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3.2.5 Ligation 

In der Ligationsreaktion wurden entweder aus Agarosegelen isolierte DNA-Fragmente oder synthetisch 

hergestellte und hybridisierte Oligonukleotide mit überhängenden Enden eingesetzt. Dazu wurden ca. 100 ng 

linearisierte und dephosphorylierte Vektor-DNA mit einem ca. drei- bis fünffach molaren Überschuß an 

Insert-DNA in einem Ligationsansatz mit 1 x Ligationspuffer und 400 U Ligase (BioLabs) über Nacht bei 

16°C oder 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

3.2.6 Hybridisierung von Oligonukleotiden 

Gleiche molare Mengen von komplementären Oligonukleotiden wurden in Hybridisierungs-Puffer 

(Annealing-Puffer: 20 mM Tris-HCl pH 8 und 20 mM NaCl) für 5 min bei 95°C in einem Aluminium-

Heizblock inkubiert. Der Heizblock wurde abgeschaltet und konnte mit dem Hybridisierungsansatz langsam 

auf Raumtemperatur abkühlen. Zur Kontrolle wurde ein Aliquot des Ansatzes auf einem hochprozentigen 

Agarosegel (1,5-2% Agarose) aufgetrennt und durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht.  

3.2.7 Endmarkierung doppelsträngiger DNA mit 32P-dATP 

Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E.coli verfügt neben der 5‘-3‘-DNA-

Polymeraseaktivität auch über eine 3‘5‘-Exonukleaseaktivität, jedoch besitzt es keine 

5‘3‘-Exonukleaseaktivität mehr. Daher ist dieses Enzym zum Auffüllen von 5‘-überhängender Enden 

doppelsträngiger Oligonukleotide in Anwesenheit von [32P]-dATP geeignet. In einer Standardreaktion 

wurden 200 ng DNA in einem 25 µl Ansatz mit folgenden Komponenten für 30 min bei 30°C inkubiert: 

10 mM Tris pH 7,5, 1 mM DTT, 10 mM MgCl2, 250 µM der Desoxynukleotide dCTP, dGTP, dTTp, 40 µCi 

[32P]dATP und 1 U Klenow-Enzym (Roche). Das markierte Fragment wurde mit dem „QIAquick 

Nucleotide Removal Kit“ (QIAGEN) von freien Nukleotiden getrennt (Kapitel 3.2.2.2) und die 

radioaktive Strahlung durch Cerenkow-Messung im Szintillationszähler bestimmt. 

3.2.8 Die Polymerase Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird zur in vitro Amplifizierung von DNA-Bereichen definierter 

Länge und Sequenz eingesetzt. Für die Einführung zusätzlicher Restriktionsschnittstellen (z.B. für 

Klonierungen) wurden Primer verwendet, die zusätzlich zur Hybridisierungssequenz auch noch eine 

Erkennungssequenz für eine Restriktionsendonuklease enthielten. Zur Amplifizierung von DNA-Framenten, 

die in den Expessionsvektor pcDNA3 oder in den Luciferase Vektor pGL2-Basic kloniert werden sollten 

wurde die Polymerase DeepVentR™ (exo-) (BioLabs) eingesetzt. Um zu kontrollieren, ob nach einer 

Transformation von Bakterien das jeweilige Plasmid in den Bakterien vorhanden war, wurde nach einer 

Plasmidpräparation (Kapitel 3.2.9) die AmpliTaq-Polymerase (Applied Biosystems) benutzt. Eine 

Standardreaktion für eine PCR mit DeepVent-Polymerase enthielt 50-100 ng Template-DNA, je 50 pmol 

des Vorwärts- und Rückwärtsprimers, je 400 µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 1 x ThermoPol-Puffer mit 

MgSO4, und 1 U Polymerase. Die PCR wurde in einem programmierbaren Thermoblock mit folgendem 

Programm durchgeführt: nach einer initialen Denaturierung bei 95°C für 5 min wurden 30 Zyklen von 
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DNA      200 ng 
Sequenzierungsprimer    5 pmol 
5x Sequenzierungspuffer   2 µl 
ABI PRISM BigDye Terminator v1.1  0,5 µl 

Das folgende PCR-Standardprogramm wurde für Sequenzierungsreaktion verwendet: 

