und enzymatischen Aktivitat der
verfiugbaren MIF-Mutanten. Die biologische Aktivitat der Mutanten wurde in verschiedenen
enzymatischen und immunologischen Assays untersucht und jeweils mit der Aktivitat von
wtMIF verglichen.

Enzymatische Assays Zytokinassays
(in % Aktivitat von wtMIF) (in % Aktivitat von wtMIF)
HED- Insulin- Tautome- Leishman.-Kill.- Overriding-Test
Redoxtest Redoxtest rasetest Test
MIF(1-104) 3814 93117 <0.1 913 3316
MIF(1-109) 50+6 88113 <0.3 215 28+3
P1AMIF 3317 9019 <2 ND 77118
MIF(2-114) 49+11 84120 <0.1 ND 82+4
MIF(4-114) 114 95+6 ND ND 125+14
C56SMIF 68112 55+15 8014 67+8 67118
C59SMIF 5+4 1415 805 <5 378
C80SMIF 81+4 70+12 3313 88122 78+12

HED-Oxidoreduktasetest nach Holmgren (1979b) und Kleemann et al. (1998a); Insulin-
Redoxtest nach Holmgren (1979c) und Kleemann et al. (1998a);.Tautomeraseassay nach
Rosengren et al. (1996); Leishmanientest nach Jittner et al. (1998); Glucocorticoid-
Overriding-Assay nach Abschnitt 3.4.1. ND: nicht durchgefihrt

Die C-terminalen Deletionsmutanten MIF(1-109) und MIF(1-104) zeigen eine zwar
verringerte, aber trotzdem signifikante Aktivitat im HED-Redoxaktivitatstest. Im
Insulintest sind diese Mutanten nahezu voll aktiv. Im Tautomerasetest sind beide
Mutanten vollstandig inaktiv. Im Leishmanien-Test sind die beiden C-terminalen
Mutanten praktisch inaktiv, wahrend sie im Overriding-Assay noch eine Aktivitat von
ungefahr 30 % der Wildtyp-Aktivitat zeigen.

Neben den terminalen Deletionsmutanten und der Prolin-Austauschmutante P1AMIF
wurden auch drei Cystein-Austauschmutanten untersucht. Bei diesen Mutanten sind
die drei in MIF vorkommenden Cysteine jeweils gegen Serin ausgetauscht.

Die Mutante P1AMIF ist im Insulinassay praktisch voll aktiv und im HED-Assay zeigt
sie eine zwar verringerte, aber immer noch signifikant vorhandene Aktivitat. Im
Tautomerase-Assay ist sie inaktiv. Im Overriding-Test ist sie praktisch vollstandig
aktiv. Die N-terminalen Deletionsmutanten MIF(2-114) und MIF(4-114) sind im
Insulin-Assay voll aktiv. Im HED-Assay zeigt nur noch MIF(2-114) Aktivitat, wahrend
MIF(4-114) vollstandig inaktiv ist. Im Tautomerase-Assay ist MIF(2-114) vollstandig
inaktiv. Beide Mutanten sind im Overriding-Assay aktiv, wobei MIF(4-114) sogar eine
hdhere Aktivitat als der Wildtyp aufweist.
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Die enzymatischen Aktivitaten der Cystein-Mutanten C56S und C80S ist zwar
verringert, aber trotzdem in allen drei Assays signifikant vorhanden. Die Mutante
C59SMIF zeigt in den redoxbasierten Assays eine praktisch nicht mehr vorhandene
Aktivitat, wahrend die Aktivitat im Tautomerase-Assay kaum reduziert ist. Die
Zytokinaktivitaten der Mutanten C56S und C80S sind zwar reduziert, aber dennoch
signifikant vorhanden. C59S zeigt im Leishmanien-Test praktisch keine stimulierende
Wirkung mehr und im Overriding-Test eine deutlich reduzierte Aktivitat.

3.5 Die Suche nach MIF-bindenden Proteinen

Seit der Entdeckung von MIF wurde Uber die Existenz eines Rezeptors spekuliert.
Bis heute konnte jedoch kein Rezeptor gefunden werden. Die enzymatischen
Aktivitaten von MIF legen darUber hinaus die Moglichkeit von intrazellularen
Funktionen nahe. Um sowohl solche intrazellularen Bindungspartner als auch
mdgliche Rezeptoren zu finden, wurde ein Two-Hybrid-Screening in Hefe durch-
gefuhrt (Fields und Song, 1989).

3.5.1 Two-Hybrid-Screening auf MIF-bindende Proteine

Die komplette Sequenz von humanem MIF wurde aus dem Plasmid pMIF in pAS-1
durch Verdau mit den Restriktionsenzymen Ndel und BamHI kloniert. Die Richtigkeit
des erhaltenen Klons wurde durch bidirektionale Sequenzierung uberpruft und
bestatigt und das resultierende Plasmid mit pPRM12 bezeichnet.

Mit dem MIF-Plasmid pRM12 wurde ein Two-Hybrid-Screening wie vom Hersteller
(Clontech, Heidelberg) vorgeschrieben durchgefuhrt. Es wurde eine Library aus
humanen Lymphozyten mit 3M0° unabhangigen Klonen mit cDNA-Léngen von 0.4
bis 3 kb verwendet.

Aus 10" Transformanden wurden durch Nahrstoffselektion und nach Austesten der p-
Galaktosidaseaktivitat drei Klone isoliert. Das humane Protein Jab1, ein Koaktivator
der AP-1-abhangigen Transkription, (Claret et al., 1996) wurde in einem dieser Klone
als MIF-bindendes Protein gefunden. Die anderen Klone enthielten die Sequenz von
humanem MIF und bestatigten damit, dass MIF zur Homo-Oligomerisierung fahig ist.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Rolle von MIF bei der Regulation Jab1-
vermittelter Vorgange und die Frage, ob hierbei die Enzymaktivitaten von MIF eine
Bedeutung haben, untersucht.

3.5.2 MIF als Inhibitor der AP-1-abhangigen Transkription

Jab1 ist ein 38 kD Protein, das urspringlich als Koaktivator der c-Jun und JunD
Transkriptionsfaktoren beschrieben wurde (Claret et al., 1996).

3.5.2.1 Aktivierung der AP-1-abhangigen Transkription durch Jabl

Die Wirkung von Jab1 beruht auf der Erhhung der AP-1-abhangigen Transkription.
Um den Einfluss von MIF auf diese AP-1-abhangige Transkription Uber die Bindung
an Jab1 zu testen, wurden Kotransfektionsexperimente in 293T-Zellen durchgefuhrt.
Als Reportergenkonstrukt wurde der Kollagenase 12-o-Tetradecanol phorbol acetate
response element (TRE) Promoter vor Luziferase verwendet (Abb. 16). Die
transiente Kotransfektion von Jab1 aktiviert diese AP-1-Reportergenaktivitat. Die
Prainkubation mit MIF inhibiert diese Aktivitat in dosisabhangiger Weise fast
vollstandig.
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Abb. 16. MIF inhibiert die Aktivierung der AP-1 Transkription durch Jabl. MIF inhibiert
die Jab-1-vermittelte Aktivierung des Kollagenase 12-o-tetradecanol phorbol acetate
response element (TRE) Promoters. 293T Zellen wurden mit dem Reportergenkonstrukt und
pJab oder mit einem Kontrollplasmid cotransfiziert und mit den angegebenen MIF-Kon-
zentrationen fur 18 h inkubiert. Die Ergebnisse sind als relative Luziferase-Aktivitat, normiert
auf die ebenfalls kotransfizierte 3-Galaktosidase, angegeben.

