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Abstract

Abstract

Glucocortcoid-induced leucine zipper (GILZ) is an anti-inflammatory mediator which
is intimately involved in the effects of glucocorticoids. The aim of this work was to
examine the regulation mechanisms of GILZ in inflammation.

Because of the great importance of TLR-stimulation in inflammatory reactions, we
analysed the hypothesis that GILZ levels are regulated in TLR-mediated
inflammatory processes. We indicated a regulation of GILZ via the mRNA-BP ZFP36
upon treatment of macrophages and endothelial cells with the inflammatory cytokine
TNF-a. However, in case of the GILZ regulation after stimulation of the TRIF-
dependent pathway, our results suggest that the expression of GILZ-regulating
miRNAs plays a role. They probably have an inhibiting effect on GILZ mRNA
translation.

Anti-inflammatory processes regarding GILZ regulation were analysed as well. We
could demonstrate that the natural compound curcumin can upregulate GILZ,
independently of a GR-activation as well as a transcriptionell induction or protein- or
MRNA stabilisation. GILZ induction is mediated by an induced GILZ mRNA
translation through the mRNA-BP HuR instead.

All these investigations to clarify the GILZ regulation pathways are highly important
for the understanding and treatment of inflammatory diseases, where GILZ could act

as a novel target.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Glucocorticoid-induced Leucine Zipper (GILZ) ist ein anti-inflammatorischer Mediator,
der wesentlich an den Wirkungen von Glukokortikoiden beteiligt ist. Das Ziel dieser
Arbeit war die Regulation von GILZ in Entziindungsmodellen zu untersuchen.
Aufgrund der zentralen Rolle einer Toll-like receptor (TLR)-Aktivierung in
Entziindungsprozessen wurde die Hypothese Uberpriift, dass GILZ-Spiegel in TLR-
vermittelten Entziindungsreaktionen reguliert werden. Es wurde gezeigt, dass in
Makrophagen und Endothelzellen GILZ nach Behandlung mit dem Zytokin TNF-a
Uber das mRNA-BP ZFP36 reguliert wird.

In dem Prozess der GILZ-Regulation nach AnstoB des TRIF-abhangigen
Signalweges hingegen weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass die Expression
von GlLZ-regulierenden miRNAs, die vermutlich einen Translations-hemmenden
Effekt auf die GILZ mRNA ausiben, eine Rolle spielt.

Daneben wurden auch anti-inflammatorische Prozesse im Hinblick auf die GILZ-
Regulation untersucht. Es wurde gezeigt, dass durch den Naturstoff Curcumin GILZ
hochreguliert wird, was weder abhéngig von einer GR-Aktivierung, noch von einer
transkriptionellen Induktion oder einer Protein- oder mRNA-Stabilisierung verlauft.
Stattdessen wird die GILZ-Induktion Uber das mRNA-BP HuR mittels einer
vermehrten GILZ mRNA-Translation vermittelt.

Diese Untersuchungen zur Aufklarung der Regulationsmechanismen von GILZ sind
von groBer Bedeutung flr das Verstandnis und die Behandlung von entziindlichen

Erkrankungen, in denen GILZ als neues Target dienen kénnte.
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Einleitung

1. Glucocorticoid-induced leucine zipper

Struktur von GILZ

GILZ wurde erstmals 1997 von D’Adamio et al. identifiziert und als ein durch
Glukokortikoide induzierbares, anti-inflammatorisches Protein in T-Lymphozyten
beschrieben (D'Adamio et al., 1997). Das humane GILZ Protein besteht aus 135
Aminosauren (AS) und ist stark homolog zu murinem GILZ (137 AS). Beide weisen
eine ungefahre molare Masse von 17 Kilodalton (kDa) auf. Murines GILZ besteht aus
einer C-terminalen Prolin- und Glutamin-reichen Region (PER, AS 98-137), einer N-
terminalen (AS 1-75) und einer Leucin Zipper (LZ) Doméne (AS 76-97). Basierend
auf diesem speziellen Strukturmotiv zahlt GILZ zu der LZ-Familie, bei der an jeder
siebten Position eine periodische Wiederholung von Leucinen auftritt (Cannarile,
Zollo et al., 2001, Marco, Massetti et al., 2007). Aufgrund dieser Struktur kénnen sich
die a-Helices zweier LZ-Proteine zusammenlagern und eine linksgangige Superhelix
ausbilden, was GILZ sowohl zur Homo-, als auch zur Heterodimerisierung befahigt

(Abb. 1) (Marco et al., 2007b; Rasmussen et al., 1991).
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Abb. 1: Murine GILZ Protein Sequenz und dessen strukturabhangige Homodimerisierung.
Nach Di Marco et al., 2007. NTD: N-terminal domain, LZ: leucine zipper, PER: proline and glutamic acid rich
region
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Das Tsc22d3 Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert (Ayroldi & Riccardi, 2009,
Cannarile et al., 2001). Nach Charakterisierung der humanen GILZ Promotorsequenz
konnte festgestellt werden, dass sechs glucocorticoid responsive elements (GRES)
im GILZ Promotor lokalisiert sind (Asselin-Labat et al., 2004; Wang et al., 2004), die
eine wichtige Voraussetzung fir die Induktion von GILZ durch Glukokortikoide
darstellen (Ayroldi and Riccardi, 2009).

Fir den Menschen sind drei verschiedene SpleiBvarianten bekannt, wobei Variante 2
Uberwiegend exprimiert wird, was fur Makrophagen, Epithelzellen und Endothelzellen

gezeigt wurde (Hoppstadter et al., 2012).

Induktion von GILZ

Glukokortikoide (GCs) kénnen durch Interaktion mit dem Glukokortikoidrezeptor (GR)
genomische und nicht-genomische Effekte induzieren. Einigen Effekten liegt dabei
zugrunde, dass der GR als ligandenabhangiger Transkriptionsfaktor agieren kann,
der entweder die Genexpression direkt durch Bindung an DNA oder indirekt durch
Protein-Protein-Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren reguliert (Di Marco et
al., 2007). Im ersten Fall kann der GR nach Hormonbindung homodimerisieren, in
den Nukleus translozieren, an spezifische Sequenzen in der Promotorregion der
DNA, den GC-response elements (GREs), binden und somit die Expression
regulieren (Aoyagi and Archer, 2011). Diese Art des Wirkmechanismus bezeichnet
man als Transaktivierung. Auf diese Weise wird die Expression einiger anti-
inflammatorischer Proteine, wie zum Beispiel inhibierender Faktor kBa (IkBa),
mitogen-avtivated protein kinase phosphatase 1 (MKP-1) und auch GILZ induziert.
Die Transaktivierung von verschiedenen Genen ist vermutlich auch fir die meisten

Nebenwirkungen der GCs verantwortlich (Ayroldi et al., 2014).

10



Einleitung

Die Transrepression hingegen beschreibt einen Mechanismus, bei dem monomere
GC-GR-Komplexe mit Transkriptionsfaktoren interagieren und so zum Beispiel die
Expression von inflammatorischen Faktoren, wie dem Transkriptionsfaktor nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (nuclear factor-kB, NF-kB),
hemmen (Auphan et al., 1995; Ayroldi et al., 2014). Diese Art der GR-Aktivitat liegt
wohl den meisten anti-inflammatorischen Effekten der GCs zugrunde (Ayroldi et al.,

2014).

Anti-inflammatorische Funktion von GILZ

GILZ ist in einer Vielzahl von Zellen, sowohl im Menschen, als auch in der Maus
konstitutiv exprimiert. Darunter z&hlen Makrophagen, Monozyten, Mastzellen,
dendritische Zellen, B- und T-Lymphozyten, Endothelzellen und Epithelzellen (Ayroldi
et al., 2001; Ayroldi and Riccardi, 2009; Bruscoli et al., 2015; Cohen et al., 2006;
Eddleston et al., 2007; Godot et al., 2006; Hahn et al., 2014; Hoppstadter et al.,
2012). Eine Hochregulation der GILZ Expression kann in vivo und in vitro durch eine
Behandlung mit GCs erreicht werden (Cannarile et al., 2001; Ronchetti et al., 2015),
aber auch durch IL-10 (Berrebi, Bruscoli et al., 2003, Godot et al., 2006), was eine
Abschwachung der Inflammation zur Folge hat. Die Fahigkeit von GILZ,
immunstimulatorische Prozesse abzuschwachen, liegt vor allem in der Interaktion mit
dem proinflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-kB begriindet (Ayroldi & Riccardi,
2009, Berrebi et al., 2003, Ronchetti, Migliorati et al., 2015). NF-kB ist ein Komplex
bestehend aus mehreren Untereinheiten (p50, p52, p65, RelB und c-Rel), die sich zu
unterschiedlichen Dimeren zusammenlagern kénnen und als Folge entweder Homo-
oder Heterodimere bilden. In nicht inflammatorisch-aktivierten Zellen liegt NF-kB
gebunden an seinen inhibitorischen Faktor inhibitor of kappa B (IkB) vor. Sobald eine

entzindliche Stimulation stattfindet, kann die IkB-Kinase (IKK) IkB phosphorylieren,
11
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so dass dieses polyubiquitinyliert wird und zum proteasomalen Abbau freigegeben
ist. NF-kB kann folglich in den Zellkern translozieren und dort die Expression seiner
Target-Gene induzieren (Ayroldi et al., 2014; Cannarile et al., 2006; Riccardi et al.,
2000). Studien konnten belegen, dass GILZ, wenn es z.B. durch GCs induziert wird
oder via Transfektion Uberexpremiert wird, mit der p65 Untereinheit von NF-kB
interagieren kann und so dessen transkriptionelle Aktivitat in T Lymphozyten und
Makrophagen hemmt (Ayroldi et al., 2001a, Berrebi et al., 2003, Cannarile, Fallarino
et al., 2006, Di Marco et al., 2007, Marco et al., 2007, Riccardi, Zollo et al., 2000).
Dieser Effekt von GILZ verlauft komplett unabhangig von der Expression von I-kB,
dessen Phosphorylierung, Degradation und Bindung an NF-kB (Di Marco et al.,
2007). Stattdessen scheint eine Homodimerisierung von GILZ, sowie das
Vorhandensein der PER-Doméne fir die hemmende Wirkung von GILZ auf NF-kB,
das heiBt fur die Interaktion von GILZ mit dessen Untereinheit p65, notwendig (Marco

et al., 2007a).

12
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2. Toll-like Rezeptoren

Die Rezeptorfamilien der angeborenen Immunantwort dienen als hoch konservierte
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) zur ersten
Abwehr des Kdérpers gegen Mikroorganismen (De Nardo, 2015). Sie erkennen deren
charakteristische Strukturmuster, auch pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) genannt oder koérpereigene Pathogene, sogenannte danger-associated
molecular patterns (DAMPs). Neben den C-type lectin Rezeptoren (CLRs), den Nod-
like Rezeptoren (NLRs) und einigen weiteren, gehdren auch die toll-like Rezeptoren
(TLRs) zu den PRRs (Takeuchi and Akira, 2010). Gegenwartig sind 10 humane
(TLR1-10) und 12 murine (TLR1-9, TLR11-13) TLRs bekannt (O'Neill et al., 2013).
Alle TLRs sind transmembranéare Proteine, die entweder an der Zelloberflache oder
in den endosomalen Kompartimenten lokalisiert sind (Ntoufa et al., 2016). Sie
agieren als Homodimere, auBer TLR2, welches zusammen mit TLR1 oder TLR6
heterodimere Komplexe ausbildet (Opitz et al., 2010). Die verschiedenen TLRs
reagieren auf unterschiedliche mikrobielle Liganden, wie zum Beispiel
Membranlipide, bakterielle Proteine oder Nukleinsauren (Tab. 1).

Nachdem ein TLR aktiviert wurde, werden Toll/interleukin-1 receptor (TIR) Doman-
enthaltende Adaptoren rekrutiert, damit diese den Rezeptor mit downstream
liegenden Effektorproteinen verknipfen kdénnen. Finf Adaptoren spielen im TLR-
Signalling eine wichtige Rolle: MyD88 (myeloid differentiation primary response gene
88), MAL (MyD88-adapter-like, auch TIRAP genannt), TRIF (TIR domain-containing
adapter inducing Interferon-8), TRAM (TRIF-related adapter molecule) und SARM

(sterile-alpha and Armadillo motif-containing protein) (O'Neill and Bowie, 2007).

13
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Tab. 1: TLR-Expression, -Lokalisation und -Liganden; Gbernommen aus (De Nardo, 2015).

TLR Spezies Lokalisation Mikrobielle Endogene Synthetische
Liganden Liganden Liganden
TLR1 Mensch und Plasmamembran Triacyllipoproteine  Unbekannt PamsCSK4
Maus
TLR2 Mensch und Plasmamembran Lipoproteine, Versikan Pam3CSKa,
Maus Zymosan, Mannan, Pam>CSKa
Peptidoglykan,
Lipoteichonsaure
TLR3 Mensch und Endolysosomale Virale dsRNA mRNA Polyl:C. PolyA:U
Maus Membran
TLR4 Mensch und Plasmamembran Lipopolysaccharide Oxidiertes low- Lipid A Derivate
Maus und (LPS) density
Endolysosomale Lipoprotein,
Membran Amyloid beta
TLR5 Mensch und  Plasmamembran Flagellin Unbekannt Rekombinantes
Maus Flagellin
TLR6 Mensch und Plasmamembran Diacyllipoproteine,  Oxidiertes low- Macrophage-
Maus Lipoteichonsaure, density activating lipopeptide
Zymosan Lipoprotein, 2, synthetische
Amyloid beta, diacylierte
Versikan Lipoproteine,
Pam2CSK4
TLR7 Mensch und Endolysosomale Virale und Immunkomplexe, Thiazoquinolin- und
Maus Membran bakterielle ssRNA  eigene RNA Imidazoquinolin-
Verbindungen (z.B.
R848 Imiquimod)
TLR8 Mensch und Endolysosomale Virale und Immunkomplexe, Thiazoquinolin- und
Maus Membran bakterielle ssRNA  eigene RNA Imidazoquinolin-
Verbindungen (z.B.
R848 Imiquimod)
TLR9 Mensch und  Endolysosomale Virale und Chromatin IgG Lasee A,Bund C
Maus Membran bakterielle CpG Immunkomplex, CpG
DNA; DNA:RNA eigene DNA Oligodesoynukleotide
Hybride
TLR10 Mensch Plasmamembran Unbekannt Unbekannt Unbekannt
TLR11 Maus Endolysosomale  Profilin und Unbekannt Unbekannt
Membran Flagellin
TLR12 Maus Endolysosomale  Profilin Unbekannt Unbekannt
Membran
TLR13 Maus Endolysosomale  Bakterielle 23S Unbekannt Oligoribonukleotide
Membran ribosomale RNA von 23S rRNA

(rRNA)

MyD88- und TRIF-abhangige TLR-Signalwege

Mit der Ausnahme von TLR3 vermitteln alle anderen TLRs ihren Signalweg Uber das

Adapterprotein MyD88 (Abb. 2). Wahrend die TLRs 5, 7, 8 und 9 direkt mit MyD88

interagieren, bendtigen TLR2 und 4 zusétzlich MAL (Opitz et al., 2010). Der TRIF-

14
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abhéngige Signalweg wird Gber TLR3 und Uber TLR4 vermittelt. Im Gegensatz zu

TLR3 bendétigt TLR4 TRAM zur Weiterleitung des Signals (Yamamoto et al., 2003b).
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Abb. 2: Uberblick einer Auswahl an TLR-Signalwegen. (Abbildung und Beschreibung ibernommen
aus (De Nardo, 2015).)

Die Aktivierung von TLR4 an der Zelloberflaiche oder von TLR9 in Endosomen fuhrt zu einer
Rekrutierung des Adaptermolekiils MyD88 zur Einleitung der MyD88-abhangigen Signalkaskade. MAL
bindet an spezifische Lipid-Mikrodoméanen in den Membranen, um die MyD88-Interaktionen zu
stabilisieren und das Zusammenfinden aller Komponenten des Myddosoms zu initiieren. Dieses
besteht aus vier Komponenten: (1) 2x MyD88, (2) 4x MyD88, (3) 4x IRAK (/L-1 receptor associated
kinase) und (4) 4x IRAK2 (oder IRAK1). Im Folgenden fuhrt die Bildung des Myddossoms zu einer
Kinase-Aktivierung der IRAKs und anschlieBender TRAF (tumor necrosis factor receptor associated
factor) 6 Aktivierung. Diese Kaskade induziert die Aktivierung von wichtigen pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, IRF5 (interferon regulating factor 5), AP-1 (activator protein 1) und
CREB (cAMP response element-binding protein) und fihrt so zur Zytokin-, Chemokin- und
Adhasionsmolekl-Produktion. Die Aktivierung von TLR3 in Endosomen fihrt zur Rekrutierung des
TIR Adaptors, TRIF und vermittelt eine spezifische TRIF-abhéngige Signalkaskade. TLR4 kann auch
diesen Weg aktivieren, nachdem es CD14-abhéngig endozytiert wurde. Hier assoziiert es mit TRIF
Uber das an die Endosomenmembran gebundene TRAM. Das TRIF-abhangige Signal fihrt zu einer
TRAF3/TBK-1 vermittelten Aktivierung von IRF3, um vor allem Typ | Interferone (IFNs) zu induzieren.
Der TRIF-Signalweg kann auch die Interaktion der RIP1 Kinase mit TRAF6 induzieren, was zu einer
NF-kB Aktivierung und ebenfalls zu einer Zytokinproduktion fihrt.
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3. Posttranskriptionelle Regulationsmechanismen

Unter der posttranskriptionellen Regulation versteht man unterschiedliche
Mechanismen, die an der mRNA nach Transkription und Prozessierung vollzogen
werden und deren Translationseffizienz, Stabilitdt oder Lokalisation beeinflussen
(Mignone et al., 2002). Diese Art der Regulation der Genexpression ist ein komplexer
Prozess, der durch mRNA-bindende-Proteine (mRNA-BPs, RBPs) und nicht
kodierende RNAs (ncRNAs), die mit mRNA regulatorischen Elementen (RREs)

interagieren, kontrolliert wird (Mukherjee et al., 2014).

AU-reiche Elemente

AU-reiche Elemente (AREs) sind konservierte Sequenzen in der 3‘-untranslatierten
Region (3*-UTR) von mRNAs, auch als cis-acting factors bezeichnet, die meistens
eine Degradation der Transkripte durch Bindung entsprechender trans-acting factors
vermitteln (Vlasova-St. Louis and Bohjanen, 2014). AREs kbénnen in drei Klassen
eingeteilt werden basierend auf ihrer Sequenz und Zerfall-Kinetik, also die Art der
Deadenylierung (Abdelmohsen et al., 2008; Chen and Shyu, 1995; Gratacdés and
Brewer, 2010; Ivanov and Anderson, 2013; Li et al., 2012a; Stumpo et al., 2010;
Vlasova-St. Louis and Bohjanen, 2014; von Roretz et al., 2011). Klasse | AREs
enthalten 1 bis 3 Kopien von verteilten AUUUA Pentameren, die in einer U-reichen
Region zu finden sind. Klasse Il AREs bestehen aus mindestens 2 Uberlappenden
(U/A)AUUUA(U/A) Nonameren, ebenfalls in einer U-reichen Region. Klasse Il AREs
sind U-reiche Regionen mit weniger genau definierten Sequenz-Kopien ohne
AUUUA Pentamere (Hoppstadter et al., 2012, lvanov & Anderson, 2013, Mukherjee
et al., 2014, Vlasova-St. Louis & Bohjanen, 2014).
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mRNA-bindende Proteine

mRNA-bindende Proteine (mRNA-BPs, RBPs) stellen eine wichtige Gruppe
posttranskriptioneller Regulatoren dar, die durch Bindung an AREs ihrer Target
MRNA diese entweder stabilisieren, deren Translation induzieren oder unterdriicken
oder ihren Abbau induzieren kénnen (Tiedje, Diaz-Mufioz et al., 2016, Vlasova-St.
Louis & Bohjanen, 2014). mRNA-BPs existieren in groBer Anzahl und werden flr
viele verschiedene Zelltypen beschrieben, wo sie die mRNA-Prozessierung, den
Transport, die intrazellulare Lokalisation oder die Translation regulieren
(Abdelmohsen, Kuwano et al., 2008, Gratacos & Brewer, 2010, Li, Lin et al., 2012a,

Stumpo, Lai et al., 2010, von Roretz, Marco et al., 2011).

Tristetraprolin

Unter den mRNA-BPs spielt Tristetraprolin (TTP, Zinc-finger protein 36, ZFP36) eine
entscheidende Rolle in der posttranskriptionellen Kontrolle in der angeborenen
Immunantwort (Carpenter et al., 2014). ZFP36 gehért zur TIS11 Familie der RBPs
und bindet an die mRNA pro-inflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel an TNF,
wo es deren Degradation induziert oder ihre effiziente Translation verhindert (Brooks
and Blackshear, 2013). ZFP36 ist ein shuttling Protein, das sich hauptsachlich im
Zytoplasma befindet (Phillips et al., 2002), wo es als negativer feedback Inhibitor
wirkt (Tiedje et al., 2016). ZFP36 wird in einer MyD88-abhangigen Weise nach
entzindlicher Stimulation in Makrophagen hochreguliert (Hoppstadter et al., 2012).
Danach hat es die wichtige Aufgabe, eine pro-inflammatorische Zellantwort zu
hemmen, um eine chronische Entziindung zu vermeiden (Ronkina et al., 2010; Ross
et al., 2015; Schott et al., 2014; Shah et al., 2015; Stoecklin et al., 2008; Zhang et al.,

2013). Wie wichtig ZFP36 als anti-inflammatorischer feedback Inhibitor ist, zeigt die
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Vielzahl an Daten zu dem entzindlichen Phanotyp von ZFP36-Knockout-Mausen
(Ronkina, Menon et al., 2010, Ross, Smallie et al., 2015, Shah, Mostafa et al., 2015,
Zhang, Taylor et al., 2013). Dennoch kann ZFP36 ebenso anti-entziindliche
Mediatoren wie GILZ oder Interleukin-10 inhibieren (Hahn et al., 2014, Stoecklin,
Tenenbaum et al., 2008). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass ZFP36 neben
seiner RNA-destabilisierenden Funktion auch als transkriptionaler Corepressor von
NF-kB dienen kann, beziehungsweise dessen Translokation in den Zellkern durch

direkte Bindung an p65 blockieren kann (Liang et al., 2009; Schichl et al., 2009).

Human Antigen R

Ein weiteres RBP ist Human antigen R (HuR), ein Mitglied der human embryonic
lethal abnormal vision (ELAV) Proteinfamilie. Wahrend HuR in vielen verschiedenen
Zelltypen exprimiert wird, werden weitere Proteine der ELAV-Familie, HuB, HuC und
HuD, nur in neuronalem Gewebe exprimiert (Wurth and Gebauer, 2015). HuR ist ein
shuttling Protein, welches Uberwiegend im Kern lokalisiert ist. Nach Zellstimulation
transloziert HUR vom Kern in das Zytoplasma, wo es an die AREs seiner Target
MRNAs binden und im Gegensatz zu ZFP36 hauptsachlich stabilisierende oder
translationsférdernde Effekte auslésen kann (Mukherjee et al., 2014; Srikantan et al.,
2012; Yu et al.,, 2013). Ein moglicher Effekt von HuR ist zum Beispiel die
Stabilisierung der mRNA, was vor allem darin begrindet liegt, dass HuR mit
destabilisierenden RBPs, insbesondere ZFP36, um Bindestellen konkurrieren kann
(Mukherjee et al., 2014, Srikantan, Tominaga et al., 2012, Wurth & Gebauer, 2015,
Yu, Rao et al., 2013). HuR kann nicht nur mit mRNA-BPs konkurrieren, sondern auch
mit miRNAs. Beispielsweise induziert HuR die Translation der mRNA CAT-1 durch
Konkurrenz mit miR-122, die die CAT-1 Translation blockiert (Bhattacharyya et al.,

2006). HuR kann jedoch auch auf andere Art mit miRNAs interagieren. So bindet es
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zum Beispiel an die 3’-UTR des Transkripts der kleinen GTPase RhoB und induziert
dadurch die Rekrutierung von miR-19, was dann zu einer Unterdrickung der
Translation flhrt (Braun et al., 2012; Chapman and Pekow, 2015; Fabian and
Sonenberg, 2012; Fabian et al.,, 2010; Glorian et al., 2011; Huntzinger and
lzaurralde, 2011; Kullmann et al., 2002; Lal et al., 2005; Leandersson et al., 2006;
Lee et al.,, 1993; Mazan-Mamczarz et al., 2008; Meng et al., 2005; Vrijens et al.,
2015; Wightman et al., 1993; Zhou et al., 2016). Desweiteren wurde schon mehrfach
eine translationssteigernde Wirkung von HuR durch Bindung an die 3’'UTR seiner
Target-mRNA belegt (Lal, Kawai et al., 2005, Mazan-Mamczarz, Hagner et al., 2008,
Zhou, Chang et al., 2016). Aber auch unterdriickende Effekte bezlglich der
Translation konnten bei HUR beobachtet werden, teilweise Uber Bindung an die 5*-
UTR der entsprechenden Transkripte (Kullmann, Gépfert et al., 2002, Leandersson,
Riesbeck et al., 2006, Meng, King et al., 2005). Weiterhin wird vielfach beschrieben,
dass miRNAs den Initiierungsschritt der Translation hemmen kénnen (Braun,
Huntzinger et al., 2012, Fabian & Sonenberg, 2012, Fabian, Sonenberg et al., 2010,

Huntzinger & lzaurralde, 2011).

micro-RNAs

Micro-RNAs (miRNAs, miRs) sind einzelstrdngige, endogene, 18-24 Nukleotide
lange,  nicht-kodierende = RNA-Molekile, die die  Genexpression  auf
posttranskriptioneller Ebene regulieren (Chapman & Pekow, 2015, Vrijens, Bollati et
al., 2015). Seit der ersten Entdeckung von miRNAs 1993 in Caenorhabditis elegans
(Lee, Feinbaum et al., 1993, Wightman, Ha et al., 1993) wurden tausende von
weiteren miRNAs in Eukaryonten identifiziert. Sie machen ca. 3% des humanen

Genoms aus, regulieren allerdings ungefahr 90% aller humanen Gene (Cullen, 2004;
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Marques-Rocha et al., 2015; Marques-Rocha et al., 2016; Miranda et al., 2006;

Muhonen and Holthofer, 2009).

miRNA Prozessierung

Die Biogenese einer miRNA startet im Nukleus, wo DNA in primary (pri-) miRNA
Transkripte, die sich haarnadelférmig zusammenlagern, transkribiert wird. Diese pri-
miRNAs werden dann enzymatisch verdaut von einem Mikroprozessorkomplex, der
unter anderem die nukledre RNase Ill namens Drosha beinhaltet (Cullen, 2004,
Muhonen & Holthofer, 2009). So entsteht eine ungefahr 70 Nukleotide lange,
haarnadelférmige precursor (pre-) miRNA. Die pre-miRNA assoziiert mit Exportin 5
und gelangt durch Kernporen in das Zytoplasma (Chendrimada et al., 2005;
Davidson and McCray, 2011; MacRae et al., 2006; Maniataki and Mourelatos, 2005;
Muhonen and Holthofer, 2009; Ohtsuka et al., 2015). Im nachsten Schritt prozessiert
ein Komplex mit dem cytoplasmatischen Enzym Dicer, einer RNase Il
Endonuklease, zusammen mit dem transactivating response RNA-binding protein
(TRBP) und dem Kinase R-activating protein (PACT) die pre-miRNA in miRNA-
miRNA*-Duplexe. Der so erhaltene miRNA Duplex besteht aus dem guide-Strang,
als miRNA bezeichnet, und dem passenger-Strang, als miRNA* bezeichnet
(MacRae, Zhou et al., 2006, Muhonen & Holthofer, 2009, Ohtsuka, Ling et al., 2015).
Der guide-Strang wird im Folgenden auf den RNA-induced silencing complex (RISC)
geladen. Dieser Komplex enthalt neben Dicer, TRBP und PACT ein Argonaut (AGO)
Protein, welches die katalytische Komponente von RISC darstellt (Chendrimada,
Gregory et al., 2005, Maniataki & Mourelatos, 2005, Muhonen & Holthofer, 2009,
Ohtsuka et al., 2015). In Saugetieren kénnen alle vier AGO Proteine (AGO1-4) im

miRNA Signalweg eine Rolle spielen (lpsaro and Joshua-Tor, 2015). Der RISC-
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miRNA-Komplex (miRISC) dient als Effektor im miRNA Signalweg und fihrt nun die

miRNA zu der 3’-UTR ihrer Target-mRNA (Ohtsuka et al., 2015).