Initiale Denaturierung:     95°C, 3 min 
Denaturierung:     95°C, 35 s 
Hybridisierung (Annealing):   50°C, 12 s,  
Synthese (Elongation):    60°C, 4 min und zurück zur Denaturierung (35 Schleifen) 
Pause:       4°C 

Im Anschluß erfolgte eine Aufreinigung des PCR-Produktes durch Ethanolpräzipitation. Abschließend 

wurde das Pellet in einer speziellen Formamid-Lösung (Template Suppression Reagent) aufgenommen, für 

zwei Minuten zur Denaturierung bei 90°C inkubiert und in das Gerät gestellt. Die Bedienung des 

Sequenzierungsautomaten erfolgte nach Vorschriften des Herstellers. Die so erhaltenen Rohdaten wurden 

anschließend durch ein Analyseprogramm ausgewertet. 

3.2.18 siRNA/shRNA Design  

Für eine effiziente Herstellung von siRNAs (short interfering RNA) bieten verschiedenste Biotechnologie-

Firmen Programme im Internet an, welche neben einer Auswahl von Zielsequenzen jeder Sequenz auch eine 

Wahrscheinlichkeit zuordnet, wie gut die siRNA ein bestimmtes Zielgen herunterzuregulieren vermag. Im 

Rahmen dieser Arbeit kamen die beiden Programme „siDESIGN Center“ von Dharmacon und der „BLOCK-

iT™ RNAi Designer“ von Invitrogen zur Anwendung. Diese Programme benötigen meist nur eine 

Genzugriffsnummer oder eine cDNA-Sequenz als Eingabe und liefern eine Vielzahl möglicher siRNA-

Sequenzen mit zusätzlichen Parametern, welche einer Verfeinerung der Auswahl der siRNA dienen sollen. 

Als zusätzliche Kriterien für die Auswahl der Effektivität und Stabilität der siRNA-Sequenzen wurden, 

soweit es möglich war, die Regeln nach Reynolds (Reynolds, et al., 2004) befolgt. Die Synthese der 

synthetischen siRNA-Sequenzen erfolgte durch die Firma Eurogentec, die der synthetischen DNA 

Sequenzen für die Klonierung in geeignete shRNA-Vektoren durch die Firma BioTEZ. Ausgehend von 

diesen Vektoren erfolgt die Synthese der shRNA (short hairrpin RNA) ausgehend von einem Polymerase III 

Promotor (H1, U6 oder 7SK). 

Die siRNA Technologie geht auf ein Phänomen zurück, welches erstmals von Fire und Kollegen (Fire, et al., 

1998; Fire, 1999) als RNA-Interferenz beschrieben wurde und von Elbashir und Kollegen als 

molekularbiologische Methode zur Herunterregulierung spezifischer Zielgene entwickelt wurde (Elbashir, et 

al., 2001-a). Diese Methode basiert auf der Einschleusung doppelsträngiger RNA in eukaryontische Zellen. 

Diese wird in der Zelle dann durch DICER (RNase III ähnliches Enzym) zu 21-23 Nukleotiden langen 

doppelsträngigen RNAs, den sogenannten siRNAs, prozessiert (Elbashir, et al., 2001-b). Diese siRNA 

Moleküle werden nun durch den RISC Komplex (RNA Induced Silencing Complex) gebunden. Im 

Anschluß erfolgt in einem ATP-abhängigen Prozess die Aufwindung des Doppelstranges, wobei nur der 

Gegenstrang (Antisense zur mRNA) in den RISC-Komplex eingebaut wird. Der RISC-Komplex bindet nun 

an die für die siRNA spezifische mRNA, wobei der am Komplex gebundene Gegenstrang mit der mRNA 
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Antikörper zu jeweils 500 µg - 1,0 mg Gesamtprotein im Lysat, sowie jeweils 20 µl Protein-G-Sepharose 

beziehungsweise Protein-A-Sepharose. Die Inkubation der Ansätze erfolgte über Nacht bei 4°C. Am 

folgenden Tag wurde der an Protein-G-Sepharose beziehungsweise Protein-A-Sepharose gebundene 

Antikörper-Protein-Komplex durch Zentrifugation (1 min/ 1000×g) vom Lysat getrennt, 3 mal gewaschen 

und anschließend in 20 µl  2×SDS-Probenpuffer aufgenommen, für 4 min bei 95°C erhitzt und abschließend 

auf ein SDS-Polyacryamid-Gel geladen. 