Als Kontrolle, um Einflisse der Inkubation mit MIF auf den Zellstatus auszuschliel3en
und um die Transformationseffizienz zu uUberprifen, wurde in einer weiteren
Kotransfektion ein Plasmid, welches das Protein Enhanced green fluorescent protein
(EGFP) einhielt, zusatzlich zu dem AP-1-Reportergenkonstrukt und dem Jab1-
Plasmid transfiziert. AnschlieRend wurden die aufgeschlossenen 293T-Zellen mittels
Western-Blot und anti-EGFP- und anti-Jab1-Antikdrpern analysiert (Abb. 17). Die
EGFP-Expression war in allen vier Ansatzen gleich stark. Jab1 wurde nur in den
Ansatzen sichtbar exprimiert, in die Jab1 transfiziert wurde.
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Abb. 17. EGFP und Jabl Expression in Jabl-transfizierten Zellen. EGFP wird in allen
Ansatzen gleich stark exprimiert. Jab1 ist nur in den Ansatzen nachweisbar, die mit Jab1
transfiziert wurden.

3.5.2.2 TNF-a-induzierte AP-1-abhangige Transkriptionsaktivierung

Ein Protein, das die AP-1-abhangige Transkription stimuliert, ist der Tumor Nekrose
Faktor TNF-a (Brenner et al., 1989). Zur Untersuchung des Einflusses von MIF auf
diese aktivierende Wirkung von TNF-a wurden 293-Zellen in unterschiedlichen MIF-
Konzentrationen prainkubiert und mit TNF-a stimuliert. MIF inhibiert die TNF-
induzierte AP-1-abhangige Transkriptionsaktivitat vollstandig (Abb. 18). Die In-
hibierung durch MIF ist schon bei einer Konzentration von 1 nM signifikant und wird
bei einer MIF-Konzentration von 1 uM volistandig. Die C59S-MIF-Mutante, die keine
enzymatische Tautomeraseaktivitdt und eine reduzierte immunologische Aktivitat
besitzt, zeigt keine inhibitorische Wirkung. Die Kontrollansatze mit MIF, aber ohne
die Stimulation mit TNF-q, zeigen keine Reduktion der AP-1-Transkriptionsaktivitat.
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Abb. 18. MIF inhibiert die TNF-induzierte AP-l-abhéngige Transkriptionsaktivitat.
Nach 18 h Inkubation mit den angegebenen MIF-Konzentrationen wurden 293T-Zellen mit
TNF-a (10 ng/ml) behandelt. Phorbol myristate acetate (PMA, 100 nM) wurde als Positiv-
kontrolle verwendet. Die Zellen wurden mit dem TRE-Reportergenkonstrukt transient trans-
fiziert. Die Ergebnisse sind als relative Luziferase-Aktivitdt normiert auf die kotransfizierte -
Galaktosidase angegeben.

Die Testung der anderen beschriebenen MIF-Mutanten in diesem Assay war im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr mdglich.

3.5.2.3 UV-induzierte AP-1-abhangige Transkriptionsaktivierung

Die AP-1-abhangige Transkription wird nicht nur durch Phorbolester wie PMA oder
durch Zytokine wie TNF-a aktiviert, sondern auch durch UV-Strahlung (Stein et al.,
1989). Um den Einfluss von MIF auf diesen Aktivierungsweg der AP1-Transkription
zu untersuchen, wurden 293T-Zellen mit MIF prainkubiert und mit UV-Strahlung
behandelt (3.6 Joule/cm?). Die UV-Bestrahlung fiihrt erwartungsgemaR zu einer
Aktivierung der AP-1-abhangigen Transkription (Abb. 19). Werden die Zellen mit MIF
vorbehandelt, so zeigt sich, dass MIF diese UV-induzierte AP-1-Reportergen-
aktivierung schon in einer Konzentration von 1 pM signifikant inhibiert. Bei einer 1 yM
MIF-Konzentration wird die UV-Induktion vollstandig aufgehoben.
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Abb. 19. UV-induzierte AP1-Aktivierung wird durch MIF inhibiert. 293T Zellen wurden
fur 18 h mit den angegebenen MIF-Konzentrationen inkubiert und anschlie3end fir 20 min
UV-bestrahlt oder mit PMA als Positivkontrolle behandelt und fir 1.5 h die Inkubation
fortgesetzt. Die Ergebnisse sind als relative Luziferase-Aktivitat normiert auf die kotrans-
fizierte B-Galaktosidase angegeben.
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4 Diskussion

In den letzten Jahren kam es zu einer Vielzahl von Erkenntnissen, welche dazu
beitrugen die Struktur und biologische Funktion von MIF aufzuklaren (Bernhagen et
al., 1993; Calandra et al., 1994; Bernhagen et al., 1994b; Calandra et al., 1995;
Bacher et al., 1996; Bernhagen et al., 1996; Lan et al., 1997a). Diese Studien zeigten
auf, dass MIF an der Regulation der Immun- und zentralen Stressantworten beteiligt
ist. Die Analyse der Rontgenstruktur von MIF flhrte zu einem tieferen Verstandnis
von Struktur und Aktivitat von MIF (Kato et al., 1996; Sun et al., 1996a; Suzuki et al.,
1996b). Da bisher jedoch weder ein Rezeptor von MIF identifiziert wurde noch eine
physiologische enzymatische Aktivitat von MIF gefunden wurden, blieb der genaue
Wirkmechanismus von MIF unklar.

4.1 Bedeutung des C-Terminus fur die Struktur von MIF

Einen wichtigen Beitrag zu Aufklarung der molekularen Funktion von MIF wurde von
Struktur- und Aktivitatsstudien des C-terminalen Endes von MIF erwartet. Es wurde
postuliert, dass diese Region zur Stabilisierung der Trimerstruktur von MIF beitragt
(Sun et al., 1996a). Dies soll durch Ausbildung von Wasserstoffbricken zwischen
den C-terminalen (-Strangen benachbarter Monomere geschehen. Aufgrund einer
auffallenden Ahnlichkeit mit dem bakteriellen Enzym 5-Carboxymethyl-2-hydroxy-
muconatisomerase (CHMI) wurde daruber hinaus fur dieser Region eine funktionelle
Rolle vorgeschlagen (Suzuki et al., 1996b). Die genaue Struktur dieser Region
konnte jedoch durch die verschiedenen Analysemethoden nicht aufgeklart werden.
Bei murinem MIF konnte der C-Terminus strukturell nicht eingeordnet werden
(Suzuki et al., 1996b), wahrend bei humanem MIF die Existenz von keinem, einem
oder zwei kurzen C-terminalen [(-Strangen aus den Strukturuntersuchungen
abgeleitet wurde (Kato et al., 1996; Muhlhahn et al., 1996; Sugimoto et al., 1996; Sun
et al., 1996a). Dieselben gegensatzlichen Ergebnisse finden sich auch bei den NMR-
Daten wieder (Nishihira et al., 1995; Muhlhahn et al., 1996; Mozetic-Francky et al.,
1997).

