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1. Einleitung

1.1. Interferone

Interferone bilden eine Gruppe von Zytokinen mielféltigen biologischen
Funktionen. Derzeit sind sechs verschiedene Imtarée bekannt, die sich in
zwei Hauptklassen unterteilen lassen: Typ | Interfe (Interferon a,
Interferonp, Interferon, Interferonk und Limitin) und Typ Il Interferone
(Interferony).

Wahrend sich die Sekretion von Typ Il Interferonbauptsachlich auf
T-Lymphozyten und Natural-Killer-Zellen (NK-Zellenbeschrankt, werden
Typ | Interferone in einer Vielzahl von Zellen al&ntwort auf virale
Infektionen, antigene Stimuli (33; 73; 82), abectalestimmte Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie den platelet-derived growthctdr (PDGF),
Interleukin 1 (IL-1) und 2 (IL-2) und den Tumor Neke Faktor (TNF) gebildet
(36; 118).

lokalisiert | Anzahl der Bildung und
Interferone Typ auf Chr. Nr. | Gene Sekretion durch
Alpha I 9 12 zahlreiche Zellarten
Beta I 9 1 zahlreiche Zellarten
Omega I 9 >6 zahlreiche Zellarten
Kappa I 9 1 zahlreiche Zellarten
Gamma Il 12 1 v.a. T-Lymphozyten
und NK-Zellen

Tabelle 1: Familie der humanen Interferone



1.1.1. Typ | Interferone und ihre Signalwege

Nach ihrer Sekretion Ubermitteln die Typ | Intedee ihre zellulare Reaktion
Uber den heterodimeren Interferon-Typl-Rezeptor,r dgch aus zwei
Untereinheiten zusammensetzt: Interferon AR1 undri@ron AR2c (79; 94;
137). Neben diversen anderen Signalwegen kommtaapt$achlich zu einer
Aktivierung der Jak-STAT-Signalkaskade (24; 28; 1I28). Dieser Signalweg
wird auch in der SignallUbertragung zahlreicher eveit Zytokine beobachtet,

wurde aber am Beispiel von Interferon aufgeklart.

1.1.1.1. Jak-STAT-Signalweg

Die Aktivierung der Jak-STAT-Signalkaskade beingiafblgende Schritte (28;
45; 54, 62; 67; 99; 103; 123; 139; 146) (Abb. 1):

(1) Interferon induziert die Heterodimerisation de®tféronrezeptors.

(2) Aktivierung der Januskinasen (=Jak), rezeptorasstai Tyrosinkinasen,
durch Autophosphorylierung. Im Fall von Interferdktivierung von
Jakl, Jak2, Tyk2

(3) Aktivierung der STAT (=Signal Transducers and Aators of
Transcription)-Proteine durch Phosphorylierung. Fall von Interferon
hauptsachlich Phosphorylierung von STAT-1 und STATsowie von
STAT-3 und STAT-5

(4) Dimerisation der phosphorylierten STAT- Proteinen IFall von
Interferon hauptsachlich Bildung von STAT-1-Homodnmen und STAT-
1/2 Heterodimeren

(5) Nukleare Translokation der STAT-Dimere
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(6) Komplexbildung der STAT-Dimere mit p48 (IRF-9) zuerd
heterotrimeren sogenannten Interferon stimulatee dactor 3 (ISGF3)

(7) Bindung des ISGF3 in der Promotorregion von Zie&ge (sog.
interferon-stimulated genes) an DNA-Sequenzen |SIRE (=interferon-
stimulated regulatory element) genannt werden

(8) Transkription der Zielgene (,interferon-stimulatgehes®)
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nach: Molecular Biology of the Cell,
Bruce Alberts et al.

Abbildung 1:

Darstellung der Jak-STAT-Signalkaskade am Beispielon Interferon a

Nach Bindung von Interferom an den Typ I-Interferon-Rezeptor kommt es zu
einer Dimerisation des Rezeptors. Dies fuhrt zuereinmechselseitigen
Aktivierung von Tyk2 und Jakl. Diese phosphorytiedarauf Tyrosinreste am
Interferonrezeptor. An die phosphorylierten Tyrosste lagern sich STAT-
Proteine an und werden dadurch selbst phosphotyldach der Dimerisation
der STAT-Proteine wandern die STAT-Komplexe in Mekleus und bilden
gemeinsam mit p48 den Transkriptionsfaktor Intenfiestimulated gene factor 3
(ISGF3). ISGF3 bindet an die ISREs (,interferomstiated regulatory
elements) in der Promoterregion verschiedener gaele (. interferon

stimulated genes*) und initiiert deren Transkriptio



1.1.2. Wirkung von Interferonen im menschlichen Képer

Nach Ablauf der in 1.1.1.1. beschriebenen Sign&lkds kommt es im
menschlichen Koérper zu einer erhéhten Expressiam etwa 300 Interferon-
abhangigen Proteinen, die mit Hilfe von Oligonutig® Microarray Studien
identifiziert wurden (138). Diese Interferon-indemiaren Proteine zeigen
zahlreiche Wirkungen im menschlichen Kérper, voadmelerer Bedeutung sind
antiproliferative, apoptotische und antivirale Wingen.

Die antiproliferative Wirkung ist bereits lange ekt (66). Zahlreiche aus
verschiedenen Geweben und Tumorentitdten abstanaméeltinien reagieren
auf Typ I Interferone mit einer Proliferationshermgu(17; 23; 84; 113; 116).
So konnte in verschiedenen Studien gezeigt werdass Interferorn und
Interferonp alle Phasen des Zellzykluses beeinflussen konh&n24). Weiter
bewirken Typ | Interferone in malignen Zellen demtEtt in die Apoptose
(135). Insgesamt sind bisher 19 ISGs mit proapaaioer Wirkung bekannt
(138).

Die antiviralen Effekte werden unter anderem dumie Proteine MxA
(=Myxovirus resistence A) (22; 58; 87; 90; 104; 1082',5-OAS (=humane
2',5'-Oligoadenylatsynthase) (12, 87; 93; 144) urPKR (=humane
Proteinkinase) (54; 87) vermittelt. Daneben gibt eise Reihe weiterer
Mediatoren der antiviralen zellularen Antwort, dacla dreifach defiziente
MxA -/-, PKR -/- und 2'5-OAS -/- Mause einen Teiller Interferon-

vermittelten antiviralen Antwort zeigen (151).



1.1.3. Therapeutischer Einsatz der Interferone

Interferone waren die ersten Zytokine, die alsi&the Therapeutika eingesetzt
wurden. Sie finden heute unter anderem in der w@ntifigrativen Therapie der
chronischen myeloischen Leukamie (CML), des Kap&arkoms, von
Lymphomen, der Haarzelleukamie, des multiplen Myep des
Ovarialkarzinoms und neuroendokrinen Karzinomen deastro-Entero-
Pankreatischen-Systems Verwendung. Ebenso sindoeaieder Behandlung
mehrerer viraler Infektionen wie Hepatitis B und @hd neurologischen
Erkrankungen wie der multiplen Sklerose im Einga&&; 48; 49; 65; 67; 132;
152).



1.2. Antivirale Interferon-induzierbare Proteine

1.2.1. Mx-Proteine

Die Mx-Proteine zahlen zu den Interferon-induzieginaProteinen. Sie wurden
zuerst in Ratten als ein Genlokus, der die beidbundenen Gene Mx1 und
Mx2 enthalt, beschrieben (6; 75). Hiervon wird mllags nur Mx1 synthetisiert.
Die physiologische Wirkung besteht in einer Resstgegeniber Infektionen
mit Influenzaviren (34; 126).

Im Menschen wurden analog dazu zwei Proteine gefunderen Gene auf dem
Chromosom Nummer 21 lokalisiert sind. Diese beidesteine werden als MxA
und MxB bezeichnet (3; 59; 60) und konnen im Zyagpha zahlreicher
menschlicher Zellen nachgewiesen werden. Allerdimggt nur MxA eine
antivirale Aktivitat (50). Die Funktion von MxB igtisher ungeklart (85). MxA
zeigt ein breites Wirkungsspektrum unter anderegegednfektionen mit dem
Masernvirus (116), Influenzavirus (96) sowie HemtB (47) und Hepatitis C
Viren (40). Eine Expression des MxA Proteins innggenen Mausen mit
genetisch  deletierter  Typ  I-Interferonrezeptoreinhe (MxA  +/+,
Interferon AR-/-) fihrt zu einer Resistenz gegemiibkogoto, LaCrosse und
Semliki Viren (52). Da eine Interferon-vermittelt&timulation anderer
antiviraler Proteine in diesem Modell durch die edieite Typ I-
Interferonrezeptoreinheit nicht vorhanden ist, saheine alleinige Anwesenheit
von MxA auszureichen, um eine Zelle vor Viren zhigeen.

Die Induktion des menschlichen MxA-Proteins erfolast nur durch
Interferona und InterferonB, also Typ | Interferone. Dies unterscheidet MxA

von zahlreichen anderen Interferon-induzierbareneren (145).