3.3.8 Ko-Immunpräzipitation 

Koimmunopräzipitationen dienten dem Nachweis von Protein-Interaktionen. Die Herstellung von 

Zelllysaten erfolgte mit PD300-Puffer. Die Extraktion bei 300 mM Salz sollte gewährleisten, dass auch die 

Kernproteine optimal von der DNA abgelöst werden. Um klare Lysate, frei von eventuell störenden 

Faktoren, zu erhalten, wurden die Extrakte für 60 min in der Beckman Ultrazentrifuge OPTIMA™ MAX-XP 

im TLA45 Rotor bei 45000 upm zentrifugiert. Das klare Lysat wurde anschließend 1:1 mit PD0 

Komplement-Puffer versetzt um eine Ionenstärke von 150 mM Salz zu erhalten, da Protein-Interaktionen 

meist bei einer geringeren Ionenstärke von etwa 150 mM studiert werden. Alle weiteren Schritte erfolgten 

wie unter Kapitel 3.3.7 beschrieben. 

3.3.9 Gelretardations-Assay (EMSA) 

Durch den Gelretardations-Assay, kurz EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), werden 

sequenzabhängige DNA-Protein Interaktionen nachgewiesen. Dieser Versuch kann entweder mit gereinigten 

Proteinen, oder mit Proteinen aus Zellextrakten durchgeführt werden. Kurze DNA-Fragmente migrieren in 

einem nativen Polyacrylamidgel mit relativ hoher Geschwindigkeit zur Anode. Sind die DNA-Fragmente an 

ein Protein gebunden, so verlangsamt sich die Laufgeschwindigkeit deutlich (Retardierung). Zum Nachweis 

von DNA-Protein-Komplexen, wurden die Enden der DNA-Fragmente, wie unter Kapitel 3.2.7 beschrieben, 

radioaktiv markiert. In einem Gesamtansatz von 20 µl mit dem zu untersuchenden Proteinextrakt, wurden ca. 

25000 – 30000 cpm des radioaktiv markierten dsDNA-Oligonukleotids eingesetzt, sowie 10 µl EMSA-

Bindepuffer. Der Ansatz wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf ein 20 x 20 cm und 1,5 

mm dickes natives Polyacrylamidgel (5% Acrylamid in 0,5x TBE) aufgetragen. Der Gel-Lauf erfolgte bei 28 

mA pro Gel mit 0,5x TBE als Laufpuffer. Die Laufstrecke konnte anhand der parallel aufgetragenen 

Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol verfolgt werden. Nach Beendigung des Laufes, wurde das Gel 

auf Whatman-Papier vakuumgetrocknet und anschließend über Nacht bei -80°C auf einem 

lichtempfindlichen Film mit Verstärkerfolie exponiert. Für den Nachweis bestimmter Proteine in einem 

DNA-Protein-Komplex wurden für das nachzuweisende Protein spezifische Antikörper (500ng-1µg) mit 

dem Lysat für 30 min vorinkubiert, bevor die Inkubation im Shift-Reaktionspuffer für weitere 30 min 

erfolgte. DNA-Protein-Antikörper-Komplexe können im Idealfall durch einen Supershift (zusätzlicher 

Komplex oberhalb des zu untersuchenden Signals), in einigen Ausnahmen auch durch eine Abnahme des zu 

untersuchenden Signals (Supershift-negativ: Antikörper bindet in der DNA-Bindungsdomäne oder verhindert 

die Dimerbildung des Transkriptionsfaktors). 
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beschrieben wurde (Hai und Curran, 1991). Um eine solche Interaktion nachzuweisen, wurde eine Ko-

Immunpräzipitation in Zelllysaten der Hodgkinzelllinien HDLM-2 und L428, sowie in Lysaten von den 

Referenzzelllinien Namalwa und REH durchgeführt.  
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Abbildung 21: Physikalische Wechselwirkung zwischen c-Jun und ATF-3 in Lysaten von Hodgkinzellen: 

Sowohl c- Jun als auch ATF-3 sind in Hodgkinzellen überexprimiert und zeigen durch eine Ko-Immunpräzipitation aus 

Gesamtzelllysat en eine physikalische Interaktion miteinander im Westernblot. (I = Input, K = Isotypkontrolle (Rabbit Kontroll IgG), 

IP = Immunpräzipitation c-Jun (H-79 Rabbit)). 