Zur besseren Aufklarung von Struktur und Bedeutung des C-Terminus wurden vier
C-terminale Deletionsmutanten erzeugt. In MIF(1-109) mit fanf deletierten
Aminosauren sollte der potenzielle B7-Strang deletiert sein. In MIF(1-104) sind zehn
C-terminale Aminosauren deletiert, was zur Deletion der putativen [3-Strange 6 und 7
fuhren sollte. In MIF(1-99) sind zusatzlich noch weitere Aminosauren des davor
liegenden [3-Strangs deletiert. In MIF(1-92) ware dieser vollstandig deletiert. Fur den
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Be-Strang wurde in einer Rontgenstruktur die Interaktion mit dem benachbarten
Monomer vorgeschlagen, welche eine trimerstabilisierende Wirkung austben sollte
(Sun et al., 1996a). In einer anderen Rdntgenstrukturanalyse wurde vorgeschlagen,
dass diese stabilisierende Interaktion von zwei (B-Strangen, 6 und 7, die ein
antiparalleles (-Faltblatt bilden, erzeugt wirde (Sugimoto et al., 1996). Bei den
letzten beiden Mutanten war zu erwarten, dass die teilweise oder vollstandige
Deletion des Ps-Strangs zu einer Beeintrachtigung der strukturellen Integritat des
Monomers fluhrt, da dieser Bs-Strang Teil des zentralen (-Faltblattes ist (Abb. 3). Die
Mutanten MIF(1-99) und MIF(1-92) bildeten bei der Expression in E. coli Inclusion
bodies und konnten nicht aufgereinigt werden. Die Deletionen des Bs-Strangs flhrten
sehr wahrscheinlich zu einer massiven Beeintrachtigung der Struktur des Moleklls,
die zu dem vom Wildtyp abweichenden Verhalten dieser Mutanten flhrte. Die
Mutanten MIF(1-109) und MIF(1-104) konnten nach dem fir Wildtyp-MIF etablierten
Protokoll exprimiert, aufgereinigt und renaturiert werden.

Durch den Einsatz von Circulardichroismus-Spektroskopie war es moglich, die
Sekundarstrukturanteile der Deletionsmutanten zu bestimmen. Die Strukturbestim-
mung erfolgt hierbei in Losung bei nahezu physiologischen Konzentrationen. Damit
ist die Erganzung von Daten, die mittels Rdntgenstrukturanalyse gewonnen wurden,
mdglich. Die Circulardichroismus-Messungen der Deletionsmutanten zeigten, dass
die beiden C-terminalen Mutanten MIF(1-109) und MIF(1-104) eine starke
strukturelle Ahnlichkeit mit Wildtyp-MIF aufweisen. Somit beeinflusst vorhersage-
gemal die Deletion der Aminosauren 105-114 die Strukturintegritat von MIF nicht.
Zur genaueren Analyse der CD-Daten wurde auf Dekonvolutionsprogramme
zuruckgegriffen. Mit diesen Programmen ist es mdglich, aus CD-Daten die Anteile
der einzelnen Sekundarstrukturelemente in einem Protein abzuschatzen. Es zeigte
sich, dass die Deletion der Aminosauren 110-114 zu einem Anstieg an Random coil-
Struktur in Verbindung mit einem Absinken des B-Faltblattanteils flhrt. Die CD-Daten
belegen damit die Existenz des in einer der Kristallstrukturanalysen postulierten (37-
Strangs. Obwohl die Auswertealgorithmen hinsichtlich des (-Faltblattanteils zu
unterschiedlichen Ergebnissen kommen, findet der Algorithmus nach Perczel et al.
(1992a), der sich besonders gut fur die Analyse des [-Faltblattgehalts eignet, einen
signifikanten Rlickgang an antiparallelen B-Faltblattstrukturen aufgrund der Deletion
der Aminosauren 110-114. Die weitere Deletion der Aminosauren 105-110 fUhrt nach
diesem Algorithmus zu keinem weiteren Rickgang des p-Faltblattanteils. Damit
deuten die CD-Messungen an, dass in der C-terminalen Region von MIF ein
antiparalleles B-Faltblatt, das aus den [-Strangen 6 und 7 gebildet wird, existiert.
Diese Darstellung stimmt mit den Kristallstrukturdaten von Sugimoto et al. (1996)
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uberein, welche die Aminosauren 105-108 und 111-113 in dieser Konformation
sehen.

Um die stabilisierende Wirkung der C-terminalen Region fur die Struktur von MIF zu
untersuchen, wurden GdnHCI-induzierte Entfaltungsexperimente durchgefihrt. Die
beiden Deletionsmutanten weisen eine leicht, aber signifikant erniedrigte thermo-
dynamische Stabilitat auf. Der Mittelpunkt der Entfaltung liegt fur wtMIF bei 1.8 M
Gdn, bei MIF(1-109) bei 1.6 M und bei MIF(1-104) bei 1.5 M. Die freie Entfaltungs-
energie in Abwesenheit von Denaturand ist ebenfalls verringert. Sie betragt fur wtMIF
12.51 kJ mol™', MIF(1-109) 11.9 kJ mol™ und MIF(1-104) 8.55 kJ mol™". Aufgrund der
beobachteten Sekundarstrukturen der C-terminalen Region ware eigentlich eine
deutliche Destabilisierung der Proteinstruktur nach Deletion der Aminosauren
110-114 zu erwarten gewesen. Diese tritt aber erst mit der Deletion der davor
liegenden funf Aminosauren in MIF(1-104) auf. Dies kdnnte bedeuten, dass der [3s-
Strang nach Deletion des (B7-Strangs durch das Eingehen anderer Wechselwirkungen
restabilisiert wirde. Erst die komplette Deletion des Bs/[37-Faltblattes wirde dann zu
einer Destabilisierung des Molekdls fuhren.

Zusammen mit den RoOntgenstrukturdaten zeigen die Untersuchungen der C-
terminalen Deletionsmutanten, dass die C-terminalen Aminosauren von humanem
MIF eine antiparallele [-Faltblattstruktur ausbilden, die zur Stabilisierung des
Molekduls beitragt.

4.2 Untersuchung der kanalbildenden Funktion von MIF

Das MIF-Trimer ist nach den Daten der Rontgenstrukturanalyse ein a/f3-Protein mit
sechs a-Helices, die drei 3-Faltblatter umgeben (Sun et al., 1996a). Die [3-Faltblatter
bilden einen zentralen Kanal mit offenen solvenzzuganglichen Enden. Ein molekul-
durchspannender Kanal findet sich sonst nur noch bei wenigen anderen Proteinen.
Beispiele fur diese Proteine sind groEL (Braig et al.,, 1994), Porin (Kleffel et al.,
1985), Maltoporin (Stauffer et al., 1990), Toxin-y (Bilwes et al., 1994) oder das 14-3-
3-Protein (Xiao et al., 1995). Der Kanal im MIF-Trimer verlauft durch die Mitte des
Proteins entlang der 3-fach-Symmetrieachse und besitzt an seiner engsten Stelle
einen Durchmesser von 5 A und an seiner weitesten einen Durchmesser von 15 A.
Entlang des Kanals finden sich Uberwiegend hydrophobe Aminosauren. Das
elektrostatische Potenzial entlang dieses Kanals ist Uberwiegend positiv. Hieraus
ergab sich die Spekulation, dass der Kanal mit negativ geladenen Molekilen
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interagieren kdénnen musste und dass dies eine funktionelle Rolle fir den
Wirkmechanismus von MIF spielen konnte.