Mechanismen der post-transkriptionellen Regulation durch miRNAs

Uber RISC kénnen zwei grundsatzlich verschiedene Modelle des gene silencing
initiiert werden: mRNA-Abbau und translationelle Unterdriickung (Abb. 3) (Ameres
and Zamore, 2013).

Der Abbau einer mRNA kann durch endonucleolytisches Zerschneiden durch RISC
induziert werden, da AGO2, im Gegensatz zu AGO1, -3 und -4, auch eine RNase H-
Funktion hat. Wenn die miRNA Sequenz nahezu komplett komplementar ist, dann
schneidet RISC die Target-mRNA im Zentrum der miRNA-mRNA-Bindungssequenz,
ein Wirkungsmodus, der haufig in Pflanzen vorzufinden ist und als RNA Interferenz
(RNAI) bezeichnet wird (Chapman and Pekow, 2015; Filipowicz et al., 2008; Iwakawa
and Tomari, 2015; Kaleem et al., 2008).

In Sdugetieren hingegen ist die Bindungssequenz der miRNA haufig nicht komplett
komplementar zu ihrer Target-mRNA, sondern geht nur partiell Basenpaarungen ein.
Ein Bereich mit starker Komplementaritat ist die seed sequence der miRNA, die
typischerweise in den Basen 2-8 liegt (Chapman & Pekow, 2015, Kaleem, Hoessli et
al.,, 2008). Im Fall einer solchen partiellen Komplementaritat zeigt der RISC keine
~ochneideaktivitat, sondern induziert eine translationelle Unterdriickung (lwakawa
and Tomari, 2015). Die miRNA-vermittelte Unterdrickung der Translation wird auf
verschiedene Effekte zurlickgefihrt. Zum einen kann eine Deadenylierung der mRNA
zur Unterdrtickung der Translation fihren mit anschlieBendem Zerfall der mRNA. In
diesem Prozess spielt vor allem das Protein GW182 eine Schlisselrolle (Fabian et
al., 2010; lwakawa and Tomari, 2015; Nolte-'t Hoen et al., 2015). GW118 fungiert als

Angelpunkt und rekrutiert weitere Faktoren zur mRNA-Prozessierung, wie zum
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Beispiel das poly(A)-binding protein (PABP) und Deadenylase-Komplexe (lwakawa &
Tomari, 2015, Nolte-'t Hoen, Van Rooij et al., 2015). Desweiteren kann der
Mechanismus des decapping stattfinden, welcher vermutlich nur als Folge der
Deadenylierung auftritt (lwakawa and Tomari, 2015).

Ein weiterer mdglicher Mechanismus nach Bindung des miRISC an die Target-mRNA
ist deren Kompartimentalisierung in sogenannten processing (P-) bodies (Nolte-'t
Hoen et al., 2015). P-bodies oder die dazu sehr ahnlichen GW-bodies (der Name
ergibt sich auf Grund der Anwesenheit von GW182) (Patel et al., 2016) sind
zytoplasmatische Kompartimente, die in allen eukaryotischen Zellen zu finden sind
und in denen viele Proteine zur mRNA Degradation, Katabolismus und zum miRNA-
assoziierten gene silencing lokalisiert sind (Aizer et al., 2014; Filipowicz et al., 2008).
Es wird beschrieben, dass die dorthin transportierte mRNA dort verweilen kann ohne
translatiert zu werden bis sie entweder auch deadenyliert wird oder wieder zur
Translation in Polysomen eintreten kann (Kedde et al.,, 2007; Muhonen and
Holthofer, 2009; Parasramka et al., 2012).

Einige Studien belegen, dass mRNA-BP die miRNA-vermittelte Unterdriickung der
mRNA-Translation modulieren kénnen (Bhattacharyya et al., 2006, Kedde, Strasser
et al., 2007).

Ob miRNAs einen Translations-aktivierenden oder -hemmenden Effekt zeigen, kann
aber auch von anderen Faktoren abhangen. Orom et al. zeigte in seiner Studie, dass
miR-10a mit der 5-UTR einiger mRNAs interagiert und somit deren Translation
erhdéht (Orom et al., 2008). Vasudevan et al. berichtete, dass es vom Status des
Zellzyklus abhangen kann, ob eine miRNA translationell unterdriickend oder
aktivierend wirkt (Griffiths-Jones et al., 2008; Vasudevan et al., 2007; Vrijens et al.,

2015).
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Abb. 3: MicroRNA Biogenese und mdgliche regulatorische Signalwege (Abbildung und Erklarung
entnommen aus Parasramka et al., 2012).

Pri-miRNAs werden von RNA-Polymerase Il-spezifischen miRNA Genen transkribiert, entweder aus
Intron-Regionen von Protein-kodierenden-Genen oder von polycistronischen Transkripten. (A) Einige
wenige pre-miRNAs werden direkt aus kurzen Introns, sogenannten mirtrons, prozessiert, ohne den
Drosha-Schritt zu durchlaufen. (B) Bei einem Dicer-unabhangigen Mechanismus wird die pre-miRNA
von AGO2 zur reifen miRNA geschnitten. (C) Einige miRNAs binden an die 5-UTR lhrer Target
mRNA, was zur translationellen Aktivierung fihrt. (D) Anndhernd komplette Komplementaritat
zwischen miRNA und mRNA fiihrt zum Zerschneiden und somit zur Degradation der Target-mRNA
durch miRISC. (E) Bei geringerer Komplementaritdt der Sequenzen kommt es zu verschiedenen
Formen der translationellen Unterdriickung. (E.1) Diese Unterdrickung kann vor oder nach der
Initiation der Translation geschehen und zur Geninaktivierung fihren. (E.2) Bis zur Aufhebung der
Unterdrickung und dem Eintritt in Polysomen zur Translation kann die Target-mRNA auch in P-bodies
aufbewahrt werden. (F) In einer RISC-unabhangigen Kdder-Funktion kann die miRNA direkt an
mRNA-bindende Proteine binden und diese unverfiigbar fir ihre mRNA Targets machen.
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Nomenklatur von miRNAs

MicroRNAs werden mit dem Prafix ,miR“ bezeichnet und einer die miRNA
identifizierenden Nummer, zum Beispiel ,miR-1%. Dabei wird die Nummer nach der
Sequenz vergeben, was bedeutet, dass gleiche miRNAs die gleiche Nummer haben,
auch wenn sie aus unterschiedlichen Organismen stammen. Zur besseren
Unterscheidung kann daher ein weiteres Prafix angehangt werden: zum Beispiel hsa-
miR-10 fUr die humane miRNA und mmu-miR-10 flr die murine miRNA (Griffiths-
Jones, Saini et al., 2008, Vrijens et al., 2015). Bei paralogen Sequenzen, deren reife
miRNAs sich nur in ein oder zwei Positionen unterscheiden, setzt man
Kleinbuchstaben als Suffixe dazu, zum Beispiel miR-10a und miR-10b. Steht
dagegen eine weitere Zahl am Ende des Namens, zum Beispiel miR-219-1 und miR-
219-2, dann haben die precurser-miRNAs verschiedene Ausgangsgene im Genom,
ergeben aber identische reife miRNAs (Vrijens et al., 2015). Friher wurden die
beiden mature miRNAs, die aus einer pre-miRNA entstehen kénnen in den guide-
Strang, als miR-XY bezeichnet, und den passenger-Strang, als miR-XY* bezeichnet,
unterschieden, wobei miR-XY* die reife miRNA bezeichnen sollte, die weniger
expremiert wurde oder inaktiv war (Griffiths-dones, 2004). Da sich das AusmaB der
Expression aber in verschiedenen Geweben oder Spezies durchaus unterscheiden
kann, ist diese Bezeichnung teilweise irrefiihrend. Unmissverstandlich ist hingegen
die Symbolisierung mit -5p oder -3p am Ende des Namens, die angibt von welchem
Ende der haiprin pre-miRNA die mature miRNA jeweils stammt (Aderem and
Ulevitch, 2000; Beutler, 2004; Das et al., 2014; Desvignes et al., 2015; Erridge, 2009;
Fukui et al., 2014; Hofmann et al., 2014; Kawai and Akira, 2010; Latz et al., 2004;

Leifer et al., 2004; Mangtani et al., 2014; Rauta et al., 2014).
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Kapitel 1

Nanopartikulare Strukturen aktivieren die GTPase Rac1 in
humanen Makrophagen
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Einleitung

Die Familie der Toll-like Rezeptoren spielt eine fundamentale Rolle in der Erkennung
von Pathogenen und der Aktivierung des angeborenen Immunsystems. TLRs
erkennen konservierte Motive von Pathogenen, sogenannte PAMPs, die man nicht in
héheren Eukaryonten finden kann (Aderem & Ulevitch, 2000, Kawai & Akira, 2010,
Rauta, Samanta et al., 2014). Die verschiedenen TLRs unterscheiden sich in der
Lokalisation in der Zelle, aber vor allem hinsichtlich ihrer Ligandenspezifitit. So
werden zum Beispiel Lipoproteine von den TLR-Dimeren 1/2 und 1/6 erkannt,
Lipopolysaccharide von TLR4 und bakterielles Flagellin von TLR5. TLR3, 7 und 8,
welche im Gegensatz zu den zuvor genannten nicht auf der auBeren Zellmembran,
sondern in der endosomalen Membran sitzen, erkennen virale RNA. Auch TLR9 ist
intrazellular lokalisiert und reagiert auf bakterielle beziehungsweise nicht methylierte
CpG DNA (Beutler, 2004, Erridge, 2009, Hofmann, Dunger et al., 2014, Leifer,
Kennedy et al., 2004). Der Unterschied von bakterieller DNA zu DNA von
Saugetieren ist deren sehr viel hdherer Gehalt an 5-CG-3' Sequenzen, die allgemein
als CpG Sequenzen bezeichnet werden. Dazu kommt, dass in Saugetier-DNA die
meisten CpG Motive methyliert sind, wahrend in bakterieller DNA fast alle CpG
Sequenzen unmethyliert vorliegen (Das, Ghosh et al., 2014, Latz, Schoenemeyer et
al., 2004). Die in dieser Arbeit verwendete bakterielle DNA stammt aus dem Bacillus
Calmette-Guérin (BCG). Dabei handelt es sich um einen attenuierten
Bakterienstamm, der durch wiederholte Zichtung aus dem Wildtyp-Stamm
Mpycobakterium bovis entstand und als abgeschwacht-virulenter Lebendimpfstoff

verwendet wird (Fukui, Umemura et al., 2014, Mangtani, Abubakar et al., 2014).
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CpG Oligodesoxynukleotide (CpG ODNSs) sind synthetisch hergestellte kiirzere DNA
MolekUle, die ein partielles oder komplettes Phosphorothioat-Rickgrat anstatt eines
Phosphodiester-Riickgrats besitzen. Diese Modifizierung dient dazu, die CpG ODNs
resistenter gegen den Abbau durch Nukleasen zu machen (Castellano et al., 2000;
Dalpke et al., 2002; Hanna and EI-Sibai, 2013; Hodge and Ridley, 2016; Latz et al.,
2004). Auch CpG-ODNs kénnen an den intrazellularen TLR9 binden und so
immunstimulatorische Signalkaskaden ausldésen (Latz et al., 2004, Leifer et al.,
2004).

Bevor mikrobielle Liganden Uberhaupt vom TLR9 erkannt werden kénnen, missen
sie durch phagozytotische Prozesse in die Zelle aufgenommen werden. Diese
Fahigkeit stellt einen wesentlichen Bestandteil der angeborenen Immunfunktion von
Neutrophilen, Makrophagen und anderen phagozytierenden Zellen dar. Bei der
Regulation der Dynamik des Aktin-Zytoskeletts wahrend der Phagozytose spielen
Rho GTPasen eine wichtige Rolle (Castellano, Montcourrier et al., 2000, Hanna & El-
Sibai, 2013, Hodge & Ridley, 2016). Die Familie der Rho GTPasen umfasst
Mitglieder der Rho, Rac und Cdc42 Unterfamilien. Zur Regulation verschiedenster
Zellfunktionen, zum Beispiel Veranderungen und Bewegungen im Zytoskelett,
transkriptionelle Vorgange, Vesikel-Transport, Zellwachstum oder Apoptose, dienen
Rho GTPasen als ,molekulare Schalter”, wobei sie durch die Bindung von GTP und
dessen Hydrolyse aktiviert werden (Arbibe et al., 2000; Bokoch, 2005; Cuadrado et
al., 2014; Elnakish et al., 2013; Hanna and El-Sibai, 2013; Mostowy and Shenoy,
2015; Roberts et al., 2005; Teusch et al., 2004; Tong and Tergaonkar, 2014). Neben
den genannten Funktionen spielen Rho GTPasen auch eine wichtige Rolle in der
Immunantwort, im speziellen im TLR-Signalling (Arbibe, Mira et al., 2000, Mostowy &
Shenoy, 2015, Teusch, Lombardo et al., 2004, Tong & Tergaonkar, 2014). So tragt

vor allem Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) seinen Teil zur
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Aktivierung von NF-kB und zur Regulation der NADPH Oxidase bei (Bokoch, 2005,
Cuadrado, Martin-Moldes et al., 2014, Elnakish, Hassanain et al., 2013).

Das Ziel in diesem Teil der Arbeit war zum einen zu prifen, ob nanopartikulare
Strukturen die inflammatorische Zellantwort von humanen Makrophagen verandern
und zum anderen herauszufinden, welches die zugrunde liegenden Signalwege sind.
Dabei konnte Raci als wichtiges Schlisselmolekil in der durch Nanopartikel
ausgeldsten inflammatorischen Zellaktivierung tiber TLR9 sowie der Anderungen im

Zytoskelett identifiziert werden.
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Ergebnisse

Die Aktivierung von Makrophagen durch nanopartikulare BCG DNA verlauft
uber Veranderungen des Zytoskeletts und eine Aktivierung von Rac1

Aus verschiedenen Arbeiten war bereits bekannt, dass Makrophagen durch
genomische bakterielle DNA sehr stark aktivierbar sind (Kiemer, Senaratne et al.,
2009, Roberts, Dunn et al., 2005). Diese DNA wird durch TLR9 erkannt. Zunachst
wurde die Ansprechbarkeit von THP-1 Makrophagen auf BCG DNA mit der Antwort
auf die Stimulation mit CpG ODNSs (ISS 1018, ISS = Immunstimulatorische Sequenz)
verglichen. Als readout wurde die TNF mRNA gemessen (Abb. 4). Wéahrend die
Behandlung mit ISS keine Aktivierung der Makrophagen hervorrief, zeigte die

Behandlung mit BCG DNA eine signifikante inflammatorische Aktivierung.
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Abb. 4: BCG DNA induziert TNF mRNA in THP-1 Makrophagen.

Die Zellen blieben entweder unbehandelt (Co) oder wurden fir 3 h mit ISS 1018 (ISS; 10 ug/ml) oder
BCG DNA (BCG; 10 pg/ml) behandelt. AnschlieBend erfolgte die Messung der TNF mRNA mittels
Real-time RT-PCR. Die Werte wurden normalisiert auf ACTB. Die Daten der Stimulation mit BCG DNA
sind als 100% + SEM dargestellt. Die angegebenen Daten wurden aus zwei Experimenten mit Werten
in Duplikaten erhalten. Zellen behandelt mit PamsCSKa4 (10 pg/ml) dienten als Positivkontrolle (289% +

128).
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Weiterflhrende Untersuchungen bestétigten die hier gezeigten Daten auch auf
Proteinebene (Diesel et al., 2013).

Eine Charakterisierung der ISS 1018 Oligonukleotide und der genomischen BCG
DNA mit Hilfe der atomic force microscopy und des dynamic light scattering (DLS)
zeigte, dass die langeren DNA Molekile nanopartikeldhnliche Strukturen bilden,
wozu kurze ISS Molekule nicht in der Lage sind. Geiser et al. konnten zeigen, dass
die Aufnahme von partikularen Strukturen durch Makrophagen zu einer
Reorganisation des Zytoskeletts fihrt (Geiser, 2010). Daher lag die Vermutung nahe,
dass auch die Aufnahme von DNA durch Makrophagen eine Veranderung des
Zytoskeletts hervorruft. Tatséchlich konnte in Alveolarmakrophagen gezeigt werden,
dass die durch Cytochalasin D inhibierte Aktin-Polymerisation zu einer
abgeschwachten Reaktion auf BCG DNA fuhrt (Abb. 5 A aus Diesel et al., 2013).
AuBerdem konnte eine vermehrte Aktinpolymerisation nach Stimulation mit BCG
DNA beobachtet werden. Im Unterschied dazu waren ISS 1018 Oligonukleotide nicht
in der Lage nanopartikuldare Strukturen zu bilden und somit Veranderungen im
Zytoskelett hervorzurufen (Abb. 5 B aus Diesel et al., 2013). Diese Experimente
bestatigen die Vermutung, dass bei der Reaktion auf eine Stimulation mit DNA

tatsachlich das Zytoskelett beteiligt ist.
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Abb. 5: Makrophagen-Aktivierung durch nanopartikulare BCG DNA bengtigt Aktin-Polymerisation.

(A) Alveolarmakrophagen blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit BCG DNA (BCG; 10 pg/ml) fir 2
h behandelt, entweder mit oder ohne Vorbehandlung mit dem Aktin-Polymerisationsinhibitor
Cytochalasin D (CytD, 10 uM, 30 min). Darauf folgte die Messung der TNF mRNA mittel Real-time
RT-PCR. Die Werte wurden auf ACTB normalisiert. Die Daten werden gezeigt als x-fache Induktion im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Das Experiment wurde durchgefihrt von Dr. Jessica Hoppstadter.
(B) THP-1 Makrophagen blieben entweder unbehandelt (Co) oder wurden mit ISS 1018 (10 ug/ml)
oder BCG DNA (10 pg/ml) fir die angegebenen Zeitrdume (min) behandelt. Darauf folgte ein
Phalloidin —TRITC-Assay. Das Experiment wurde durchgeflihrt von Dr. Robert Zarbock. Gezeigt sind
die Mittelwerte £+ SEM von einem oder zwei Experimenten durchgefiihrt in Oktuplikaten oder
Triplikaten. *p < 0,05 im Vergleich zu Co.

Die GTPase Rac1 spielt eine wichtige Rolle in der Partikelaufnahme von
Makrophagen, insbesondere im Prozess der Aktinpolymerisation (Bokoch, 2005;
McGarry et al., 2012; McGarry et al., 2015). Mittels pulldown assay konnte gezeigt
werden, dass in BCG DNA-behandelten Makrophagen tatsachlich vermehrt
aktiviertes Rac1 zu finden war (Abb. 6). Dabei war das Ausmaf der Rac1 Induktion
nach BCG DNA vergleichbar mit dem nach Behandlung mit der Positivkontrolle
PamsCSK4 (McGarry, Connolly et al., 2012, McGarry, Veale et al.,, 2015). Diese
Aktivierung war bereits nach 8 min Behandlung zu erkennen. Nach Stimulation der
Makrophagen mit ISS 1018 jedoch konnte keine Aktivierung von Rac1 detektiert

werden.
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Abb. 6: Aktivierung von Rac1 in Makrophagen nach Stimulation mit BCG DNA.

THP-1 Makrophagen blieben entweder unbehandelt (Co) oder wurden mit PamsCSKs (Pam; 10
pg/ml), 1SS 1018 (ISS; 10 ug/ml) oder BCG DNA (BCG; 10 pg/ml) lber den angegebenen Zeitraum
behandelt. AnschlieBend folgte ein Rac1-GTP pulldown assay mit GTPyS als interne Positivkontrolle.
Die Proteinspiegel wurden danach mittels SDS-PAGE und Western Blot gemessen. (A) Die unteren
Banden zeigen einen &hnlich starken Gehalt an Gesamt-Rac1. Gezeigt ist ein Experiment aus zwei,
durchgefuhrt in Duplikaten. (B) Gezeigt sind die Mittelwerte aus den densitometrischen Auswertungen
aus zwei Rac1-Pulldown Blots. Co wurde als 100% gesetzt.
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AuBerdem flhrte sowohl eine Behandlung mit BCG DNA, als auch mit Silica
Nanopartikeln (SiNP) in Makrophagen neben einer Aktivierung von Rac1 zu einer

vermehrten Aktin-Polymerisation (Abb. 7 aus Diesel et al., 2013).
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Abb. 7: Die Aktivierung von Makrophagen durch Silica Nanopartikel beeinflusst deren Zytoskelett und
aktiviert Rac1.

(A) Quantifizierung des Phalloidin-TRITC geférbten F-Aktin mittels Mikroskopie. THP-1 Makrophagen
blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit Silica Nanopartikeln (NP; S5; 50 pug/ml) fiir die angegebene
Zeit in Medium mit 10% FCS behandelt. Gezeigt ist der durchschnittliche Anstieg der Fluoreszenz
relativ zu unbehandelten Zellen (100%) von zwei Experimenten, durchgefiihrt in Triplikaten. (B und C)
pulldown assays von Rac1-GTP in THP-1 Makrophagen (B: NP: S4 50 pg/ml) und AMs (C: NP; S5;
142,5 ug/ml). Die Zellen blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit Silica Nanopartikeln behandelt wie
angegeben. PamsCSK 4 (Pam, 100 ng/ml) und LPS (1 pg/ml) dienten als Kontrollen fiir die Rac1
Aktivierung und GTPyS diente als interne Positivkontrolle. Die unteren Banden zeigen die
Gleichférmigkeit des gesamten Rac1 Gehalts. Gezeigt wird ein représentativer Blot aus bis zu vier
Blots. **p < 0,01 im Vergleich zu Co. Die Experimente wurden durchgefihrt von Dr. Robert Zarbock.
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Die fir diese Arbeit verwendeten Nanopartikel wurden umfassend physikalisch-

chemisch charakterisiert (Tab. 2). Eine ausflhrliche Beschreibung dazu findet sich

bei Diesel et al., 2013. Viabilitdts-Tests zeigten auBerdem keine signifikante

Zytotoxizitat fur THP-1 Zellen, L929 Zellen und Makrophagen in Konzentrationen bis

zu 50 pg/ml (Diesel et al., 2013).

Tab. 2: Physikalisch-chemische Charakterisierung der SiNPs und DNA-Proben, die in den
Experimenten verwendet wurden (Diesel et al., 2013).

Probe Hydrodynamischer Feststoffgehalt | pH Zetapotenzial | Label Partikelkonzentration
Durchmesser (nm) (W%) (mV) (nM)
PBS Wasser Medium
S4 91,7 £ (1979 £ | 0,20 6,7 -42 Atto590 0,25
34,2 131,7
S5 81,6 + | 1004 =+ | 0,57 8,2 -49 Atto647N | 0,35
271 65,2
S6 96,0 <+ | 1984 £ | 0,70 6,0 -43+9 Atto647N | 0,21
33,5 68,7
BCG 268 + -
DNA 104
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Eine nanopartikelahnliche Struktur erhoht die Ansprechbarkeit von TLR9 auf
rezeptorspezifische Strukturmotive wie ISS 1018

In weiteren Versuchen sollte nun untersucht werden, ob eine inflammatorische
Zellaktivierung durch Behandlung mit SiNP oder ISS 1018 oder einer Kombination
aus SiNP und ISS 1018 madglich ist. Als readout wurden TNF-a-Spiegel auf mRNA
Ebene untersucht (Abb. 8). Tatsachlich konnte eine Kombination beider
Behandlungen eine wesentlich starkere Zellaktivierung hervorrufen als ISS oder NP
alleine. Ahnliche Effekte konnten auch auf Proteinebene mittels eines L1929
Zytotoxizitatsassays gezeigt werden (Bauer et al., 2001; Biswas et al., 2015; Diesel
et al., 2013; Hoppstadter et al., 2015; Latz et al., 2004; Miller et al., 2005; Sepulveda

et al., 2009).
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Abb. 8: Auswirkungen von ISS, NPs und einer Kombination aus 1SS und NPs auf TNF mRNA in THP-
1 Makrophagen.

Die Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit ISS 1018 (10 pug/ml) und/oder mit Silica
Nanopartikeln (NP; S6; 50 pug/ml) Gber einen Zeitraum von 3 h behandelt. AnschlieBend wurde TNF
mRNA mittels Real-time RT-PCR gemessen und alle Werte auf ACTB normalisiert. Die Daten zeigen
die durch die Behandlung induzierte Differenz im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Werte der
ISS 1018 Induktion wurden als 100% gesetzt. Als Positivkontrolle wurden mit PamsCSK4 behandelte
Proben gemessen (Differenz: 9.209 + 615). Die Daten zeigen eines von zwei représentativen
Experimenten £ SEM, durchgefiihrt in Duplikaten.
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Auswirkungen einer Stimulation mit Nanopartikeln oder nanopartikelahnlichen
Strukturen auf die GILZ mRNA-Expression

In friheren Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass GILZ
mRNA in inflammatorischen Prozessen in Makrophagen herabreguliert ist
(Hoppstadter et al., 2012, Hoppstadter, Kessler et al., 2015). Daher sollte untersucht
werden, inwieweit die Behandlung von THP-1 Makrophagen mit BCG DNA, ISS, NPs
und einer Kombination aus ISS und NPs eine Auswirkung auf die GILZ-Expression
haben (Abb. 9). Die vorliegenden Daten zeigen, dass GILZ tatsédchlich nach
Stimulation mit BCG DNA signifikant downreguliert wird. Eine Veranderung der GILZ
mRNA-Spiegel nach Behandlung mit ISS oder NPs oder einer Kombination aus

beidem konnte allerdings nicht beobachtet werden.
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Abb 9: Auswirkungen von BCG DNA, ISS, NPs und einer Kombination aus ISS und NPs auf GILZ
mRNA in THP-1 Makrophagen.