  

Wie Abbildung 21 dargestellt, konnte eine physikalische Wechselwirkung von c-Jun mit ATF-3 in den 

Hodgkinzellen im Westernblot nachgewiesen werden. In den Referenzzellen wird keines der beiden Proteine 

in nachweisbarer Menge gebildet, weder ATF-3 noch c-Jun sind durch die Anreicherung mittels 

Immunpräzipitation nachweisbar. 

Welche Funktion kommt ATF-3 im Zusammenhang mit der ungewöhnlichen AP-1 Aktivität in 

Hodgkinzellen zu? Diese Frage kann nur beantwortet werden, wenn ATF-3 aus dem Gesamtsystem 

eliminiert wird. Ein möglicher Ansatz ist hier die Herunterregulation von ATF-3 mit geeigneter siRNA in 

den Hodgkinzellen. Das Design der siRNAs erfolgte, wie im Kapitel 3.2.18 beschrieben, mit dem siRNA 

Designer von Dharmacon. Die in den Vektor pmU6 klonierten siRNAs wurden zuerst transient in HeLa 

Zellen getestet, welche für vier Stunden mit PMA stimuliert wurden, um eine induzierte Expression von 

ATF-3 zu bewirken (Daten nicht gezeigt). Die siRNA, welche eine gute Herunterregulation von ATF-3 

bewirkte (si-ATF-3-#1), sowie eine Kontroll-siRNA (scrambled siRNA, si-Ctrl), wurden nun jeweils 

zusammen mit pEGFP-N1 in die Hodgkinzelllinie L428 transfiziert. Die Kotransfektion von siRNA und 

einem Vektor, welcher das Grüne Fluoreszierende Protein (GFP) exprimiert, ist notwendig, da die 

Transfektionseffizienz mittels Elektroporation in den Hodgkinzellen meist unter 40% liegt und die Zellen 90 

Stunden nach der Transfektion mittels FACS nach GFP-positiven Zellen sortiert werden sollten um daraus 

Gesamtzelllysat zu präparieren. Die Lysate wurden auf ein 12%-iges SDS-Gel geladen, die 

Herunterregulation von ATF-3, sowie deren Effekt auf andere AP-1 Faktoren im Westernblot analysiert. Das 

Ergebnis der Herunterregulation von ATF-3 ist in Abbildung 22 dargestellt. 



Ergebnisse        -80- 

 

                                                                    

ATF3 
(C-19)

c-Jun 
(N)

si K
ontrolle

si A
T

F
3 

pm
U

6

si K
ontrolle

si A
T

F
3 

pm
U

6

JunD 
(329)

JunB 
(C11)

Parp-1 
(F2)

 
Abbildung 22: Die Herunterregulation von ATF-3 mittels siRNA und ihre Auswirkung auf die AP-1 Expression: 

Die Zelllinie L428 wurde transient mit der siRNA gegen ATF-3 (si-ATF-3-#1) in dem Vektor pmU6 und mit pEGFP-N1 

kotransfiziert. Als Kontrolle diente eine verifizierte Kontroll-siRNA im Vektor pmU6 (scrambled siRNA, si-Ctrl). Die Expression 

von c-Jun, JunB und JunD wurde vier Tage nach der Transfektion in den GFP-positiv sortierten Zellen im Westernblot analysiert. 

Parp-1 dient hier als Ladekontrolle. 

 

Die Expression von ATF-3 in L428 konnte durch die Vektor-basierte siRNA deutlich herunterreguliert, 

jedoch nicht komplett eliminiert werden. Die Analyse der Faktoren der Jun/AP-1 Familie ergab, dass sowohl 

c-Jun, als auch JunB eine verminderte Expression in den Zellen aufweisen, bei denen ATF-3 

herunterreguliert wird. Ein Effekt auf die Expression von JunD wurde nicht beobachtet.  