Die Mx-Proteine gehdren zur Dynaminfamilie der ggm(5TPasen mit einem
Molekulargewicht von 70-80kDa (50; 128). Diese EBnafamilie zeigt eine
niedrige Affinitat zu GTP, aber eine hohe intrickie Aktivitat bei der GTP-
Hydrolyse (127). Alle Mx-Proteine besitzen am Nat@ralen Ende die GTPase-
Doméne und am C-terminalen Ende ihre Effektordomdtiee besondere
Eigenschaft der Mx-Proteine ist ihre Fahigkeit sah Oligomerenkomplexen
zusammenzulagern, deren Funktion allerdings nocht mollstandig geklart ist
(50). Weiterhin akkumuliert das menschliche MxA-Protemm Zytoplasma von
Interferon-stimulierten Zellen und bindet sich zligil an das endoplasmatische
Retikulum (1; 50) und an Actin und Tubulin (61). nEi eventuelle
physiologische Funktion dieser Eigenschaften isizele nicht bekannt. Die
Wirkungsweise der Mx-Proteine ist noch relativ uist@nden. Bereits bekannt
Ist jedoch, dass MxA die Replikation einiger RNAr&h inhibiert indem es sich
an virale Ribonukleinproteinstrukturen bindet une dranskription viraler
RNA sowie die Translation viraler Subpartikel blegk (71; 72). In
Abwesenheit von viralen Zielstrukturen in der Zelerden die Mx-Proteine
sehr rasch abgebaut.

Nach einer Therapie mit Interfereankommt es bei den meisten Patienten mit
chronischer Hepatitis C zu einem signifikanten Aetgstder MxA Gen- und
Proteinexpression (5). Ergebnisse mehrerer Stutkegen zudem eine positive
Korrelation von Anstieg der MxA-Expression und dgfeicher

Viruselimination unter Therapie mit Interferan(5; 35).



1.2.2. 2’,5’-Oligoadenylatsynthase-Proteine

2',5’-OAS-Proteine sind in zahlreichen Saugetiderelzu finden, so auch beim
Menschen (74; 117). Die Genexpression der 2',5’-#48teine wird ebenso
wie die der Mx-Proteine stark durch Interfemmund Interferorf3 induziert (74;
144). Bisher wurden drei GrolRenklassen der 2',5'SciAoteine identifiziert:
OAS 1, 2 und 3 (25,107). Das kleinste Protein d&’-©DAS Proteinfamilie
(OAS1) weist ein Molekulargewicht von 40 — 46 kD#.&ie beiden grol3eren
haben ein Gewicht von 69kDa (OAS2) bzw. 100kDa (BA8.16). Weiter ist
ein OAS-like- (=OASI-)-Protein bekannt (51; 106).

In Anwesenheit von dsRNA — beispielsweise bei eivealen Infektion —
polymerisiert die 2',5-OAS ATP zu sogenannten 20kgoadenylaten. Dabei
entstehen Adenylate mit der Formel pppA(2'p5Anit n = 1. Hiervon
aktivieren vor allem die tri- und tetrameren Adextgldie sogenannte RNAse-L,
eine latente Endoribonuclease. Diese wiederum tbidilmere und spaltet virale
Einzelstrang DNA sowie zellulare mRNA, jedoch kedsRkNA (74).



ntérferon a

Jak-STAT-Signalweg (siehe 1.1.1.1.)

2’ 5’AS inaktiv

doppelstrangige
RNA

2',5'-OAS aktiviert

ATP > 2',5-Oligoadenylate
/ EndoRNAse
AMP Aktivierung

,

Degradation viralz{A

Abbildung 3:
Wirkungsweise der 2’,5’-OAS-Proteine
Eine Aktivierung der 2',5-OAS-Proteine erfolgt dar dsDNA. Daraufhin

polymerisieren die 2',5-OAS ATP zu Oligoadenylatddiese wiederum
aktivieren eine EndoRNAse, die virale DNA abbaut.
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Die Wirkung der 2',5-OAS wird durch eine Phosphesterase, die bevorzugt
2',5'-linked Oligonukleotide spaltet, beendet (38; 63; 150). Die Aktivitat der
RNAse-L wird durch einen spezifischen Inhibitor bewet (13; 76; 121; 122;
149).

Neben der Aktivierung der 2',5-OAS durch dsDNA @ich eine Aktivierung
dieser Proteine durch das Hepatitis C Virus Coredhn beschrieben (88).
Neben ihrer gut bekannten antiviralen Aktivitatges die 2’,5-OAS-Proteine
auch pro-apoptotische Wirkungen, beispielsweiseldwine Aktivierung der
RNase L ( 21; 29; 151).
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1.3. SOCS-Proteine

Die Jak-STAT-Kaskade wird durch zahlreiche zelleldtechanismen in ihrer
Aktivitdt begrenzt. Neben konstitutiven Inhibitorene Tyrosin-Phosphatasen
und ,protein inhibitors of activated STATs" (PIAeQoren unter anderem die
sogenannten SOCS (=suppressor of cytokine signafrmeine zu dieser
Gruppe.

Neben der Bezeichnung Suppressor of Cytokine SignalSOCS) wurden
SOCS Proteine auch alternativ als Jak Binding Rr@tiAB), STAT-inducible
STAT Inhibitor (SSI) oder Cytokine-Inducible SH2 @aining Protein (CIS)
bezeichnet und so mit unterschiedlicher Nomenklagusehen. Die Familie der
SOCS-Proteine besteht aus derzeit acht bekannteifan: SOCS-1 / JAB1 /
SSI-1 (31; 89; 129), SOCS-2 / CIS-2 / SSI-2 (83; B9), SOCS-3 / CIS-3 /
SSI-3 (81; 86; 129), SOCS-4 / CIS-7, SOCS-5 / CIS®CS-6 / CIS-4,
SOCS-7/CIS-5und CIS / CIS-1 (41; 81; 148).

Die Expression der SOCS-Proteine wird durch zatheei Zytokine wie
beispielsweise Interferom, Interleukin 1 (IL-1) und Interleukin 6 (IL-6)
aktiviert (2; 7; 8; 14; 31; 55; 89; 112; 129). Eingrazellulare Akkumulation der
SOCS-Proteine wird durch einen negativen RuUckkog@mechanismus
verhindert. So konnte gezeigt werden, dass SOCt&iReoeinen inhibitorischen
Effekt auf ihre STAT-abhangige Expression habedeim sie wie nachfolgend
beschrieben die STAT-Aktivierung hemmen (8; 10; 89).

Die Funktion und Wirkungsweise von SOCS-1 und S@CiSt am besten
untersucht. SOCS-1 und SOCS-3 sind effektive Inbibn der durch
verschiedene Zytokine wie Typ | Interferone (lfideon oo und Interferonp)
oder IL-6 stimulierten Jak-STAT-Signalkaskade (9Rie gemeinsame
Proteinstruktur aller SOCS-Proteine beinhaltet ewariable N-terminale

Domane, eine zentrale SH2-Domane und eine C-telenDamane, die SOCS-

12



box motif genannt wird (10; 31; 57; 129). SOCS-Bimm¢ konnen die
Signalubertragung durch die Jak-STAT-Kaskade ppie#fidurch folgende drei
Mechanismen inhibieren:

[) SOCS-1 und SOCS-3 koénnen direkt an Jak2 binDenBindung erfolgt Gber
die SH2-Doméne der beiden Proteine an das phosgrteyTyr®’ der Jak2
und fuhrt dadurch zur Blockade der Kinaseaktiv(Z; 81; 91; 94; 95; 114;
131; 147). Hierzu ist neben der SH2-Domé&ne auch Gruppe von etwa 30
Aminosauren in der N-terminalen Doméne, die sogetgarKIR (=kinase
inhibitory region), notig (114; 115; 147).

) SOCS-3 und CIS binden uber ihre zentrale SH2rBoe direkt an
phosphorylierte  Tyrosinreste der intrazellularen nidoen aktivierter
Zytokinrezeptoren und verhindern dadurch die Anlagg anderer Proteine wie
beispielsweise der STATs . Dies fuhrt zu einer Heimgnder Aktivierung dieser
Proteine (91, 125).

[I) SOCS-Proteine kdénnen durch Komplexbildung maibngin B und C im
SOCS box motif ihre Zielobjekte zum Abbau lber ddérquitin-Proteasom-
Pathway markieren (68; 110; 119; 136; 140).

Eine Suppression der Interferon-Signalkaskade wobeteits fir SOCS-1 und
SOCS-3 beschrieben (124). Weiterhin ist bekanrss éine Uberexpression von
SOCS-1 (124) oder von SOCS-3 in hamatopoetischemotzellen die
antiproliferative und antivirale Aktivitdt von Interon o, Interferonf und
Interferony hemmt (4; 124; 130).
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1.4. Hepatitis C

Das Hepatitis C Virus (HCV) gehort zur Familie ddaviviren. Derzeit sind
sechs verschiedene Genotypen bekannt (108). WiallbaiFlavivren handelt es
sich um ein umhdlltes Virus mit einstrangiger RN2as Hepatitis C Virus ist
weltweit verbreitet. Der Haupttbertragungsweg ise dExposition mit
kontaminiertem Blut. Die akute Infektion verlaufterst subklinisch mit
unspezifischen Symptomen oder in einer milden Fohfterdings wird eine
HCV-Infektion in 60-80% der Féalle chronisch; voresien Patienten entwickeln
5-20% nach zehn Jahren eine Leberzirrhose (27u®8@)1-5% nach 20 Jahren
ein hepatozellulares Karzinom (HCC). Bei Patient@h chronischer Infektion
und begleitender Leberzirrhose ist das Risiko arerai HCC zu erkranken
nochmals deutlich erhoht (26; 56; 64; 133). Sornatlen Infektionen mit dem
Hepatitis C Virus eine der Hauptursachen fur clsdme Lebererkrankungen
dar. Weltweit sind mehr als 170 Millionen Mensclmen dem Hepatitis C Virus
infiziert (27; 69; 105). Im deutschsprachigen Rawmd die Pravalenz nach
Zahlen des Robert-Koch -Institutes mit 0,4% angegeb