Die Zellen blieben entweder unbehandelt (Co) oder wurden fir 3 h mit BCG DNA (BCG; 10 pg/ml),
ISS 1018 (10 pg/ml), Silica Nanopartikeln (NP; S6; 50 ug/ml) oder einer Kombination aus ISS und NPs
behandelt. Als Positivkontrolle wurden mit PamsCSK4 (10 pg/ml) behandelte Proben gemessen. Die
Messung von GILZ mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR. Die Werte wurden normalisiert auf
ACTB. Die Daten der unbehandelten Zellen wurden als 100% gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte £
SEM aus zwei unabhangigen Experimenten im Duplikat.
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Diskussion

TLR9 gehért zur Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLRs), die transmembranare
Proteine darstellen (Bauer, Kirschning et al., 2001). Wahrend einige TLRs, wie zum
Beispiel TLR4, in der &auBeren Zellwand sitzen und Bestandteile bakterieller
Zellwande wie Lipopolysaccharide (LPS) erkennen, ist TLR9 intrazellular in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert und kann von dort zu
lysosomalen Kompartimenten in der Zelle wandern, wo er Nukleinsduren wie CpG
DNA erkennt (Biswas, Rao et al., 2015, Latz et al., 2004, Miller, Ernst et al., 2005,
Sepulveda, Maschalidi et al., 2009). Roberts et al. konnten feststellen, dass
einzelstrangige CpG-enthaltende Phosphodiester-Oligonukleotide (PO-ODNs) zwar
die Aktivierung von Makrophagen, ahnlich wie bakterielle DNA, bewirken kdénnen,
aber dennoch eine um einiges geringere immunstimulatorische Antwort auslésen.
Der Grund flr das hdéhere Potential zur Aktivierung der Makrophagen wurde damit
begriindet, dass die im Vergleich zu kurzen ODNs sehr viel langere DNA aus E.coli
vermutlich eine bessere Aufnahme und ein Crosslinking der Rezeptoren ermdglicht
(Roberts et al., 2005). Desweiteren lasst sich in der Literatur finden, dass die Zelle
zwischen Fremd- und Eigen-DNA hauptsachlich deshalb unterscheiden kann, weil
bakterielle DNA in hdéheren Mengen aufgenommen werden kann und dass
grundsatzlich TLR9 auch CpG-unabhéngig aktiviert werden kann (Li et al., 2012b;
Yasuda et al., 2006). Daraus ergibt sich die Frage, ob CpG Motive Gberhaupt eine
strukturelle Voraussetzung zur TLR9-Aktivierung durch Phosphodiester-DNA, also
natlrliche, bakterielle DNA darstellen (Li, Berke et al., 2012b, Yasuda, Rutz et al.,
2006). Grundsatzlich jedoch sind die CpG-Strukturmotive essentiell fir ODNs

(Takeshita et al., 2004). Weiterhin werden CpG ODNs in Typ A und Typ B
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unterschieden. Dabei bezeichnen CpG Typ A ODNs ein zentrales palindromisches
CpG Motiv mit einem Phosphodiester-Rickgrat umgeben von thioatstabilisierten
Polyguanosin-Sequenzen am 3‘- und 5°- Ende der DNA. CpG Typ B ODNs hingegen
haben ein komplettes Phosphothioat-Rickgrat und keine Poly-G-Enden. Neben den
sequenzbasierten Unterschieden zeigte sich auch, dass CpG Typ A ODNs eine
starkere Aktivierung von dendritischen Zellen hervorrufen kénnen, was allerdings
nicht auf eine gesteigerte DNA-Aufnahme zuriickgeflihrt werden kann, sondern eher
auf eine veranderte raumliche Konfiguration (Kerkmann et al., 2005; Wagner, 2004).
Hierzu konnten Kerkmann et al. zeigen, dass CpG A ODNs nanopartikulare
Strukturen ausbilden, die virusahnliche GréBe haben und als Konsequenz auch eine
mit Viren vergleichbare inflammatorische Zellantwort hervorrufen (Abb. 10)

(Kerkmann et al., 2005).

Model of higher order structures by CpG-A
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Abb. 10: Modell fir spontane Nanopartikel-Formation von CpG A ODNSs. (Abbildung und Beschreibung
Ubernommen aus (Kerkmann et al., 2005).)

(A) Zwei CpG A Molekile bilden einen Duplex mittels Watson-Crick Basenpaarung ihrer Palindrome.
Zwei CpG A Duplexe bilden tber G-Tetraden Formierung von vier Poly-G-Enden einen Quadruplex.
(B) Die Verkniipfung eines Quadruplexes mit einem weiteren CpG A Duplex fiihrt zu einer linearen
Struktur bestehend aus drei Duplexen verknlpft Uber eine G-Tetrade. (C) Die Formation der G-
Tatrade destabilisiert den CpG A Duplex des Quadruplexes. Zwei andere CpG A Monomere ersetzen
den Original Duplex unter Bildung von zwei neuen Duplexes. So formt sich eine Gabelstruktur mit drei
Enden, wobei sich an jedem Ende wieder eine neue G-Tetrade bilden kann. Die Polymerisation von
bivalenten Strukturen (A und B) fihrt zu linearen CpG A Multimeren und die Polymerisation von
trivalenten Strukturen (C) fihrt zu kugelférmigen CpG A Multimeren (Nanopartikel).
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Wir stellten fest, dass auch genomische bakterielle DNA spontan nanopartikelartige
Strukturen ausbildet und somit Makrophagen stark aktivieren kann. Im Gegensatz
dazu konnten die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten ODNs vom CpG B Typ, d.h.
ISS 1018, &hnlich wie bei Kerkmann et al. keine nanopartikuldren Strukturen bilden
und auch keine wesentliche Makrophagenaktivierung hervorrufen.

Es stellte sich heraus, dass die erhdhte Makrophagenaktivierung durch BCG DNA
von der Polymerisation von Aktin-Fasern abhangt (Diesel et al., 2013). Hierflr ist
sehr wahrscheinlich die nanopartikulare Struktur der BCG DNA verantwortlich. Auch
in plasmazytoiden dendritischen Zellen riefen nanopartikulare CpGs eine starkere
inflammatorische Antwort hervor (Kerkmann et al., 2005). Dabei ist wichtig zu
erwahnen, dass Polystyren-Nanopartikel, die mit CoG ODNs von geringer Aktivitat
beladen wurden, einen &hnlichen Effekt zeigten (Kerkmann et al., 2005). Dieser
Sachverhalt verdeutlicht also, dass die raumliche Konfiguration der aufzunehmenden
DNA eine wichtige Rolle spielt. Was die Prozessierung von Nukleinsduren angeht, so
ist es mdglich, dass DNA Nanopartikel langer im Endosom verbleiben als lineare
DNA. Dieser Mechanismus wurde zumindest fir CpG Typ A Nanopartikel in
plasmazytoiden dendritischen Zellen diskutiert (Arbibe et al., 2000; Bokoch and
Knaus, 2003; Brown et al., 2007; D'Ambrosi et al., 2014; Frey et al., 2006; Flrst et
al., 2005; Hordijk, 2006; Kerkmann et al., 2005; Lee et al., 2004; Roberts et al., 2005;
Stow and Condon, 2016).

Versucht man die erhdhte inflammatorische Aktivitat bei Aufnahme von BCG DNA
unter anderen Gesichtspunkten zu erklaren, zum Beispiel Uber die Lange der
Sequenz der DNA, so kénnte zum Beispiel eine Multimerbildung der TLR9 Liganden
oder eine TLR9 Dimerisierung mit anschlieBender Formation von gréBeren Rezeptor-
Ligand-Aggregaten mogliche Ursachen dafir sein (Li et al., 2012b, Roberts et al.,

2005, Wu, Lee et al., 2004).
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Zusammengenommen bedeutet dies, dass die Fahigkeit von TLR9-Liganden Zellen
inflammatorisch zu aktivieren von mehreren Faktoren abhangt.

In diesem Zusammenhang stellt die kleine Rho GTPase einen interessanten
Bezugspunkt dar, da sie sowohl bei der Partikelaufnahme von Makrophagen, als
auch bei der TLR-abhangigen Entziindungsreaktion eine Rolle spielt (Arbibe et al.,
2000, Bokoch, 2005, Stow & Condon, 2016). Unsere Daten deuten darauf hin, dass
die inflammatorische Aktivierung durch nanopartikuldre genomische DNA von einer
vorangehenden Aktivierung der kleinen Rho GTPase Rac1 mit anschlieBenden
Veranderungen des Zytoskeletts abhangt. Kleine Rho GTPasen haben starke
regulatorische Effekte auf Aktin-bindende oder -regulierende Proteine. Es liegt nun
nahe, dass eine Aktinpolymerisation und die damit verbundene Veranderung des
Zytoskeletts nicht nur ein struktureller Prozess ist, sondern auch eine starke
Verlinkung zu inflammatorischen Signalwegen hat (Brown, Kamal et al., 2007,
D'Ambrosi, Rossi et al., 2014). Als Beispiel dafiir l1asst sich anmerken, dass Ract
wichtig flr die Aktivierung der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)
Oxidase und somit fir die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies ist (Bokoch &
Knaus, 2003, Frst, Brueckl et al., 2005, Hordijk, 2006). Ein weiteres Beispiel stellt
der proinflammatorische Transkriptionsfaktor NF-kB dar, von dem bekannt ist, dass
er Uber eine Aktivierung der NADPH Oxidase induziert wird, die wiederum von der
Aktivierung durch PI3-K abhangt, welche Rac1 nachgeschaltet ist (Arbibe et al.,
2000, Frey, Gao et al., 2006). Zusatzlich wurde auch schon eine direkte Interaktion
zwischen F-Aktin und der NF-kB Untereinheit p65 gezeigt (Bolshakova et al., 2015;
Fazal et al., 2007; Kustermans et al., 2008), sowie der indirekte Zusammenhang
zwischen dem Aktin Zytoskelett und der Aktivierung von NF-kB Uber verschiedene
Signalwege (Bolshakova, Magnusson et al., 2015, Kustermans, Piette et al., 2008).

Aus diesem Grund postulieren wir eine durch Nanopartikel induzierte Aktivierung des
40



Kapitel 1

Zytoskeletts und von Rac1, was im Anschluss eine inflammatorische Aktivierung der
Zelle auslost.

Der von Sanjuan et al. fir Typ A ODNs vorgestellte Mechanismus verdeutlicht
ebenfalls, wie eine Behandlung mit nanopartikularer DNA in einem Zytoskelett-
abhangigen Prozess zur Zellaktivierung fihren kann (Sanjuan et al., 2006). Die
Arbeitsgruppe prasentierte einen Mechanismus, dem zwei aufeinander folgende
Aktivierungsschritte zugrunde liegen.

Im ersten TLR9-unabh&ngigen Schritt wird ausgehend von der Plasmamembran das
Aktinzytoskelett reorganisiert, gefolgt von einem zweiten Schritt, bei dem CpG DNA
mit TLR9 im Endosom interagiert (Sanjuan et al., 2006). Auch unsere Daten weisen
stark darauf hin, dass bakterielle genomische DNA als nattirlicher TLR9-Ligand beide
Signalwege induziert.

Auch technisch hergestellte Nanopartikel haben die Eigenschaft, Rac1-Signalwege
zu stimulieren. So ist bekannt, dass die Aufnahme von SiNPs in HeLa und A549
Zellen Uber eine GTPase-abhangige Macropinozytose verlauft. AuBerdem wurde
festgestellt, dass dieser Aufnahmeprozess und das AusmalB der Rac1-Aktivierung
vom GrdBenverhaltnis der Partikel abhangt (Meng et al., 2011). Unseren Daten
zufolge  aktivieren  spharische Partikel Rac1 in  primdren  humanen
Alveolarmakrophagen und in THP1 Makrophagen (Albrecht et al., 2007; Diesel et al.,
2013; Haberzettl et al., 2008; Kasper et al., 2011; Lee et al., 2011). Zuvor konnte
bereits gezeigt werden, dass lungengangige Quartzpartikel Rac1 und Cdc42 in
Ratten-Alveolarmakrophagen aktivieren. lhre Aufnahme kénnte sogar eine Rolle in
der Entwicklung einer Lungenentzindung spielen (Albrecht, Héhr et al., 2007,
Haberzettl, Schins et al., 2008). Auch fir Silica Nanopartikel wurde bereits berichtet,
dass sie Makrophagen inflammatorisch stimulieren kénnen (Kasper, Hermanns et al.,

2011, Lee, Yun et al., 2011). Silica Nanopartikel mit positiv geladener Oberflache
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kénnen vermutlich an negativ geladene Membranmolekile binden, die dann mit
Aktinflamenten interagieren (Orr et al.,, 2007). Dagegen spricht jedoch, dass
oberflachengeladene Quartzpartikel die geringste inflammatorische Stimulation in der
Lunge in vivo hervorriefen, obwohl sie im Vergleich am starksten von Ratten-
Alveolarmakrophagen aufgenommen wurden (Albrecht et al., 2007).

In einer weiteren Studie, in der mit Titanoxid- und Quartz-Nanopartikeln gearbeitet
wurde, konnte wiederum keine Abhangigkeit zwischen der Aufnahmemenge und der
potentiellen inflammatorischen Aktivitat festgestellt werden (Hoéhr et al., 2002). Fir
oberflachenmodifizierte magnetische Nanopartikel wurden sogar eher gegenteilige
Effekte beobachtet, was die Korrelation zwischen Partikelaufnahme und Zellaktivitat
angeht (Gupta and Gupta, 2005). Aus all diesen Studien Ildsst sich also
schlussfolgern, dass es immer noch keine einheitliche Meinung darlUber gibt, ob
Nanopartikel Gberhaupt von der Zelle aufgenommen werden muissen, um eine
inflammatorische Antwort auszulésen. Womaoglich reicht eine Aktivierung der Rho
GTPasen aus, um inflammatorische Signalwege anzustoBen, auch ohne Aufnahme
der Partikel in die Zelle.

In unseren Experimenten konnten wir feststellen, dass endotoxinfreie Silica
Nanopartikel, die die Aktinpolymerisation aktivieren konnten, keine Inflammation in
Makrophagen induzierten. Die gleichen Nanopartikel, kombiniert mit dem TLR9
Agonist ISS 1018, riefen allerdings sehr wohl eine entzlindliche Reaktion in
Makrophagen hervor. Hierbei konnte auch festgestellt werden, dass nicht nur Partikel
der GréBe 100 nm, sondern auch wesentlich kleinere Silica Nanopartikel der GréBe
15 nm in Kombination mit ISS 1018 TLR9 aktivieren und somit eine Inflammation in
Makrophagen hervorrufen kénnen (L929 Bioassay, Diesel et al., 2013). Basierend
auf dieser Erkenntnis ist es sehr wahrscheinlich, dass zur vollen inflammatorischen

Aktivierung der Zellen zwei Voraussetzungen eine wichtige Rolle spielen: Zum einen
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die durch Rac1 induzierte Reorganisation des Zytoskeletts und zum anderen die
TLR-spezifische Aktivierung der Zelle (Sanjuan et al., 2006). Interessanterweise
zeigen unsere Versuche, dass BCG DNA ein starkeres inflammatorisches Potential
hat als die Kombination aus Nanopartikeln und ISS 1018. Die geringere
Immunantwort von ISS und NPs alleine ist daher auch vermutlich, im Gegensatz zu
der Antwort auf BCG DNA, ein zu schwacher Stimulus, um GILZ mRNA herab zu
regulieren. Auch Kéberle et al. konnten beobachten, dass eine Uberexpression von
Rac1 im Vergleich zu anderen Rho GTPasen die GILZ-Promotoraktivitdt nicht
signifikant herabregulierte (Kéberle et al., 2012).

Generell scheint es so, dass der AnstoB beider Signale ausgehend von einem
Molekul eine starkere entzliindliche Antwort hervorruft. Méglicherweise sind hier der
zeitliche und der raumliche Aspekt entscheidend (Hanagata, 2012; Malyala et al.,
2009; Misra et al., 2011; Roberts et al., 2005).

Der Transport von natdrlichen ODNs zusammen mit Nanopartikeln stellt
mdglicherweise eine vielversprechende Strategie flr eine verbesserte Aufnahme von
DNA-Liganden dar. Die Kombination mit Nanopartikeln kénnte sowohl die DNA vor
frihzeitigem Abbau schitzen als auch sich positiv auf deren Transport auswirken
(Hanagata, 2012, Malyala, O'Hagan et al., 2009). Dieser Mechanismus kénnte z.B.
fir den Einsatz als Adjuvanz bei Impfungen, als auch bei Behandlungen von
Krankheiten, wie zum Beispiel Tuberkulose sprechen (Malyala et al., 2009, Misra,
Hickey et al., 2011).

Generell bleibt festzustellen, dass die Wirkung von Nanopartikeln auf den
Aktivierungsstatus des Immunsystems und deren toxische Konzentrationen einen
Gegenstand der aktuellen Forschung darstellt (Giovanni et al., 2015; Go et al., 2013;
Libby et al., 2011; Moreno and Teresa Mitjavila, 2003). Unsere Ergebnisse liefern

einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung dieser Wirkung im Hinblick auf das
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immunstimulatorische Potential von Nanopartikeln, insbesondere in Kombination mit

TLR-Agonisten.

Anmerkung: Alle Daten und Schlussfolgerungen aus Kapitel 1 stammen aus
beziehungsweise beziehen sich auf die Verdffentlichung ,Activation of Rac1 GTPase

by nanoparticulate structures in human macrophages*, Diesel et al., 2013.
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Kapitel 2

Eine verminderte Expression des Glucocorticoid-induced
leucine zipper verstarkt vaskulare Entzindungen in
Endothelzellen
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Einleitung

Arteriosklerose ist eine komplexe multifaktorielle chronisch entziindliche Erkrankung
und aufgrund des erhdhten Risikos flr Herzstillstand oder Schlaganfall einer der
Haupt-Mortalitatsgriinde in Industriestaaten (Go, Mozaffarian et al., 2013). Mehrere
Prozesse spielen bei der Entwicklung von Arteriosklerose eine wichtige Rolle: Zum
einen werden Fette akkumuliert, was bedeutet, dass zum Beispiel Cholesterin
extrazellular in den Wanden der arteriellen BlutgefaBe, genauer gesagt in der Tunica
intima angelagert wird. Zum anderen zeigen Endothelzellen (ECs) und Makrophagen
(M®s) eine entzindliche Reaktion. Das Endothel wird aktiviert, was zu einer
verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen flhrt. M®s lagern Fette ein und
entwickeln sich zu Schaumzellen, welche die Entziindungsreaktion weiter verstarken
und vaskulare glatte Muskelzellen und Immunzellen anlocken (Libby, Ridker et al.,
2011, Moreno & Teresa Mitjavila, 2003). Alle Vorgange in Kombination fihren zu
Verdickungen der inneren BlutgefaBwande, sogenannten ,Plaques” (Roy et al.,
2009).

Eine pro-inflammatorische Aktivierung von M®s durch TLR-Aktivierung I6st eine
Herabregulation von GILZ aus und wird Uber eine GILZ mRNA-Destabilisierung
durch das mRNA-bindende Protein Tristetraprolin (TTP, zinc finger protein-36,
ZFP36) vermittelt. Funktionell fUhrt dies zu einer verminderten Hemmung von zum
Beispiel NF-kB und activator protein (AP)-1, das heiBt zu einer verstarkten
inflammatorischen Antwort (Ayroldi & Riccardi, 2009, Hahn et al., 2014, Hoppstadter
et al., 2012).

Die Expression von ZFP36 kann durch die anti-inflammatorische dual-specificity

protein phosphatase 1 (DUSP1, mitogen kinase phosphatase-1, MKP-1) Uber eine
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Inhibierung des Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK) p38-Signalweges
gehemmt werden (Huotari et al., 2012; Imaizumi et al., 2010; Kiemer et al., 2002a;
Kiemer et al., 2002b; Kim et al., 2015; Prabhala et al., 2015; Shen et al., 2010;
Zakkar et al., 2008). MKP-1 ist eine nukledre Phosphatase, deren Expression durch
verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel Zytokine, LPS oder Glukokortikoide induziert
wird und generell die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen abschwacht
(Huotari et al., 2012). AuBerdem hemmt MKP-1 Uber eine Dephosphorylierung die
p38 MAPK (Kiemer, Baron et al., 2002a, Kiemer, Weber et al., 2002b, Prabhala,
Bunge et al., 2015).

Welche Rolle MKP-1 in der Arteriosklerose spielt, wird allerdings noch diskutiert. Es
gibt Hinweise darauf, dass MKP-1 atheroprotektiv wirkt (Kim, Tavakoli et al., 2015,
Zakkar, Chaudhury et al., 2008). Allerdings wurden auch Daten ver6ffentlicht, die das
Gegenteil postulieren (Imaizumi, Grijalva et al., 2010, Shen, Chandrasekharan et al.,
2010).

Befunde aus dem eigenen Arbeitskreis zeigten, dass humane ECs und
Venenbypéasse unter entziindlichen Bedingungen eine verringerte Expression von
GILZ aufweisen (Hahn et al., 2014). Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht
werden, inwieweit die verminderten GILZ-Spiegel mit ZFP36-Leveln im
Zusammenhang stehen, und ob dadurch die Entziindungsreaktion insgesamt

verstarkt wird.
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Ergebnisse

Inflammatorische Antwort in Endothelzellen und Makrophagen

In frGheren Verdéffentlichungen wurde gezeigt, dass GILZ in ECs und M®s exprimiert
wird (Cheng et al., 2013; Hoppstadter et al., 2012). Es wurde beobachtet, dass eine
Behandlung mit TNF-a in humanen Nabelschnurendothelzellen (human umbilical
vein endothelial cells, HUVEC) zu einer erh6hten Menge an ZFP36 flhrt, das bereits
als GILZ-destabilisierender Faktor beschrieben wurde (Hoppstadter et al., 2012).
Interessanterweise zeigte sich dabei, dass kurz nach der Behandlung zunachst das
nichtphosphorylierte, aktive, instabile ZFP36 vermehrt vorhanden ist, nach zwei bis
vier Stunden jedoch das phosphorylierte, inaktive, stabile ZFP36 dominiert (Abb. 11,
Hahn et al., 2014). Dabei wurde der inflammatorische Status der TNF-behandelten
HUVEC Uber den Nachweis der Induktion von TLR2 mRNA und chemokine (C-C
motif) ligand 2 (CCL2, monocyte chemoattractant protein 1, MCP1) mRNA bestatigt

(Hahn et al., 2014).
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Abb. 11: ZFP36 Induktion durch TNF-a.

HUVEC wurden mit TNF-a (10 ng/ml) fir die angegebenen Zeitrdume behandelt. Die ZFP36-
Proteinspiegel (TTP) wurden mittels Western Blot bestimmt und auf die Ladekontrolle Tubulin
bezogen (n = 3 in Duplikaten). Die Werte fir die unbehandelten Zellen wurden als 100% gesetzt, **p <
0,01; ***p < 0,001 im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Durchgefiihrt von Dr. Rebecca Hahn.

Vorarbeiten von Dr. Rebecca Hahn und Dr. Jessica Hoppstadter zeigten, dass die
GILZ-Expression sowohl in Makrophagen, als auch in HUVEC unter entzindlichen
Bedingungen, z.B. durch Behandlung mit TNF-a, herunterreguliert wird, und zwar
sowohl auf mRNA-, als auch auf Protein-Ebene (Hahn et al., 2014).

Um den funktionellen Zusammenhang zwischen GILZ und ZFP36 in Endothelzellen
besser zu verstehen, wurde ein ZFP36 knockdown durchgefthrt. Im Anschluss
wurde die Veranderung der Protein-Expression von ZFP36 sowie von GILZ
betrachtet. Dazu wurden HUVEC entweder mit Kontroll-siRNA (siCo) oder siZFP36
transfiziert und die Zelllysate mittels Western Blot untersucht. Dadurch konnte

gezeigt werden, dass nach siCo Transfektion eine TNF-a Behandlung die ZFP36-

49



Kapitel 2

Spiegel stark erhéht und gleichzeitig GILZ Protein vermindert exprimiert wird. Der
ZFP36 Knockdown nach siZFP36-Behandlung wurde auf Proteinebene bestatigt.

Hierbei blieb die TNF-vermittelte GILZ-Abnahme vollkommen aus (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von ZFP36 knockdown auf die TNF-a-induzierte GILZ-Abnahme.

HUVEC wurden mit ZFP36 siRNA (siTTP) oder Kontroll siRNA (siCo) transfiziert. 20 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit TNF-a (10 ng/ml) behandelt. Die TTP und GILZ Protein-
Expression wurden mittels Western Blot analysiert unter der Nutzung von Tubulin als Ladekontrolle.
Die Werte der unbehandelten Zellen, die mit siCo transfiziert wurden, wurden als 100% gesetzt. Es
werden ein reprasentativer Blot aus drei unabh&ngigen Experimenten (A) und Daten von drei
unabhéngigen Experimenten in Duplikaten gezeigt (B-C). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Um zu dberprifen, ob nicht nur weniger ZFP36 zu mehr GILZ, sondern auch
umgekehrt mehr ZFP36 zu weniger GILZ fahrt, wurde auch eine transiente ZFP36-
Uberexpression in HUVEC durchgefiihrt.

Mit diesem Experiment konnte der Zusammenhang zwischen der Expression von
GILZ und ZFP36 untermauert werden, da eine ZFP36-Uberexpression zu einer

signifikanten GILZ-Abnahme flhrte (Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss einer ZFP36-Uberexpression auf die GILZ-Expression.

HUVEC wurden entweder mit einem Antisense ZFP36 Vektor (Co-V) oder einem ZFP36
Expressionsvektor (ZFP36-V) transfiziert und nach 24 h geerntet. (A) Die Uberexpression von ZFP36
mRNA wurde mittels Real-time RT-PCR bestétigt. Die Werte wurden auf ACTB mRNA bezogen. Das
Diagramm zeigt die Mittelwerte von zwei unabhangigen Experimenten im Duplikat mit Co-V als 100%.
(B) Die Expression von ZFP36 und GILZ Protein wurden mittels Western Blot bestimmt, wobei Tubulin
als Ladekontrolle diente. Die Zahlenwerte zeigen die Signalintensitdten von drei unabhangigen
Experimenten an, die in Duplikaten durchgefihrt wurden. Die Werte wurden auf Tubulin normalisiert.
Die Mittelwerte fir Co-V wurden als 1 gesetzt. *p < 0,05, **p < 0,01, im Vergleich zu Co-V
transfizierten Zellen.

Zusammengenommen weisen diese Daten auf eine wichtige Schllsselfunktion von

ZFP36 bei der Regulation von GILZ in Endothelzellen hin.
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Mechanismen der GILZ-Downregulation im Entziindungsgeschehen

Die Expression und Aktivitat von ZFP36 kann unter anderem durch die MAP Kinase
Phosphatase 1 (MKP-1) Uber deren Interaktion mit p38 MAPK reguliert werden
(Huotari et al., 2012; Kiemer et al., 2002b).

Um zu dberprifen, in wie weit die Aktivierung der p38 MAPK einen Einfluss auf die
ZFP36- und GILZ-Expression hat, wurde die Aktivierung durch Einsatz des p38
MAPK Inhibitors SB203580, der mit ATP um die Bindung in der ATP-Bindetasche
von p38 MAPK konkurriert, unterbunden (Young et al., 1997). Dazu wurden HUVEC
mit SB203580 und anschlieBend mit TNF-a behandelt, und im Folgenden ZFP36 und
GILZ auf mRNA- und Protein-Ebene untersucht. Die durch TNF-a hervorgerufene
ZFP36-Induktion konnte tatséchlich mit Hilfe des p38 MAPK Inhibitors signifikant
abgeschwacht werden (Abb. 14). Auch die Verminderung von GILZ Protein nach
TNF-a-Behandlung wurde durch Anwendung des Inhibitors deutlich reduziert.
Gleiches konnte auch auf GILZ mRNA-Level festgestellt werden. Aus diesen Daten
lasst sich schlussfolgern, dass der Mechanismus der verstéarkten GILZ-Expression

nach p38-Hemmung tatsachlich lber reduzierte ZFP36-Spiegel verlauft.
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Abb. 14: ZFP36- und GILZ-Expression nach Hemmung der p38 MAPK-Aktivitat.