ATF-3 wird in Hodgkinzellen nicht nur verstärkt exprimiert, sondern konnte auch als ein weiterer Faktor der 

konstitutiven AP-1 Aktivität in diesen Zellen identifiziert werden, der an der Regulation der Expression von 

c-Jun beteiligt ist. Dabei konnte gezeigt werden, dass ATF-3 ausschließlich im Kern lokalisiert ist 

(Abbildung 19-A und Abbildung 20). Seine Bindung erfolgt im EMSA sowohl an die Jun1- als auch die 

Jun2-Sequenz im JUN Promotor (Abbildung 19-C und D). Weiterhin konnte eine physikalische Interaktion 

von ATF-3 mit c-Jun in Hodgkinzellen gezeigt werden (Abbildung 21). Die Herunterregulation von ATF-3 

mittels siRNA resultierte in einer verminderten Expression von c-Jun in der Hodgkinzelllinie L428 

(Abbildung 22). 
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4.4 Konstitutiv aktives NF-κB bewirkt eine erhöhte AP-1 Aktivität 

Eine der Kernfragen dieser Arbeit betrifft die Auswirkungen der konstitutiven NF-κB Aktivität in den 

Hodgkinzellen auf die AP-1 Aktivität. Eine Vielzahl von Prozessen, die zur Aktivierung von NF-κB führen, 

bewirken auch eine Aktivierung der MAP-Kinase Signalwege und damit eine Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie. Beispiele dafür sind die Aktivierung der TNF-Rezeptor 

Superfamilie durch TNFα, CD40-Ligand, BAFF, LTA und LTB, wie auch die Aktivierung von Interleukin-

Rezeptoren durch Interleukine. Aber welche der Faktoren, die die Hodgkinzelle selbst in verstärktem Maße 

herstellt, führen tatsächlich zu einer autokrinen Antwort in der Zelle? 

 

4.4.1 Die Wirkung exokriner Faktoren der Hodgkinzellen auf andere Zellen 

Eine Vielzahl der NF-κB Zielgene kodieren Zytokine, Chemokine oder Wachstumsfaktoren, die in ihrer 

Wirkung auf die Zelle zum Teil wieder eine Aktivierung von NF-κB und/oder AP-1 zur Folge haben. Zu 

diesen Faktoren zählen unter anderem die in der folgenden Tabelle 2 aufgeführten exokrinen Faktoren.  

Tabelle 2: Einige exokrine Faktoren, deren Expression in Abhängigkeit von NF-κB erfolgt: 

Exokriner Faktor: Literaturreferenzen: 

TNFα (Collart, et al., 1990; Shakhov, et al., 1990) 

Lymphotoxin α (LTA) (Worm, et al., 1998) 

Lymphotoxin β (LTB) (Kuprash, et al., 1996)    

Interferon γ (IFN-γ)   (Sica, et al., 1992; Sica, et al., 1997) 

MIP-1α und MIP-1β (Grove und Plumb, 1993; Widmer, et al., 1993) 

IL-1α (Kortmann, et al., 1984; Mori und Prager, 1996) 

IL-1β (Kortmann, et al., 1984; Hiscott, et al., 1993) 

IL-2 (Hoyos, et al., 1989; Serfling, et al., 1989; Lai, et al., 1995) 

IL-6 (Libermann und Baltimore, 1990; Shimizu, et al., 1990; Son, et al., 2008) 

IL-8 (Kunsch, et al., 1994; Kang, et al., 2007) 

IL-10 (Xu und Shu, 2002) 

IL-11 (Bitko, et al., 1997) 

IL-13 (Hinz, et al., 2002) 

IL-15 (Azimi, et al., 1998) 

IL-17 (Shen, et al., 2006) 

GM-CSF (Schreck und Baeuerle, 1990; Bunting, et al., 2007) 

G-CSF (Nishizawa und Nagata, 1990) 

RANTES (CCL5) (Moriuchi, et al., 1997)  

   

Die Expression einiger dieser Faktoren wird nicht ausschließlich durch NF-κB, sondern auch durch AP-1 

reguliert. Hierzu zählt zum Beispiel RANTES (CCL5).  