Derzeit besteht die Standardtherapie einer Hepaitaus der Kombination von
pegyliertem Interferorw 2b (=ein Interferorn Molekil verbunden mit einem
Polyethenylglycol-Molekiil; daraus resultiert eidadgere Wirksamkeit und eine
nur einmal wochentliche Injektion) plus Ribavirmefn synthetisches Guanosin-
Analogon) Uber 24 oder 48 Wochen, jeweils abhangigp Genotyp (77; 92).
Bei den erfolgreich behandelten Patienten fuhrseli€ombinationstherapie zu
einer ,sustained virus response“ (SVR) im Sinne eeindauerhaften
Viruselimination und nicht mehr nachweisbaren HRMA-Serumspiegeln.
Die Resultate dieser Kombinationstherapie sindrdiigs relativ schlecht. So
sprechen ungefahr 20% der Patienten, die mit denot@e 2 oder 3 infiziert

sind, und etwa 50% der Patienten, die mit dem Ggnbtinfiziert sind, nicht

14



auf diese Therapie an (77; 92). Neben dem Genogg Hepatitis C Virus
scheinen noch weitere Faktoren, die allerdings geéénd unklar sind, eine
Rolle im Nichtansprechen auf die Interferon-RibewviKombinationstherapie zu
spielen (97; 98).
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1.5. Fragestellung und Zielsetzung

Mehrere experimentelle Arbeiten deuten darauf dags SOCS-Proteine eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie der InteofeResistenz spielen. So
wurde in kutanen T-Zell-Lymphomen, in mehreren dmoh myeloischen
Leukdmie (CML) Zellinien und in Blasten von CML-Ratten eine konstitutive
SOCS-3 Expression nachgewiesen (20; 111). Dieseirdcine Rolle bei der
Interferon-Resistenz dieser Zelllinien zu spieMfeiterhin wurden in der Leber
eine erhohte SOCS-2- und SOCS-3-Proteinexpresdvlitverursacher bei der
Interleukin (IL-)-10 induzierten Suppression dertehfieron o vermittelten
STAT-1 Aktivierung beschrieben (120). Des weitetennte in Leberzellen
gezeigt werden, dass es durch eine Uberexpress®idpatitis C Virus ,core
proteins“ zu einer Erhdhung der SOCS-3 mMRNA Mengg @iner Suppression
der Interferono induzierten STAT-1 Aktivierung kommt (16). Auch edi
antivirale Aktivitdt von Interferono. und Interferonf wird in Hela bzw.
NIH-3T3 Zellen, die mit dem Vesicular Stomatitisri¥s infiziert sind, durch
eine Uberexpression von SOCS-1 (112; 124) bzw. SOCR24) vollstandig
gehemmt.

Inzwischen liegen auch in vivo Daten vor, welche idi vitro Ergebnisse weiter
bestatigen. So konnte in Leberbiopsaten von Patientit einer chronischen
Hepatitis C Infektion eine signifikant hOhere SOC3ARNA Expression im
Vergleich zu nicht erkrankten Personen gezeigt amr(B0). Darliber hinaus
konnte kurzlich eine Korrelation zwischen einerehféron-Resistenz und einer

erhohten SOCS-3 Proteinexpression in der Lebereaeafgt werden (142).

Ziel dieser Arbeit ist es, am Modell der humanemp&temzellinie Hep G2 eine
mdgliche Rolle der SOCS-Proteine in der InterfenResistenz bei der

antiviralen Therapie der Hepatitis C zu untersuclizeibei soll die Expression
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der beiden Interferon-induzierten antiviralen PrideMxA und 2’,5’-OAS in
einem Zellmodell mit SOCS-1 bzw. SOCS-3 Uberexposssuntersucht

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zellkultur

Brutschrank C@AutoZero, Heraeus Instruments (Osterode, Deutadhla
Sicherheitswerkbank LaminAir, Heraeus Instrume@tstérode, Deutschland)
Mikrozentrifuge MC 13, Millipore (Billerica, MA, U8)

Neubauer Z&dhlkammer 0,100mm Tiefe

Prazionspipetten, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pasteurpipetten, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Glaspipetten, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zellkulturflaschen und —platten, Becton-Dickinséte{delberg, Deutschland)
Zellschaber, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Zentrifugenrohrchen, Becton-Dickinson (Heidelbddgutschland)

HepG2 Zellen, ATCC (Teddington, Middlesex, UK)

RPMI 1640, PAA Laboratories (Linz, Osterreich)

Fetales Kalberserum , PAA Laboratories (Linz, Osieh)
Penicillin/Streptomycin, Gibco (Karlsruhe, Deutsaind)

Geneticin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Amphotericin B, Biochrom (Berlin, Deutschland)

Trypsin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

PBS, Apotheke Klinikum Innenstadt (Mlnchen, Deuizct)

Trypanblau, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

DMSO, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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Interleukin 6, R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Interferona 2a , Essex-Pharma (Miunchen, Deutschland)
PMA, R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

Bu,cCAMP, R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

BSA, Sigma (St. Louis, MO, USA)

2.1.2. Northern Blot

Ultraspec Plus 4045UV/Visible Spektrometer, LKB &iwom (Cambridge,
England)

Kammer DNA Sub Cell, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

DEPC (=Diethylpyrocarbonat), Apotheke Klinikum Imstadt (Midnchen,
Deutschland)

MOPS, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Na-Acetat, Merck (Darmstadt, Deutschland)

EDTA (Titriplex I11), Merck (Darmstadt, Deutschlahd

NaOH, Merck (Darmstadt, Deutschland)

NaCl, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Tri-Na-Citrat-Dihydrat, Merck (Darmstadt, DeutsamtB

PegGOLD Universal Agarose, pegLab (Erlangen, Délascl)
Formaldehyd, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Formamide, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutsaida

Loading Dye Xylene Cyanole FF, Sigma (St. Louis, M{3A)
Nucleasefreies Wasser, Sigma-Aldrich (SteinheisytSchland)

NaOH Pellets, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Trizma Base, Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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HCI (rauchend), Merck (Darmstadt, Deutschland)
Whatman-Filter-Papier, Biometra (Goéttingen, Deulset)
Hybond-N'-Membran, Amersham Biosciences UK Limited (Amerstiiace,
Little Chalfront, Bucks, UK)

dCTP-alpha &, Perkin Elmer Life Science (Zaventem, Belgien)

Labeling Kit DECA prime I DNA , Ambion (Austin, TXUSA)
Mousep-actin DECAprobe Template, Ambion (Austin, TX, USA)

Quick Hyp Puffer, Stratagene (La Jolla , CA, USA)

QIAquick Nucleotide Removal Kit, Qiagen (Hilden, iischland)
Lachssperma, Stratagene (La Jolla , CA, USA)

Hybritisationsofen, Bachofer LaboratoriumsgerateyfRngen, Deutschland)
UVStratalinker 1800, Stratagene (La Jolla, CA, JSA

SDS, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

BioMax MS Film, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA)

Filmkassette, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA)

2.1.2.1. Puffer

10fach MOPS:

9,2% MOPS, 0,82% Na-Acetat, 0,37% EDTA, DEPC-Wasser
20fach SSC:

17,5% NacCl, 8,8% Tri-Na-Citrat-Dihydrat, DEPC-Wasse
2MTris pH 7,4

24,2% Trizma Base, DEPC-Wasser

20%SDS:

20%SDS, DEPC-Wasser
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Kammerpuffer:

10% 10fach MOPS, DEPC-Wasser

Probenpuffer:

58,8% Formamide, 29,4% Formaldehyd, 8,8% 10fach
2,9% Ethidiumbromid

Hydrolysepuffer:

0,2% NaOH, 0,06% NaCl, DEPC-Wasser
Neutralisationspuffer:

90% 20fach SSC, 10% Tris pH 7,4

Waschlosung I:

10% 20fach SSC, 0,5% SDS(20%), DEPC-Wasser
Wasserlésung Il

0,5% 20fach SSC, 0,5% SDS(20%), DEPC-Wasser

2.1.3. Luciferase-Assay ung-Galaktosidase-Assay

Luminometer TD 20/20, Turner Designs (Sunnyvale, O8A)
Messrohrchen Disposable Cuvettes, Promega (Mannimeatschland)
OPTIMEM 1, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

FUGENE 6, Roche (Mannheim, Deutschland)

Luciferase Assay System, Promega (Mannheim, Delatsdh

B-Galactosidase Enzym Assay, Promega (Mannheim sDielaind)

21

BIOP



2.1.4. Western Blot

Immobilon—PVDF-Folie, Millipore (Billerica, MA, USA

Filterpapier (Whatman 3CHR und 1CHR), Biometra {agen, Deutschland)
Autoradiographiefiim XOMAT-AR, Eastman Kodak (Rochester, NY, USA)
Elektrophorese-Kammer Proteanllixi, Bio-Rad (HersulgA, USA)
Semidry-Graphit—Elektroden  (Laborwerkstatten  Klimk  Grof3hadern,
Milnchen, Deutschland)

Schittler Rocker Platform, Bellco Glass, Inc. (Maral, NJ, USA)

Hepes, Boehringer Mannheim Biochemicals (Mannh@&eytschland)
Natriumchlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)

EDTA (Titriplex 111), Merck (Darmstadt, Deutschlahd
Natriumpyrophosphat , Sigma (St. Louis, MO, USA)

Natriumfluorid , Sigma (St. Louis, MO, USA)

Sodium Orhovanadate, Sigma (St. Louis, MO, USA)