Zur Uberpriifung dieser Spekulation wurde die potenzielle Kanalfunktion von MIF in
einem System untersucht, das auf dem Farbstoffausstrom aus Liposomen basiert.
Durch Dotierung der Liposomen mit dem Protein Bcl-2, dessen kanalbildende
Funktion beschrieben wurde (Antonsson et al., 1997; Schendel et al., 1997), konnte
ein Farbstoffausstrom aus dem Inneren der Liposomen nach au3en nachgewiesen
werden. Im Vergleich hierzu ergab eine Dotierung mit MIF keinerlei Farbstoffaus-
strom.

Da die zentralen B-Faltblatter von MIF, die laut Rontgenstrukturdaten den zentralen
Kanal im MIF-Trimer ausbilden, relativ hydrophob sind, verhindert dies mdglicher-
weise die Passage des relativ polaren Carboxyfluoresceins. Der potenzielle MIF-
Kanal ist im Vergleich zu den Kanalen von Proteinen mit etablierten Kanalfunktionen
relativ klein (5-15 A im Gegensatz 20-50 A) und lasst auch kleine Farbstoffe, wie
Carboxyfluorescein, offenbar nicht passieren. Deshalb ist der MIF-Kanal vermutlich
funktionell nicht relevant. Darlber hinaus zeigen die Untersuchungen zum
Oligomerisierungsstatus von MIF (Abschnitt 4.3) unter physiologischen Bedingungen,
die auch in den Liposomenversuchen vorlagen, dass MIF groftenteils als Monomer
und Dimer vorliegt. Von ihren strukturellen Gegebenheiten her sind diese beiden
Oligomerformen aber nicht zur Kanalbildung fahig.

4.3 Der Oligomerisierungsstatus von MIF

Uber den genauen Wirkungsmechanismus von MIF ist noch wenig bekannt. Es ist
nicht klar, ob die Monomer-, Dimer- oder Trimer-Form von MIF im Rahmen seiner
zellularen Wirkung eine funktionale Rolle einnimmt. Die Daten der Rontgen-
strukturanalysen, die MIF als nicht-kovalent assoziiertes Homotrimer zeigen, legen
die Vermutung nahe, dass diese Form die biologisch aktive ist (Suzuki et al., 1994;
Kato et al., 1996; Sun et al., 1996a). Ein Beispiel fir ein Zytokin, bei dem es sich
solchermal3en verhalt, ist TNF-a. TNF-a liegt laut der Réntgenstrukturanalyse und
auch nach Untersuchungen unter physiologischen Bedingungen als nicht-kovalentes
Trimer vor (Smith und Baglioni, 1987; Banner et al., 1993). Es aktiviert intrazellulare
Signalkaskaden durch eine Rezeptortrimerisierung. Ein weiteres Beispiel fur die
Ubereinstimmung der Oligomerisierung in der Roéntgenstrukturanalyse und unter
nativen Bedingungen ist Interferon-y, das in beiden Fallen als Dimer vorliegt
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(Grzesiek et al., 1992). Die Wirkung von Interferon-y beruht auf der Induzierung der
Dimerisierung seines Rezeptors (Walter et al., 1995).

Im Gegensatz hierzu sind auch Falle bekannt, in denen die Rdntgenstrukturanalysen
im Widerspruch zu den unter physiologischen Bedingungen ermittelten Daten liegen.
So liegt zum Beispiel das Zytokin IL-8 unter physiologischen Bedingungen als
Monomer vor und ist auch in dieser Form biologisch aktiv (Burrows et al., 1994;
Paolini et al., 1994; Rajarathnam et al., 1994; Rajarathnam et al., 1995). Nach
Rontgenstruktur- und NMR-Analysen liegt es jedoch als Dimer vor (Clore et al., 1990;
Baldwin et al., 1991).

Fir MIF liegen widersprichliche Daten zum Oligomerisierungsgrad vor. Roéntgen-
strukturanalysen sehen MIF als Trimer (Kato et al., 1996; Sugimoto et al., 1996; Sun
et al., 1996b). Dagegen liegt laut NMR-Analyse ein Dimer vor (Muhlhahn et al.,
1996). Bei der analytischen Ultrazentrifugation von murinem MIF wurde das
Vorliegen eines Dimers beobachtet (Nishihira et al., 1995). Mittels Gelfiltration wurde
bei humanem MIF ein Dimer (Zeng et al., 1993) und bei bovinem MIF ein Monomer
gefunden (Galat et al., 1994). SDS-PAGE von MIF, das chemisch quervernetzt
wurde, erbrachte Hinweise auf das Vorliegen von Trimeren (Bendrat et al., 1997).

Da die Kenntnis des Oligomerisierungsstatus von MIF von essentieller Bedeutung fir
das Verstandnis der molekularen Wirkmechanismen und potenzieller Rezeptor-
bindungsfunktionalitaten ist, wurde eine systematische Untersuchung der Oligo-
merisierung unter physiologischen Bedingungen durchgefuhrt.

Das MIF-Monomer enthalt drei Cysteine, die durch die Ausbildung von Cystein-
briicken die Assoziation des Oligomers beeinflussen kdnnten. Durch vergleichende
SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen war bekannt,
dass die Assoziation der Untereinheiten nicht Uber kovalente intermolekulare
Disulfidbricken vermittelt wird (Bernhagen et al.,, 1994c). Eine native Gelfiltration
zeigte, dass MIF unter nicht-denaturierenden Bedingungen als Dimer vorliegt. Wird
MIF mit Acetonitril denaturiert und wieder der nativen Gelfiltration unterworfen, so
eluiert es als Monomer. Bei der nativen Gelfiltration kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass das Protein mit der Saulenmatrix interagiert und es
somit zur Beeinflussung der Assoziation des Proteins kommen kann. Um dieses
potenzielle Problem zu umgehen, wurden im Weiteren die Proteine kovalent
quervernetzt und dann unter denaturierenden Bedingungen analysiert.
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Sowohl humanes als auch murines MIF wurden bei einer Konzentration von 1 yM mit
Glutaraldehyd quervernetzt und mittels SDS-PAGE und Silberfarbung analysiert. Es
zeigte sich, dass MIF unter diesen Bedingungen als Mischung aus Monomer, Dimer
und Trimer vorliegt. Die densitometrische Auswertung erbrachte, dass 44 Prozent
des Proteins als Monomer, 33 Prozent als Dimer und 23 Prozent als Trimer
vorliegen. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den R&ntgenstrukturunter-
suchungen, die das Vorliegen der Trimerform aufzeigen.

Ein mogliches Problem bei der Quervernetzung mit Glutaraldehyd ist dessen
Neigung zur Autopolymerisierung, die zu artifiziellen Quervernetzungen fuhren kann.
Deshalb wurden die Quervernetzungsversuche mit dem photoreaktiven Crosslinker
BASED Uberprift. Es wurde eine ahnliche Oligomerenverteilung wie bei der
Glutaraldehyd-Vernetzung gefunden. MIF lag zu 59 Prozent als Monomer, 29
Prozent Dimer und 12 Prozent Trimer vor. Da die Ausbeute an vernetztem Protein
bei photoreaktiven Reagenzien wie BASED erfahrungsgemal relativ niedrig ist, kam
die Verschiebung der Oligomerenverteilung zum Monomer nicht unerwartet (Mattson
et al.,, 1993). BASED besitzt nichtsdestotrotz den Vorteil, dass es nicht nur die
Seitenketten der Aminosauren Lysin und Arginin quervernetzt, sondern die Proteine
durch unspezifische Photoaktivierung verknlpft. Deshalb ist die Quervernetzung
nicht von den Abstanden der reaktiven Aminosdauren zueinander oder anderen
sterischen Behinderungen abhangig.