http://www.google.de/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=1&ved=0CBkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.genecards.org%2Fcgi-bin%2Fcarddisp.pl%3Fgene%3DCcl5&rct=j&q=genecards+rantes&ei=DoT-S8n8KZKanwOqydSVDA&usg=AFQjCNGoPR7QungQkG2Z5U48oXDAHcm0Hg�
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Um zu überprüfen, ob die Hodgkinzelllinien Zytokine sekretieren, die NF-κB und AP-1 in anderen 

Zelllinien aktivieren können, wurde frisch isolierter Kulturüberstand einer 48 Stunden Kultur verschiedener 

Hodgkinzelllinien für verschiedene Zeitpunkte auf HEK-293 Zellen und HeLa Zellen gegeben. Nach den 

jeweiligen Inkubationszeiten mit dem Kulturüberstand wurden die Zellen mit PBS (4°C) gewaschen und mit 

Baeuerle-Puffer lysiert. Jeweils 3µg des Lysates wurde im EMSA entweder mit der TRE-Konsensussequenz 

für die AP-1 Aktivität oder mit dem H2K-Oligonukleotid für die NF-κB Aktivität getestet. Die Ergebnisse 

der Wirkung der Hodgkinkulturüberstände auf HEK-293 Zellen ist in Abbildung 23 exemplarisch für die 

beiden Hodgkinzelllinien HDLM-2 und KMH-2 in einem Zeitverlauf bis zu 24 Stunden dargestellt. Man 

erkennt deutlich einen Anstieg der NF-κB Aktivität der nach 0,5 Stunden (HDLM-2) bzw. 2,5 Stunden 

(KMH-2) beginnt und bei 24 Stunden sein Maximum findet. Ähnlich verhält es sich mit der AP-1-Aktivität. 

Hier beginnt der Anstieg nach einer Stunde und findet sein Maximum bei 8 Stunden. Weiterhin interessant 

ist hier, dass bei 0,5 Stunden die basale AP-1-Aktivität zuerst reduziert wird und bei einer Stunde wieder auf 

den Wert der basalen Aktivität zurückkehrt. Dieser Effekt wird mit allen Hodgkin-Überständen in HEK-293 

Zellen beobachtet. Möglicherweise kommt es hier zu einer Veränderung in der Zusammensetzung des zum 

Zeitpunkt Null existierenden AP-1 Komplexes. Eine Untersuchung der Stimulation mit 

Hodgkinkulturüberständen über 24 Stunden hinaus zeigte eine Abnahme der Signalstärke aufgrund instabiler 

Faktoren im Kulturüberstand.  
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Abbildung 23: Wirkung von Kulturüberständen verschiedener Hodgkinzelllinien auf HEK-293 Zellen: 

Exemplarisch ist hier der Effekt auf die AP-1- (TRE) und NF-κB- (H2K) Bindeaktivität im EMSA für die Überstände der zwei 

Hodgkinzelllinien HDLM-2 und KMH-2 in einem Zeitverlauf dargestellt. Die Kulturüberstände der Hodgkinzellen stimulieren 

sowohl die NF-κB als auch die AP-1 Aktivität in HEK-293 Zellen. 

 

Das Verhalten von HeLa Zellen, die mit Hodgkinkulturüberständen inkubiert wurden, ist hinsichtlich der 

NF-κB Aktivität im EMSA mit dem Ergebnis der HEK-293 Zellen vergleichbar. Da diese Zelllinie trotz der 

Verwendung von serumfreiem Medium eine basal erhöhte AP-1-Aktivität aufwies, wurden für weitere 

Experimente ausschließlich HEK-293 Zellen verwendet. 