HUVEC wurden mit der Lésemittelkontrolle DMSO oder mit SB203580 (10 uM) vorbehandelt, gefolgt
von der Behandlung mit TNF-a (10 ng/ml ) fiir 2 h (A-B, E-F) oder 4 h (C-D). Die Proteinmengen
wurden mittels Western Blot mit Tubulin als Ladekontrolle bestimmt (A-D). Die mRNA Spiegel wurden
mittels Real-time RT-PCR bestimmt und ACTB zur Normalisierung genutzt (E-F). Die Werte fir die
Zellen, die mit der Lésemittelkontrolle DMSO behandelt wurden, entweder in Anwesenheit (B und E)
oder in Abwesenheit (D und F) von TNF-a, wurden als 100 % gesetzt. Die Daten zeigen die
Mittelwerte von drei (A-D) oder zwei (E-F) unabhangigen Experimenten, durchgefihrt in Triplikaten. *p
< 0,05, ***p < 0,001, n.s.: nicht signifikant.
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Funktionelle Auswirkungen der GILZ-Downregulation

In friheren Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass ein GILZ-knockdown
eine LPS-vermittelte M®-Aktivierung erhéht und zum Beispiel die Aktivitat von NF-kB
amplifiziert (Hoppstadter et al., 2012). Eine GILZ-Uberexpression in Endothelzellen
fOhrt stattdessen zu einer Inhibierung der NF-kB-Aktivierung (Cheng et al., 2013).
Nachdem nun eine Erklarung fir den Mechanismus der GILZ-Downregulation in
Endothelzellen gefunden wurde, sollte noch geklart werden, welche funktionellen
Auswirkungen dies nach sich zieht. Daflir wurde ein GILZ -knockdown mittels siRNA
in HUVEC durchgefthrt (Hahn et al., 2014). Tatsachlich fihrte das Ausschalten von
GILZ zu einer verstarkten Translokation und Aktivitdt des pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktors NF-kB (Hahn et al., 2014). Daraufhin wurde untersucht, ob eine
GILZ Downregulation auch einen Einfluss auf die Expression von TLR2 und
Adhasionsmolekilen hat, welche als durch NF-kB induzierbar beschrieben sind
(Erridge, 2009). TLR2 ist ein wichtiger Faktor im Entziindungsgeschehen und auch
speziell bei der Pathogenese von Atherosklerose (Diesel et al., 2012; Erridge, 2009).
Adhasionsmolekile, wie intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1) und E-Selektin sind stark in die verstarkte
Einwanderung von Leukozyten in entziindetes Gewebe involviert (Bruscoli et al.,
2010; Cohen et al., 2006; Gimbrone et al., 1997; Godot et al., 2006; Gomez et al.,
2010; Hamdi et al., 2007; Kiemer et al., 2002b; Soundararajan et al., 2005).
Tatsachlich zeigte sich nach Stimulation mit TNF-a in den siGlLZ-transfizierten
HUVEC eine erhdéhte Expression sowohl von TLR2, als auch von ICAM1, VCAM1
und SELE (E-Selektin) (Abb. 15), was wiederum verdeutlicht, dass die Abwesenheit

von GILZ eine pro-inflammatorische Antwort férdert.

54



Kapitel 2

* k%

180 T

[%]
H O
2
H *

—
— *

k1204

—

o 00O

o O o
Ly
1

o
o
1

Expression/ACTB [¢

TNF-induzierte mRNA

N
o O
N

siCo TLR2 ICAM1 VCAM1 SELE
SiGILZ

Abb. 15: Der Einfluss von GILZ-knockdown in HUVEC auf die TNF-a-induzierte Expression von TLR2
und Adhé&sionsmolekdlen.

HUVEC wurden mit siGILZ oder siCo transfiziert. 20 h nach der Transfektion wurden die Zellen fir
weitere 4 h mit TNF-a stimuliert. Die mMRNA-Expression wurde quantifiziert mit Real-time RT-PCR und
auf ACTB normalisiert. Die Werte, die fur die siCo transfizierten Zellen erhalten wurden, wurden als
100 % gesetzt. *p < 0,05, ***p < 0,001 im Vergleich zu siCo-transfizierten Zellen.
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Diskussion

Die Rolle von GILZ in inflammatorischen Erkrankungen

Die Expression des anti-inflammatorisch wirkenden GILZ wurde in verschiedenen
Zelltypen beschrieben, wie z.B. dendritischen Zellen, B-Lymphozyten, Epithelzellen,
Mastzellen und Muskelzellen (Ayroldi & Riccardi, 2009, Bruscoli, Donato et al., 2010,
Cohen et al., 2006, Godot et al., 2006, Gomez, Raju et al., 2010, Hamdi, Bigorgne et
al., 2007, Soundararajan, Zhang et al., 2005). Auch in ECs und M®s, zwei Zelltypen,
die in der Entstehung der Atherosklerose eine zentrale Rolle spielen, konnte GILZ
detektiert werden (Hoppstadter et al.,, 2012). Zuvor veréffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass in primaren humanen M®s und in Lungengewebe von
LPS-behandelten Mausen eine Aktivierung von TLRs zu einer Verminderung von
GILZ fuhrt (Beaulieu and Morand, 2011; Berrebi et al., 2003; Blankenberg et al.,
2003; Cannarile et al., 2009; Hoppstadter et al., 2012; Kim et al., 2008; Libby et al.,
2011; Szmitko et al., 2003; Zhang et al., 2009; Zhu et al., 2013).

Die Abwesenheit von GILZ wurde als Begleiterscheinung verschiedener
inflammatorischer Erkrankungen, wie zum Beispiel alkoholischer Hepatitis,
chronischer Rhinosinusitis, rheumatoider Arthritis oder Tuberkulose in der Literatur
beschrieben (Beaulieu & Morand, 2011, Berrebi et al., 2003, Hamdi et al., 2007,
Zhang, Lu et al., 2009). Auch in verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden,
dass GILZ anti-inflammatorisch wirkt, auch wenn diese Effekte meistens in
Zusammenhang mit der Funktion von Leukozyten beobachtet wurden (Beaulieu &
Morand, 2011, Cannarile, Cuzzocrea et al., 2009).

In der Arteriosklerose spielen neben Leukozyten auch ECs eine wichtige Rolle in der

Entziindungsentwicklung in den GefaBwanden (Hahn et al., 2014, Szmitko, Wang et
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al.,, 2003). Wenn ECs inflammatorisch aktiviert werden, exprimieren sie vermehrt
Selektine, VCAM-1 und ICAM-1, was zur Anlockung von Monozyten fihrt
(Blankenberg, Barbaux et al., 2003, Kim, Bae et al., 2008, Zhu, Shen et al., 2013).
AnschlieBend wandern diese in die tunica intima, die innerste Schicht der
Arterienwand, ein, angelockt von einem MCP-1 Konzentrationsgradie, wo sie zu
Makrophagen differenzieren und zum Beispiel modifizierte Lipoproteine aufnehmen
kdénnen (Libby et al., 2011, Szmitko et al., 2003). In diesem Zusammenhang konnten
Cheng et al. zeigen, dass eine GILZ-Uberexpression die inflammatorische Aktivitat
der ECs nach TNF-a-Stimulation, die sich wie bereits erwdhnt unter anderem in dem

Anlocken der Leukozyten &uBert, reduziert (Cheng et al., 2013).

ZFP36-abhangige GILZ-Downregulation in ECs

Bereits zuvor veréffentlichte Daten zeigten einen Zusammenhang zwischen einer
GILZ-Downregulation und einem ZFP36-Anstieg in Makrophagen (Hoppstadter et al.,
2012). Ebenso konnte in dieser Arbeit in HUVEC eine starke ZFP36-Zunahme mit
gleichzeitiger GILZ-Verminderung nach TNF-Behandlung gezeigt werden, was auf
eine mogliche Rolle von ZFP36 bei der GILZ-Regulation in ECs schlieBen lieB.
Sowohl eine ZFP36-Uberexpression als auch ein knockdown bestétigten diesen
vermuteten Zusammenhang. AuBerdem konnte ein Anstieg von ZFP36 in
atherosklerotischen GefaBen beziehungsweise in degenerierten entziindeten
Venenbypéassen sowohl von unserer, als auch von einer anderen Arbeitsgruppe
detektiert werden (Hahn et al., 2014; Phillips et al., 2004; Ronkina et al., 2010; Ross
et al., 2015; Sedlyarov et al., 2016; Shah et al., 2015; Taylor et al., 1996; Zhang et
al., 2013). Allerdings inhibiert ZFP36 die Expression von pro-inflammatorischen
Transkripten, wie zum Beispiel TNF-a, was dem mRNA-bindenden Protein demnach

einen anti-inflammatorischen Effekt zuschreibt (Ronkina et al., 2010, Ross et al.,
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2015, Shah et al., 2015, Zeng, Sachdev et al., 2009, Zhang et al., 2013). Viele
Literaturstellen beschreiben auBerdem den inflammatorischen Phanotyp von ZFP36-
Knockout-M&usen, was zeigt, dass ZFP36 entziindungshemmend wirkt (Phillips,
Kedersha et al., 2004, Sedlyarov, Fallmann et al., 2016, Taylor, Carballo et al.,
1996). Unseren Daten zufolge inhibiert ZFP36 das atheroprotektiv wirkende GILZ
(Hahn et al., 2014). Letztendlich lasst sich dazu sagen, dass es ein weites Spektrum
an ZFP36-Target-mRNAs gibt, wozu zum Beispiel auch das anti-entziindliche
Interleukin-10 z&hlt (Delfino et al., 2011; Huotari et al., 2012; Stoecklin et al., 2004;
Stoecklin et al., 2008). AuBerdem blieb laut unseren Experimenten ein ZFP36-
Anstieg unter anti-inflammatorischen Bedingungen, wie zum Beispiel laminarem
shear stress, aus und das anti-inflammatorische Protein GILZ wurde verstarkt
exprimiert (Hahn et al., 2014). Es lasst sich also nicht konkret entscheiden, ob die
Wirkung von ZFP36 in diesem Zusammenhang eher anti- oder pro-inflammatorisch
einzustufen ist. Fest steht aber, dass ZFP36 in der Inflammation erhéht ist.
Abgesehen davon koénnte eine Einstufung auch noch von weiteren mRNA-
bindenden-Proteinen, wie zum Beispiel HUR (siehe Kapitel 3), wie auch von miRNAs
(siehe Kapitel 4) abhangen. Zusatzlich kénnen weitere, die GILZ-Expression
beeinflussende Mechanismen, wie proteasomaler Abbau, nicht ausgeschlossen

werden (Delfino, Spinicelli et al., 2011).

Zusammenhang zwischen MKP-1, p38 MAPK, ZFP36 und GILZ

Es ist bereits bekannt, dass MKP-1 die Expression von ZFP36 in Makrophagen
negativ reguliert (Abb. 16). Dies geschieht tGber eine Hemmung der p38 MAPK, die
selbst wiederum ZFP36 induziert (Huotari et al., 2012, Stoecklin, Stubbs et al., 2004).
Unsere Daten belegen erstmals, dass eine Hemmung von p38 MAPK auch in

HUVEC zu verminderten ZFP36-Spiegeln filhrt. Die Uberpriifung der Hypothese,
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dass p38 MAPK die GILZ-Expression Uber ZFP36 regulieren kann, zeigte nach einer
Hemmung von p38 tatséchlich ein Ausbleiben der GILZ Abnahme nach Zusatz von
TNF-a.

Die Inaktivierung von p38 MAPK wird Uber seine Dephosphorylierung durch die
Phosphatase MKP-1 erreicht (Kiemer et al., 2002b). Huotari et al. konnten mit
Experimenten an M®s von MKP-1 knockout Mausen beziehungsweise Uber einen
siRNA-induzierten knockdown in Zelllinien bestatigen, dass ein inverser
Zusammenhang zwischen MKP-1 und ZFP36 Expression besteht. lhre Versuche
zeigten, dass ein MKP-1-knockdown zu hoéheren ZFP36-Spiegeln flhrt.
Entsprechend zeigte eine Hemmung der p38 MAPK erniedrigte ZFP36-Spiegel
(Huotari et al., 2012). Daher lasst sich schlussfolgern, dass ZFP36 durch MKP-1
herabreguliert wird, indem MKP-1 die p38 MAPK hemmt, einen positiven Regulator
von ZFP36. Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte mit weiteren Experimenten
gezeigt werden, dass nach Anlegen von anti-inflammatorischem laminarem shear
stress eine MKP-1 Induktion mit einer ZFP36-Downregulation und erhéhten GILZ-
Spiegeln einhergeht (Collins and Cybulsky, 2001; Eddleston et al., 2007; Hahn et al.,
2014; Malgor et al., 2014; Marco et al., 2007b; Yang et al., 2015). AuBerdem konnten
in weiterfihrenden Versuchen vermehrt MKP-1 Protein in gesunden Venen im
Vergleich zu entziindeten Venenbypéassen detektiert werden (Hahn et al., 2014). Alle
diese Befunde lassen auf den gleichen mechanistischen Zusammenhang zwischen

MKP-1, p38 MAPK, ZFP36 und GILZ schlieBen.
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Abb. 16: Mechanismus der Regulation von GILZ und ZFP36 (TTP) durch p38 MAPK und MKP-1

Funktionelle Bedeutung von GILZ in atherosklerotischen GefaBen

Nachdem die Mechanismen der GILZ Regulation in ECs beschrieben werden
konnten, sollte die funktionelle Bedeutung der GILZ-Verminderung in entziindeten
GefaBen untersucht werden. Dazu wurde ein siRNA-vermittelter GIL-knockdown in
ECs durchgefihrt.

In der Folge zeigte sich eine verstarkte Expression von TLR2 und verschiedenen
Adhé&sionsmolekillen, also von Genen, von denen bekannt ist, dass sie im
atherosklerotischen Prozess eine wichtige Rolle spielen und dass sie von NF-kB
reguliert werden (Collins & Cybulsky, 2001, Malgor, Bhatt et al., 2014, Yang, Chu et
al., 2015). Entsprechend wiesen die Zellen nach siGILZ-Behandlung eine verstarkte
NF-kB-Aktivitat auf. Diese Befunde stehen im Einklang mit denen in der Literatur
bereits beschriebenen Beobachtungen. Hier konnte nach GILZ-Uberexpression in
verschiedenen Zelltypen die NF-kB-Aktivitdt herabreguliert werden (Ayroldi et al.,
2001a, Marco et al., 2007) beziehungsweise nach GILZ-knockdown eine verstarkte
NF-kB-Aktivitat gezeigt werden (Eddleston et al., 2007). Dazu findet man jedoch auch

kontrare Daten, in denen nach GILZ-knockdown mittels siRNA- und TNF-a-
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Behandlung keine Veranderung in der inflammatorischen Aktivitat vorliegt (Cheng et
al., 2013). Die Daten von Cheng et al. lassen sich jedoch nur schwer mit unseren
Daten vergleichen, da ein vollig anderer readout gezeigt wird. In unseren siGILZ-
transfizierten HUVEC waren deutlich erhdhte Spiegel an pro-inflammatorischen, pro-
atherosklerotischen Markern, wie TLR2, ICAM, VCAM und E-Selektin detektierbar,
was eine wichtige Funktion von GILZ beziehungsweise dessen Verminderung im

atherosklerotischen Entwicklungsprozess impliziert.

Anmerkung: Alle Daten und Schlussfolgerungen aus Kapitel 2 stammen aus
beziehungsweise beziehen sich auf die Verdffentlichung ,Downregulation of the
glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) promotes vascular inflammation®, Hahn

et al., 2014.
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Kapitel 3

Die Induktion des Glucocorticoid-induced leucine zipper durch
den anti-inflammatorischen Naturstoff Curcumin in
Makrophagen
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Einleitung

Curcumin ist ein Inhaltsstoff des Rhizoms der Pflanze Kurkuma (lat.: Curcuma
longa), auch Gelbwurz genannt, und wurde zum ersten Mal von Vogel und Pelletier
im Jahr 1815 isoliert und beschrieben. Es wird sowohl als Gewtlirz, genauer gesagt
als wesentlicher Bestandteil des Curry-Pulvers, als auch seit langem in der
traditionellen Medizin wegen seiner entziindungshemmenden Eigenschaften genutzt
(Aggarwal et al., 2013; Aggarwal and Sung, 2009; Gao et al., 2015; Gupta et al.,
2013; Gupta et al., 2012; Huang et al., 1994; Rao et al., 1995; Shishodia et al.,
2005). Sein groBes therapeutisches Potential beinhaltet weiterhin eine
hypoglykdmische, antioxidative, wundheilende, antimikrobielle, proapoptotische und
anti-karzinogene Wirkung (Aggarwal & Sung, 2009, Huang, Lou et al., 1994, Rao,
Rivenson et al.,, 1995). Vor allem aber wegen seiner anti-inflammatorischen
Eigenschaften wird Curcumin ein hohes therapeutisches Potenzial zur Behandlung
von entzindlichen Pathologien wie kardiovaskuldaren Erkrankungen, Arthritis,
Asthma, Kolitis, Atherosklerose, entziindlichen Darmerkrankungen und sogar in
manchen Krebserkrankungen zugesprochen (Aggarwal, Gupta et al., 2013, Gupta,
Patchva et al., 2013, Gupta, Patchva et al., 2012, Shishodia, Sethi et al., 2005).
Zudem ist seine Sicherheit und gute Vertraglichkeit auch in hohen Dosen in
humanen klinischen Studien belegt (Gao, Zhou et al., 2015, Gupta et al., 2012).

Die Literatur belegt die in vivo Wirksamkeit von Curcumin als anti-inflammatorisches
Agens in verschiedenen Tierversuchen. So war der pflanzliche Inhaltsstoff in der
Lage, in einem Ratten-Modell zur experimentellen autoimmunen Myokarditis die
Anzahl an anti-inflammatorischen M2 Makrophagen im Herzmuskel zu erhéhen (Gao

et al., 2015; Zeng et al., 2015).
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Zeng et al. prasentierten in einer kirzlich publizierten Studie an high fat diet-Mausen,
dass die therapeutische Gabe von Curcumin in der Behandlung von Herz-
Hypertrophie, induziert durch Ubergewicht, wirksam ist. Die Wirksamkeit von
Curcumin wurde in diesem Zusammenhang mit seiner Fahigkeit, die Expression von
nuclear factor erythroid 2 (Nrf2) zu erhdéhen und gleichzeitig NF-kB zu inhibieren,
begrindet (Zeng, Zhong et al., 2015).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die orale Gabe von Curcumin in einer Nano-
Emulsion in einem Peritonitis-Maus-Modell die Rekrutierung von Makrophagen und
damit die entziindliche Reaktion verminderte (Young et al., 2014).

Diese Studie macht deutlich, wie wichtig passende Formulierungen fir die
therapeutische Nutzung von Curcumin sind, da es sich um einen wenig
bioverfigbaren Naturstoff handelt, der zudem schnell metabolisiert und eliminiert wird
(Anand et al., 2007).

Es ist bekannt, dass Curcumin mit verschiedenen molekularen Targets, zum Beispiel
Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder Protein-Kinasen,
interagieren kann (Ayroldi et al., 2001; Kim et al., 2005; Mittelstadt and Ashwell,
2001; Zhou et al., 2011; Ziaei et al., 2015). Die anti-inflammatorischen Effekte von
Curcumin kommen vor allem durch eine Hemmung von NF-kB zustande (Kim, Kim et
al., 2005, Shishodia, Singh et al., 2007, Zhou et al., 2011, Ziaei, Hoppstadter et al.,
2015).

Auch GILZ zeigt seine anti-inflammatorische Aktivitat vor allem durch Inhibierung der
pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktoren NF-kB und activator protein-1 (AP-1)
(Ayroldi, Migliorati et al., 2001b, Di Marco et al., 2007, Mittelstadt & Ashwell, 2001).
Der Mechanismus der Hemmung verlauft im Fall von NF-kB Uber eine Bindung von

GILZ-Homodimeren an die beiden Untereinheiten des Transkriptionsfaktors, p52 und
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p65. Dadurch wird eine Translokation von NF-kB in den Kern und somit auch seine
transkriptionelle Aktivitat inhibiert (Ayroldi et al., 2001).

GILZ wurde zum ersten Mal tber eine Studie zu GC-induzierbaren Genen identifiziert
(Ayroldi et al., 2007; Berrebi et al., 2003; D'Adamio et al., 1997; Hamdi et al., 2007;
Hoppstadter and Kiemer, 2015) und wurde in den folgenden Jahren mit einigen
Funktionen der Glukokortikoide in Zusammenhang gebracht (Ayroldi et al., 2001b,
Ayroldi, Zollo et al., 2007).

In Monozyten und Makrophagen kann GILZ durch anti-inflammatorische Stimuli, wie
zum Beispiel Glukokortikoide, IL-4 oder IL-10 aktiviert werden (Berrebi et al., 2003,
Hamdi et al., 2007, Hoppstadter & Kiemer, 2015). Eine Uberexpression von GILZ in
der Makrophagen-ahnlichen Zelllinie THP-1 16st Glukokortikoid-ahnliche Effekte aus,
wie z.B. reduzierte Chemokin-Expression oder verringerte NF-kB Aktivitdt nach
TLR4-Aktivierung durch LPS (Berrebi et al., 2003).

Darauf basierend ergab sich die Hypothese, dass GILZ vermutlich eine Rolle in der
anti-inflammatorischen Funktion von Curcumin spielt. Im folgenden Kapitel sollte
Uberprift werden, ob und wenn ja Uber welche Mechanismen Curcumin die GILZ-

Expression in Makrophagen potenziell beeinflusst.
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Ergebnisse

Beeinflussung der GILZ-Expression durch Curcumin

In den ersten Experimenten sollte tberpriift werden, ob Curcumin in der Lage ist, die
GILZ-Expression in den Makrophagen-ahnlichen murinen RAW264.7 und humanen
U937 Zellen zu beeinflussen. Tatsachlich konnte nach Behandlung mit Curcumin in
der nicht-toxischen Konzentration von 6,25 pM ein Anstieg der GILZ Protein-

Expression detektiert werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Curcumin induziert GILZ.

Die GILZ Protein-Expression in RAW264.7 (A, C) und U937 (B, D) wurde nach Behandlung mit
Curcumin (6,25 uM) oder der Lésemittelkontrolle DMSO (0,2%, Co) mittels Western Blot bestimmt. (A,
C) Repréasentativer Blot von zwei (A) oder von 5 (B). (C, D) Die Signalintensitaten wurden quantifiziert,
auf Tubulin normalisiert und als x-faches der Lésemittelkontrolle dargestellt (Co). Die Daten werden
dargestellt als Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 im Vergleich zur Lésemittelkontrolle.

66



Kapitel 3

Mogliche molekulare Mechanismen der Curcumin-vermittelten GILZ-Induktion

Um zu dberprifen, ob Curcumin die GILZ mRNA-Expression beeinflusst, wurden
RAW264.7 und U937 Zellen mit Curcumin behandelt und GILZ mRNA-Spiegel
gemessen. Da in beiden Zelllinien keine Anderung in der GILZ mRNA-Expression zu
erkennen war (Abb. 18 A und B), kann man davon ausgehen, dass weder
Transkription noch Stabilitdt von GILZ durch Curcumin beeinflusst werden. Nach
Behandlung der Zellen mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D konnte bei
Untersuchung der GILZ mRNA nach Co-Behandlung mit Curcumin kein Unterschied
zu Proben, die nur mit Actinomycin D und einer L&semittelkontrolle behandelt
wurden, festgestellt werden (Abb. 18 C). Dies bestétigt, dass Curcumin keinen Effekt
auf die mRNA-Stabilitat ausibt.

Als nachstes wurde der Einfluss von Curcumin auf die GILZ Protein-Stabilitat naher
betrachtet. Dazu wurden RAW264.7 Zellen mit dem Proteinsynthese-Inhibitor
Cycloheximid mit oder ohne Curcumin inkubiert (Abb. 18 D). Man kann erkennen,
dass sich die Abnahme der GILZ Protein-Menge mit und ohne Curcumin-Zugabe
gleich verhdlt. Das bedeutet, dass Curcumin auch die Proteinstabilitdt nicht

beeinflusst.
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Abb. 18: Die GILZ-Induktion durch Curcumin verlauft nicht Gber Verédnderung der Transkription,
mRNA- oder Proteinstabilitat.

(A, B) RAW264.7 (A) und U937 (B) wurden mit Curcumin (6,25 uM) oder mit der Lésemittelkontrolle
DMSO (0,15%; Co) fir die angegebenen Zeitpunkte behandelt. AnschlieBend wurden GILZ mRNA-
Spiegel mittels Real-time RT-PCR bestimmt und auf Ppia (A) oder ACTB (B) normalisiert. Der
Mittelwert der Co-Werte wurde jeweils als 100% gesetzt. Die Daten werden gezeigt als Mittelwerte +
SEM (n = 3, Duplikate). (C) RAW264.7 Zellen wurden mit Actinomycin D (5 pug/ml, ActD) in An- oder
Abwesenheit von Curcumin (6,25 uM) behandelt. Die RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten
isoliert und anschlieBend mittels Real-time RT-PCR auf Gilz Gberprift. Die Daten wurden auf Ppia
normalisiert und zeigen die Mittelwerte £ SEM (n = 3, Duplikate). (D) RAW264.7 Zellen wurden mit
Cycloheximid (5 pg/ml, CHX) und der Ldsemittelkontrolle DMSO (0,07%; Co) oder mit CHX und
Curcumin (6,25 pM) fir die angegebenen Zeitpunkte behandelt. Die Proteinexpression wurde mittels
Western Blot bestimmt. Die GILZ-Signalintensitaten wurden dargestellt als Prozentangabe in Bezug
auf Co £ SEM (n = 4, Triplikate).
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Curcumin induziert GILZ Gber erh6hte HuR-Spiegel

Nachdem Curcumin weder eine GR-Aktivierung hervorruft noch die Transkription
induziert oder die mRNA- oder Proteinstabilitat von GILZ beeinflusst, vermuteten wir,
dass ein Effekt auf die Translation vorliegt. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Briine (Biochemisches Institut der medizinischen Fakultat, Frankfurt) wurde
dies mittels einer Polysomenfraktionierung bestatigt (Hoppstadter et al., 2016).
Literaturrecherchen bestatigen, dass die 3‘-untranslatierte Region (3’'UTR) der GILZ
mRNA sowohl ein AU-reiches Element (ARE) enthélt, also eine konservierte Adenin-
Uracil-Folge, als auch eine U-reiche Region, die als Klasse Ill ARE definiert werden
kénnte (siehe Einleitung; (Barreau et al., 2005; Hollams et al., 2002; Hoppstadter et
al., 2012). Solche AREs bilden oft Elemente, die Prozesse der Translation regulieren.
Das mRNA-bindende Protein (mMRNA-BP) HuR bindet Ublicherweise an AREs in den
entsprechenden Target-mRNAs, vor allem an U-reiche Stellen, wodurch es dann zur
Stabilisierung oder anderweitigen Translationsregulation beitrdgt (Abdelmohsen and
Gorospe, 2010; Yu et al., 2013; Zhou et al., 2016).