DDT, Sigma (St. Louis, MO, USA)

SDS, Merck (Darmstadt, BRD)

Tween20, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Tris, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Methanol, Sigma (St. Louis, MO, USA)

6-Aminohexansaure, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Essigsaure, Merck (Darmstadt, BRD)

Urea, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Triton X100, Serva (Heidelberg, Deutschland)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), Sigma (St. LeuMO, USA)

Aprotinin, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Leupeptin, Sigma (St. Louis, MO, USA)
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Antikorper pSTAT-1, BD Transduction Laboratoriesgiklin Lakes, NY,
USA)

Antikorper pSTAT-3, Upstate Biotechnology (Lake ¢ NY, USA)
Antikorper STAT-1, Santa Cruz Biotechnology (Sa@taz, CA, USA)
Antikorper STAT-3, Santa Cruz Biotechnology (Sa@taz, CA, USA)

2.1.4.1 Puffer

Lysispuffer:

50mM Hepes, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 10mM jRs0,, 100mM NaF,
2 mM Sodium Othovanadat (pH 7,4), 1% Triton X10&\\M. PMSF, 20uM
Leupeptin, 2pg/ml Aprotinin (2%o)

Probenpuffer:

0,1% DDT, 1% Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) in 0,1MsHAHCI (pH 8,3)
Anode-|-Puffer:

0,3M Tris, 20% Methanol

Anode-lI-Puffer:

0,025M Tris, 20% Methanol

Kathodenpuffer:

0,04M Aminohexansaure, 20% Methanol, 0,01% SDS

1,5% Tween20-PBS-Puffer:

0,1M Phosphat, 0,15M NaCl (pH 7,5), 1,5% Tween 20

Striplosung I:

2% SDS, 7M Urea, destilliertes Wasser

Striplosung |l

10% Essigsaure, destilliertes Wasser
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2.1.5. RT-PCR und Gelextraktion

Random-Primer, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

DNTP 10mM, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
First-stranded Buffer, Invitrogen (Carlsbad, CA,A)S

DTT 0,1M, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
RNAse-Inhibitor, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Reverse Transkriptase = M-MLV, Invitrogen (Carlsh@é, USA)
PeqGOLD Universal Agarose, peglLab (Erlangen, Déldascl)
Trizma Base, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Borsaure, ICN Biomedicals (Aurora, Ohio, USA)

EDTA (Titriplex 111), Merck (Darmstadt, Deutschlahd
Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutsaida
Elektrophoresekammer Biometra Agargel Mini, BioragGottingen, BRD)
100bp Marker, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Loading Dye Xylene Cyanole FF, Sigma (St. Louis, M{3A)
Video Graphic Printer UP890CE, Intas (Gottingen[BR
MgSQ,, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

10xPuffer, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

DMSO, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

DNTPs, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

TaqgPolymerase, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Gelextraktionskit QIAquick, Qiagen (Hilden, Deuttaid)
Primer (Sense, Antisense), Thermo Electron (UlmytBehland)
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2.1.6. Ligation und Transformation

TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

TOP 10 thermically competent E.coli, Invitrogen {Shad, CA, USA)
SOC-Medium, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Kanamycin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Tryptone, Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland)

Yeast Extract, Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland)

QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen (Hilden, Deutsaht)
Nucleobond AX, Machery-Nagel (Easton, PA, USA)

2.1.7. RNA-Extraktion

Kuhlzentrifuge EBA 12 R, Hettich-Zentrifugen (Tuttyen, Deutschland)
Trizol, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Chloroform, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Isopropylalkohol, Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutkoid)

75% Ethanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellinie, Zellkultur und stabile Transfektion

Die humane Hepatomzellinie HepG2 wurde in RPMI 184€dium, welches

mit 10% fetalem Kalberserum, 2mM Glutamin, 1% P#meStreptomycin und

0,4% Amphotericin B versetzt wurde, in einer 5%igé&®, Atmosphare

kultiviert.

Ein humaner SOCS-3 cDNA Klon, der die gesamte kedige Sequenz enthielt
(nt 104-808 Gen Bank Accesion N0.AB004904), wurdeden TOPO TA

Cloning Vektor kloniert und in den pCR3.1 Vektorbkloniert (7; 8). Ein

humaner SOCS-1 cDNA Klon, der die gesamte kodiexe®dquenz enthielt
(Gen Bank Accesion N0.U88326; freundliche Gabe W@mTl.Wilson, The

Walter and Eliza Hall Institute of Medical Researdfictoria, Australien),

wurde in den pCR3.1 Vektor subkloniert. Alle Inservurden durch eine
vollstandige Sequenzierung verifiziert. Die stabileansfektion der HepG2
Zellen wurde mit pCR3.1 alleine (pCR3.1/Kontrollt@y, pCR3.1/SOCS-1
oder pCR3.1/SOCS-3 mit Lipofectamin gemald der ld#esanleitung

durchgefuhrt. Nach der Transfektion wurden die efell in  einem

Selektionsmedium mit 1mg/ml Geneticin kultiviertadh vier Wochen wurden
einzelne pCR3.1/Kontrollvektor, pCR3.1/SOCS-1 undCRf.1/SOCS-3

transfizierte Zellen isoliert.

Alle Zellklone wurden weiterhin in Selektionsmediumit 1mg/ml Geneticin in

einer 5%igen CQAtmosphare kultiviert.

Fur die weiteren Versuche wurden jeweils drei 4elle der Kontrollvektor-

transfizierten, der SOCS-1-transfizierten und d&CS-3-transfizierten Zellen
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ausgewahlt, die die starkste Uberexpression derstfakte im Northern Blot

aufwiesen.

2.2.2. Northern Blot

Fiir die Northern Blots wurden etwa 1,8 x®18epG2 Zellen pro 100mmg@
Zellkulturschale ausgesat und tber 48 Stundenvieriti AnschlielRend wurden
sie fur weitere 24 Stunden in einem serumfreien RPIM40 Medium
vorinkubiert. Darauf folgte nach Zugabe von fristh&SA-haltigem RPMI
Medium die Stimulation mit 1000U/ml Interferan Gber funf Stunden. Nach
Ablauf der Zeitspanne wurde die RNA mit TRIZOL etirert. Anschliel3end
wurden jeweils 2g der RNA in einem Formaldehydgel mit 1%Agarose
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferi@uletzt erfolgte das
Crosslinking der RNA auf die Membran mit Hilfe vary-Licht.

Die 2’,5'-OAS-Probe (nt 470-894, GenBank Accesion.NM016817) und die
MxA Probe (nt 391-1120, GenBank Accesion No.NMO@4&urden mittels
PCR generiert. Die PCR-Produkte wurden auf einemgéfb Agarosegel
aufgetrennt und die spezifischen Banden mit denexaaktionskit QIAquick
nach Herstelleranleitung extrahiert. Beide Fragmentvurden mittels
Sequenzanalyse verifiziert. Fir dseAktinprobe wurdef3-actin DECAprobe,
ein 1076kb langes Fragment des Mausgens, verwendet.

Die Vorhybridisierung der Membranen wurde mit Quitib Solution tber eine
Stunde bei 68°C durchgefiihrt. Die Proben wurdenemurBenutzung des
DECAprimell DNA labeling Kits mit[a-**P]CTP markiert. Die auf diese Art
radioaktiv markierten Proben wurden bei 95°C UbegeizMinuten mit 10
denaturierter Lachssperma DNA inkubiert und zu desrhybridisierten

Membranen hinzugeflgt. Es folgte eine Hybridisigruiver Nacht bei ebenfalls
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68°C. AnschlieRend wurden die Membranen zweimal &iMinuten in 2xSSC-
0,1%SDS bei Raumtemperatur und tber 30 MinutenirSB5C-0,1%SDS bei
60°C gewaschen.

Mit diesen Membranen wurden Kodak Biomax MS Filitnei —70°C flr ein bis

vier Tage belichtet.

2.2.3. Luciferase-Assay

Fir die Luciferase-Assays wurden etwa 0,30 %XZllen pro Well einer 6-Well
Zellkulturschale ausgesat und Uber 24 Stundenviedti Fir die transiente
Transfektion wurden ein -970nt h2’,5’-OAS-Promoticiferasekonstrukt im
pGL2-BV Vektor (143) (freundliche Gabe von Dr. Goyd-Smith, Arizona-
State University, Tempe, Arizona, USA) oder ein 3/530 hMxA-
Promotorluciferasekonstrukt im pGL2-BV Vektor (1d@eundliche Gabe von
Dr. D. Kremsdorf, INSERM U.370, Paris, Frankreigleywendet. Die transiente
Transfektion wurde mittels FUGENE 6 und jeweilsug2 DNA nach
Herstellerprotokoll in 1001 OPTIMEM pro Well Giber 24 Stunden durchgefuhrt.
AnschlieRend wurde das Transfektionsmedium durch-B&8tiges RPMI 1640
Medium ersetzt, in dem die Zellen dber 24 Stunkigdtiviert wurden. Nach
erneutem Mediumwechsel erfolgte die Zugabe von W00 Interferona und
eine Inkubation Uber sechs Stunden.

Die Aufbereitung der Zellen und die Messung deritaraseaktivitaten erfolgte
mittels des Luciferase Assay Kits nach Protokodl Herstellers.

Auch die Transfektion mit dem —2757/+929 mSOCS-@katorkonstrukt im
pGL3-BV Vektor (8)erfolgte mit der oben beschriebenen Methode.
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2.2.4.B-Galaktosidase-Assay

Die transiente Transfektion der HepG2 Zellkloned&np-Galaktosidase-Assay
erfolgte jeweils zeitgleich mit jeder wie oben Hasebenen Transfektion fir
den Luciferase-Assay.