Eine mdgliche Ursache fur die Unterschiede im Oligomerisierungsgrad zwischen den
Crosslinking-Experimenten und den Rontgenstrukturanalysen kénnte in den einge-
setzten Konzentrationen zu finden sein. Wahrend in den Crosslinking-Versuchen
nahezu physiologische Konzentrationen von 1 uM verwendet wurden, wurde bei der
Rontgenkristallanalyse eine Konzentration von Uber 1 mM verwendet. Bei solch
hohen Konzentrationen kénnte ein vorliegendes Gleichgewicht an Oligomeren zu
den groReren Assoziationsformen verschoben werden und dadurch die Kristallisation
in diesen Formen verursacht werden. Es ist bekannt, dass Serumkonzentrationen an
MIF nach Immunstimulation in den unteren mikromolaren Bereich ansteigen kdnnen
(Mikulowska et al., 1997; Bernhagen et al., 1999). Es wurde auch gezeigt, dass MIF
bei diesen Konzentrationen die volle biologische Aktivitat aufweist (Calandra et al.,
1994; Bernhagen et al., 1994c). Um den Einfluss der Konzentration auf die
Oligomerisierung von MIF zu ermitteln, wurde MIF in einem mdglichst grolden Kon-
zentrationsbereich mittels der Crosslinking-Methode untersucht. In einem Bereich
von 0.1 bis 18 uM zeigt sich keine Abhangigkeit der Oligomerisierung von der Kon-
zentration. Bei allen Konzentrationen findet sich das gleiche Verhaltnis von
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Monomer, Dimer und Trimer. Aufgrund von Gleichgewichtsregeln waren eigentlich
konzentrationsabhangige Effekte zu erwarten gewesen. Da MIF aufgrund von Lds-
lichkeitsproblemen und versuchstechnischen Gegebenheiten nicht bei wesentlich
héheren oder niedrigeren Konzentrationen eingesetzt werden konnte, ist
anzunehmen, dass diese konzentrationsabhangigen Effekte in diesen nicht unter-
suchten Bereichen auftreten wurden.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE-Analyse wurden durch denaturierende Gelfiltration
des quervernetzten MIF bestatigt. Es wurden zwei Fraktionen, den monomeren und
dimeren Formen entsprechend, nachgewiesen. Eine Trimer-Fraktion konnte nicht
detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass trimeres MIF leichter als die
Monomer- und Dimerform aggregiert und unspezifisch an die Gelmatrix bindet und
deshalb selbst unter den denaturierenden Bedingungen nicht eluiert werden kann.
Uber die Méglichkeit eines solchen Verhaltens wurde schon bei amyloidogenen
Proteinen berichtet (Westermark et al., 1987; Kapurniotu et al., 1998).

Die Crosslinking-Untersuchung der verfugbaren MIF-Mutanten bestatigte die
Ergebnisse von wtMIF. Bei den C-terminalen Deletionsmutanten MIF(1-109) und
MIF(1-104) wurden keine wesentlichen Veranderungen der Oligomerenverteilung
beobachtet. Bei einer postulierten Funktion des C-Terminus flr die Stabilisierung des
Trimers waren erhdhte Dimer- und Monomeranteile zu erwarten gewesen. Im
Gegensatz hierzu liegen sogar leicht erhdhte Trimeranteile bei den C-terminalen
Deletionsmutanten vor. Bei den Cystein-Austauschmutanten C80S und C56S liegen
keine signifikanten Veranderungen der Oligomeranteile vor. Bei der Mutante C59S
liegt der Anteil an Trimer nur bei 10 Prozent und der Dimeranteil bei 27 Prozent. Da
eine intermolekulare Disulfidbriicke ausgeschlossen wurde, handelt es sich hierbei
wohl um Konformationseffekte aufgrund des Aminosaurenaustausches, die sich auf
die Assoziierung auswirken.

Aufgrund der Daten der Quervernetzungsversuche wurde das mdgliche dreidimen-
sionale Arrangement von MIF-Untereinheiten zu einem Dimer untersucht (Abb. 14).
In dem vorliegenden Modell bilden die hydrophoben Aminosauren im zentralen vier-
strangigen B-Faltblatt des Monomers einen hydrophoben Bereich, der zur Interaktion
mit der anderen Untereinheit fuhrt und damit die Bildung eines stabilen Dimers
ermdglicht. Grundlage fur dieses Modell sind strukturelle Homologien der drei-
dimensionalen Struktur von MIF mit dem Enzym S-Adenosylmethioninsynthetase.
Dieses Enzym besitzt eine Domane, die eine hohe strukturelle Ahnlichkeit mit dem
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MIF-Monomer aufweist und die Uber hydrophobe Wechselwirkungen der (-Faltblatt-
struktur zur Ausbildung der Oligomerstruktur beitragt.

Insgesamt zeigen die Crosslinking-Untersuchungen und die Gelfiltrationsanalysen,
dass MIF bei physiologischen Konzentrationen als Mischung aus Monomer, Dimer
und Trimer vorliegt. Das Trimer, das nach den Rontgenstrukturanalysen die einzige
oder zumindest vorherrschende Form sein sollte, hat Uberraschenderweise nur einen
kleinen Anteil an der Oligomerenverteilung unter diesen Bedingungen. Dieses
Ergebnis wird auch durch neuere Daten von Tomura et al. (1999) bestatigt, die
mittels analytischer Ultrazentrifugation von MIF nachweisen, dass in Ldosung das
Monomer die hauptsachliche Assoziationsform von MIF ist.

4.4 Die immunologische und enzymatische Aktivitat von MIF

Die molekularen Grundlagen der immunologischen Effekte von MIF waren zu Beginn
dieser Arbeit noch vollstandig ungeklart. Auf der einen Seite standen Befunde zur
Wirkung von MIF auf Immunzellen. Neben der namensgebenden Wirkung auf Makro-
phagen waren dies vor allem proinflammatorische Effekte auf T- und B-Zellen und
auf Makrophagen. Hierbei stellt besonders die Fahigkeit von MIF als Glucocor-
ticoidantagonist zu fungieren ein Alleinstellungsmerkmal unter den Zytokinen dar. Auf
der anderen Seite zeigte sich im Verlauf dieser Arbeit, dass MIF enzymatische
Funktionen besitzt. Zum einen eine Redoxaktivitat und zum anderen eine Tauto-
meraseaktivitdt. Der Zusammenhang zwischen diesen enzymatischen Aktivitaten
und den immunologischen Befunden wurde jedoch nie untersucht. Deshalb wurde
eine vergleichende Untersuchung und Gegenuberstellung der enzymatischen und
immunologischen Aktivitaten von MIF und der verfligbaren Mutanten durchgefuhrt.

Fir die Untersuchung der enzymatischen Aktivitat von MIF und der Mutanten wurden
drei verschiedene Enzymassays eingesetzt. Zur Charakterisierung der Redoxaktivitat
wurden der Insulinreduktionstest, welcher typischerweise fur Thioredoxin durchge-
fuhrt wird (Holmgren, 1979c) und der HED-Transhydrogenasetest, welcher typischer-
weise fur Glutaredoxin verwendet wird (Holmgren, 1985), eingesetzt. Zur Bestim-
mung der Tautomeraseaktivitdt wurde der von Rosengren et al. (1996) etablierte
Assay verwendet.