Um die Hypothese, dass Curcumin Uber eine HuR-Induktion die GILZ-Translation
erhéht, zu Uberprifen, sollte im folgenden Experiment zunachst Gberprtft werden, ob
Curcumin die HuR-Expression grundsatzlich beeinflusst.

Nach einer Behandlung mit Curcumin in U937 Zellen konnte tatsachlich eine HuR-
Induktion mit einem Maximum nach einer dreistiindigen Inkubationszeit beobachtet
werden (Abb. 19 A und B).

Um festzustellen, ob HuR GILZ mRNA binden kann, wurde eine HuR-
Immunopréazipitation durchgefihrt, gefolgt von einer Quantifizierung der an HuR
gebundenen mRNA mittels Real-time RT-PCR. Tatsachlich konnte damit gezeigt

werden, dass GILZ mRNA durch Bindung an HuR Protein in einem &ahnlichen MaB
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angereichert werden konnte wie die Positivkontrolle CCNB1 (Abb. 19 C) (Wang et al.,

2000), was belegt, dass HuUR GILZ mRNA bindet.
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Abb. 19: (A, B) Curcumin induziert die HuR-Expression.

U937 Zellen wurden mit der Lésemittelkontrolle DMSO (0,07%) fiir 4 h oder mit Curcumin (6,25 uM)
fir die angegebenen Zeitpunkte behandelt. Die HuR-Expression wurde mittels Western Blot bestimmt
und Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. (A) Gezeigt ist ein reprasentativer Blot. (B) Die
Signalintensitdten wurden quantifiziert, auf Tubulin normalisiert, und als x-faches der
Lésemittelkontrolle DMSO ausgedriickt (n = 5, Triplikate). (C) HuR bindet G/ILZ mRNA. U937 Zellen
wurden lysiert, gefolgt von einer IP mit IgG- oder HuR-Antikérpern. Die co-prazipitierten mRNAs
wurden mittels Real-time RT-PCR quantifiziert und als x-fache Anreicherung aus den HuR-
prazipitierten Proben gegeniber den IgG-prazipitierten Proben dargestellt. CCNB1: Cyclin B1,
Positivkontrolle fir HuR-bindende mRNAs; GAPDH: Negativkontrolle (n = 4, Duplikate). Als Kontrolle
fir das Funktionieren der IP wurden die immunopréazipitierten Proben mittels Western Blot aufgetrennt
und auf das Vorhandensein von HuR untersucht. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 verglichen mit
der Lésemittelkontrolle oder wie anders angegeben.
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Um die Auswirkungen einer verstarkten HuR-Expression zu bestimmen, wurde HuR
in HEK293 T Zellen Uberexprimiert und GILZ mRNA- sowie Protein-Spiegel
untersucht. Wahrend GILZ mRNA nach HuR-Uberexpression nicht vermehrt vorlag,
konnte ein deutlicher Anstieg an GILZ Protein detektiert werden (Abb. 20 A-C). Diese
Beobachtung bestatigte die Vermutung, dass Curcumin die GILZ mRNA-Translation
Uber eine HuR-Induktion verstarkt. In einem weiteren Experiment wurden HEK293 T-
Zellen mit einem Luciferase-Reportergen-Vektor mit nachgeschalteter GILZ-3’'UTR
und einem HuR-Uberexpressions-Vektor transfiziert und anschlieBend sowohl die
Luciferase mRNA, als auch die Luciferase-Aktivitat als MaB fir die Menge an GILZ
mRNA und GILZ Protein betrachtet (Abb. 20 D). Der Versuch bestatigte, dass
tatsachlich eine funktionelle Interaktion von HuR mit der GILZ-3'UTR stattfindet, da
nur dieser Bereich der GILZ mRNA in den Vektor kloniert wurde. AuBBerdem ist aus
den vorliegenden Daten ersichtlich, dass eine Interaktion von HuR mit der GILZ
3‘'UTR zu einer erhéhten Luciferase-Aktivitat, jedoch nicht zu erhéhten mRNA-
Spiegeln fihrte, was eine Translations-induzierende Wirkung von HuR an der GILZ

mRNA bestatigt.
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Abb. 20: HuR erhéht die Translation von GILZ.

(A, B) HEK293 T Zellen wurden entweder mit einem Kontrollvektor oder mit einem HuR-
Uberexpressionsvektor transfiziert, gefolgt von einer Western Blot Analyse. (A) Es wird ein
reprasentatives Experiment aus drei gezeigt. (B) Die Signalintensitaten wurden auf die Ladekontrolle
Tubulin normalisiert und als x-faches der Kontrollvektor-transfizierten Zellen ausgedriickt + SEM (n =
3, Duplikate). (C) Es wurden die ELAVLT1 (HuR) und GILZ mRNA-Spiegel in Kontrollvektor- oder HuR-
Vektor transfizierten HEK293 T Zellen mittels Real-time RT-PCR bestimmt. Die Werte wurden auf
ACTB normalisiert und als x-faches der Kontrollvektor transfizierten Zellen prasentiert (n = 3,
Triplikate). (D) HEK293 T Zellen wurden mit einem Firefly-Luciferase-Vektor mit (UTR) oder ohne
(empty Vektor, eV) nachgeschalteter GILZ-3’'UTR, einem HuR-Uberexpressionsvektor (HuR) und
einem Renilla-Luciferase-Vektor transfiziert. Im Anschluss wurden entweder die Firefly- und Renilla-
Luciferase-Aktivitdten in einem Luciferase-Reportergen-Assay bestimmt oder die Firefly- und Renilla-
Luciferase mRNA mittels Real-time RT-PCR gemessen. Die Firefly-Luciferase-Werte wurden auf die
Renilla-Luciferase-Werte normalisiert und die Werte der mit eV transfizierten Zellen wurden als 100%
gesetzt (fir mRNA-Bestimmung: n = 3, Triplikate; Fir Reportergen-Assay: n = 4, Septuplikate). * p <
0,05, *** p < 0,001 verglichen mit der Lésemittelkontrolle oder wie anders angegeben.
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Diskussion

Anti-inflammatorische Aktivitat von Curcumin und GILZ

Die Regulationsmechanismen, die den verschiedenen anti-inflammatorischen
Eigenschaften von Curcumin zugrunde liegen, reichen von der Regulation von
Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und inflammatorischen Zytokinen bis zu
Proteinkinasen (Aggarwal et al., 2006; Singh and Aggarwal, 1995; Soetikno et al.,
2011; Zhou et al., 2011). Als zentraler Mechanismus gilt vor allem die Inhibierung des
inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB. Curcumin kann die TNF-induzierte
Translokation von p65 in den Zellkern und dessen Phosphorylierung hemmen, die
wichtig ist fUr dessen transkriptionelle Aktivitat (Aggarwal, Ichikawa et al., 2006). Eine
maégliche Erklarung fir diesen Sachverhalt ware, dass Curcumin die TNF-abhangige
Phosphorylierung und Degradierung von IkBa hemmt (Singh & Aggarwal, 1995,
Soetikno, Sari et al.,, 2011). Dies geschieht durch eine Curcumin-abhangige
Inhibierung der TNF-induzierten IkB Kinase (IKK)-Aktivitat (Aggarwal et al., 2006).
Ein weiterer Mechanismus kénnte den Daten dieser Arbeit zufolge die durch
Curcumin induzierte GILZ-Expression sein, da auch GILZ mit der p65 Untereinheit
von NF-kB interagieren und dessen Translokation in den Kern hemmen kann (Ayroldi
et al., 2001; Berrebi et al., 2003; Cannarile et al., 2006; Di Marco et al., 2007; Marco
et al., 2007b; Riccardi et al., 2000). Mit den vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt
werden, dass Curcumin GILZ induziert. GILZ agiert anti-inflammatorisch Uber eine
direkte Bindung an NF-kB, wodurch die Translokation in den Nukleus verhindert wird
(Ayroldi et al., 2001). Unsere Daten lassen darauf schlieBen, dass die NF-«kB
Hemmung durch Curcumin in Makrophagen stark mit einer GILZ-Induktion

zusammenhangt. Eine Behandlung mit Curcumin in RAW264.7 Zellen konnte die NF-
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kB-Aktivitat in einem Reportergen-Assay erniedrigen. Diesem Effekt konnte durch ein
GILZ-knockout wieder entgegengewirkt werden (Ayroldi et al., 2002; Hoppstadter et
al., 2016). AuBerdem ist bekannt, dass GILZ in die Signalkaskaden der MAPKs
eingreift, zum Beispiel durch Bindung an Ras/Raf, was zu einer Hemmung der
downstream liegenden MAPKs, wie ERK, fuhrt (Ayroldi et al., 2007, Ayroldi, Zollo et
al., 2002, Hoppstadter et al., 2015).

Auch far Curcumin konnte klrzlich gezeigt werden, dass es nicht nur die NF-kB-
Aktivitat beeinflusst, sondern auch in weitere inflammatorische Signalwege, wie zum
Beispiel den durch LPS-induzierten extracellular-signal regulated kinases (ERK)-
Signalweg, eingreift (Zhou et al., 2015).

Experimente in bone-marrow derived macrophages (BMMs) aus Wildtyp- und GILZ-
knockout-Mausen aus der eigenen Arbeitsgruppe bestatigen, dass Curcumin in der
Lage ist, die ERK-Aktiviat zu hemmen, und dass GILZ hierflr eine wesentliche Rolle
spielt. Zusatzlich vermindert Curcumin die NO- und TNF-Produktion, was ebenfalls

mit einer GILZ-Induktion in Zusammenhang steht (Hoppstadter et al., 2016).

Die Rolle von GILZ in Makrophagen

Bezlglich der Rolle von GILZ in Makrophagen konnten Hoppstadter et al. bereits
zeigen, dass durch verringerte GILZ-Spiegel die pro-inflammatorische Antwort von
Makrophagen auf entzindliche Stimuli amplifiziert wird. Die hohen GILZ-Spiegel in
menschlichen Lungen-Makrophagen sowie in vivo in Mauselungen waren nach TLR-
Aktivierung deutlich vermindert (Hoppstadter et al., 2012, Hoppstadter et al., 2015).
Auch ein siRNA-vermittelter GILZ-knockdown in humanen Makrophagen und ein
GILZ-knockout in BMMs erhdhte die Ansprechbarkeit auf LPS (Hoppstadter et al.,

2012, Hoppstadter et al., 2015).
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Eine Induktion von GILZ in M®s kann neben einer Behandlung mit Curcumin auch
durch eine Behandlung mit Glukokortikoiden oder anti-inflammatorischen Zytokinen
wie IL-10 erreicht werden (Berrebi et al.,, 2003). Hamdi et al. berichten, dass ein
siRNA-vermittelter GILZ-knockdown die antiinflammatorische Eigenschaft von GCs
abschwécht. Insbesondere wurde eine verminderte Hemmung von GCs auf die
Produktion von Zytokinen und Chemokinen gezeigt (Hamdi et al., 2007), woraus man
schlussfolgern kann, dass GILZ essentiell fir die Wirkung von GCs ist.

Passend zu diesen Erkenntnissen filhrte eine GILZ-Uberexpression in der
Makrophagen-Zelllinie THP-1 zu Glukokortikoid-&hnlichen Effekten nach LPS-
Behandlung (Berrebi et al., 2003). Des Weiteren zeigten Makrophagen, die aus dem
LPS-resistenten Mausstamm SPRET/Ei gewonnen wurden, einen sehr hohen GILZ-
Gehalt und demnach auch nach LPS-Behandlung vergleichsweise niedrige Spiegel
an IL-6 und IL-12. Nach GILZ-knockdown mittels siRNA stiegen die Interleukin-
Spiegel nach LPS-Behandlung wieder an, was bedeutet, dass GILZ eine
inflammatorische Antwort in Makrophagen unterbinden kann (Pinheiro et al., 2013).
Eine spezifische GILZ-Induktion hatte den Vorteil, dass man einige Nebenwirkungen
einer GC-Behandlung umgehen kénnte, da GILZ und GCs gegenteilige Effekte auf
die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) hat. Wéahrend
Glukokortikoide vor allem zur Adipozytendifferenzierung beitragen und die
Osteoblastendifferenzierung unterdriicken, fiihrt eine GILZ-Uberexpression zur
Induktion der Osteoblastengenerierung (Abdelmohsen et al., 2008; Sengupta et al.,

2003; Shi et al., 2003; Wang et al., 2000; Zhang et al., 2008).
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HuR als positiver Regulator von GILZ

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das mRNA-bindende Protein HuR,
welches durch Curcumin induzierbar ist, einen bisher noch nicht beschriebenen
Regulator von GILZ darstellt.

Die Effekte von HUR umfassen verschiedene Wirkungsweisen, wie zum Beispiel die
Funktion als Promotor der mRNA-Stabilitat (Abdelmohsen et al., 2008, Sengupta,
Jang et al.,, 2003, Wang et al., 2000) oder die Induktion der Translation durch
Konkurrenz um entsprechende Bindestellen mit anderen RBPs (Yu et al., 2013) oder
miRNAs (Bhattacharyya et al., 2006; Kuwano et al., 2008; Levy, 1998).

Im Gegensatz zu vielen anderen RBPs, die ihre mRNA-Targets destabilisieren,
wirken die stabilisierenden Hu-Proteine vorrangig an U-reichen Bereichen. In der
Literatur findet man zahlreiche Belege fur die Erhéhung der mRNA-Stabilitat von
diversen mRNAs, wozu vascular endothelial growth factor A (VEGFA), DUSP1 und
die Cycline CCNA2, CCNB1, CCNE und CCND1 z&hlen (Kuwano, Kim et al., 2008,
Levy, 1998, Wang et al., 2000). Die zugrundeliegenden Mechanismen sind noch
nicht vollstandig charakterisiert. AuBerdem kénnte HuR mit destabilisierenden RBPs,
die dazu fihren, dass die Target-mRNA Uber unterschiedliche Mechanismen
abgebaut wird, z.B. Gber Exosomen oder processing (P-) bodies, konkurrieren und
dadurch seine Target-mRNA stabilisieren (Abdelmohsen and Gorospe, 2010).

Es gibt allerdings auch Hinweise in der Literatur fir eine Translations-unterdriickende
Funktion von HuR, was vermutlich Gber die Interaktion mit internal ribosome entry
sites (IRESs) geschieht, die in der 5UTR der Target-mRNAs lokalisiert sind
(Kullmann et al., 2002; Leandersson et al., 2006).

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Daten lassen darauf schlieBen, dass HuR

nicht die Stabilitdt der GILZ mRNA beeinflusst. AuBerdem bleibt noch unklar,
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inwieweit es neben GILZ weitere HuR-Targets gibt, Gber die ebenfalls die anti-

inflammatorischen Effekte von Curcumin vermittelt werden.

Therapeutische Rolle von Curcumin als GILZ-Induktor

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass Curcumin GILZ in Makrophagen durch
eine Regulation auf Translationsebene induziert (Hoppstadter et al., 2016). Da die
GILZ-Induktion einer von mehreren Wegen ist, wie Curcumin seine anti-
inflammatorischen Eigenschaften zeigt, ware eine Behandlung mit Curcumin ein
interessanter Ansatz zur Behandlung von entziindlichen Erkrankungen, bei denen
eine Minderung des AusmaBes der inflammatorischen Antwort, insbesondere in
Makrophagen (Hoppstadter et al., 2016), nutzen kdénnte. Dagegen spricht zum
jetzigen Zeitpunkt immer noch die geringe Bioverfligbarkeit und schlechte Léslichkeit
des Naturstoffs. Aus diesem Grund sind neue Strategien zur Verbesserung der
Bioverflgbarkeit Gegenstand der aktuellen Forschung, z.B. die Nutzung von einer
Kombination aus Curcumin mit nicht-curcuminoiden Komponenten aus der Kurkuma
(Antony et al., 2008), der Einsatz von Hilfsstoffen, die den metabolischen Abbau
blockieren kbénnen (Shoba et al., 1998) oder die Verwendung moderner
Formulierungen wie Nanopartikel (Sasaki et al., 2011), Liposomen (Gota et al., 2010)
oder Phospholipidkomplexen (Cuomo et al., 2011). Als Beispiel hierflir sei noch eine
aktuelle Studie von Krausz et al. genannt, die Curcumin in ein Silan-Hydrogel-
nanopartikulares Vehikel einbrachten, und somit eine neue Formulierung fir den
Einsatz als anti-mikrobielles Agens zur besseren Wundheilung prasentieren (Krausz
et al.,, 2015). Alternativ kénnte Curcumin auch als Vorlage fir Curcumin-&hnliche
Derivate mit GILZ-induzierenden Effekten und verbesserter Bioverfligbarkeit dienen.
Flr die Zukunft stellt dies ein interessantes Feld fUr weiterfhrende Studien zur

Verbesserung der Behandlung von entzindlichen Erkrankungen dar.
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Anmerkung: Alle Daten und Schlussfolgerungen aus Kapitel 3 stammen aus
beziehungsweise beziehen sich auf die Veréffentlichung ,Induction of Glucocorticoid-
induced leucine zipper (GILZ) contributes to anti-inflammatory effects of the natural

product curcumin in macrophages” (Hoppstadter et al., 2016).
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Anhang zu Kapitel 3
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Inhibierung von HuR und dessen Effekt auf die GILZ-3°‘UTR

Mit den Experimenten sollte Uberprift werden, ob HuR mit der GILZ-3’'UTR
interagiert und sich dieser Einfluss durch den Einsatz der in der Literatur
beschriebenen  HuR-Inhibitoren  Quercetin, Hexadecylpyridiniumchlorid  und
Mitoxantron aufheben lasst (Zucal et al., 2015). Dazu wurden zunachst MTT-Assays
mit den HuR-Inhibitoren durchgefiihrt, um eine fir HEK293T Zellen untoxische
Konzentration zu bestimmen (Abb. 21). Fir Quercetin wurde anhand der Daten eine
nicht-toxische Konzentration von 1 uM und fir Hexadecylpyridiniumchlorid von 0,2
UM gefunden. Diese Daten entsprechen den Ergebnissen aus der Literatur, wo
Quercetin auch bei 10 uM noch keinen toxischen Effekt nach 24 h zeigt. Geringere
Konzentrationen wurden im MTT-Assay hier nicht getestet (Soohyoung et al., 2009).
Fir Mitoxantron wurde ebenfalls eine Konzentration von 0,2 yuM fir weitere
Experimente ausgewahlt. Diese zeigte zwar einen toxischen Effekt nach 24 h, aber
nur im Vergleich zur Nullkontrolle mit DMSO und nicht im Vergleich zur

Negativkontrolle ohne Behandlung.
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Abb. 21: MTT Assays mit HuR-Inhibitoren.

HEK293T Zellen wurden mit den Inhibitoren Quercetin (A), Hexadecypyridiniumchlorid (B) und
Mitoxantron (C) in den angegebenen Konzentrationen fiir 24 h behandelt. In der Negativkontrolle
wurden die Zellen nur mit Medium behandelt, in der Lésemittelkontrolle (Co) mit der maximal
verwendeten Lésemittelkonzentration (fir A: 0,6% EtOH; fir B: 0,36% H:0; fir C: 0,25% DMSO) und
in der Positivkontrolle mit 20% EtOH. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM. Der Mittelwert der
Lésemittelkontrolle Co wurde als 100% gesetzt. Die Daten stammen aus drei unabhangigen
Experimenten (jeweils in Sextuplikaten) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 berechnet mit
Bonferroni Test im Fall von normalverteilten Daten oder Mann Whitney Test im Fall von nicht
normalverteilten Daten. Der Mittelwert der Losemittelkontrolle Co wurde als 100% gesetzt.

Als weiteres Experiment schloss sich ein Dual-Luciferase-Assay an, bei dem
HEK293T Zellen mit Renilla-Luciferase, Firefly-Luciferase und einem HuR-
Uberexpressionsvektor (HuR), respektive dem entsprechenden Leervektor (LV),
transfiziert wurden. Im Anschluss an die Transfektion erfolgte eine Behandlung mit
verschiedenen HuR-Inhibitoren in den HuR-Uberexpremierenden Zellen. Zunachst
lieB sich tatsachlich in allen Experimenten ohne Behandlung mit Inhibitoren (Co)
nach der Ublichen Datenauswertung, bei der man die Firefly-Daten auf die Renilla-
Daten normalisiert, ein signifikanter Anstieg der Lumineszenz beobachten (LV + Co
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im Vergleich zu HuR + Co). Dies lieBe auf einen posttranskriptionalen Effekt von HuUR
schlieBen. Unerwartet war jedoch das Ergebnis der Proben mit Inhibitor. Hier zeigte
sich bei Einsatz des Inhibitors bei allen Substanzen eine ebenfalls signifikante
Erhdhung der Lumineszenz (LV + Co im Vergleich zu HuR + Inhibitor). Der
inhibitorische Effekt der Substanzen Quercetin, Hexadecylpyridiniumchlorid und
Mitoxantron konnte demnach nicht bestatigt werden. Nach genauerer Analyse der
vorliegenden Daten fiel auf, dass die signifikant erhfhte Lumineszenz nach
Inhibitorbehandlung tatsachlich Uberwiegend durch einen noch nicht né&her
definierten hemmenden Einfluss von HuR auf die Renilla Expression, die zur
Normalisierung verwendet wurde, zustande kam. Interessant ist jedoch, dass Real-
time RT-PCR-Experimente von HEK293T-Proben, ebenfalls transfiziert mit Renilla-
Vektor, Firefly-Vektor inklusive der GILZ-3’'UTR und dem HuR-Expressionsvektor
respektive dem entsprechenden Leervektor, keinen solchen ,systemischen“ Fehler
aufwiesen. Die gemessenen Renilla mRNA-Werte blieben in demselben MaBe
konstant wie die ACTB mRNA-Werte (Abb. 22). Dies ist ein Hinweis darauf, dass der
Einfluss von HuR auf Renilla vor allem translationshemmend ist. Der
Aktivitatsunterschied der beiden Promotoren thymidine kinase (TK) - Promotor im
Renilla-Vektor und cytomegalo virus (CMV) - Promotor im Firefly-Vektor (Damdindor;j
et al., 2014) sollte fir diesen Einfluss eher keine Rolle spielen, da der Effekt alleine in
den Renilla-Daten sichtbar war. Da Renilla-Luciferase als Kontrollreportergen von
den experimentellen Bedingungen unbeeinflusst bleiben sollte (Sherf et al., 1996),
kann sie in diesem Fall nicht als Kontrolle verwendet werden.

Die Firefly-Lumineszenz zeigte bei Auswertung ohne Bezug auf Renilla nur bei zwei
Experimenten (Abb. 23 E und Abb. 25 B) eine signifikante Erhéhung durch eine HuR-

Uberexpression im Vergleich zum LV.
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Zusammengefasst ergab sich durchaus ein Effekt von HuR durch dessen Interaktion
mit der GILZ-3’'UTR (Abb. 26), jedoch keine Hemmung durch den Einsatz der HuR-
Inhibitoren. Eine Ausnahme bildet nur Mitoxantron, dessen Effekt aber sehr
wahrscheinlich Gber eine noch zu hohe Konzentration und demnach zu starke
Zelltoxizitat Gber den gewahlten Behandlungszeitraum (24 h und 44 h) zustande kam
(Abb. 25). Diese wirde auch erkldren, warum vor allem nach dem langen
Behandlungszeitraum von 44 h der toxische Einfluss von Mitoxantron deutlich wird.
AuBerdem zeigt sich der vermeintlich hemmende Effekt auch in den Zellen ohne
HuR-Uberexpression.

Diese Experimente sind demnach kein Beleg fir einen Translations-steigernden oder

mRNA-stabilisierenden Effekt von HuR durch Interaktion mit der GILZ-3’'UTR.
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Abb. 22: Untersuchung auf gleichbleibende mRNA-Expression von ACTB und Renilla in transfizierten
HEK293T Zellen.

HEK293T Zellen wurden mit Renilla-Vektor, Firefly-Vektor + GILZ-3'UTR (Luci-eV beziehungsweise
Luci-UTR) und entweder HuR-Expressionsvektor (HUR) oder dem entsprechenden Leervektor (LV)
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die ACTB und Renilla mRNA
Spiegel mittels Realtime RT-PCR bestimmt. Luci-eV + LV wurde jeweils als 100% gesetzt. Die
Diagramme zeigen die Mittelwerte aus drei Experimenten in Triplikaten £ SEM mit * p < 0,05, *™* p <
0,01 und ** p < 0,001 verglichen mit ,LV + Co", berechnet mit Mann Whitney Test. Alle Mittelwerte
zeigen keinen signifikanten Unterschied zueinander.
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Abb. 23: Effekt von HuR % Inhibitor Quercetin.

HEK293T Zellen wurden mit Renilla-Vektor, Firefly-Vektor inklusive der GILZ-3'UTR und entweder
HuR-Expressionsvektor (HUR) oder dem entsprechenden Leervektor (LV) transfiziert. Die Zellen
wurden entweder 4 h (A, B, C) oder 24 h (D, E, F) nach der Transfektion mit Quercetin (1 pM in
Ethanol; ,Quercetin“) oder mit der Lésemittelkontrolle (0,6% Ethanol in Medium; ,Co") behandelt. 48 h
nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Lumineszenz der Firefly- und Renilla-
Luciferase gemessen. Die Firefly-Daten wurden auf die Renilla-Daten normalisiert (A, D) oder jeweils
fir sich dargestellt (B, C, E, F). LV + Co wurde als 100% gesetzt. Die Diagramme zeigen die
Mittelwerte der angegebenen Lumineszenzen aus einem Experiment in Octuplikaten + SEM mit * p <
0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 verglichen mit ,LV + Co“, berechnet mit Bonferroni Test im Fall von
normalverteilten Daten oder Mann Whitney Test im Fall von nicht normalverteilten Daten.
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Abb. 24: Effekt von HuR = Inhibitor Hexadecylpyridiniumchlorid.

HEK293T Zellen wurden mit Renilla-Vektor, Firefly-Vektor inklusive der GILZ-3'UTR und entweder
HuR-Expressionsvektor (HUR) oder dem entsprechenden Leervektor (LV) transfiziert. Die Zellen
wurden entweder 4 h (A, B, C) oder 24 h (D, E, F) nach der Transfektion mit
Hexadecylpyridiniumchlorid (0,2 pM in Wasser; ,Hexa®) oder mit der L&semittelkontrolle (0,36%
Wasser in Medium; ,,Co“) behandelt. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die
Lumineszenz der Firefly- und Renilla-Luciferase gemessen. Die Firefly-Daten wurden auf die Renilla-
Daten normalisiert (A, D) oder jeweils fir sich dargestellt (B, C, E, F). LV + Co wurde als 100%
gesetzt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte der angegebenen Lumineszenzen aus einem
Experiment in Octuplikaten + SEM mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 verglichen mit ,LV +
Co*, berechnet mit Bonferroni Test im Fall von normalverteilten Daten oder Mann Whitney Test im Fall
von nicht normalverteilten Daten.
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Abb. 25: Effekt von HuR = Inhibitor Mitoxantron.

HEK293T Zellen wurden mit Renilla-Vektor, Firefly-Vektor inklusive der GILZ-3'UTR und entweder
HuR-Expressionsvektor (HuR) oder dem entsprechenden Leervektor (LV) transfiziert. Die Zellen
wurden entweder 4 h (A, B, C) oder 24 h (D, E, F) nach der Transfektion mit Mitoxantron (0,2 uM in
DMSO; ,Mito") oder mit der Losemittelkontrolle (0,25% DMSO in Medium; ,,Co”“) behandelt. 48 h nach
der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Lumineszenz der Firefly- und Renilla-Luciferase
gemessen. Die Firefly-Daten wurden auf die Renilla-Daten normalisiert (A, D) oder jeweils fiir sich
dargestellt (B, C, E, F). LV + Co wurde als 100% gesetzt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte der
angegebenen Lumineszenzen aus einem Experiment in Octuplikaten + SEM mit * p < 0,05, ** p < 0,01
und *** p < 0,001 verglichen mit ,LV + Co", berechnet mit Bonferroni Test im Fall von normalverteilten
Daten oder Mann Whitney Test im Fall von nicht normalverteilten Daten.
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Abb. 26: Effekt von HuR auf GILZ-3'UTR.