Welche Faktoren, die von den Hodgkinzelllinien produziert und sezerniert werden, sind aber nun 

verantwortlich für die Aktivierung von AP-1 und/oder NF-κB? Um diese Frage beantworten zu können, 

wurden die Kulturüberstände verschiedener Hodgkinzelllinien und von zwei Referenzzelllinien mit 

Membranen einer Zytokin-Matrix („RayBio® Human Inflammation Antibody Array 3“) der Firma 
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RayBiotech Inc. inkubiert. Hierbei handelt es sich um Membranen, auf welchen an definierten Positionen 

verschiedene Antikörper gebunden sind, die jeweils spezifisch für ein bestimmtes Zytokin sind. An diese 

Antikörper binden in einem ersten Schritt spezifisch die jeweiligen Zytokine aus den Kulturüberständen. In 

einem weiteren Schritt erfolgt wiederum die Inkubation mit einer Mixtur von jeweils Zytokin-spezifischen 

Antikörpern, die im Anschluß eine Detektion mittels Chemilumineszenz erlauben. Einige ausgewählte 

Ergebnisse der Analyse der Hodgkinüberstände mit dem RayBio® Human Inflammation Antibody Array 3 

sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 

 

Tabelle 3: Analyse von Kulturüberständen von Hodgkin- (blau) und Referenzzelllinien (rot): 

Dargestellt ist die Signalintensität für die Detektion der aufgeführten Zytokine im RayBio® Human Inflammation Antibody Array 3. 

+++ = sehr starke Sekretion, ++ = starke Sekretion, + = normale Sekretion, +/- = schwache Sekretion aber eindeutig über dem 

Hintergrund des Mediums, - = keine Sekretion. 

--+/-++++++++TNF (LTA)

+++++++++++++IL-6sR

--+/-++++/-TGF-1

---++++++IP-10 (CXCL10)

-++-++--+MIP-1(CCL3)

--+++++++++++++RANTES (CCL5)

-------TNF

--++++++++GM-CSF

--+++++-+++IL-13

+/-+/-+/-+++++++++IL-8

--++++++++++++IL-6

RehNamalwaL1236L591L428KMH-2HDLM-2Name

--+/-++++++++TNF (LTA)

+++++++++++++IL-6sR

--+/-++++/-TGF-1

---++++++IP-10 (CXCL10)

-++-++--+MIP-1(CCL3)

--+++++++++++++RANTES (CCL5)

-------TNF

--++++++++GM-CSF

--+++++-+++IL-13

+/-+/-+/-+++++++++IL-8

--++++++++++++IL-6

RehNamalwaL1236L591L428KMH-2HDLM-2Name

 

 

Daten, die für das jeweilige Zytokin keine Expression in den ausgewählten Zelllinien zeigten, oder keine 

relevanten Unterschiede zwischen den Hodgkinzellen und den Referenzzellen aufwiesen, sind in dieser 

Tabelle, bis auf zwei Ausnahmen (MIP-1α und TNFα), nicht dargestellt. Die quantitative Auswertung der 

Signale erfolgte mit dem Programm „ImageQuant-TL“ (NonLinear Dynamics Ltd.), wurde in der Tabelle 3 

jedoch, der Übersichtlichkeit halber, semiquantitativ durch „+“ und „-“ dargestellt. 

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) zeigt eines der stärksten Signale, welches auf die Kulturüberstände der 

Hodgkinzelllinien beschränkt ist. Es ist ein potenter Induktor der akuten Phase Reaktion und spielt eine 

wesentliche Rolle bei der endgültigen Differenzierung von B-Zellen und beim Zellwachstum. Dieses Protein 

wird in erster Linie an Orten von akuter und chronischer Entzündung produziert, wo es in das Serum 

abgesondert wird. Dort induziert es eine Entzündungsreaktion über den Interleukin-6-Rezeptor. IL-6 ist unter 

anderem assoziiert mit Krebserkrankungen und entzündlichen Erkrankungen wie der „systemischen 

juvenilen rheumatoiden Arthritis“. Die Transkription von IL-6 wird durch NF-κB und AP-1 reguliert 

(Libermann und Baltimore, 1990; Shimizu, et al., 1990; Chandrasekar, et al., 1999; Son, et al., 2008; Tang, 
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et al., 2010). Des Weiteren ist Interleukin-6 auch wieder ein potenter Aktivator der AP-1 Aktivität 

(Melamed, et al., 1993). 