Die Analyse der Aktivitatsdaten aus Tabelle 5 zeigt, dass die C-terminalen Deletions-
mutanten MIF(1-104) und MIF(1-109) in den redoxbasierten Enzymassays aktiv sind.

Im HED-Redoxtest ist die Aktivitat zwar reduziert, aber immer noch signifikant vor-
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handen. Im Insulin-Redoxtest sind beide Mutanten voll aktiv. Die verringerte Aktivitat
im HED-Assay ist vermutlich auf kleine Konformationsanderungen in den Mutanten
zurlckzufihren, da sie im analogen Insulin-Reduktionsassay voll aktiv sind. Es ist
jedoch auch nicht ganz auszuschlieen, dass die C-terminalen Mutanten Uber
veranderte Redoxpotenziale verfligen, die zu den unterschiedlichen Redoxaktivitaten
fuhren. Der C-Terminus scheint jedoch fur die Oxidoreduktaseaktivitat von MIF keine
Bedeutung zu besitzen. Obwohl beide Mutanten laut CD-Messungen und nach den
Crosslinking-Experimenten strukturell weitgehend intakt sind, haben beide ihre enzy-
matische Tautomeraseaktivitat vollstandig verloren. Dies erscheint auf den ersten
Blick Uberraschend, da die Tautomeraseaktivitdt am N-Terminus lokalisiert zu sein
scheint (Stamps et al., 1998; Swope et al., 1998a). Aus den Rdntgenstrukturdaten
von MIF ergibt sich jedoch, dass sich der C-Terminus raumlich in der Nahe des N-
terminalen Endes von MIF befindet. Von verschiedenen Autoren wurde deshalb vor-
geschlagen, dass der C-Terminus zur Bildung einer Substratbindungstasche
beitragen kdnnte und deshalb fir die N-terminalen Enzymaktivitaten ein Rolle spielen
konnte (Suzuki et al.,, 1996b; Sugimoto et al.,, 1999; Taylor et al., 1999). Die
Aktivitatsdaten der beiden C-terminalen Mutanten scheinen diese Spekulation zu
bestatigen.

Die Bedeutung des N-Terminus fur die Tautomeraseaktivitat wird durch die Aus-
tauschmutanten P1AMIF und die N-terminale Deletionsmutante MIF(2-114) bestatigt.
Beide Mutanten sind in den Redoxassays aktiv, haben aber ihre Tautomeraseaktivi-
tat vollstandig verloren. Die um vier Aminosauren verkirzte Mutante MIF(4-114) ist
Uberraschenderweise im HED-Redoxtest vollstandig inaktiv, wahrend sie im Insulin-
test voll aktiv ist. Somit scheinen die N-terminalen Aminosauren und hier im Beson-
deren das N-terminale Prolin fir die HED-Redoxaktivitat von Bedeutung zu sein,
wahrend die Insulinreduktion véllig unabhangig von N-Terminus zu sein scheint.
Mdglicherweise beruht dieser Unterscheid auf der verschiedenen Grof3e der Sub-
strate. Im Falle kleinmolekularer Substrate wie HED kénnte somit spekuliert werden,
dass diese unter Beteiligung des N-Terminus oder an diesem selbst gebunden
werden und durch das CXXC-Zentrum reduziert werden.

Die Redoxaktivitaten von MIF wurden urspringlich Uber das Vorhandensein des
zentralen CXXC-Motivs gefunden. Die Mutanten C56SMIF und C59SMIF, bei denen
jeweils eines der beiden Cysteine dieser CXXC-Region ausgetauscht ist, weisen
stark reduzierte oder nahezu nicht mehr vorhandene Redoxaktivitaten auf. Die C56S-
MIF-Mutante zeigt jedoch in den Redoxassays eine signifikant vorhandene Teil-
aktivitat. Innerhalb des CXXC-Motivs scheint somit das Cystein 59 fur die enzyma-
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tische Redoxaktivitat von MIF bedeutender zu sein. Fur die redoxaktiven Enzyme
Glutaredxin und PDI wurde vorgeschlagen, dass bestimmte Redoxreaktionen Uber
einen Monothiolmechanismus katalysiert sein konnten (Holmgren, 1985; Lundstrom-
Ljung und Holmgren, 1995; Wunderlich et al., 1995; Ruoppolo et al., 1997). Fir MIF
konnte ein solcher Monothiolmechanismus zumindest teilweise eine Bedeutung
haben (Kleemann et al., 1998a; Kleemann et al., 1998b). Beide CXXC-Mutanten sind
im Tautomeraseassay erwartungsgemaf voll aktiv. Die CXXC-Region spielt daher
wohl keine Rolle fur die Tautomeraseaktivitat von MIF.

In der Austauschmutante C80SMIF, in der das dritte Cystein in MIF, welches nicht
Teil des CXXC-Motivs ist, ausgetauscht wurde, zeigt sich eine Redoxaktivitat, die
gegenuber dem Wildtyp nur leicht reduziert ist. Dieses Cystein spielt also erwar-
tungsgemal keine Rolle bei den untersuchten Redoxaktivitaten von MIF. Die Tauto-
meraseaktivitat dieser Mutante ist zwar stark reduziert, aber immer noch signifikant
vorhanden. Ein mechanistischer Zusammenhang dieses Cysteins mit der Tauto-
meraseaktivitat ist noch vollig ungeklart. Moglicherweise beruht diese Reduzierung
der Aktivitat auch auf Konformationseffekten.

Um die Bedeutung der verschiedenen Molekulregionen von MIF fir die immuno-
logische Aktivitat zu untersuchen, mussten zuerst MIF-spezifische Assays entwickelt
werden. Die Entwicklung von aussagekraftigen Bioassays fur MIF war lange Zeit
problematisch. Erst die Verfugbarkeit von rekombinantem MIF ermdglichte die Unter-
suchung der Wirkung von MIF auf Immunzellen und damit auch die Entwicklung von
MIF-spezifischen Assays. Es stellte sich heraus, dass mdglicherweise zwei verschie-
denartige MIF-Aktivitaten zu existieren scheinen. Zum einen eine proinflamma-
torische Wirkung, wie zum Beispiel die Aktivierung der Ausschuttung von TNF-a und
NO (Calandra et al., 1994; Bernhagen et al., 1994c; Calandra et al., 1995; Juttner et
al., 1998). Diese Effekte treten typischerweise bei MIF-Konzentrationen von 100 nM
bis 10 uM auf. Zum anderen wirkt MIF, zum Beispiel im Rahmen des Glucocorticoid-
Overriding und der Insulin-Sekretion, regulatorisch (Calandra und Bucala, 1996;
Waeber et al., 1997; Waeber et al., 1999). Diese Effekte treten typischerweise bei
MIF-Konzentrationen in einem Bereich von 100 pM bis 100 nM auf.

Die immunologische Aktivitat der MIF-Mutanten wurde im Leishmania-Killing-Assay
und im Glucocorticoid-Overriding-Assay untersucht. Der Leishmania-Killing-Assay
beruht auf der Aktivierung von Makrophagen, so dass es zu einer verstarkten
Eliminierung des intrazellularen Parasiten Leishmania major kommt (Juttner et al.,
1998). Durch Versuche mit NO-Synthetase-Inhibitoren und Anti-TNF-a-Antikdrpern
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wurde gezeigt, dass diese leishmanizide Wirkung NO- und TNF-a-abhangig ist. Die
physiologische Relevanz dieses Assays wird durch den Befund untermauert, dass in
den Lymphknoten von Balb/c- und C57BL/6-Mausen nach Leishmanieninfektion die
Expression der MIF-mRNA induziert wird (Juttner et al., 1998).