HEK293T Zellen wurden mit Renilla-Vektor, Firefly-Vektor inklusive der GILZ-3'UTR und entweder
HuR-Expressionsvektor (HuR) oder dem entsprechenden Leervektor (LV) transfiziert. Die Zellen
wurden entweder 4 h (A) oder 24 h (B) nach der Transfektion mit den Ldsemittelkontrollen Co
behandelt (Co je nach Datenset = 0,6% Ethanol in Medium oder 0,36% H20 in Medium oder 0,25%
DMSO in Medium). 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Lumineszenz der
Firefly-Luciferase gemessen. LV + Co wurde als 100% gesetzt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte
der angegebenen Lumineszenzen aus drei Experiment in Octuplikaten + SEM mit ** p < 0,01,
berechnet mit Mann Whitney Test.
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Kapitel 4

Regulation des Glucocorticoid-induced leucine zipper Uber
miRNAs in Makrophagen
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Einleitung

TLR-Signalling

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt, werden die unterschiedlichen
TLRs Uber verschiedene Stimuli aktiviert (Abb. 27). Pam3CSKs (Pam) ist ein
synthetischer Ligand far TLR1 und TLR2, die im Allgemeinen triacetylierte
Lipoproteine erkennen (Akira and Takeda, 2004; De Nardo, 2015; Hacker and Karin,
2006; O'Neill and Bowie, 2007). Nach Stimulation dieser Rezeptoren wird ein
Signalweg angestoBen, der Uber die Adapter-Molekille MyD88 und Mal verlauft.
Sobald diese mit dem TLR2/1- oder TLR2/6-Komplex assoziieren, werden die
Proteinkinasen der IL1 receptor associated kinase family (IRAK) rekrutiert, die dann
wiederum den tumor necrosis factor receptor associated factor (TRAF) 6 binden.
TRAF6 aktiviert im Anschluss den IKK Komplex, der dann IkB phosphoryliert.
Dadurch unterliegt IkB einem proteasomalen Abbau und NF-kB kann in den Kern
translozieren (Akira & Takeda, 2004, Hacker & Karin, 2006, O'Neill & Bowie, 2007,
Opitz et al., 2010).

TLR3 hingegen erkennt doppelstrangige (ds)RNA sowie die synthetische
Polyinosinic:polycytidylic acid (Poly(l:C); PIC) (Alexopoulou et al., 2001; Blasius and
Beutler, 2010). Im Gegensatz zu allen anderen TLRs aktiviert TLR3 ausschlieBlich
einen MyD88-unabhéngigen Signalweg, der tUber das Adapterprotein TRIF verlauft.
TLR4 zeigt die Besonderheit, dass nach Aktivierung mit LPS sowohl der MyD88/Mal-
abhangige, als auch der TRIF-abhangige Signalweg in Kombination mit dem Molekdil

TRAM aktiviert wird.
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Abb. 27: TLR-Aktivierung, deren Signalwege und Einfluss auf GILZ.
Erlauterungen zur Abbildung befinden sich im Text beziehungsweise in der Einleitung ab Seite 6. Die
Abbildung wurde erstellt von Dr. Jessica Hoppstadter und Dr. Lisa Eifler.
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GILZ-Regulation durch TLR-Aktivierung

In noch nicht publizierten experimentellen Vorarbeiten zur MyD88- und TRIF-
abhangigen Regulation der GILZ-Expression von Dr. Jessica Hoppstadter wurde die
inflammatorische Aktivierbarkeit von Alveolarmakrophagen (AMs) Uberprift. Dazu
wurden die AMs mit PamsCSKs oder PIC stimuliert und anschlieBend die
Zytokinspiegel gemessen (Abb. 28). Wie erwartet zeigten die AMs in den meisten
Fallen einen Anstieg der Zytokinexpression nach inflammatorischer Stimulation,
wobei allein nach MyD88-abhangiger Aktivierung Interleukin (IL)-1a, IL-10, IL-12p40,
IL-8 und IL-1B induziert wurden. Allein Uber den TRIF-abhdngigen Signalweg wurde
Interferon gamma-inducible protein 10 (IP10; auch bekannt als C-X-C motif
chemokine 10, CXCL10) vermehrt exprimiert. G-CSF, IL-6 und TNF-a wurden Uber

die Aktivierung beider Signalwege induziert.
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Abb. 28: Zytokinsekretion nach TLR1/2- (MyD88-abhangig, PamsCSKa4) oder TLR3- (MyD88-
unabhéngig, PIC) Aktivierung.

AMs blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit PamsCSKs (100 ng/ml) oder PIC (10 pg/ml) fir 6 h
behandelt. Die Uberstdénde wurden zur Messung der Zytokinproduktion mit Hilfe des Luminex bead
assay genutzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM aus unabhangigen Experimenten, die in
Triplikaten mit Zellen von vier verschiedenen Spendern durchgefiihrt wurden. *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001 verglichen mit Co; #p< 0.05, ##p < 0.01, ###p<0.001 verglichen mit PamsCSKs-
behandelten AMs. Das Experiment wurde durchgeflihrt von Dr. Jessica Hoppstadter (unveréffentlichte
Daten). Normalverteilt: ANOVA mit Bonferroni’s post hoc Test; nicht normalverteilt: Mann Whitney
Test mit Bonferroni Korrektur.
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Hoppstadter et al. konnten zeigen, dass in AMs sowohl eine Induktion des MyD88-
abhangigen Signalweges Uber LPS und PamsCSKa, als auch eine Induktion des
MyD88-unabhéngigen Signalweges durch Stimulation mit LPS und PIC zu einer

Herunterregulation des anti-inflammatorischen Proteins GILZ fihrt (Abb. 29).
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Abb. 29: GILZ Protein-Spiegel nach LPS-, PamsCSKs- und PIC-Behandlung.

(A und B) AMs von 9 Spendern blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit LPS (1 pg/ml), PamsCSKa4
(1 pg/ml) oder PIC (10 pg/ml) fir 4 h behandelt. Die Proteinspiegel wurden mittels Western Blot
quantifiziert. (A) Gezeigt ist ein repréasentativer Blot aus neun. (B) Die Signalintensitaten wurden
quantifiziert und auf Tubulin normalisiert. Co wurde als 100% gesetzt. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwerte + SEM. ** p < 0,01 im Vergleich zu Co, berechnet mit One sample t-Test. (C und D) AMs
aus drei Spendern blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit PamsCSKa (1 pg/ml) fir 4 h, 8 h, 16 h
oder 24 h behandelt. (C) Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus drei. (D) Die Signalintensitaten
wurden quantifiziert und auf Tubulin normalisiert. Co wurde als 100% gesetzt. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05; berechnet mit Bonferroni Test. (E und F) AMs aus drei
Spendern blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit Poly(l:C) (PIC; 10 pg/ml) fir 2 h, 4 h, 8 h, 16 h
und 24 h behandelt. (E) Gezeigt ist ein reprasentativer Blot aus drei. (F) Die Signalintensitaten wurden
quantifiziert und auf Tubulin normalisiert. Co wurde als 100% gesetzt. Die Daten werden dargestellt
als Mittelwerte + SEM. * p < 0,05; berechnet mit Bonferroni Test. Die Experimente wurden
durchgefihrt von Dr. Jessica Hoppstadter.
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Nach Stimulation mit LPS und PamsCSKs waren auch die GILZ mRNA-Spiegel
herabreguliert. Allerdings konnte eine PIC-Behandlung keine erniedrigten GILZ
MRNA-Spiegel herbeifiihren, weder nach 2 h (Abb. 30) noch zu spateren Zeitpunkten

(Hoppstadter et al., 2012).
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Abb. 30: GILZ mRNA-Spiegel nach Behandlung mit LPS, PamsCSK4 oder PIC.

AMs aus vier Spendern (Duplikate) blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit LPS (1 pg/ml),
PamsCSKs (1 pg/ml) oder PIC (10 pg/ml) fir 2 h behandelt. AnschlieBend wurden GILZ mRNA
Spiegel mittels Real-time RT-PCR bestimmt und auf ACTB normalisiert. Der Mittelwert der Co-Werte
wurde als 100% gesetzt. Die Daten werden gezeigt als Mittelwerte + SEM (n = 4, Duplikate). ™ p <
0.001 im Vergleich zu Co; berechnet mit Bonferroni Test. Das Experiment wurde durchgefiihrt von Dr.
Jessica Hoppstadter (unveréffentlichte Daten).

Auch ZFP36 wurde nach PIC-Behandlung nicht induziert (Hoppstadter et al., 2012).
Daraus kann man schlussfolgern, dass die GlILZ-Regulation Uber den TRIF-
abhangigen Signalweg, anders als nach einer Stimulation mit PamsCSKa4, nicht Gber
ZFP36 verlauft. Die PIC-induzierte GILZ Protein-Herabregulation verlauft also Gber
andere Mechanismen. Daraus ergab sich die Fragestellung, ob die Aktivierung des
TLR3 durch PIC mdglicherweise zur Induktion von bestimmten miRNAs fUhrt, die

einen regulatorischen Einfluss auf die GILZ mRNA haben.
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Eine fast komplementare Bindung einer miRNA an eine mRNA hat einen durch RISC
induzierten Abbau der mRNA zur Folge. Dieses Szenario konnte ausgeschlossen
werden, da die GILZ mRNA-Spiegel nach PIC-Behandlung unveréndert blieben.
Verringerte Proteinspiegel bei gleichzeitig unveranderten Mengen an mRNA kdnnen
durch eine nur teilweise komplementare Bindung einer miRNA an eine Ziel-mRNA
hervorgerufen werden (Abb. 31). Daher sollte in diesem Kapitel die Hypothese einer

miRNA-abhangigen GILZ-Regulation Gberprift werden.
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Abb. 31: Hypothese zur unterschiedlichen Regulation von G/ILZ mRNA und GILZ Protein nach AnstoB3
des MyD88-abhangigen oder TRIF-abhéngigen Signalweges.

Erlauterungen zur Abbildung befinden sich im Text beziehungsweise in der Einleitung ab Seite 6. Die
Abbildung wurde erstellt von Dr. Jessica Hoppstadter und Dr. Lisa Eifler.
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miRNAs und Entzindung

miRNAs sind endogene, einzelstrangige, etwa 20 Nukleotide lange, nicht kodierende
RNA-Sequenzen, die die Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene regulieren
(Vrijens et al., 2015). Fir verschiedene miRNAs ist beschrieben, dass sie in
entzindlichen Prozessen eine Rolle spielen (Marques-Rocha et al., 2015). So ist
zum Beispiel miR-149 in osteoarthritischen Chondrozyten herabreguliert und geht mit
einer erhdhten Expression von TNFa, IL-1B3 und IL-6 einher (Santini et al., 2014). Fur
miR-19 konnte gezeigt werden, dass sie in murinen sowie humanen Typ 2 T-
Helferzellen die inflammatorische Zytokinproduktion bei Asthma stimuliert (Simpson
et al., 2014). Ein weiteres Beispiel ist miR-155, die an der Pathogenese der
Atherosklerose beteiligt ist (Boldin and Baltimore, 2012; Chapman and Pekow, 2015;
Ge et al., 2014; Huang et al., 2014; Kumar et al., 2014; Ma et al., 2013; Singh et al.,
2013). Unter den miRNAs, die im Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen
untersucht wurden und werden, gehéren miR-146, miR-155 und miR-223 zu den am
intensivsten beforschten miRNAs. Diese miRNAs spielen eine wichtige Rolle in der
inflammatorischen Antwort und werden NF-kB-abhdngig induziert (Boldin &
Baltimore, 2012, Huang, Liu et al., 2014, Kumar, Palermo et al., 2014). Die Liste an
miRNAs, die in NF-kB-Signalwegen oder anderen entziindungsrelevanten Prozessen
involviert sind, ist lang und Gegenstand der aktuellen Forschung (Chapman &
Pekow, 2015, Ge, Brichard et al., 2014, Marques-Rocha et al., 2015, Singh,

Massachi et al., 2013).
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Ergebnisse

Inflammatorische Aktivierung in anderen Makrophagen-Populationen

Nachdem durch Vorarbeiten von Dr. Jessica Hoppstadter (siehe Daten in Einleitung
zu Kapitel 4) gezeigt werden konnte, dass AMs sowohl nach Stimulation des TLR1/2
und TLR4, als auch nach Stimulation des TLR3 inflammatorisch aktiviert werden,
GILZ mRNA im Gegensatz zu GILZ Protein jedoch nach TLR3-Aktivierung nicht
herabreguliert wird, sollte untersucht werden, ob auch andere Makrophagen-Typen
ahnlich reagieren. Dazu wurden sowohl in vitro differenzierte humane Makrophagen
(M®s), als auch Zellen der humanen Makrophagen-ahnlichen Zelllinien U937 und
THP-1 in undifferenziertem und differenziertem Status mit LPS, PamsCSK4 und PIC
behandelt und deren TNF, GILZ, IP10 und IL-10 mRNA-Spiegel untersucht.

Mds zeigten nach Stimulation mit PamsCSKs und LPS eine deutliche
inflammatorische Aktivierung gemessen anhand der TNF mRNA-Induktion, die sehr
viel stérker ausfiel als nach PIC-Behandlung. CXCL10 mRNA wurde zwar auch durch
LPS tendenziell induziert, jedoch waren die Effekte nicht signifikant. GILZ mRNA
wurde in diesem Zelltyp nach LPS und PamsCSKs Behandlung signifikant
herunterreguliert. Seine Expression blieb durch eine PIC-Behandlung unverandert.
Das antientziindlich wirkende Zytokin IL-10 war nach Zugabe von LPS stark und
nach Zugabe von héheren Konzentrationen von PamsCSK4 leicht hochreguliert. PIC
zeigte auch hier keinen Effekt (Abb. 32).

Man kann also zusammenfassen, dass M®s im Vergleich zu AMs deutlich schlechter
durch PIC aktivierbar waren (siehe Abb. 28). Wie in AMs beobachtet, kam es zu

keiner Herabregulation von GILZ mRNA.
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Abb. 32: Inflammatorische Stimulation von in vitro differenzierten Makrophagen (M®s).

Mit M-CSF differenzierte M®s aus zwei Spendern blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit LPS
(100 ng/ml oder 1 pg/ml), PamsCSK4 (Pam; 100 ng/ml oder 1 pg/ml) oder PIC (1 pg/ml oder 10 pg/ml)
fir 2 h behandelt. AnschlieBend wurden die TNF-, CXCL10-, GILZ- und IL10-Spiegel mittels Real-time
RT-PCR bestimmt und auf ACTB normalisiert. Der Mittelwert der Co-Werte wurde als 100% gesetzt.
Die Daten werden gezeigt als Mittelwerte + SEM (n = 2, Triplikate). *** p < 0,001, ** p < 0,01 und * p <
0,05 im Vergleich zu Co; berechnet mit Bonferroni Test im Fall von normalverteilten Daten oder Mann
Whithney Test im Fall von nicht normalverteilten Daten.
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Undifferenzierte, monozytare U937 Zellen lieBen sich im Vergleich zu M®s schwerer
inflammatorisch aktivieren. Nach Stimulation der Zellen konnte mit den drei
Substanzen LPS, PamsCSK4 und PIC keine signifikante Induktion von TNF mRNA
erreicht werden. GILZ mRNA wurde unter keiner Behandlung herabreguliert und
auch fir IL-10 mRNA-Spiegel waren keine Veranderungen messbar (Abb. 33). Die
Daten zu CXCL10 konnten nicht ausgewertet werden, da die Expression in U937
Suspensionszellen zu schwach und zu heterogen ausfiel. Undifferenzierte U937
Zellen waren daher nicht far weitere Untersuchungen zur MyD88- beziehungsweise

TRIF-abhéangigen Regulation von GILZ geeignet.
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Abb. 33: Inflammatorische Stimulation von undifferenzierten U937 Zellen.

U937 Zellen blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit LPS (100 ng/ml oder 1 ug/ml), PamsCSKa4 (100
ng/ml oder 1 pg/ml) oder PIC (1 pg/ml oder 10 pg/ml) fiir 2 h behandelt. AnschlieBend wurden die
TNF, CXCL10, GILZ und IL-10 mRNA-Spiegel mittels Real-time RT-PCR bestimmt und auf ACTB
normalisiert. Der Mittelwert der Co-Werte wurde als 100% gesetzt. Die Daten werden gezeigt als
Mittelwerte + SEM (n = 2, Triplikate). * p < 0,05 im Vergleich zu Co; berechnet mit Bonferroni Test im
Fall von normalverteilten Daten oder Mann Whithney Test im Fall von nicht normalverteilten Daten.
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Im néchsten Ansatz wurden U937 Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
ausdifferenziert, so dass die Zellen adhdrent und makrophagenahnlicher wurden
(Ralph et al., 1982). Nach Behandlung der Zellen mit LPS, Pam3sCSKa4 und PIC
wurden wieder deren TNF, GILZ, CXCL10 und IL-10 mRNA-Spiegel untersucht. Die
ausdifferenzierten Zellen zeigten allenfalls nach Behandlung mit LPS in hoher
Konzentration eine geringe Induktion von TNF mRNA. CXCL10 mRNA konnte auch
hier nicht ausgewertet werden, da die Expression auch in den differenzierten U937
Zellen zu gering ausfiel. Die mRNA-Spiegel der beiden antientziindlichen Parameter
GILZ und IL-10 wurden nicht signifikant von der Behandlung beeinflusst (Abb. 34).
Somit waren U937 auch nach Differenzierung nicht fir Folgeuntersuchungen

geeignet.
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Abb. 34: Inflammatorische Stimulation von differenzierten U937 Zellen.

Differenzierte U937 Zellen blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit LPS (100 ng/ml oder 1 ug/ml),
PAM3CSK4 (100 ng/ml oder 1 pg/ml) oder PIC (1 pg/ml oder 10 pg/ml) fir 2 h behandelt.
AnschlieBend wurden die TNF, CXCL10, GILZ und IL-10 mRNA-Spiegel mittels Real-time RT-PCR
bestimmt und auf ACTB normalisiert. Der Mittelwert der Co-Werte wurde als 100% gesetzt. Die Daten
werden gezeigt als Mittelwerte + SEM (n = 2, Triplikate). *** p < 0,001, ** p < 0,01 und * p < 0,05 im
Vergleich zu Co; berechnet mit Bonferroni Test im Fall von normalverteilten Daten oder Mann Whitney
Test im Fall von nicht normalverteilten Daten.
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Als nachstes wurden undifferenzierte sowie mit PMA differenzierte THP-1 Zellen
untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass in beiden Fallen die Zellen sowohl
auf PamsCSKa4, als auch auf LPS inflammatorisch reagierten, was Uber die TNF
mRNA-Spiegel gemessen wurde. Die GILZ mRNA Spiegel zeigten jedoch nur
geringe Schwankungen im Vergleich zur Nullkontrolle. Nach PIC-Behandlung war
weder flir TNF, noch fiir GILZ eine deutliche Anderung der mRNA-Spiegel messbar.
Die Daten zu CXCL10 konnten auch in dieser Zelllinie auf Grund der zu schwachen
Expression nicht ausgewertet werden, ebenso wie die mRNA-Spiegel von [L-10
(Abb. 35). Hierbei muss man jedoch sagen, dass das Experiment nur einmal
durchgefihrt wurde. Insgesamt waren THP-1 Zellen auch nicht als Modell geeignet,

da sie keine inflammatorische Aktivierung nach PIC-Behandlung zeigten.
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Abb. 35: Inflammatorische Stimulation von undifferenzierten und ausdifferenzierten THP-1 Zellen.
Undifferenzierte (A, B) und differenzierte (C, D) THP-1 Zellen blieben unbehandelt (Co) oder wurden
mit LPS (100 ng/ml oder 1 pg/ml), PamsCSK4 (100 ng/ml oder 1 pg/ml) oder PIC (1 pg/ml oder 10
pg/ml) fir 2 h behandelt. AnschlieBend wurden die TNF- und GILZ-Spiegel mittels Real-time RT-PCR
bestimmt und auf ACTB normalisiert. Der Mittelwert der Co-Werte wurde als 100% gesetzt. Die Daten
werden gezeigt als Mittelwerte + SEM (n = 1, Triplikate). *** p < 0,001 und ** p < 0,01 im Vergleich zu
Co; berechnet mit Bonferroni Test im Fall von normalverteilten Daten oder Mann Whitney Test im Fall
von nicht normalverteilten Daten.
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Weiterhin interessant war die Tatsache, dass eine Stimulation mit PamsCSKa4 flr 2
und 4 Stunden in undifferenzierten THP-1 Zellen zu einer deutlichen ZFP36-
Induktion auf Protein Ebene flhrte. Im Vergleich dazu konnte in undifferenzierten
U937 Zellen kein ZFP36, auch nicht nach inflammatorischer Aktivierung, detektiert

werden (Abb. 36).
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Abb. 36: Unterschied in der ZFP36-Induktion in U937 und THP-1 Zellen nach Stimulation mit
PamsCSKa.

THP-1 Zellen und U937 Zellen blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit PAMsCSK4 (1 pg/ml) fir 2 h
oder 4 h behandelt. Die Proteinlysate wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot detektiert. Das
Experiment wurde einmal durchgefuhrt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle getesteten Zellarten keine gute
Alternative zu Alveolarmakrophagen darstellten. Aus diesem Grund wurden weitere

Experimente, sofern méglich, in AMs durchgefihrt.
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Regulation von GILZ in AMs nach TLR3-Aktivierung

Um zu dberprifen, ob die GILZ-Herabregulation nach Aktivierung des TLR3 mit einer
miRNA-Induktion in Verbindung gebracht werden kann, wurde getestet, inwieweit
eine Hemmung der miRNA-Prozessierung durch den RISC loading inhibitor
aurintricarboxylic acid (ATA) (Boonstra et al., 2006; Guilliams et al., 2013; Hiemstra
et al., 2013; Martinez et al., 2006; Ouyang et al., 2007; Sato et al., 2003; Seif et al.,
2016; Shibata et al., 2001; Sieweke and Allen, 2013; Tan et al., 2012; Teixeira-
Coelho et al., 2014; Wang et al., 2005; Yamamoto et al., 2003a; Yamamoto et al.,
2003b) die GlLZ-Regulation beeinflussen kann. Fir dieses Experiment wurden
Alveolarmakrophagen mit PIC und / oder mit ATA behandelt und die Zelllysate mittels
Western Blot untersucht. Dadurch konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung des
RISC der PIC-induzierten GILZ-Herabregulation entgegen wirken kann (Abb. 37).
Dieser Versuch weist darauf hin, dass der Mechanismus der GILZ-Regulation Uber

miRNAs verlauft.
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Abb. 37: Einfluss von ATA auf die Herabregulation von GILZ nach TLR3-Aktivierung.

AMs blieben unbehandelt (Co) oder wurden mit PIC (10 pg/ml) und / oder ATA (25 uM) fir 8 h
behandelt. (A) Die Proteinlysate wurden mittels Western Blot aufgetrennt. Gezeigt ist ein
reprasentativer Blot aus drei. (B) Densitometrische Auswertung aus drei Experimenten. Die
Mittelwerte der Co-Proben wurden als 100% gesetzt. Die Daten werden gezeigt als Mittelwerte +
SEM. *p < 0.05 im Vergleich zu Co; berechnet mit One sample t-Test.

107



Kapitel 4

Untersuchung der Regulation von miRNAs in AMs nach inflammatorischer
Stimulation

Im Folgenden wurden AMs mit PamsCSK4, PIC oder LPS behandelt und die
Anderung der miRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Proben in einem
Microarray betrachtet. Untersucht wurden 1.205 verschiedene miRNAs. Zur
Visualisierung der Ergebnisse wurden Heatmaps aller mehr als 1,3-fach induzierten
und aller weniger als 0,7-fach exprimierten miRNAs nach inflammatorischer
Stimulation erstellt. In den Heatmaps wurde nach Hoch- beziehungsweise
Herabregulation der miRNAs unterschieden, die entweder nur bei einem bestimmten
Stimulus, oder bei zwei oder allen drei Stimuli beobachtet wurden (Abb. 38). Aufféllig
dabei ist, dass es wesentlich mehr miRNAs gibt, die spezifisch von nur einem oder
zwei Stimuli induziert oder herabreguliert werden, als solche, die unter allen

Bedingungen ahnlich reguliert sind.
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Abb. 38: Darstellung von im Microarray untersuchten miRNAs.

AMs von drei verschiedenen Spendern blieben entweder unbehandelt (Co) oder wurden mit LPS (1
pg/ml), PamsCSKa (1 ug/ml) oder PIC (1 pg/ml) fir 2 h behandelt. Die mRNA und miRNAs wurden mit
Hilfe des Qiagen miRNeasy Kits isoliert und anschlieBend in einem Microarray untersucht. Der
Microarray wurde durchgefiihrt von Dr. Petra Leidinger (AG Meese). Die so erhaltenen Daten wurden
in Heatmaps visualisiert. (A) zeigt die mehr als 1,3-fach induzierten miRNAs und (B) zeigt die weniger
als 0,7-fach exprimierten miRNAs nach inflammatorischer Stimulation. Die Heatmaps wurden erstellt
von Dr. Jessica Hoppstadter.
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In silico Analyse von miRNAs

Neben dem Microarray wurden auch verschiedene in silico Analysen durchgefihrt,
um miRNAs zu finden, die mit groBer Wahrscheinlichkeit an die GILZ 3-UTR binden
und somit potentielle GILZ-Regulatoren nach einer TLR3-Aktivierung darstellen
kénnten. Fir diese bioinformatischen Vorhersagen wurden die Internettools miRDip,
miRWalk und miRTarBase genutzt. Des Weiteren wurde geprift, welche miRNAs
konstant bei Proben aus allen drei AM-Spendern eine Induktion nach einer PIC-
Behandlung nach 2 h zeigen. Unter Einbeziehung dieser genannten Kriterien wurde
eine Auswahl an miRNAs getroffen (miR-15b-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-
24, miR-34b*, miR-136, miR-143, miR-222, miR-320d1 und miR-424), die mdglichst

viele Parameter erflillen und die auf Grund dessen nédher untersucht werden sollten.

Untersuchung der miRNAs auf eine Interaktion mit der GILZ-3’UTR

Die oben genannte Auswahl von elf miRNAs wurde im Folgenden in einem
Luciferase-Reportergen-Assay untersucht. Fir den Assay wurden zunédchst die
jeweiligen precursor-miRNAs in einen pSG5-Uberexpressionsvektor kloniert. Danach
wurden human embryonic kidney 293T (HEK 293T) Zellen mit drei verschiedenen
Vektoren transfiziert. Die transfizierten Zellen enthielten einen der elf miRNA-
Expressionsvektoren oder den pSG5-Leervektor, einen Firefly-Luciferase-Vektor mit
oder ohne nachgeschalteter GILZ-3’'UTR und einen Renilla-Luciferase-Vektor als
Kontrollreporter.