Der Interleukin-6-Rezeptor ist ein Komplex aus Interleukin-6-Rezeptor α (IL6R, IL-6Rα) und dem 

Interleukin-6-Signaltransducer (IL6ST, IL-6Rβ, gp130). IL-6Rα bindet IL-6 mit geringer Affinität, vermittelt 

aber nicht die Weiterleitung des Signals. Für eine Signalweiterleitung und die Erhöhung der Affinität von IL-

6Rα zu IL-6 wird die Assoziation mit der zweiten Komponente des Komplexes, dem IL-6ST, benötigt. IL-

6sR ist eine lösliche Form des IL-6-Rezeptors (Hibi, et al., 1990; Yamaguchi, et al., 2008). Interessant ist 

hier, dass das Muster der Signalintensitäten mit dem von IL-6 vergleichbar ist. IL-6sR ist in geringen 

Mengen auch im Kulturüberstand der Vergleichszelllinien nachweisbar. Die Promotor/Enhancer-Region des 

IL6R-Gens besitzt Transkriptionsfaktor-Bindestellen für NF-κB und AP-1. 

Interleukin-8 (IL-8) gehört zur Familie der CXC-Chemokine und ist einer der wichtigsten Mediatoren für 

Enzündungsreaktionen. Dieses Chemokin wird von verschiedenen Zelltypen sezerniert und fungiert unter 

anderem als Chemoattraktant für neutrophile Granulozyten, basophile Granulozyten und T-Zellen, aber nicht 

für Monozyten. Die Mengen an sekretiertem IL-8 liegen für die Hodgkinzellen deutlich höher als für die 

Vergleichszelllinien. Die Transkription von IL-8 wird unter anderem durch NF-κB und AP-1 reguliert 

(Kunsch und Rosen, 1993; Mukaida, et al., 1994; Roebuck, 1999; Chang, et al., 2002; Kang, et al., 2007).  

Das anti-inflammatorische Zytokin Interleukin-13 (IL-13) spielt in verschiedenen Stadien der B-Zell-

Reifung und B-Zell-Differenzierung involviert. Es reguliert die Aktivität von Makrophagen herunter und 

hemmt dadurch die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Die Expression von 

IL-13 wird durch NF-κB reguliert (Hinz, et al., 2002). Eine Sezernierung von IL-13 erfolgt bei den 

Hodgkinzelllinien sehr heterogen und zwar sehr stark durch die Zelllinien HDLM-2 und L428, nur schwach 

durch L591 und L1236 und überhaupt nicht durch die Hodgkinlinie KMH-2. Bei den Vergleichszelllinien 

wurde ebenfalls kein IL-13 im Kulturüberstand nachgewiesen. 

Lymphotoxin-α (TNF-β, LTA) ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-Superfamilie. Diese Zytokin wird 

durch Lymphozyten produziert und sezerniert und bildet Heterotrimere mit Lymphotoxin-β. LTA vermittelt 

eine Vielzahl inflammatorischer, immunstimulierender und antiviraler Antworten, ist bei der Entwicklung 

der sekundären lymphatischen Organe beteiligt und spielt eine Rolle bei der Apoptose. Die Sekretion von 

Lymphotoxin-α in den Kulturüberstand ist nur auf die Hodgkinzellen beschränkt. Bei der Zelllinie L1236 

zeigt sich eine verhältnismäßig geringe Sezernierung in den Kulturüberstand, die nur geringfügig über dem 

Hintergrund der Vergleichszellen liegt. Die Expression von Lymphotoxin-α wird durch NF-κB reguliert 

(Messer, et al., 1990; Paul, et al., 1990), vermag aber wiederum auch die NF-κB Aktivität, insbesondere die 

Prozessierung von p100 zu p52, zu induzieren (Messer, et al., 1990; Mordmüller, et al., 2003).  

Durch eine Vorinkubation von L428 mit einem speziellen neutralisierenden Antikörper gegen LTA, sollte 

gezeigt werden, ob Lymphotoxin-α einen maßgeblichen Anteil an der Aktivierung von AP-1 und NF-κB  in 

HEK-293 durch die Hodgkinkulturüberstände hat. Die L428-Zellen wurden dazu in frischem Medium mit 

dem neutralisierenden Antikörper gegen TNF-β (Anti-TNF-β (α -TNF-β), clone 9B9, Millipore) 

beziehungsweise IgG1-Isotyp Kontrollantikörper 24 Stunden vorinkubiert (2 µg/ml Suspension). 

Anschließend wurde der Kulturüberstand dieser Zellen, mit dem enthaltenen Antikörper, für verschiedene 
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