Als Erganzung und Ersatz flr den Leishmanientest sollte im Rahmen dieser Arbeit
ein zweiter MIF-spezifischer Assay entwickelt werden. Zur Beurteilung der
immunologischen Aktivitat der MIF-Mutanten wurde deshalb der Glucocorticoid-
Overriding-Assay verwendet. Versuche, die MIF-Ausschuttung durch Glucocorticoide
zu hemmen, fihrten schon frih zu dem Uberraschenden Befund, dass MIF die Fahig-
keit besitzt, die immunsuppressive und anti-inflammatorische Wirkung der Glucocor-
ticoide zu Uberschreiben. Dieser antagonistische Effekt wurde anhand der Aus-
schittung der Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-8 aus LPS-stimulierten Makrophagen
nachgewiesen (Calandra et al., 1995). Auf diesem Befund basierend wurde ein MIF-
spezifischer Overriding-Assay entwickelt. In diesem Assay wird die immunsuppres-
sive Wirkung des Glucocorticoids Dexamethason auf LPS-stimulierte Makrophagen
durch MIF aufgehoben. Der in diesem Test beobachtete MIF-Effekt tritt schon bei
sehr niedrigen Konzentrationen im nanomolaren Bereich auf. Es handelt sich also
um einen Effekt, der bei fur Zytokine typischen Konzentrationen auftritt. Die
physiologische Bedeutung des Glucocorticoid-Overriding konnte im Mausmodell des
septischen Schocks aufgezeigt werden (Calandra und Bucala, 1996).

Die C-terminalen Deletionsmutanten MIF(1-104) und MIF(1-109) sind sowohl im
Overriding-Test als auch im Leishmania-Killing-Assay in ihrer Aktivitat deutlich
reduziert beziehungsweise komplett inaktiv. Da diese Mutanten im Insulin-Redox-
assay nahezu voll aktiv sind, scheint der C-Terminus nicht flr die Oxidoreduktase-
aktivitat, aber wohl fur die immunologische Aktivitat von MIF erforderlich zu sein.

Die N-terminalen Deletionsmutanten MIF(2-114) und MIF(4-114) sowie die Aus-
tauschmutante P1AMIF zeigen nahezu volle oder sogar erhdhte Aktivitat im Over-
riding-Assay. Auch Bendrat et al. (1997) finden fir die zu P1AMIF analoge Mutante
P1SMIF eine volle Glucocorticoid-Overriding-Aktivitat. In Ubereinstimmung mit
diesen Daten finden Hermanowski-Vosatka et al. (1999) fur Mutanten, in denen das
N-terminale Prolin gegen Serin oder Phenylalanin ausgetauscht ist, in einem
Migrationsassay ebenfalls volle wildtypartige Aktivitat. Diese beiden Mutanten weisen
eine deutlich verringerte beziehungsweise keine Tautomeraseaktivitat auf. Da auch
P1AMIF und MIF(2-114) keine Tautomeraseaktivitat mehr aufweisen, lasst sich wohl
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sagen, dass die enzymatische Tautomeraseaktivitdt von MIF keine Rolle bei den
Glucocorticoid- bzw. stressregulierten Immunfunktionen von MIF spielt.

Die physiologische Bedeutung der enzymatischen Tautomeraseaktivitat von MIF
bleibt damit immer noch ungeklart. Als Beispiel flr ein weiteres immunregulato-
risches Protein, das sowohl enzymatische als auch biologische Aktivitaten aufweist,
kann Cyclophilin, ein Cyclosporin A bindendes Protein, dienen. Neben seiner Rolle
als Immunsuppressor besitzt es die Fahigkeit einer Peptidyl/Prolyl-lIsomerase (Sherry
et al., 1992) und reguliert Uber diese enzymatische Funktion vermutlich zellulare
Prozesse wie die Proteinfaltung (Fischer et al., 1998; Gothel und Marahiel, 1999). Es
existieren Cyclosporin A-Analoge, die die enzymatische Aktivitat von Cyclophilin in-
hibieren, die aber keine immunologische Aktivitat besitzen. Auch hier konnte bisher
noch kein Zusammenhang zwischen den biologischen und den enzymatischen Funk-
tionen aufgezeigt werden.

Bei den Cystein-Austauschmutanten zeigt die Mutante C59S im Leishmanien-Assay
praktisch keine Aktivitat mehr. lhre Aktivitat im Overriding-Assay ist stark verringert.
Die Mutante C56SMIF besitzt in beiden Assay zwar reduzierte, aber immer noch
vorhandene Aktivitaten. Die Mutante C80SMIF ist in beiden Assay fast vollstandig
aktiv. Hierdurch wird eine Bedeutung der CXXC-Region und der damit verbundenen
Oxidoreduktaseaktivitat fir die immunologischen Funktionen von MIF nahegelegt.
Die partielle Aktivitat von C56SMIF konnte auch hier durch das Vorhandensein von
Monothiolmechanismen der Redoxkatalyse erklart werden.

Insgesamt scheint die enzymatische Oxidoreduktase-Aktivitdt an den immunregu-
latorischen Effekten von MIF zumindest beteiligt zu sein. Die beobachteten Teilaktivi-
taten der Mutanten zeigen aber auch, dass moglicherweise weitere Mechanismen
existieren.

45 MIF als Jabl1-bindendes Protein

Seit der Entdeckung von MIF 1966 wurde weder ein Rezeptor noch ein Protein, das
direkt in vivo mit MIF interagiert, gefunden. Da MIF in zahlreichen Untersuchungen
als klassisches Zytokin definiert wurde, lag die Vermutung eines extrazellularen Bin-
dungspartners fur MIF nahe (Bernhagen et al., 1998). Da im Laufe der letzten Jahre
jedoch zum einen trotz intensiver Suche kein solcher Bindungspartner gefunden
wurde und es sich zum anderen herausstellte, dass MIF Uber enzymatische Funk-
tionen verfugt, wurde auch die Moglichkeit einer intrazellularen Wirkung von MIF in
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Betracht gezogen. Um solche intrazellularen Bindungspartner von MIF zu finden,
wurde deshalb ein Two-Hybrid-Screening (Fields und Song, 1989) durchgefihrt.
Nach Nahrstoffselektion und nach Austesten der (B-Galaktosidaseaktivitat konnten
drei Klone isoliert werden. Einer dieser Klone enthielt fast die gesamte kodierende
Sequenz von humanem Jab1. Die beiden anderen Klone enthielten die Sequenz von
humanem MIF und bestatigten hierdurch, dass MIF zu Homo-Oligomerisierung fahig
ist. Mittels Koimmunoprazipitationen und Pull-Down-Experimenten wurde in vitro
nachgewiesen, dass rekombinantens humanes MIF tatsachlich mit rekominantem
Jab1 spezifisch interagiert (R. Kleemann, personliche Mitteilung).