Nach 24 h Inkubation wurden die transfizierten Zellen lysiert und die Lysate auf ihre
Luciferase-Aktivitat untersucht. Gemessen wurde jeweils die Renilla-, sowie die
Firefly-Luciferase-Aktivitat in Form von Lumineszenz. Die so erhaltenen Rohdaten

eines Assays wurden wie folgt bearbeitet:
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Die Rohwerte fir Firefly-Luciferase wurden auf die Renilla-Signalintensitaten
normiert, um Ungenauigkeiten bei der Aussaat oder Transfektion der Zellen
auszugleichen. Die erhaltenen Quotienten fiir miRNA-cotransfizierte Zellen wurden
als Prozent der fur mit pSG5-Leervektor cotransfizierten Zellen ausgedriickt. Von
diesen Prozentwerten ,x“, getrennt nach Luciferasevektor mit und ohne GILZ-3'UTR,
wurden die Mittelwerte fir jede miRNA eines Assays berechnet und die Werte flr
Vektoren mit GILZ-3’'UTR als prozentuale Darstellung der Werte fir Vektoren ohne

GILZ-3'UTR ausgedrtickt.

(Firefly-Wert / Renilla-Wert) von miRNA-cotransfizierten Zellen)
X =

(Firefly-Wert / Renilla-Wert) von pSG5-cotransfizierten Zellen)

x (Luci GILZ-3'UTR)
X (Luci e.V.)

Expression [%)] =

Diese Formel entspricht der Auswertung, wie sie auch in Campos-Melo et al., 2014

durchgefihrt wurde.

Die so erhaltenen Daten wurden in einem Punkte-Diagramm dargestellt (Abb. 39).
Jeder Punkt steht flr das Ergebnis aus einem Assay. Liegt der Mittelwert der Punkte
(kleine schwarze Linie) fir eine miRNA unter der 100%-Marke (rote Linie), so lasst
sich vermuten, dass ein herabregulierender Effekt der miRNA auf die GILZ-3’'UTR
vorlag. miR-34b*, miR-222 und miR-320d1 zeigten sich somit als die
interessantesten Kandidaten fiir weitere Untersuchungen. Statistisch signifikante
Ergebnisse zeigten sich bei miR-222 und miR-15b, wobei bei miR-15b ein
stabilisierender, beziehungsweise hochregulierender Effekt auf die GILZ-3'UTR zu

beobachten war.
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Abb. 39: Darstellung der relativen Lumineszenz als Ergebnis der Luciferase Assays mit Hilfe der
angegebenen Formel.

Jede miRNA wurde in mindestens drei und maximal sechs unabh&ngigen Assays untersucht. In jedem
Assay wurden die Transfektionen mit der jeweiligen miRNA (jeweils mit Firefly-Luciferase-Vektor
GILZ-3'UTR) in Sextuplikaten durchgefihrt. Eine detaillierte Erklarung zur Abbildung befindet sich im
Text. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des One Sample t-Test ermittelt mit * p < 0,05.

112



Kapitel 4

Vergleicht man nur die Mittelwerte der Quotienten aller pSG5-cotransfizierten Zellen
mit Luciferasevektor ohne GILZ-3'UTR (Luci eV) mit denen mit GILZ-3’'UTR (Luci
UTR), zeigt sich ein hochsignifikanter Unterschied in der relativen Lumineszenz (Abb.
40). Aus diesem Grund sind die unterschiedlichen Transfektionsansatze mit und

ohne GILZ-3'UTR nicht ohne Normalisierungsschritte miteinander vergleichbar.

relative Lumineszenz [%]

pSG5-cotransfizierte Zellen:

Luci eV Luci UTR

Abb. 40: Darstellung der relativen Lumineszenz aller pSG5-cotransfizierten Zellen.

Der pSG5-Vektor wurde in 13 unabhangigen Assays untersucht. In jedem Assay wurden die
Transfektionen zuséatzlich mit dem jeweiligen Firefly-Luciferase-Vektor £+ GILZ-3’'UTR in Sextuplikaten
durchgefihrt. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des Student t-Test ermittelt mit *** p < 0,001.
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Experiment zur Bestatigung der Induktion der vielversprechendsten miRNAs
nach TLR3-Aktivierung

Zur Bestéatigung der miRNA-Uberexpression im Luciferase-Assay wurden HEK 293T
Zellen mit pSG5-precurser-miRNA-Konstrukten transfiziert und die entsprechende
miRNA in den Zellen Uberexprimiert. Dies wurde fir die miRNAs miR-34b*, miR-222
und miR-320d1 durchgeflhrt und im Northern Blot ausgewertet. Fir alle drei miRNAs

konnte eine Uberexpression erreicht und im Northern Blot dargestellt werden (Abb.

41).
miR-34b* miR-222 miR-320d1
w > -
. - :
precursor-miRNA .- |

s - #!

mature-miRNA

Abb. 41: Northern Blot der Uberexprimierten miRNAs.

HEK 293T Zellen wurden mit den pSG5-precursor-miRNA mit Hilfe des PolyFect
Transfektionsreagenzes transfiziert. Die Expression der jeweiligen miRNA ist im rot gekennzeichneten
Bereich sichtbar. Die precursor-Form ist im Northern Blot nicht immer zu sehen. In diesem Fall kann
man sie bei miR-34b* und miR-222 erkennen. Generell erscheint der Blot der miR-320d1 schwacher,
da hier eine gestrippte Membran verwendet wurde.
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Far die miRNAs miR-34b*, miR-222 und miR-320d1 sollte nun ebenfalls im Northern
Blot getestet werden, inwieweit sie tatsachlich nach einer Aktivierung des TRIF-
abhangigen Signalweges induziert sind. Fir das Experiment wurden keine
Alveolarmakrophagen verwendet, da die Zellausbeute aus Lungengewebe zu gering
ausfiel, um genug RNA zur Generierung der Northern Blot-Proben isolieren zu
kénnen. Stattdessen wurden Monozyten aus humanem Blut isoliert und
anschlieBend 5 bis 7 Tage mit GM-CSF ausdifferenziert. Da M-CSF eher zu einer
Differenzierung zu anti-inflammatorischen, tumorférdernden M2-Makrophagen und
GM-CSF  eher  eine Differenzierung Richtung proinflammatorischem,
tumorsuppresivem M1 Subtyp, der eine gréBere Ahnlichkeit zu Alveolarmakrophagen
aufweist, anstdBt, wurde fir dieses Experiment GM-CSF verwendet (Guilliams, De
Kleer et al., 2013, Martinez, Gordon et al., 2006, Seif, Philippi et al., 2016, Shibata,
Berclaz et al., 2001, Sieweke & Allen, 2013). Fur eine Analyse der Induktion der
miRNAs nach TLR3-Stimulation wurden die differenzierten M®s mit LPS, PamsCSKa4
oder PIC fur 2 h behandelt. Im Anschluss wurde die isolierte Gesamt-RNA auf die
Induktion der betreffenden miRNAs mittels Northern Blot Uberprdft. Alle drei miRNAs
wurden exprimiert, allerdings konnte fiir keine eine Induktion durch LPS oder PIC im
Vergleich zu einer Behandlung mit PamsCSKa4 oder einer unbehandelten Probe

nachgewiesen werden (Abb. 42).
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Abb. 42: Detektion von miR-34b*, miR-222 und miR-320d1 mittels Northern Blot.
GM-CSF-differenzierte M®s von vier verschiedenen Spendern blieben entweder unbehandelt (Co)
oder wurden mit LPS (1 pg/ml), PamsCSKs (1 pg/ml) oder PIC (1 pg/ml) fir 2 h behandelt. Die mRNA
und miRNAs wurden mit Hilfe des Qiagen miRNeasy Kits isoliert und anschlieBend mittels Northern
Blot untersucht. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Imaged. Zur Quantifizierung wurden die
Banden der miRNAs auf ihre jeweilige Ladekontrolle (18S ribosomale RNA) bezogen und dieser
Quotient als x-faches zu Co ausgedriickt. Der Blot wurde durchgefiihrt von Jennifer Menegatti, AG
Grésser, Homburg.
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Diskussion

Um die Ansprechbarkeit der isolierten Alveolarmakrophagen auf TLR-Liganden zu
Uberprifen, wurden diese mit den inflammatorischen Stimuli Pam3zCSKs und PIC
behandelt. Es ist bekannt, dass verschiedene Zytokine wie IL-6, IL-12p40, IL-10, IP-
10 oder TNF-a sowohl Uber den MyD88- als auch Uber den TRIF-Signalweg induziert
werden kénnen (Boonstra, Rajsbaum et al., 2006, Ouyang, Negishi et al., 2007,
Sato, Sugiyama et al., 2003, Yamamoto, Sato et al., 2003a, Yamamoto et al.,
2003b). Die Bestimmung von Zytokinkonzentrationen im Uberstand PIC-behandelter
Alveolarmakrophagen zeigte, dass nach Stimulation des TRIF-abhangigen
Signalweges vor allem die Zytokine IL-6, IP-10 und TNF-a vermehrt sezerniert
wurden. Eine Stimulation des MyD88-abhangigen Signalweges mit Pam zeigte sogar
ein noch gréBeres inflammatorisches Potenzial, da auch weitere Zytokine, wie zum
Beispiel IL-10, IL-12p40, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a und auch G-CSF induziert wurden,
was bisherige Befunde aus der Literatur bestatigt (Hiemstra, Vrijland et al., 2013,
Teixeira-Coelho, Guedes et al., 2014, Wang, Kurt-Jones et al., 2005).

Neben der Induktion von proinflammatorischen Zytokinen konnte ebenfalls eine
verminderte Expression des anti-inflammatorischen Proteins GILZ nach Aktivierung
beider Signalwege beobachtet werden.

Interessanterweise zeigten Hoppstadter et al., dass in Alveolarmakrophagen die
GILZ mRNA-Spiegel nur nach AnstoB des MyD88-abhangigen Signalweges
herabreguliert wurden (Hoppstadter et al., 2012). GILZ Protein-Spiegel konnten
jedoch ebenso nach Aktivierung des TRIF-abhangigen Signalweges herabreguliert
werden. Diese Beobachtung warf zunachst die Frage auf, ob auch andere

Makrophagen-, beziehungsweise Monozyten-Populationen auf die genannte Weise
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reagieren. Um dies ndher zu untersuchen, wurden primare, aus Monozyten
differenzierte M®s und die beiden Zelllinien U937 und THP-1 untersucht. Die von
Sundstréom und Nilsson zum ersten Mal charakterisierten U937 Zellen weisen
manche Eigenschaften auf, zum Beispiel, Lysozym-positiv und schwach
phagozytierend, die auch denen der Alveolarmakrophagen entsprechen (Deaton et
al., 1994; Sundstrém and Nilsson, 1976).

Experimente mit in vitro differenzierten Makrophagen ergaben, dass diese auf eine
inflammatorische Stimulation mit LPS, Pam und PIC in besonders &hnlicher Weise
beziglich der GILZ mRNA reagieren wie AMs. Es konnte eine Herabregulation nach
Stimulation der MyD88-abhangigen Signalwege, sowie keine Veranderung nach
Stimulation des TRIF-abhangigen Signalweges festgestellt werden. Allerdings zeigen
Alveolarmakrophagen auch nach PIC-Behandlung eine erhéhte Menge an TNF
mRNA (Hoppstadter et al., 2012), was mit M®s nicht bestatigt wurde (Hoppstadter et
al., 2012). Insofern konnte nicht sicher festgestellt werden, ob dieser
Makrophagentyp tUberhaupt auf TLR3-Liganden reagiert.

Die Untersuchung von Makrophagen-ahnlichen Zelllinien ergab eine noch geringere
Ansprechbarkeit auf inflammatorische Stimuli, sowohl fir entzindliche, als auch anti-
entzindliche Marker. Fir U937 Zellen konnte sogar gezeigt werden, dass kaum
ZFP36, selbst nach inflammatorischer Aktivierung vorhanden ist, was einen weiteren
wichtigen Unterschied zu Alveolarmakrophagen darstellt (Hoppstadter et al., 2012).
Daher bietet keine der getesteten Zellarten einen adaquaten Ersatz fir die
Verwendung von Alveolarmakrophagen.

Eine mégliche Erklarung fur die gleichbleibend hohen GILZ mRNA-, aber erniedrigten
GILZ Protein-Spiegel nach PIC-Behandlung in Alveolarmakrophagen kénnte die
Regulation Uber miRNAs sein, die Uber den TRIF-Signalweg induziert werden. So ist

zum Beispiel fur miR-9 bekannt, dass sie nach Stimulation von TLR2, TLR4 und
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TLR7/8 in humanen Monozyten induziert wird (Bazzoni et al., 2009). Um zu
untersuchen, ob miRNAs eine Rolle spielen kénnten, wurde ein Experiment mit der
synthetischen aurintricarboxylic acid (ATA) durchgeflhrt, welche die Interaktion
zwischen small RNAs und dem human Argonaute-2, und somit die miRNA-
Prozessierung tber RISC, verhindert (Danielson et al., 2015; Tan et al., 2012). Eine
Untersuchung der GILZ Protein-Spiegel nach Behandlung von AMs mit PIC, ATA
oder beidem zeigt, dass ATA in der Lage ist, den PIC-induzierten GILZ-Abbau zu
inhibieren. Dies bestarkt die Hypothese, dass eine miRNA-Induktion im TRIF-
abhangigen Signalweg der GILZ-Regulation eine Rolle spielt.

Im Anschluss daran wurde ein Microarray mit AM-Proben durchgefiihrt, um
Anderungen der miRNA-Expression nach inflammatorischen Stimuli in AMs zu
untersuchen. Des Weiteren wurden in silico Analysen durchgefihrt, um miRNAs
herauszufiltern, deren Bindung an die GILZ mRNA als wahrscheinlich vorausgesagt
wird. Unter Berlicksichtigung aller Daten wurde festgestellt, dass die im Microarray
passend erscheinenden miRNAs in den seltensten Fallen mit denen lbereinstimmen,
die laut in silico Analyse mit der GILZ mRNA interagieren kénnen. Eine stark
verkleinerte Auswahl an miRNAs (miR-15b-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-24,
miR-34b*, miR-136, miR-143, miR-222, miR-320d1 und miR-424) sollte potentielle
Kandidaten aus Microarray-basierten und in silico Untersuchungen bericksichtigen.
So gehérte zum Beispiel miR-320d1 zu den Top 1% der von miRDIP als GILZ-
bindend vorausgesagten miRNAs. Bei der miRNA-Suche mittels miR-Walk, einer
Datenbank fiir die umfassende Darstellung von miRNA-Target-Interaktionen
basierend auf den Daten mehrerer Vorhersageprogramme (zum Beispiel miRMap,
miRanda, Targetscan, usw.), wurden die miRNAs-143, -15b, -136, -18a, -24 und -424
ausgewahlt, da sie jeweils von 5-7 unterschiedlichen Datenbanken als

swahrscheinlich  bindend“ vorhergesagt wurden. Diese bioinformatischen
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Vorhersagen muissen natlrlich mit Vorsicht betrachtet werden, da je nach
angewendeten Algorithmen und unterschiedlichen Datensatzen, auf die die
Programme zurlckgreifen, auch fehlerhafte oder falsch positive Ergebnisse
entstehen kénnen. Dennoch ist der Einsatz solcher informatischer Anwendungen
sehr wichtig, um weitere miRNAs und deren Interaktionen unter den vielen bisher
bekannten zu entdecken (Gomes et al., 2013). Bei der Datenbank miRTarBase
erschienen miR-18a, -19a und -19b als besonders interessante Kandidaten. Diese
miRNAs sind Teil des konservierten miRNA-Clusters miR-17~92, das unter anderem
essentiell fur die B-Lymphozyten-Entwicklung ist (Ventura et al., 2008; Xiao and
Rajewsky, 2009). Es konnte sogar gezeigt werden, dass TNF-a die Expression von
miR-17~92 in rheumatoid arthritis synovial fibroblasts (RASFs) NF-kB-abhangig
induziert. Insbesondere eine Uberexpression von pre-miR-18a in RASFs rief eine
proinflammatorische Antwort durch eine Interaktion mit dem NF-kB-Signalweg-
Inhibitor TNFa-induced-protein-3 (TNFAIP3) hervor (Trenkmann et al., 2013;
Vandevyver et al., 2014; Vreugdenhil et al., 2009). miR-18a wurde auch im
Zusammenhang mit der Regulation des Glukokortikoidrezeptors untersucht (GR)
(Uchida, Nishida et al., 2008, Vandevyver, Dejager et al., 2014, Vreugdenhil,
Verissimo et al., 2009), wo sie zum Beispiel eine Erniedrigung der GR-Spiegel im
hypothalamischen paraventrikularen Kern von Ratten hervorruft (Uchida et al., 2008).
Méglicherweise kénnte miR-18a, und somit auch das dazugehdrige Cluster, auch ein
potentieller Kandidat fir die GILZ-Regulation sein.

Zu den miRNAs, die besonders durch die Ergebnisse des Microarrays
hervorstachen, zahlten miR-136, -18a, -24, -320d, -222 und -34b*. Die ersten vier
genannten miRNAs stiegen in den AMs aus allen drei Spenderlungen nach
Behandlung mit PIC Uber 2 h an. miR-24 ist bereits flir seine wichtige regulatorische

Funktion in primaren Makrophagen und dendritischen Zellen bekannt. Es konnte
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gezeigt werden, dass eine Uberexpression von miR-24 in diesen Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) zu einer abgeschwachten Antigen-Prozessierung und
T-Zell-Proliferation (Nagqvi et al., 2016) sowie zu einer verminderten
inflammatorischen Zytokinantwort flhrt (Fordham et al., 2015; Hao et al., 2014;
Jickling et al., 2014; Tadano et al., 2016; Wang et al., 2014). In diesem
Zusammenhang zeigt miR-24 einen anti-inflammatorischen Effekt. Dies schlieBt
jedoch eine Interaktion mit der GILZ-3'UTR nicht aus, vor allem da miR-24 von
besonders vielen Datenbanken (7 verschiedene bei miRWalk und miRDip) als
voraussichtlich GILZ-bindend angezeigt wird.

Um die ausgewdahlten miRNAs hinsichtlich ihrer GILZ-regulierenden Eigenschaften
weiter zu untersuchen, wurde ein Dual-Luciferase-Assay durchgefihrt. Dieser
gangige Assay ist generell in vitro gut durchfihrbar und ermdglicht einen hohen
Durchsatz mit vielen Replikaten. Die verwendeten Zellen muissen jedoch gut
transfizierbar sein, weshalb in unserem Versuch auf HEK293 T Zellen ausgewichen
wurde. AuBerdem besteht die Gefahr, dass die Transfektion von Renilla- und Firefly-
Luciferase-Plasmid unterschiedlich gut verlauft und damit das Gesamtergebnis
verfalscht wird. Dieses Problem kénnte umgangen werden, indem man beide
Luciferasen in denselben Vektor kloniert und somit eine gleichmaBige Expression
erreicht. Dennoch kdénnte auch dann ein mdéglicher Effekt der Uberexprimierten
miRNA auf die Luciferasen nicht ausgeschlossen werden. Die Auswertung des
Assays ergab, dass die drei miRNAs miR-320d, miR-34b* und miR-222 einen
posttranskriptionellen Effekt auf die GILZ-3'UTR besitzen. Interessanterweise gehért
keine dieser miRNAs zu den von miRWalk vorausgesagten miRNAs. miRDip z&hlt
zumindest miR-222, vor allem aber miR-320d zu den miRNAs, die GILZ

wahrscheinlich als Target haben.
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Literaturrecherchen ergaben, dass miR-320d aktuell hauptséachlich als Biomarker fir
Krebserkrankungen, wie Darmkrebs oder Nierenzellkarzinom (Hao, Ren et al., 2014,
Tadano, Kakuta et al., 2016), und fir akuten Schlaganfall diskutiert wird, da sie
sowohl in Darmkarzinomzellen und Nierenzellkarzinomzellen, als auch im Plasma
von Schlaganfallpatienten erniedrigt vorliegt (Jickling, Ander et al., 2014, Wang, Sun
et al.,, 2014). Faiz et al. bringen miR-320d auch mit entziindlichen Prozessen in
Verbindung. Sie identifizierten miR-320d als anti-inflammatorische miRNA, die in
Epithelzellen von COPD-Patienten herabreguliert ist und die Infiltration von
Neutrophilen beeinflusst (Faiz et al., 2015). Dennoch zeigen unsere Array-
Ergebnisse eine tendenzielle Induktion von miR-320d nach allen drei
inflammatorischen Behandlungen (LPS, Pam und PIC).

Die Expression von miR-34b* (entspricht miR-34b-5p laut Angaben von miRBase),
wie auch weiterer Mitglieder der miR-34/449 Familie, war in in vivo Studien mit
Bronchialepithelabstrichen von Asthma-Patienten, sowie in in vitro Versuchen mit |IL-
13-Behandlung in primaren Lungenepithelzellen, stark unterdrickt (Solberg et al.,
2012). Auch in den Exosomen aus bronchoalveolarer Spulflissigkeit konnte fur miR-
34b* eine Herabregulation in asthmatischen Patienten, verglichen mit gesunden
Probanden, detektiert werden (Levanen et al., 2013). Allerdings lag sie in
Lungenproben von Mausen nach LPS-Behandlung in einer mehr als doppelt so
hohen Konzentration im Vergleich zu den Kontrollproben vor (Hsieh et al., 2012).
Welche Rolle miR-34b* tatséchlich in Alveolarmakrophagen spielt, wurde bisher noch
nicht untersucht.

Die Funktion von miR-222 wurde bereits in THP-1 Makrophagen untersucht. Hierbei
konnte festgestellt werden, dass sie nach Behandlung mit Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA) vermehrt exprimiert wird und sowohl den Arrest in der G2 Phase des

Zellzyklus als auch, in Kombination mit weiteren miRNAs, die Differenzierung von
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Monozyten in Makrophagen induziert (Forrest et al., 2009). Auch in humanen
Monozyten scheint miR-222 in den Differenzierungsprozess zu Makrophagen
involviert zu sein (Graff et al., 2012). AuBerdem inhibiert miR-222 die Makrophagen-
Migration in vitro und in vivo. Eine verminderte Expression von miR-222 in Tumor-
assoziierten Makrophagen (TAMs) fihrt demnach zu einer verstarkten Einwanderung
dieses Makrophagen-Typs in das Tumorgewebe (Li et al., 2015). Ortega et al.
bringen miR-222 auch in einen inflammatorischen Kontext. Sie zeigten, dass im
entzindlichen Fettgewebe miR-222 sowohl in differenzierten Adipozyten verstarkt
exprimiert war, als auch in deren Uberstianden vermehrt detektiert wurde (Ortega et
al., 2015).

Um zu prifen, ob die Expression von miR-320d, miR-34b* und miR-222 tatsachlich
durch einen AnstoB3 des TRIF-abhangigen Signalweges tUber PIC und LPS induziert
wird, folgte ein Northern Blot mit inflammatorisch stimulierten (LPS, Pam oder PIC)
M®ds zur Untersuchung der miRNA-Expression im Vergleich zu Kontrollproben.
Entgegen unserer Annahme zeigte sich nach PIC- oder LPS-Stimulation weder im
Vergleich zur Nullkontrolle, noch zu den Pam-behandelten Proben eine vermehrte
miRNA-Expression. Dieses Ergebnis kénnte darin begriindet liegen, dass entweder
die Spender-Heterogenitdt zu groB war oder primare M®s in diesem Fall kein
geeignetes Modell fir das Verhalten von humanen Alveolarmakrophagen darstellen.
Wie schon im Ergebnisteil beschrieben, reagieren M®s im Vergleich zu AMs kaum
auf eine PIC-Stimulation, selbst in hohen Konzentrationen von 10 pg / ml. Daher ist
es auch nicht verwunderlich, wenn Anderungen der entsprechenden Signalwege, in
diesem Fall durch die Expression spezieller miRNAs, nicht zu detektieren sind.
Allerdings muss man beachten, dass die Differenzierungsmethoden der M®s in den
verschiedenen Experimenten unterschiedlich waren. Die M®s im Test auf ihre

inflammatorische Aktivierbarkeit waren M-CSF differenziert, wahrend die M®ds fir die
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Northern Blot Versuche GM-CSF differenziert waren. Generell wére es sinnvoll, auch
die Northern Blot Analysen, die momentan noch den Goldstandard der miRNA-
Detektion darstellen (de Planell-Saguer and Rodicio, 2011; Li et al., 2014), in AMs
durchzuflhren, um nicht auf ein unzureichend geeignetes Zellmodell ausweichen zu
mussen. Allerdings ist es kaum mdglich, pro Lungenprobe eines Spenders genug
Zellen fur dieses Experiment mit entsprechender Probenzahl zu generieren.

Eine weitere Erklarung fir das vorliegende Ergebnis kdnnte der Effekt von miRNA
Sponges sein. Kodierende und nicht-kodierende RNA Molekile kénnen als Sponge
RNAs fungieren, in dem sie die gleichen miRNA recognition elements (MRES) teilen
wie auch die miRNAs selbst und sich dadurch gegenseitig regulieren. Diese RNA-
Moleklle werden competing endogenous RNAs (ceRNAs) genannt mit einem in
Abbildung 43 schematisch dargestellten Wirkungsmechanismus (Kartha and

Subramanian, 2014). Yoon et al., 2014
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Abb. 43: Schematische Darstellung der ceRNA-vermittelten Genregulation (Kartha and Subramanian,
2014).

Die Abbildung zeigt, dass sich nicht nur miRNAs und mRNAs gegenseitig beeinflussen kénnen,
sondern auch mRNAs mit den entsprechenden MREs andere mRNAs in ihrer Menge und Aktivitat
beeinflussen kénnen. Dieser Ubergreifende Regulationsprozess, vermittelt iber MREs, hangt von der
Anzahl und Frequenz des spezifischen MRE-Typs ab. Im Detail zeigt die Abbildung schematisch die
Regulation einer mRNA-Y. mRNA-Y ist ein funktionelles Target von miR-B. Die Expressionslevel von
mRNA-X , die MREs fir miR-B enthalt, kénnen einen sponge Effekt auf miR-B haben, die miRNA
abfangen und somit den Effekt von miR-B auf mRNA-Y abschwéchen. Das heift, dass eine
Herabregulation in der Expression von mRNA-X auch eine Herabregulation der Expressionsspiegel
von mRNA-Y zur Folge hat.
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Nazari-dahantigh et al. konnten bereits in inflammatorisch aktivierten Makrophagen
eine Ubergreifende ce-Regulationskette von miR-155, miR-342-5p, AKT1 mRNA und
Bmpr2 mRBRNA aufdecken (Nazari-Jahantigh et al., 2014). Auch in den von uns
durchgefihrten Experimenten wurden moglicherweise durch die
Versuchsbedingungen ceRNAs aktiviert, die dann die miRNAs selbst abgefangen
und Ubergreifende Effekte auf GILZ mRNA vermittelt haben kénnten. Alternativ wére
es denkbar, dass auch die PIC-Behandlung zu einer Herabregulation von ceRNAs
gefihrt hat, wodurch mdoglicherweise eine verringerte Blockade potenziell GILZ-
bindender miRNAs herbeigefiihrt wurde. Der Effekt auf GILZ mRNA wirde also
durch PIC verstarkt werden ohne eine sichtbare Anderung im Northern Blot
detektieren zu kénnen.