Es wurden ebenfalls pro Well einer 6-Well Zellkudichale 2g DNA des pSV-
B-Galactosidase Control Vectors verwendet.

Nach Aufbereitung der Zellen zum Luciferase-AssHplgte die Messung der
B-Galaktosidase Aktivitaten mittels dgsGalactosidase Enzyme Assay System

gemal Herstelleranleitung.

2.2.5. Proteinextraktion und Western Blot Analyse

Fir die Western Blots wurden etwa 1,8 x° HepG2 Zellen pro 100mmg@
Zellkulturschale ausgesat und tber 48 Stundenvierti AnschlieRend wurden
sie fur weitere 24 Stunden in einem serumfreien RPIM40 Medium
vorinkubiert. Darauf folgte nach Zugabe von fristhBSA-haltigem Medium
die Stimulation mit 2000U/ml Interferam Uber 15 Minuten. Danach wurden die
Zellen mit 50Qul Lysispuffer (50mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM EDTA,
10mM EDTA, 10mM Na4pO;, 100mM NaF und 2mM Natriumorthovanadate,
pH 7,4) pro Zellkulturschale, dem 1% Triton X-1001mM
Phenylmethylsulfonylfluoride, |[&3/ml Aprotinin, 2QM Leupeptin hinzugefugt
wurde, lysiert. Die Lysate wurden bei 13000g tbehrz Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Die Uberstande wurden mit SDS Saniffer (0,25M Tris HCI,
40% Glycerol, 2% Natriumdodezylsulfat (SDS), 1% Hinthreitol,
Bromphenolblau pH 8,8) 1:2 verdinnt. Die Probendear fir finf Minuten
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gekocht und anschlieRend auf einem 10%igen SDSaPglamidgel
aufgetrennt. Die Proteine wurden innerhalb von 6@uwn auf eine PVDF-
Membran elektrotransferiert. Die Membran wurde 3@ Minuten in TBS-T
Puffer (0,02M Tris HCI, 0,15M NaCl, 2% Tween 2000% Natriumacid)
geblockt. Die jeweilige geblockte Membran wurde riNacht mit Antikdrpern
gegen pSTAT-1 (1:20000) und pSTAT-3 (1:20000) inkub Nach einem
Waschvorgang mit PBS wurden die Membranen mit einearoxidase-
konjugiertem Antikorper (1:25000) Gber zwei Stunddqubiert.

AnschlieRend wurde die Membran erneut gewaschesr, 3@ Minuten in ein
chemilumineszierendes Substrat getaucht und eine®@MAXT-AR Film
ausgesetzt. Nach einem Stripping der Membran eég@me erneute Inkubation
mit den Antikorpern gegen STAT-1 (1:20000) und S¥&(1:20000) wie oben
beschrieben.

2.2.6. RT-PCR und Sequenzierung

Als Ausgangsprodukt fur die RT-PCR wurde mRNA husrallepG2 Zellen
verwendet. Die reverse Transkription wurde mit dérMLV Reverse
Transcriptase gemal Gebrauchsanweisung durchgeflhrt

Die darauf folgende PCR wurde wie folgt durchgefiibbach einer initialen
Denaturierung bei 94°C lber drei Minuten folgtenZf&len mit jeweils einer
Minute Denaturierung bei 94°C, einer Minute Anneglibei entsprechender
Temperatur und einer Minute Extension bei 72°C. ZAinschluss erfolgte ein

Elongationsschritt von sieben Minuten bei 72°C.
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GenBank Sense Antisense Annealing-
Accesion Primer Primer Temperatur

Number

S5-TCACTG |5-ATA GAA

hMxA NM 002462 |CAT TCT TGG CGC
Nukleotide AGT TGT CGG GCC 60°C
GG-3 TTT-3

5-CCA GCC |5-TGG CCT
h2',5-OAS |NM 016817 |CCT GGA CGC TGA

Nukleotide TCT ATC TTG GAC 61,5°C
GA-3’ CT-3

Tabelle 2: Liste der verwendeten Primer

Nach der PCR erfolgte eine ldentifikation der erdspenden Banden nach
Auftrennung durch Elektrophorese in einem 1%igemardgegel. Die
spezifischen Banden wurden aus dem Gel mittels d&stextraktionskit
QIAquick nach Herstelleranleitung extrahiert und anschlidfdem Institut far
klinische Chemie im Klinikum Grof3hadern, Minchenqgusenziert. Die

Sequenzierung bestatigte die Sequenzidentitat.

2.2.7. Ligation und Transformation zur Vektorvermehrung

Die Vektorvermehrung der verwendeten Luciferasetonkonstrukte von
MxA und 2',5-OAS erfolgte in TOP 10 chemically cpetent E.coli mit Hilfe
des TOPO TA cloning Kit (PCR 2.1) nach Gebrauchsasmng. Die
subklonierten Bakterienzellen wurden auf Plattent aB-Medium und
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Kanamycin ausgebracht und Uber Nacht im Brutschrarkubiert. Eine
Transformationskontrolle erfolgte mittels X-Gal. Amachsten Tag wurden
einzelne positiv transformierte Zellklone ausgewainid wiederum tber Nacht
in flissigem LB-Medium plus 5@/ml Kanamycin inkubiert. Es folgte eine
Extraktion der Nukleinsduren mit Hilfe des Maxipkgp Nucleobond AX

gemal Gebrauchsanleitung.

2.2.8. Statistik

Fur die Densitometrie der spezifischen Banden in Nerthern und Western
Blot Analysen wurde die National Institutes of Healmage 1,59 Software
verwendet. Die statistischen Analysen wurden mit d&P 5.0.1 Software
durchgefinhrt.

Alle Werte werden als Mittelwertt Standardfehler der unabhangigen
Experimente angegeben. Die statistischen Analyssnpdarweisen Vergleichs
zwischen dem Mittel einer Gruppe und dem Mittel Hentroligruppe wurden
mit dem Student’s t-test durchgefuhrt. Als statdti signifikant wurde ein
p<0,05 angesehen.

Bei allen Versuchen wurden jeweils drei verschieddéflone pro Gruppe

verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. STAT-1 und STAT-3 Tyrosin-Phosphorylierung

Zum Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierung von STAlind STAT-3 wurden
HepG2-Zellklone mit 1000 U/ml Interferono. inkubiert. Nach einer
Stimulationsdauer von 15 Minuten wurde nach Durchifng einer

Proteinextraktion mit Hilfe der Western Blot Tedknidie Tyrosin-

Phosphorylierung der STAT-Proteine verifiziert. e Versuchsanordnung
wurde viermal durchgefihrt.

Die durch densitometrische Messungen gewonnenen swWwéete der

Tyrosinphosphorylierung des Kontrollklons pCR3.1Mwollvektor, Klonl

wurden als Referenzwert gleich eins gesetzt. Diet&Veor und nach der
Interferon-Stimulation fur die weiteren HepG2-Zétike wurden als Vielfache
dieses Referenzwertes berechnet.

Bei den drei Kontrollvektor-transfizierten Zellklen zeigte sich nach
Interferonstimulation ein 3- bis 6-facher AnstiegerdSTAT-1 Tyrosin-

Phosphorylierung und ein 4- bis 5-facher Anstieg &TAT-3 Tyrosin-

Phophorylierung (Abb. 2 und Abb. 3).

Im Gegensatz dazu wiesen die SOCS-1- bzw. SOCRfMrimierenden
Zellklone nach Interferon-Stimulation nur einenbls 2-fachen Anstieg bei der
Tyrosin-Phosphorylierung von STAT-1 auf (Abb. 2)ieDSTAT-3 Tyrosin-

Phosphorylierung zeigte sich in den SOCS-1- bzwCS@-tberexprimierenden

Zellklonen nahezu vollstandig supprimiert (Abb. 3).
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Abbildung 2:

Interferon a-induzierte STAT-1 Phosphorylierung in SOCS-1 und 9CS-3
uberexprimierenden HepG2-Zellklonen

oben: Nach einer Inkubation der Zellen mit Intecier Gber 15min zeigte sich
in den Kontrollklonen pCR3.1/Kontrollvektor (KV)Jok 1-3 eine signifikante
Zunahme der STAT-1 Phosphorylierung. In den SOCGBER3.1/SOCS-1,
Klon 4-6) und den SOCS-3 (pCR3.1/SOCS-3, Klon db&rexprimierenden
Zellklonen konnte kein signifikanter Anstieg nachigeen werden.

*p<0,05 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon,XKontrolle

**p< 0.01 vs.pCR3.1/Kontrollvektor, Klon,Kontrolle

***p<0,001 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon,Kontrolle

°p<0,001 vs.pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Interferan

unten: Abbildung eines reprasentativen WesternsBiler vier durchgeftihrten
Experimente
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Abbildung 3:

Interferon a-induzierte STAT-3 Phosphorylierung in SOCS-1 und 9CS-3
uberexprimierenden HepG2-Zellklonen

oben: Nach einer Inkubation der Zellen mit Intecier: Gber 15min zeigte sich
in den Kontrollklonen pCR3.1/Kontrollvektor(KV),dfl 1-3 eine signifikante
Zunahme der STAT-3 Phosphorylierung. In den SOG&:R3.1/SOCS-1, Klon
4-6) und den SOCS-3 (pCR3.1/SOCS-3, Klon 7iBgrexprimierenden
Zellklonen blieben die Basalwerte nahezu unverénder

**p< 0.01 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon Hontrolle

®p<0,01 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Inteder

°p<0,001 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Intede o

unten: Abbildung eines reprasentativen WesternsBiler vier durchgefiihrten

Experimente
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3.2. Vorversuche zur Interferon-stimulierten Expresion der antiviralen
Proteine MxA und 2'5-OAS

3.2.1. Promotoraktivitat

Um die Zeitpunkte der maximalen Stimulation der rRotoraktivitat von
2’,5-OAS und MxA durch Interferorn zu finden, wurde eine Inkubation mit
1000 U/ml bzw. 8000 U/ml Interferom Uber 6, 8, 10 und 24 Stunden
durchgefuhrt.