Jab1 ist ein 38 kDa grofRes Protein, das urspringlich als Koaktivator der c-Jun und
JunD Transkriptionsfaktoren entdeckt wurde (Claret et al.,, 1996). Jab1 gehdrt zur
Familie der Mov34 Proteine (Asano et al., 1997; Hofmann und Bucher, 1998). Jab1
beeinflusst als Koaktivator die AP-1-abhangige Transkription (Claret et al., 1996). Mit
AP-1 wird ein Transkriptionsfaktor bezeichnet, der aus Homo- oder Heterodimeren
der c-Jun- (c-Jun, c-JunB und c-JunD) oder der c-Fos- (c-Fos, FosB, Fra1l und Fra2)
Familie zusammengesetzt ist (Angel und Karin, 1991; Kerppola und Curran, 1995).
Die Expression der verschiedenen Untereinheiten von AP-1 wird im zeitlichen Verlauf
des Zellzyklus und durch verschiedene Faktoren wie zellularen Stress, Strahlung,
DNA-Beschadigungen oder Zytokine wie TNF-a und IFN-y induziert und reguliert
(Franza et al., 1988; Kyriakis, 1999). Die AP-1-Proteine binden an spezifische DNA-
Abschnitte. Diese Sequenzen, die TREs (tetradecanoyl phorbol acetate (TPA)
response elements), finden sich in der regulatorischen Region von vielen Genen
(Kerppola und Curran, 1995). Die Aktivierung von AP-1 durch c-Jun beinhaltet
sowohl das Auftreten von erhdhten c-Jun-Leveln in der Zelle als auch die Phos-
phorylierung von Serinen in c-Jun durch JNK (Jun N-terminal Kinase) (Pulverer et al.,
1991; Hibi et al., 1993; Treisman, 1995).

Um zu Uberprifen, ob MIF durch die Bindung an Jab1 die AP-1-abhangige Trans-
kription beeinflusst, wurde die AP-1-abhangige Transkription in 293T-Zellen be-
stimmt, die transient mit einem TRE-Luziferase-Reportergenkonstrukt transfiziert
wurden. Rekombinantes, exogenes MIF hebt hierbei die durch kotransfiziertes Jab1
erhdhte AP-1-Reportergenaktivitat fast vollstandig auf (Abb. 16). Die zur Kontrolle
des Zellstatus durchgefuhrten Westernblots auf das mittransfizierte EGFP zeigen,
dass Einflusse durch verschiedene Transfektionseffizienzen oder unterschiedliche
Zellkonditionen auf die Reportergenaktivitat auszuschlieen sind. Im Westernblot war
Jab1 nur in den Ansatzen nachzuweisen, die mit dem Jab1-Plasmid transfiziert
wurden (Abb. 17). Die AP-1-Transkription wird unter anderem auch von Zytokinen
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wie TNF-a induziert (Brenner et al., 1989). MIF ist in der Lage, diese Induktion schon
ab einer Konzentration von 1 nM signifikant zu reduzieren (Abb. 18). Bei einer
Konzentration von 1 uM MIF ist die Induktion vollstandig unterdrickt. Interessanter-
weise hat die Mutante C59SMIF, der die enzymatische Oxidoreduktaseaktivitat fehlt,
keinen inhibitorischen Effekt. Die enzymatische Redoxaktivitat von MIF scheint nach
diesen Daten fur die Inhibierung der TNF-Induktion der AP-1-Transkription notwendig
zu sein. Diese Daten befinden sich auch in Ubereinstimmung mit der Beobachtung,
dass zum einen Jab1 JNK aktiviert, und dass zum anderen MIF die Jab1- und TNF-
vermittelte JNK-Aktivierung inhibiert (A. Hausser, personliche Mitteilung).

Die Modifikation der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren durch Redox-Reaktionen ist
schon in einigen anderen Fallen beschrieben. So verandert das Zytokin Thioredoxin,
das ebenfalls Uber enzymatische Fahigkeiten verfugt, die DNA-Bindungsfahigkeit von
NF-kB in vitro (Hayashi et al., 1993). Hierbei spielen moglicherweise Cysteine in
NF-kB eine Rolle, welche die DNA-Bindung von NF-kB beeinflussen kdnnten. In ahn-
licher Weise wird die DNA-bindende Aktivitat von AP-1 durch das DNA-Reparatur-
enzym Redox Faktor 1 (Ref-1) beeinflusst (Xanthoudakis et al., 1992). Ref-1 seiner-
seits wird durch eine ganze Reihe von redoxaktiven Proteinen beeinflusst, unter
denen sich auch Thioredoxin befindet (Sen und Packer, 1996; Hirota et al., 1997).

Neben Zytokinen induziert auch UV-Strahlung die AP-1-abhangige Transkription
(Woodgett et al., 1994). Um den Einfluss von MIF auf diesen Induktionsweg zu unter-
suchen, wurden 293T-Zellen mit MIF vorinkubiert und anschliefend mit UV-Strah-
lung behandelt. Schon ab einer Konzentration von 1 pM hebt MIF die UV-induzierte
Aktivitat des TRE-Reportergens nahezu vollstandig auf. Bei einer MIF-Konzentration
von 1 uM ist diese Aufhebung vollstandig. Es ist bekannt, dass die UV-Stimulation
der AP-1-abhangigen Transkription auf mindestens zwei Wegen durch die Kinasen
der JNK-Familie erfolgt. Zum einen werden Serine in der Aktivierungsdomane von
c-Jun phosphoryliert und zum anderen erhdht JNK die Expression der Fos-Proteine
durch die Aktivierung von Elk-1 und SAP-1 (Hibi et al., 1993; Whitmarsh et al., 1995;
Janknecht und Hunter, 1997).

Uber mdgliche Zusammenhange der MIF/Jab1-Interaktion mit den bekannten
immunologischen Wirkungen von MIF kann zur Zeit nur spekuliert werden. So wird
schon lange vermutet, dass MIF eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung
spielen kdonnte (Lanahan et al., 1992; Wistow et al., 1993). Die Interaktion von MIF
mit Jab1 konnte die molekulare Grundlage fur diese Rolle darstellen. Jab1 wurde
unter anderem in COP9-Signalosom-Komplexen, fur die der Name JAB1-containing
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Signalosome vorgeschlagen wurde, identifiziert (Seeger et al., 1998). MIF kdnnte die
signalosom-spezifischen JNK und andere Kinasen in ihrer Aktivitat beeinflussen. In-
teressanterweise wurden von Scheinman et al. (1995) die Existenz eines komplexen
regulatorischen Netzwerks, in dem NF-kB, AP-1 und Glucocorticoide eine Rolle bei
der Modulation der Genexpression spielen, vorgeschlagen. Einige der Effekte von
MIF, wie zum Beispiel das Glucocorticoid-Overriding, kénnten im Rahmen dieses
Netzwerks erklart werden. Darlber hinaus wurde kurzlich von Mitchell et al.
gefunden, dass MIF die Erk1/2-Kinaseaktivitat in Fibroblasten aktiviert (Mitchell et al.,
1999). Von Erk1/2 ist bekannt, dass sie Uber die Phosphorylierung von c-Jun zu
einer Verringerung der AP-1-abhangigen Transkription fihren (Karin, 1995).

Die Identifizierung von Jab1 als MIF-Bindungspartner zeigt eine mdgliche molekulare
Grundlage fur die immunologischen Wirkungen von MIF auf. Durch die intrazellulare,
direkte Interaktion mit diesem Transkriptions-Koaktivator kénnte MIF regulatorische
Wege in der Zelle modulieren.
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