25004

20004

15001 EKontrolle
10004 OIFN 1000 U/ml
HWIFN 8000 U/ml
500 -
0 ‘ ‘ ‘ :
h 8h 10h 24h

0h 6

Abbildung 4:

Zeitverlauf der 2’,5’-OAS-Promotoraktivitat nach In terferon o Stimulation
Maximale Werte der Promotoraktivitat konnten bei neei
Interferonkonzentration von 1000 U/ml zum Zeitpurdéchs Stunden
nachgewiesen werden. Ein a&hnlicher Verlauf zeigteh sfur die MxA

Promotoraktivitat (Daten nicht gezeigt).
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Es zeigte sich nach Durchfiihrung des LuciferaseayASy/stems eine maximale
Steigerung der Promotoraktivitat nach sechs Stundbei einer
Interferonkonzentration von 1000 U/ml (Abb. 4).

Daher wurde dieser Zeitpunkt und eine Interferoziemtration von 1000 U/ml

fur die nachfolgenden Experimente gewahlt.

3.2.2. Genexpression

Um die Zeitpunkte der maximalen Stimulation der &emession von

2’,5-OAS und MxA durch Interferorn zu finden, wurde eine Inkubation mit
1000 U/ml Interferom Gber 1, 2, 4, 6 und 24 Stunden durchgefihrt.

Es zeigte sich mit Hilfe der Northern Blot Technik je vier Versuchen fir

2',5'-OAS und MxA stets eine maximale StimulatioerdGenexpression bei
vier und sechs Stunden (Daten nicht gezeigt).

Daher wurde als Stimulationsdauer fir die nachfodge Experimente flnf
Stunden gewahlt.
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3.3. 2',5-OAS Promotoraktivitat und Genexpression

3.3.1. Promotoraktivitat

Zum Nachweis der 2',5-OAS-Promotoraktivitat wurdelepG2 Zellklone mit
1000 U/ml Interferona inkubiert. Nach einem Zeitraum von sechs Stunden
wurde mit Hilfe des Luciferase-Assays die Promditivaat untersucht. Es
wurden vier unabhangige Versuche mit jeweils n=Zglklon pro Versuch
durchgefuhrt.

Der Kontrollwert des Klons pCR3.1/Kontrollvektorldf 1 wurde gleich eins
gesetzt und die gemessenen Werte der weiteren|atedlkwurden als ein
Vielfaches dieses Referenzwertes berechnet.

Es zeigte sich in den Kontrollvektor-transfiziertélonen ein 40- bis 80-facher
Anstieg der Promotoraktivitat unter Interfer@isStimulation. Im Gegensatz dazu
gab es nahezu keinerlei Aktivitatserhéhung bei &»CS-1- und SOCS-3-

uberexprimierenden Zellklonen (Abb. 5).

3.3.2. Genexpression

Zum Nachweis der 2',5-OAS-Genexpression wurden GzpZellklone mit
1000 U/ml Interferom inkubiert. Nach einem Zeitraum von flnf Stunderraeu
mit Hilfe der Nothern Blot-Technik die Genexpressieerifiziert. Es wurden
zwei Versuche durchgefihrt.

Nach densitometrischer Auswertung wurde das Vernsiltdes mRNA-

Messwertes von 2',5-OAS zu demjenigen v@prAktin berechnet. Dieser
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relative  Messwert fur die 2',5-OAS-Genexpression esd Klons
pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1 diente als Referenziwend wurde gleich eins
gesetzt. Die weiteren gemessen Werte werden alsifadte dieses
Referenzwertes angegeben.

Bei den Kontrollklonen zeigte sich ein 20-fachersfeg der Genexpression
nach der Interferonstimulation. In den SOCS-1-ikatenierenden Zellklonen
war dieser Effekt vollstandig aufgehoben. In denCSEB-liberexprimierenden

Zellklonen zeigte sich nur ein schwacher Anstiegl{A5S).
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Abbildung 5:

Interferon e-induzierte 2’,5’-OAS Promotoraktivitat und Genexpression in

SOCS-1 und SOCS-3 uberexprimierenden HepG2 Zellkl@an

oben: Im Luciferase-Assay zeigt sich in den Kohtestor(KV)-transfizierten
Klonen pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1-3 ein signdiker Anstieg der
Promotoraktivitat von 2',5-OAS. In den SOCS-1 i@@rimierenden Klonen
(pCR3.1/SOCS-1, Klon 4-6) und den SOCS-3 Ubereigrenden Klonen
(PCR3.1/SOCS-3, Klon 7-9) lieR sich dagegen keiienuation der

Promotoraktivitat nachweisen.

**p<0,01 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Kontrolle

***n<0,001vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klonl, Kontrolle

%p<0,05 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Interferan

®p<0,01vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Interferan

unten : Ein reprasentativer Northern Blot der zwarchgefiihrten Experimente
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3.4. MxA-Promotoraktivitat und Genexpression

3.4.1. Promotoraktivitat

Zum Nachweis der MxA-Promotoraktivitdt wurden HepZ&lklone mit 1000
U/ml Interferona inkubiert. Nach einem Zeitraum von sechs Stunderdes mit
Hilfe des Luciferase-Assays die Promotoraktivitatemsucht. Es wurden vier
unabhangige Versuche mit jeweils n=3 je Zellklon persuch durchgefihrt.
Der Kontrollwert des Klons pCR3.1/Kontrollvektorldf 1 wurde gleich eins
gesetzt und die gemessenen Werte der weiterenlatedllals ein Vielfaches
dieses Referenzwertes berechnet.

Es zeigte sich in den Kontrollvektor-transfiziertélonen eine 10- bis 35-fache
Erhéhung der MxA-Promotoraktivitat unter InterferStimulation. In den
SOCS-1- und SOCS-3-uberexprimierenden Klonen lieB kingegen keine
signifikante Stimulation nachweisen (Abb. 6).

3.4.2. Genexpression

Zum Nachweis der MxA-Genexpression wurden HepGakibele mit 1000
U/ml Interferona inkubiert. Nach einem Zeitraum von funf Stundernrdreumit
Hilfe der Nothern Blot-Technik die Genexpressiomifizert. Es wurden zwei
Versuche durchgefihrt.

Nach densitometrischer Auswertung wurde das Vaernsiltdes mRNA-
Messwertes von MxA zu demjenigen v@rAktin berechnet. Dieser relative

Messwert fur die MxA-Genexpression des Klons pCRtrollvektor, Klonl
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diente als Referenzwert und wurde gleich eins gedete weiteren gemessenen
Werte werden als Vielfache dieses Referenzwertgsgaben

Die Kontrollvektor-transfizierten Zellklone wiesen nach der
Interferonstimulation eine 7- bis 15-fache Steiggrader MxA mRNA-Menge
auf. Die SOCS-1-uberexprimierenden Zellklone dageggigten nahezu keine
Stimulation der Genexpression. In den SOCS-3-lUpeieerenden Zellklonen
allerdings konnte eine etwa 10-fache ErhOohung dene®pression nach der

Interferonstimulation nachgewiesen werden (Abb. 6).
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Abbildung 6:

Interferon a-induzierte MxA-Promotoraktivitat und Genexpression in
SOCS-1 und SOCS-3 uberexprimierenden HepG2 Zellkl@an

oben: Im Luciferase-Assay zeigte sich in den Kdnektor-transfizierten
Klonen pCR3.1/Kontrollvektor (KV), Klon 1-3 ein mifjkanter Anstieg der
Promotoraktivitat von MxA. In den SOCS-1 Uberexmienden Klonen
pCR3.1/SOCS-1, Klon 4-6 und den SOCS-3 uberexpenden Klonen

PCR3.1/SOCS-3, Klon 7-9 lies sich dagegen keinafiignte Stimulation der
Promotoraktivitat nachweisen.

**p<0,01 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Kontrolle
***n<0,001 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Kontrolle
°p<0,001 vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Intede «

unten : Ein reprasentativer Northern Blot der zwarchgefiihrten Experimente
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3.5. Induktion der mSOCS-3 Promotoraktivitat durch Interferon a, PMA
und ByucAMP

Die SOCS-3-Expression wird durch STAT-abhangige 8Ad\T-unabhangige
Mechanismen reguliert. Um eine allgemein vermirglekhsprechbarkeit der
Zellklone auf Interferon aufgrund der Transfektianszuschliel3en, wurden die
verschiedenen Auswirkungen einer Stimulation diggdlen mit Interferonu,
PMA und BycAMP auf ein SOCS-3-Promotor-Luciferasekonstrukietsucht.
Hiervon benutzt nur Interferam die Jak-STAT-Signalkaskade fur die zellulare
Signaltransduktion. Eine Stimulation mit PMA wircber den p38MAPK-
Signalweg und eine Stimulation mit RAMP Uber den cAMP-Signalweg
vermittelt. In diese beiden Signalkaskaden greB€CS-1 und SOCS-3 nicht
negativ regulierend ein. Der verwendete SOCS-3-Btom enthalt
korrespondierende Elemente sowohl fiir einen STAfmittelten Signalweg
als auch fur einen p38MAPK (16) und cAMP (19) vetatien Signalweg. Flr
den Versuch wurden Interferanin einer Konzentration von 1000U/ml, PMA
In einer Konzentration von 100nM und B8AMP in einer Konzentration von
5mM verwendet und die Effekte dieser Substanzen dief Aktivitdt des
-2757/+929 nt umspannenden SOCS-3-Promotorkonsulhtersucht. Alle
Versuche wurden dreimal unabhangig mit jeweils jg=3ellklon durchgefihrt.
Der Basalwert des Klons pCR3.1/Kontrollvektor, Klomvurde gleich eins
gesetzt und diente als Referenzwert zur Berechdangestlichen Werte.
Es zeigte sich in den drei Kontrollvektor-transfizen Zellklonen eine 10- bis
25-fache Stimulation durch Interferon eine 5- bis 20-fache Stimulation durch
PMA und eine 8- bis 17-fache Stimulation durchd@&\MP.
In den SOCS-1- bzw. SOCS-3-liberexprimierenden bglén dagegen zeigte
sich keinerlei Aktivitatssteigerung durch Interfera; allerdings konnte eine
deutliche Aktivitatssteigerung durch PMA hervordgeruwerden. Diese betrug
44



das 7- bis 14-fache bei in den SOCS-1-transfizieiellklonen und das 12- bis
17-fache in den SOCS-3-transfizierten Zellklonernkich zeigten sich die
Ergebnisse der Experimente mit BAMP; es konnte ein 8- bis 14-facher
Aktivitdtsanstieg in den SOCS-1-transfizierten Klelhen und ein 8- bis 22-
facher Aktivitatsanstieg in den SOCS-3-transfiarrZellklonen nachgewiesen
werden (Abb. 7). Somit zeigt sich ein spezifisch@ribitorischer Effekt der
SOCS-Expression auf die STAT-abhangigen Signalldeskaon Interferom:,
jedoch nicht auf die STAT-unabhangigen Signalkaskadon PMA bzw.
Bu,cCAMP. Ein unspezifischer generell inhibitorischefffekt der SOCS-
Uberexpression in den transfizierten Zellen kono@mit ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 7:

Interferon a, PMA und Bu,cAMP induzierte Aktivitat des mSOCS-3
Promotors in SOCS-1 und SOCS-3 Uberexprimierenden &pG2 Klonen

In den Kontrollvektor-transfizierten Zellklonen p&R/Kontrollvektor (KV),
Klon 1-3 kommt es bei allen drei Substanzen zu aigaifikanten Steigerung
der mSOCS-3 Promotoraktivitat. In den SOCS-1 (pORRACS-1, Klon 4-6)
und den SOCS-3 (pCR3.1/SOCS-3, Klon 7-9) Ubereigrenden Klonen
kommt es nur nach Stimulation mit PMA ungdWMP zu einer signifikanten
Zunahme der Promotoraktivitat; die STAT-abhangigerferon-Signalkaskade
wird dagegen vollstandig inhibiert.

*p<0,05vs.pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1,Kontrolle

**p<0,01 vs.pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1,Kontrolle

***n<0,001vs. pCR3.1/Kontrollvektor, Klon 1, Kontrolle
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3.6.p-Galaktosidaseaktivitat nach Transfektion

Auch nach der transienten Transfektion der Zellear (sechs Stunden mit dem
psV{-Galactosidase Control Vektor wurde der Wert deslikioas
pCR3.1/Kontrollvektor Klon 1 gleich eins gesetzt durdiente so als
Referenzwert. Die Ubrigen Messwerte wurden als faobles dieses
Referenzwertes berechnet.

Es zeigte sich in allen transfizierten Zellen egimchmallige Transfektionsrate
(Daten nicht gezeigt). Deshalb ist davon auszugetess die oben dargestellten
Unterschiede in den einzelnen Gruppen nicht durcte ainregelmaliige

Transfektion hervorgerufen werden.
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4. Diskussion

In der hier vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werddass eine zellulare
Uberexpression von SOCS-1 und SOCS-3 zur Suppress#o Interferon-
induzierten STAT-Phosphorylierung und zur Suppmessier STAT-abhangigen
und Interferon-induzierten Genexpression der amtien humanen Proteine
2',5'-OAS und MxA fihrt.

Seit seiner Entdeckung im Jahre 1989 hat sich degatiis C-Virus als
Hauptursache fiur viele Falle der transfusions-amsten Hepatitis und der
sporadischen nonA-nonB-Hepatitis herauskristahisiéc3; 64; 100; 105).
Hepatitis ist heute weltweit eine der Hauptursach&ir chronische
Lebererkrankungen, Leberzirrhose und das hepatdéed| Karzinom (92; 105).
Derzeit ist Interferonn eines der wichtigsten Therapeutika in der Theragie
chronischen Hepatitis C. Zwar konnten in den letztqahren steigende
Erfolgsraten durch den Einsatz von pegyliertemrfaten (ein Interferono
Molekll verbunden mit einem Polyethenylglycol-Maléklaraus resultiert eine
langere Wirksamkeit und eine nur einmal wochendiclnjektion) in
Kombination mit Ribavirin (ein synthetisches Guane&nalogon) erreicht
werden, dennoch sprechen weiterhin etwa 20-50%dgenten nicht auf diese
Kombinationstherapie an (92). Die Ursachen des dpieversagens scheinen
multifaktoriell bedingt zu sein. Es wird Uber mddpe virale Faktoren, aber auch
uber Patientenfaktoren berichtet. So zeigen dieoeen 2 und 3 des
Hepatitis C  Virus eine deutlich hohere  Ansprechratauf die
Kombinationstherapie als die Genotypen 1 und 4 895; Weiter sind virale
Proteine beschrieben, die einen inhibitorischerlgfauf das Interferonsystem
zeigen (15; 39; 43; 44; 46; 53; 78; 101; 102; 1B41). Ein Einflul3 dieser

viralen Proteine ist zum einen auf der Ebene dé&rSJIAT-Signalkaskade
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beschrieben. So konnte eine Hemmung des Interfeigmalweges unterhalb
der STAT-Phosphorylierung gezeigt werden (53). Dieard durch
Verhinderung der Bindung des STAT-TransskriptioksfeKomplexes IGSF3
an die Promotoren der Interferon-abhangigen Genaittelt (15). Zum anderen
interferieren beispielsweise das virale Protein N®8er ein kurzes Stiick des
E2-Hillenglykoprotein des Virus mit dem Interfermaiuzierbarem antiviralem
Effektorprotein PKR (42; 43; 101; 134). Weiter werdine Induktion der IL-8-
Expression und eine darauffolgenden Suppressio2’'derOAS-Aktivitat trotz
Interferon oo Prasenz nachgewiesen (46; 101). Auch Patientemtaktwie
mannliches Geschlecht, hohes Alter und ZugehdOrigkai bestimmten
ethnischen Gruppen, wie beispielsweise zur Papulader Afroamerikaner,
oder ein erh6hter TNé& Spiegel im Blut beeinflussen ebenfalls eine erfalthe
Interferon-Ribavirin-Therapie (70; 80; 83; 97). Dieugrundeliegenden
molekularen Zusammenhange bei Therapieversagen osldrlechtem

Ansprechen sind allerdings kaum verstanden.

Die antivirale Wirkung von Interferon wird vor afle Gber die Jak-STAT-
Signalkaskade vermittelt. Dadurch erscheint eineckde der Jak-STAT-
Signalkaskade ein durchaus effektiver Weg fur dapatitis C Virus zur
Abwehr der antiviralen Interferon-induzierten Effekzu sein. Interferenzen des
Hepatitis C Virus mit dieser Signalkaskade konnkérzlich gezeigt werden.
Dabei kommt es zur oben beschriebenen BlockadeGigF3 Bindung an die
dazugehorigen Promotoren und der Aktivierung VoA BTL/STAT-3-Dimeren
(15; 30). In einer weiteren Studie wurde eine Indwk der SOCS-3 mMRNA-
Expression und eine erhbhte Transskriptionsaktivitdes SOCS-3
Promotor/Luciferase Reporter Gens durch Hillenimetdes Hepatitis C Virus
beschrieben (16). Auf Grund dieser Mechanismerbesith die Annahme, dass
eine erhodhte zellulare SOCS-Expression einer deglioi@n molekularen

Mechanismen sein kdnnte, die eine Interferonresastmter Therapie bedingen.
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SOCS-Proteine konnten bereits in anderen Modellen Uasache fur eine
Interferonresistenz beschrieben werden (16; 20).120

Um diese Hypothese zu testen und den Einflull vo@S&0 und SOCS-3 auf
die antiviralen Proteine 2’,5’-OAS und MxA zu zeigevurden durch stabile
Transfektion humane HepG2 Zellen, die entweder SOC&ler SOCS-3
Uberexprimieren, erzeugt. SOCS-1 und SOCS-3 wusdender Familie der
SOCS-Proteine ausgewahlt, da beide zum einen alpatentesten und zum
anderen als die am besten untersuchten Inhibitieedak-STAT-Signalkaskade
gelten (124).

Wie bereits in zahlreichen Studien beschriebent dehBlockierung des Jak-
STAT-Signalweges durch die SOCS-Proteine mit eilsamppression der
Tyrosin-Phosphorylierung der STAT-Proteine einl&; 81; 91; 94; 114; 131;
147). Dies konnte auch in obigen Versuchen nachegmmi werden. So zeigt
sich in den SOCS-1- und den SOCS-3-uberexprimiemndellklonen im
Gegensatz zu den Kontrollvektor-transfizierten &eléine deutliche Hemmung
der STAT-1-Phophorylierung (Abb. 2). Bei der STAIRBosphorylierung
konnte sogar eine nahezu komplett aufgehobene Rbodierung in den
SOCS-1 und den SOCS-3-uiberexprimierenden Zellkloaehgewiesen werden
(Abb. 3). Dieses Ergebnis beweist auch eine emathe Transfektion der
Zellen mit dem PCR3.1/SOCS-1- bzw. dem PCR3.1/SG{gktorkonstrukt.
Zum Nachweis der mRNA-Expression des antiviralemtdtns 2’,5-OAS
wurden die HepG2 Zellklone mit Interferartiber finf Stunden inkubiert. Nach
Durchfiihrung der Northern Blot Analyse zeigte siohden Kontrollvektor-
transfizierten Zellen ein deutlicher Anstieg dem&epression der 2',5’-OAS. In
den SOCS-1-Uberexprimierenden Zellklonen war dierfaron a-induzierte
Genexpression von 2',5-OAS komplett aufgehobenldAb). In den SOCS-3-
Uberexprimierenden Zellklonen zeigte sich im Vediezu den mit dem

Kontrollvektor-transfizierten Zellklonen eine sifkante Reduktion der
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MRNA-Expression des antiviralen Proteins 2’,5’-OABlr den Nachweis der
Promotoraktivitat der 2',5-OAS erfolgte eine sestimdige Inkubation der
Zellklone mit Interferona. Hier konnte nach Durchfiihrung des Luciferase-
Assays in den Kontrollvektor-transfizierten Zellikkn ein deutlicher Anstieg
der Promotoraktivitat unter InterferanStimulation fur das Protein 2',5’-OAS
nachgewiesen werden. In den SOCS-1 und SOCS 3 xjenesrenden
Zellklonen dagegen kam es zu nahezu keinerlei A#tsern6hung der
Promotoraktivitat des 2',5-OAS Gens (Abb. 5). B hervorzuheben, dass
sowohl in den SOCS-1- als auch in den SOCS-3-Upearaierenden Zellklonen
eine fast vollstandige Suppression der 2’,5’-OA8rRwotoraktivitat vorliegt.

Auch zum Nachweis der mRNA-Expression des anteiraProteins MxA
wurde ebenso wie fir das Protein 2',5-OAS einefdtimdige Inkubation der
Zellklone mit Interferorw und eine Northern Blot Analyse durchgeftihrt. Hearb
zeigte sich in den Kontrollvektor-transfiziertenllKmnen ahnlich wie oben flr
2',5'-OAS beschrieben ein deutlicher Anstieg derRiNA-Expression von
MxA. In den SOCS-1-tberexprimierenden Zellklonengtzelie Interferona
induzierte Genexpression von MxA kaum eine Anderwegeniber dem
Basalwert (Abb. 6). In den SOCS-3 uberexprimierendellklonen dagegen
konnte zwar eine Suppression der Interfesomduzierten Genexpression von
MxA nachgewiesen werden, die allerdings im Gegensatden Ergebnissen der
2',5-OAS Analysen nicht signifikant ist. Ebenso evbeim Nachweis der
Promotoraktivitat der 2',5-OAS wurde eine sechssifje Inkubation mit
Interferona und anschlie3end ein Luciferase-Assay durchgeftdsrizeigte sich
nach Durchfihrung des Luciferase Assays in den #gtwmektor-transfizierten
Zellen ein deutlicher Anstieg der Promotoraktivitéinter Interferon o
Stimulation fir MxA. Im Gegensatz dazu kam es sdwohden SOCS-1- als
auch den SOCS-3-tberexprimierenden Zellklonen zihena keinerlei
Aktivitatserhdhung der Promotoraktivitat (Abb. @)abei ist hervorzuheben,
dass sowohl in den SOCS-1- als auch den SOCS-&xprénierenden
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Zellklonen eine nahezu komplette Suppression deompBtoraktivitaten
nachzuweisen ist.

Bei der Suppression der Interferon-induzierten @pression zeigt sich
allerdings ein Unterschied zwischen den SOCS-1 u&DCS-3
Uberexprimierenden Zellklonen in den Untersuchungan den beiden
antiviralen Proteinen. Moglicherweise werden diédeobachtungen durch
weitere regulatorische Elemente, die nicht inndrladr Promotorsequenz des
fur diese Studie verwendeten MxA-Promotors liegarursacht. Andererseits
konnte SOCS-1 auch eine potentere inhibitorischekWdg auf die Interferon-
induzierte 2’,5-OAS- und MxA-Expression haben. Aibhe Ergebnisse hierzu
wurden in den Zellinien HeLa und MCF beobachtetrt@owies sich SOCS-1
als der wesentlich potentere Inhibitor von STATHH somit der Unterbrechung
der durch Interferon induzierten zellularen Sigagkade (124). Die sowohl bei
der Promotoraktivierung als auch bei der Genexmesgon 2',5-OAS und
MxA geringe bestehende Stimulation in den SOCS-hd uSOCS-3-
Uberexprimierenden Zellklonen kdonnte durch mdogliciiternative Interferon-
Signalwege erklart werden. Diese laufen nicht Ubdie Jak-STAT-
Signalkaskade ab und entziehen sich somit der wegaSTAT-Regulation
durch die SOCS-Proteine. Daher kann es trotz SOCBzlv. SOCS-3-
Uberexpression zur Expression Interferon-abhandigeteine kommen (67).
Um eine unspezifisch verminderte Stimulierbarkeit dellklone auf Interferon
auf Grund der Transfektion auszuschlieBen, wurdea erschiedenen
Auswirkungen einer Stimulation dieser Zellen mitteiferona, PMA und
Bu,cCAMP auf ein SOCS-3-Promotor-Luciferasekonstruktetsucht (Abb. 7).
Hiervon benutzt nur Interferom die Jak-STAT-Signalkaskade fiir die zellulare
Signaltransduktion. Eine Stimulation mit PMA wirdagkgen Uber den
p38MAPK-Signalweg und eine Stimulation mit 8AMP Utber den cAMP-
Signalweg vermittelt. In diese beiden Signalkaskadgeifen SOCS-1 und
SOCS-3 nicht negativ regulierend ein. Der verwead80OCS-3-Promotor
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enthalt korrespondierende Elemente sowohl fir eil®PAT-vermittelten
Signalweg als auch fur einen p38MAPK (16) und cANI®) vermittelten
Signalweg. In den Kontrollvektor-transfizierten [éel kam es nach Zugabe aller
drei Substanzen zu einer deutlich erhOhten Promaktiortdt des mSOCS-3-
Promotors im Luciferase-Assay. Dagegen zeigte ailcld deutliche Suppression
des durch Interferon-induzierten STAT-Signalwegascd die Uberexpression
von SOCS-1 und SOCS-3 in den Zellen. Die durch PN# BycAMP
hervorgerufene SOCS-3 Promotoraktivitat wurde in 8©CS-1 bzw. SOCS-3
Uberexprimierenden Zellklonen dagegen nicht sigaift unterdriickt (Abb. 7).
Diese Ergebnisse zeigen, dass es durch die Traiosfekcht zu einer allgemein
verminderten Ansprechbarkeit der transfizierten letel kommt, sondern
spezifisch die Jak-STAT-Signalkaskade durch eineCS®berexpression

gehemmt wird.

Wahrend andere Arbeitsgruppen eine erhdhte Exprester SOCS-1- bzw.
SOCS-3-Proteine in Leberzellen durch eine chromischiepatitis C Virus-
Infektion zeigen konnten (80; 142), demonstrieg Hier vorgelegte Arbeit |,
dass eine erhohte Expression von SOCS-1 bzw. SOQ@$-hiumanen
Hepatomzellen durch Suppression der Interferonzieiten Jak-STAT
Signalkaskade nachfolgend zur Suppression der Esiore der antiviralen
Proteine MxA und 2’,5-OAS fiihrt. Uber diesen Meaoismus kann die
Uberexpression von SOCS-1 und SOCS-3 so zur Interfesistenz bei viralen
Infekten wie der chronischen Hepatitis C beitragen.
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5. Zusammenfassung

In den vorgestellten Ergebnissen konnte gezeigdeverdass SOCS-1 und
SOCS-3 die Genexpression und die Promotoraktivi&it beiden Interferon-

induzierten antiviralen Proteine MxA und 2’,5-OA@mmen.

In den Kontrollvektor-transfizierten Zellklonen kwe sowohl in den
Luciferase-Assays als auch in den Northern Blot Iygen ein signifikanter
Anstieg der Promotoraktivitat bzw. der Genexprasgier beiden antiviralen
Proteine nachgewiesen werden. In den SOCS-1 und SSOC
uberexprimierenden Zellklonen dagegen zeigte sich deutliche Suppression

der Promotoraktivitat und der Genexpression.

Die hier vorgestellten Daten demonstrieren eindeRigr SOCS-Proteine in der
Interferonresistenz durch Hemmung der Jak-STAT abig&n Expression von
antiviralen Proteinen. Dieser Mechanismus stellie endgliche Erklarung far
die Entstehung einer Interferonresistenz bei derorshchen Hepatitis C
Infektion dar. Auf Grund der gezeigten Rolle von GG®Proteinen in der
Pathophysiologie der Interferon-Resistenz solltekinftige Therapieoptionen
mit dem Ziel des SOCS-Silencing zur Verbesserung ldeerferontherapie

evaluiert werden.
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