Um den translationshemmenden Einfluss dieser drei und auch weiterer interessanter
miRNAs auf die GILZ mRNA zu verifizieren, missten noch weitere Analysen im
Anschluss an die bisherigen Experimente erfolgen. Um den Funktionsverlust von
miRNAs durch komplementére Sequenzen, &hnlich wie bei den ceRNAs, gezielt in
einem Assay auszunutzen, kdénnte man entsprechende Antagomirs flr die
untersuchten miRNAs einsetzen. Scherr et al. nutzten eine Lentivirus-vermittelte
Antagomir-Expression und konnten dadurch unter anderem fir miR-18a und -19b
eine spezifische miRNA-vermittelte Reportergen-Expression unterdriicken (Scherr et
al., 2007).

Um die Hypothese der Translationshemmung von GILZ durch miR-320d, miR-34b*
und miR-222 zu untermauern, ware es zudem sinnvoll, eine miRNA-Uberexpression
in priméren Alveolarmakrophagen durchzuflhren, wobei die Transfektion primarer
Zellen meist problematisch ist (Hamm et al., 2002). Grundsatzlich sollte man sich

bewusst sein, dass auch zu hohe miRNA-Uberexpressionsraten Ergebnisse
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verfalschen kénnen, weil sie unspezifische Veranderungen in der Genexpression
hervorrufen kénnen (Jin et al., 2015).

Eine weitere Mdoglichkeit zur spezifischeren Analyse der miRNA-GILZ mRNA-
Bindung ware die Einflhrung gezielter Mutationen in der Binderegion der mRNA. Da
nach unserer Hypothese ein translationshemmender Effekt durch eine partiell-
komplementare Bindung der miRNA an die GILZ-3'UTR zustande kommt, kénnten
eine oder mehrere Punktmutationen an den komplementaren Basen die Bindung
soweit verringern, dass man die Translationshemmung der GILZ mRNA aufheben
kénnte. Weitere Mutationsstrategien waren eine Mutation der kompletten Target-
Sequenz oder ein Léschen der gesamten Seed-Sequenz (Jin et al., 2013).
AbschlieBend lasst sich sagen, dass miRNAs sehr weitreichende Regulationen
hervorrufen und deren Effekte selbst wiederum auch stark von den experimentellen
Gegebenheiten abhangen. Die hier getroffene und untersuchte Auswahl bezlglich
der Regulation der GILZ mRNA ist nicht exklusiv. Daher bleibt zu untersuchen,
welche weiteren miRNAs eine regulatorische Wirkung auf GILZ haben kdnnten und

inwieweit die bisherigen Ergebnisse verifiziert werden kénnen.
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Anhang zu Kapitel 4
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Regulation der miRNAs in AMs nach inflammatorischer Stimulation
Die folgenden Listen zeigen eine detaillierte Auflistung der in den Heatmaps

dargestellten miRNAs (in Kapitel 4 beschrieben). Die Reihenfolge der miRNAs

entspricht der Auflistung in den Heatmaps (Abb. 44).

A
LPS Pam Poly(l:C)
hsa-miR-106a* hsa-let-7f hsa-let-7a*
hsa-miR-10b* hsa-miR-1182 hsa-miR-1228
hsa-miR-122* hsa-miR-1193 hsa-miR-1260b
hsa-miR-1253 hsa-miR-1255b hsa-miR-1273d
hsa-miR-1279 hsa-miR-136* hsa-miR-150*
hsa-miR-1282 hsa-miR-1471 hsa-miR-182*
hsa-miR-1285 hsa-miR-18b* hsa-miR-1914*
hsa-miR-1301 hsa-miR-192* hsa-miR-219-1-3p
hsa-miR-133b hsa-miR-2114* hsa-miR-3156
hsa-miR-2053 hsa-miR-2115* hsa-miR-3193
hsa-miR-208a hsa-miR-2355-5p hsa-miR-3198
hsa-miR-3118 hsa-miR-3065-3p hsa-miR-3622a-5p
hsa-miR-3133 hsa-miR-3117 hsa-miR-3649
hsa-miR-3613-5p hsa-miR-3123 hsa-miR-3650
hsa-miR-3647-5p hsa-miR-3134 hsa-miR-378¢
hsa-miR-3680 hsa-miR-3136 hsa-miR-424*
hsa-miR-3688 hsa-miR-3145 hsa-miR-4261
hsa-miR-3908 hsa-miR-3195 hsa-miR-431
hsa-miR-3924 hsa-miR-3612 hsa-miR-4311
hsa-miR-3929 hsa-miR-3656 hsa-miR-4314
hsa-miR-491-3p hsa-miR-3663-3p hsa-miR-484
hsa-miR-545* hsa-miR-3668 hsa-miR-488*
hsa-miR-576-3p hsa-miR-3679-5p hsa-miR-517c¢
hsa-miR-587 hsa-miR-3690 hsa-miR-548a-5p
hsa-miR-601 hsa-miR-376a hsa-miR-589*
hsa-miR-624* hsa-miR-4259 hsa-miR-600
hsa-miR-664* hsa-miR-4327 hsa-miR-608

hsa-miR-452 hsa-miR-634

hsa-miR-514b-5p

hsa-miR-516a-3p

hsa-miR-518a-5p

hsa-miR-518e*

hsa-miR-548g

hsa-miR-551b*

hsa-miR-599

hsa-miR-621

hsa-miR-630

hsa-miR-633

hsa-miR-649

hsa-miR-663

hsa-miR-718

hsa-miR-762

hsa-miR-765
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B

LPS + Pam LPS + Poly(l:C) Pam + Poly(l:C)
hsa-miR-1278 hsa-miR-1305 hsa-miR-1283
hsa-miR-1297 hsa-miR-19b-2* hsa-miR-1321
hsa-miR-1298 hsa-miR-217 hsa-miR-153
hsa-miR-155 hsa-miR-342-5p hsa-miR-198
hsa-miR-155* hsa-miR-374a* hsa-miR-3116
hsa-miR-190 hsa-miR-4300 hsa-miR-3138
hsa-miR-19a* hsa-miR-466 hsa-miR-625
hsa-miR-221* hsa-miR-486-3p hsa-miR-3914
hsa-miR-222* hsa-miR-512-3p hsa-miR-520a-5p
hsa-miR-27a* hsa-miR-544 hsa-miR-3153
hsa-miR-29b-1* hsa-miR-874 hsa-miR-875-3p
hsa-miR-3201 hsa-miR-92b hsa-miR-606
hsa-miR-335 hsa-miR-3610
hsa-miR-3618 hsa-miR-526b
hsa-miR-3675-3p hsa-miR-3667-5p
hsa-miR-3687

hsa-miR-412

hsa-miR-4309

hsa-miR-483-5p

hsa-miR-518c

hsa-miR-519¢e*
hsa-miR-520c-3p
hsa-miR-559
hsa-miR-620

C

Alle Stimuli

hsa-miR-1
hsa-miR-1252
hsa-miR-1262
hsa-miR-1291
hsa-miR-1299
hsa-miR-2052
hsa-miR-23a*
hsa-miR-3121
hsa-miR-3135
hsa-miR-3611
hsa-miR-3654
hsa-miR-3666
hsa-miR-3686
hsa-miR-376¢
hsa-miR-3939
hsa-miR-3941
hsa-miR-4305
hsa-miR-4324
hsa-miR-4330
hsa-miR-513c
hsa-miR-642a
hsa-miR-711
hsa-miR-9*
hsa-miR-920
hsa-miR-938
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D

LPS Pam Poly(l:C)
hsa-miR-10a* hsa-miR-1260b hsa-miR-1200
hsa-miR-1266 hsa-miR-1274a hsa-miR-1225-5p
hsa-miR-127-5p hsa-miR-3191 hsa-miR-218-1*
hsa-miR-141 hsa-miR-34c-3p hsa-miR-297
hsa-miR-142-3p hsa-miR-3661 hsa-miR-3170
hsa-miR-21* hsa-miR-375 hsa-miR-331-5p
hsa-miR-2114 hsa-miR-3909 hsa-miR-3674
hsa-miR-218-2* hsa-miR-3910 hsa-miR-3919
hsa-miR-29b hsa-miR-4293 hsa-miR-4281
hsa-miR-3120 hsa-miR-647 hsa-miR-4302
hsa-miR-3169 hsa-miR-720 hsa-miR-452*
hsa-miR-3187 hsa-miR-612
hsa-miR-4292 hsa-miR-620
hsa-miR-4316

hsa-miR-615-5p

E

LPS + Pam

LPS + Poly(I:C)

Pam + Poly(l:C)

hsa-miR-3907
hsa-miR-3677
hsa-miR-187*
hsa-miR-1274b
hsa-miR-1231

hsa-miR-3155
hsa-miR-4251

F

Alle Stimuli

hsa-miR-3181
hsa-miR-4285

Abb. 44: Regulation der miRNAs in AMs nach inflammatorischer Stimulation.

hsa-miR-135b*
hsa-miR-922
hsa-miR-941

Kapitel 4

(A, D) Auflistung aller miRNAs, die nur bei einer Behandlung mehr als 1,3-fach (A) oder weniger als
0,7-fach (D) exprimiert waren. (B, E) Auflistung aller miRNAs, die bei zwei Behandlungen mehr als
1,3-fach (B) oder weniger als 0,7-fach (E) exprimiert waren. (C, F) Auflistung aller miRNAs, die bei

allen drei Behandlungen mehr als 1,3-fach (C) oder weniger als 0,7-fach (F) exprimiert waren.
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TLR2-regulierende miRNAs

Im Rahmen eines weiteren Projektes von Dr. Jessica Hoppstadter konnte gezeigt
werden, dass die TLR2-Expression nach einer LPS-Langzeitbehandlung in
Makrophagen heraufreguliert ist. Interessanterweise zeigten die Microarray Daten flr
miRNA- 19a, -19b und tendenziell auch fur -18a aus dem miR-17~92 Cluster eine
Herabregulation nach einer LPS-Langzeitbehandlung von 24 h in den untersuchten
Spendern (Abb. 45). Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die betrachteten
miRNAs in Makrophagen TLR2 regulierend wirken, so wie es zum Beispiel schon fur

rheumatoide, fibroblasten-ahnliche Synoviozyten gezeigt werden konnte (Philippe et

al., 2012).
Donor
#1 #2 #3 fold change

hsa-miR-17 0.06500
hsa-miR-18a 0.3140
hsa-miR-19a 0.5630
hsa-miR-19b ="
hsa-miR-20a I o
hsa-miR-92a a0

Abb. 45: Anderung der miRNA-Expression nach LPS-Langzeitbehandlung.

Dargestellt sind die Expressionsédnderungen der miRNAs des miR-17~92 Clusters nach einer 24-
stiindigen LPS-Behandlung (100 ng/ml) aus AM-Proben von drei verschiedenen Spendern. Die Daten
wurden erhalten mittel eines Microarray (Wie in Kapitel 4 beschrieben). Die Abbildung wurde erstellt
von Dr. Jessica Hoppstéadter.
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Zur ndheren Untersuchung diesbezlglich wurden die miRNA-Spiegel von miR-18a,

-19a und -19b in 24 h LPS-behandelten AMs auch mittels Realtime RT-PCR
untersucht. Tats&chlich waren alle drei miRNAs in den behandelten Proben
tendenziell herabreguliert, auch wenn nur fir miR-19a ein statistisch signifikantes
Ergebnis erhalten wurde (Abb. 46). Zu erwdhnen ist jedoch auch, dass die Gesamt-

miRNA-Spiegel in allen Proben sehr gering ausfielen.
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Abb. 46: miRNA-Spiegel nach Langzeit LPS-Behandlung.

AMs wurden mit LPS (100 ng/ml) fir 24 h behandelt (LPS 24 h) oder blieben unbehandelt (Co). Die
miRNAs miR-18a (A), miR-19a (B) und miR-19b (C) wurden isoliert und deren Spiegel mittels
Realtime RT-PCR gemessen. Die miRNA-Rohdaten wurden auf RNU6B-Rohdaten bezogen und Co
wurde als 100% gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus drei verschiedenen Spendern einmal im
Duplikat, einmal im Triplikat und einmal im Quadruplikat mit ** p < 0,01, berechnet mit Bonferrroni Test
im Fall von normalverteilten Daten oder Mann Whitney im Fall von nicht normalverteilten Daten.
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Materialien

Das Kulturmedium RPMI und weitere Zuséatze wie Penicillin, Streptomycin und
Glutamin wurden von der Firma PAA verwendet (Pasching, Osterreich). DMEM high
glucose Medium wurde von Sigma-Aldrich und das zugesetzte fétale Kélberserum
(FCS) wurde von PAA oder von Sigma bezogen. Bei PamsCSK4, LPS und PIC,
welche zur Stimulation von Toll-like Rezeptoren eingesetzt wurden, handelte es sich
um Reagenzien von Invivogen (San Diego, CA, USA). Die verwendete Thiophosphat-
modifizierte immunstimulatorische Sequenz ISS 1018 (5"
TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3Y), alle RT-gPCR Primer, Oligonukleotide und
Sonden wurden bei Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bestellt. 5x
HOT FIREPol ® EvaGreen ® gPCR Mix Plus wurde von Solis BioDyne (Tartu,
Estland) bezogen. Tag-Polymerase (5 U/ul), 10x Tag-Puffer und der dNTP Mix waren
von der Firma Genscript (Piscataway, NJ, USA). Qiazol, RNeasy mini Kits und
miRNeasy mini Kits waren von Qiagen (Hilden, Deutschland). siGILZ (M-021438-01-
0010), siZFP36 (siTTP; L-010789-01-0005) und siControl (D-001810-01-05) waren
von Dharmacon (Nidderau, Deutschland). Alle weiteren verwendeten Chemikalien
wurden entweder von Sigma-Aldrich, Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Merck

(Darmstadt, Deutschland) bezogen.
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Zellkultur

THP-1 Zellen

Verwendet wurde die THP-1 Zelllinie mit humanen, in Suspension wachsenden,
Monozyten-ahnlichen Zellen, die entweder undifferenziert blieben oder mit Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat (PMA; 100 nMol) far 2 Tage ausdifferenziert wurden, wie

bereits beschrieben (Kiemer et al., 2009).

U937 Zellen

Die Monozyten-ahnlichen, in Suspension wachsenden Zellen der U937 Zelllinie
wurden in RPMI1640 mit 10% FCS, 100 Units/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin und 2 mM Glutamin kultiviert. Zur Ausdifferenzierung wurde auch hier

PMA verwendet.

Alveolarmakrophagen
Humane Alveolarmakrophagen wurden isoliert wie bereits in Hoppstadter et al., 2010

beschrieben.

In vitro differenzierte Makrophagen (M®s)

Humane Monozyten wurden von gesunden, erwachsenen Blutspendern
(Blutspendezentrale  Saarbriicken, Deutschland; siehe auch Ethik-Antrag
"Untersuchung molekularer Mechanismen der Aktivierung humaner Makrophagen"
Kenn-Nr. 130/08) entweder wie in Kiemer et al., 2009 beschrieben oder mittels
Miltenyi Beads isoliert (Dembek et al., 2017). Zur Ausdifferenzierung in Makrophagen

wurde entweder M-CSF oder GM-CSF (20 ng/ml) (siehe Legende des jeweiligen
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Versuchs) in RPMI1640 mit 10% FCS, 100 Units/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin und 2 mM Glutamin verwendet. Die Zellen wurden auf diese Weise fir
6 bis 8 Tage kultiviert, anschlieBend mit Accutase abgel6st und mit der gewiinschten

Zellzahl ausgeséat. Die Behandlung der Zellen erfolgte einen Tag nach der Aussaat.

HEK 293T

Die adharent wachsenden HEK 293T Zellen wurden in high glucose DMEM Medium
mit den Zusatzen von 10% FCS, 100 units/ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycin
und 4 mM Glutamin kultiviert. Im Vergleich zu den HEK 293 Zellen exprimiert diese
Zelllinie das groBe SV40 T-Antigen, wodurch die DNA-Replikation von Plasmiden mit
dem SV40 Promotor und origin of replication erméglicht wird (Wu et al., 2004). Far
die jeweilige Behandlung wurden die Zellen mit der gewlnschten Zellzahl ausgesat

und am darauffolgenden Tag behandelt.

Human umbilical vein endothelial cells

Die Praparation, Kultivierung und Charakterisierung der human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) wurde durchgefliihrt wie bereits beschrieben (Diesel et al.,
2012; Weber et al., 2003). HUVEC wurden fir alle Experimente in Passage drei oder

vier genutzt und in 6-Well Platten ausgesat.
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Plasmid-Generierung

precursor-miRNA-Vektoren

Zur Generierung eines miRNA-Uberexpressionsvektors wurde zunachst die Lage der
entsprechenden precursor-miRNAs im Genom mit Hilfe der miRBase Datenbank
ermittelt. Fir miRNA-920 ware dies zum Beispiel auf Chromosom 12:24212421-
24212495 [+] auf dem Plusstrang. Die miRNA-Stem-Loop-Sequenz wurde inklusive
der Sequenzen 200 Basenpaare (bp) up- und downstream amplifiziert. Falls die pre-
miRNA auf dem negativen Strang lag, wurde das gleiche fiir die entsprechend
revers-komplementare Sequenz durchgefihrt.

Da als Leervektor der pSG5-Vektor verwendet wurde (Abb. 47; zur Verfligung
gestellt von Prof. F. Grasser; Homburg/Saar), wurden die Restriktionsenzyme EcoRl

und BamHI zum Schneiden verwendet.

P SV40/5V40 ori
il oriy_ Ly

L |:H?|1:.|-5|-:u|::||1 intron

Abb. 47: pSG5-Vektor-Karte (Agilent Genomics; #216201).
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Fir das Design der PCR-Primer wurde sichergestellt, dass sich in der precursor-
miRNA-Sequenz mit angehdngten Basenpaaren keine EcoRl oder BamHI
Schnittsequenz befindet. War dies der Fall, so wurde fir den forward-Primer die
Sequenz der ersten 21 Basen genommen und ein Startcodon ATG an das 5'-Ende
angehéangt. Davor wurde die EcoRI-Schnittstellensequenz GAATTC gesetzt und
davor wiederum die Basen GC angehangt. Zur Generierung des revers-Primers
wurde die revers-komplementare Sequenz zu den letzten 21 Basen erzeugt und die
BamHI-Schnittstellensequenz GGATCC an das 5-Ende gesetzt. Auch hier wurden
zuletzt wieder die Basen GA an das 5-Ende zugefligt. Mit Hilfe der MOPS-Check
Funktion der Eurofins Genomics Website wurde die Qualitat der Primer hinsichtlich
ihrer Bindungsaffinititen und Annealingtemperaturen getestet. War diese
zufriedenstellend, so wurde mit den designten Primern eine PCR aus humaner
genomischer DNA aus THP-Zellen durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde in einem
1,5%igen Agarose Gel aufgetrennt, mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
aufgereinigt und mit Hilfe des pGEM®-T Easy Ligation Kits nach den Angaben des
Herstellers in den pGEM-TEasy-Vektor hinein kloniert. Der kompetente
Bakterienstamm E. coli GT116 (Invivogen, San Diego, CA, USA) wurde mit dem neu
klonierten Vektor transformiert. Diese Bakterien wurden ausplattiert und tGber Nacht
inkubiert. Die Plasmidisolation aus den entsprechenden Bakterienklonen erfolgte
unter Nutzung des QIAprep Spin Mini-prep oder des Roche High Pure Plasmid
Isolation Kits nach den Angaben des Herstellers. Zur Uberpriifung, ob die
entsprechende miRNA-precursor-Sequenz in den Plasmiden enthalten war, wurde
der MWG Sequenzierservice genutzt. Wenn die precursor-Sequenz entweder in
normaler oder in revers-komplementarer Richtung ohne Mutation vorhanden war,
wurde sowohl der pSG5-, als auch der Insert-enthaltende pGEMTeasy-Vektor mit

EcoRI und BamHI doppel-verdaut. Die einzelnen Segmente wurden wieder in einem
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Gel aufgetrennt, aufgereinigt und das pre-miRNA-Insert in den pSG5-Vektor ligiert.

Mit diesem miRNA-Vektor wurde ebenso verfahren wie mit dem pGEMTeasy-Vektor
bis zum Schritt der Sequenzierung.

HuR-Vektor

v
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Abb. 48: HuR-Vektor-Karte (pZeoSV2(-) Leervektor von Thermo Fisher Scientific).

Der pZeoSV2-Vektor mit und ohne HuR-Insert wurde uns freundlicherweise von Prof.

Dr. H. Kleinert (Institut fir Pharmakologie, Johannes-Gutenberg-Universitat, Mainz)
zur Verfigung gestellt (Abb. 48).
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ZFP36-Vektor

Der ZFP36-Vektor (pZeo-hTTP-sense) und der entsprechende Kontrollvektor (pZeo-

hTP-antisense) wurde uns ebenfalls von Prof. Dr. H. Kleinert zur Verfligung gestellt.

Renilla-Luciferase-Vektor
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Abb. 49: pRL-TK-Renilla-Luciferase-Vektor-Karte (Promega).

FUr den Luciferase-Reportergen-Assay wurde der pRL-TK-Vektor von Prof. Brine
(Frankfurt) (Kuhn et al., 2011) zur Verflgung gestellt (Abb. 49). Der Vektor diente

zum Erhalt von Lumineszenzdaten zur Normalisierung der erhaltenen Firefly-Renilla-

Daten.
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Firefly-Luciferase-Vektor

SV40 polyA - Hindlll {483)
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Figure 1. pMIR-REPORT Luciferase
CMV Promoter: 2210-2813 Purormycin: 5447-6046
Firefly luciferase: b40-2210 SVAQ pA signal: 5153-5188
MCS: 467-639 Ampicillin: 4083-4943
SVAD Poly(A): 404467 ColE1 Ongin: 3138-4024

SVAD Promoter: 61396438

Abb. 50: pMIR-REPORT-Firefly-Luciferase-Vektor-Karte (Applied Biosystems).

Der pMIR-REPORT-Luciferase-Vektor wurde mit und ohne humanem GILZ-3'UTR

21-1181-Insert genutzt (Abb. 50) (Eifler, 2009).
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Bakterienkultur

Bakterientransformation

50 bis 150 ng der entsprechenden Plasmid-DNA wurden in 100 ul der E. coli GT116
Bakteriensuspension pipettiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem 2 min(tigen
Hitzeschock bei 42°C und anschlieBender Inkubation auf Eis fir 2 min wurden 900 pl
Luria Bertani (LB-) Medium ohne Ampicillin-Zusatz zugegeben. Die Suspension
wurde 45 min bis 2 h bei 37°C unter Schiitteln bei 200 rpm inkubiert. AnschlieBend
wurden 100 pl der Suspension auf LBamp-Agarplatten ausplatiert und bei 37°C Uber

Nacht inkubiert.

Plasmidisolation und Konzentrationsbestimmung

Die Isolation der Plasmide aus den Ubernachtkulturen wurde mit Hilfe des QIA prep
Spin Mini-prep oder Roche High Pure Plasmid Isolation Kits nach den Angaben des
Herstellers durchgeflihrt. Die Plasmidkonzentration wurde mit dem NanoDrop Lite

Spectrophotometer (Thermo Scientific) gemessen.
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Zell-Transfektion

Transfektion der HUVEC Zellen

HUVEC wurden ausgesat und kultiviert, bis sie 80% Konfluenz erreicht hatten, und
dann mit siRNA (1 pM) oder dem TTP-Uberexpressionsvektor (50 pg/ml) unter
Benutzung der Amaxa ® Nucleofector ® Technologie nach Angaben des Herstellers
transfiziert. Die Experimente wurden nach einer Inkubationszeit von 20 h oder 24 h

durchgefihrt (Hahn et al., 2014).

Transfektion der HEK293T Zellen -Luciferase Reportergen Assay-

Bei den am Tag zuvor in einer 96-well-Platte ausgesaten HEK293T Zellen (20.000
Zellen / Well) wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und danach frisches Medium
langsam auf den empfindlichen Zellrasen pipettiert. Die Transfektion erfolgte nach
den Angaben des Qiagen PolyFect-Protokolls, herunterskaliert mit dem Faktor
28,235 von einer 6-well-Plattengr6Be auf eine 96-well-PlattengréBe. Jeder
Transfektionsansatz enthielt 3 verschiedene Vektoren (Renilla-Luciferase-Vektor,
Firefly-Luciferase-Vektor £ GILZ-3'UTR und ein weiterer Vektor, z.B. miRNA-Vektor,
Leervektor, HuR-Vektor, je nach Versuch) im Verhéltnis 1/6 zu 1/6 zu 4/6. Nach der
Transfektion wurden die Zellen fir 24 h (falls in der Legende nicht anders
angegeben) kultiviert. Nach der entsprechenden Transfektionsdauer wurde das
Medium wieder vorsichtig abgesaugt und die Zellen in 5x Lysepuffer (Promega) (1:5
mit H20 bidest. verdinnt) lysiert. Die Platte wurde bei -80°C bis zur

Lumineszenzmessung eingefroren.
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Messung der Lumineszens

Far die Lumineszenzmessung im GloMax Discover (Promega) wurden sowohl flr die
Firefly-, als auch fir die Renilla-Lumineszenzmessung jeweils 5 ul pro Well des auf
Eis aufgetauten Lysats in eine weiBBe 96-Well-Platte (Nunc) pipettiert. Im Gerét selbst
wurde wahrend der Messung 50 pl Firefly- (Tab. 4) oder 50 ul Renilla-Puffer (Tab. 3)
Uber eine Pumpe zugesetzt und dann direkt die entsprechende Lumineszenz

gemessen.

Tab. 3: Ansatz fiir den Renilla-Luciferase-Puffer.

NaCl 0,1 M
Tris HCI pH 7,5 25 mM
CaCl (+ 2 H20) 1 mM

50 pg Coelenterazin (Biotium, 10110) wurden in 1,3 ml Methanol gelést und zu 100
ul Aliquots bei -80°C gelagert. Erst kurz vor Gebrauch des Puffers wurden pro 10 ml

Puffer 100 pl geléstes Coelenterazin zugesetzt.
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Tab. 4: Ansatz fir den Firefly-Luciferase-Puffer.

Materialien und Methoden

Tricin 20 mM
MgCOs Mg (OH)2 x5H20 1,07 mM
MgSO4x7H20 2,67 mM
EDTA 100 uM

DTT 33,3 mM
ATP 530 uM
Coenzym A 0,213 mg / ml
D-Luciferin 470 uM

Der pH wurde auf 7,8 eingestellt und der fertige Puffer in lichtgeschltzte Falcons

aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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Zellbehandlung

Silica Nanopartikel

Falls nicht anders angegeben, wurden die im Versuch verwendeten SiNP (S6; mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von 96,0 += 33,5 nm in Wasser
beziehungsweise 198,4 + 68,7 nm in Medium) in Zellkulturmedium mit Zusatz von
10% fotalem Kalberserum (FCS) suspendiert und fiir 10 min in einem Ultraschall-
Wasserbad behandelt. Die Inkubationszeiten und Konzentrationen sind in den
Legenden der entsprechenden Diagramme angegeben. Sofern in den Legenden

nicht anders angegeben, erfolgten zwei kombinierte Behandlungen simultan.

ISS 1018, BCG DNA und Cytochalasin D

Die Behandlungen mit den CpG-Sequenz-enthaltenden Oligonukleotiden ISS 1018,
mit BCG DNA isoliert aus dem Mycobacterium bovis (mit einem hydrodynamischen
Durchmesser in PBS von 268 + 104 nm) und mit dem Aktin-Polymerisationsinhibitor
Cytochalasin D wurden durchgefiihrt zu den Zeitrdumen und Konzentrationen, wie

sie in der Legende angegeben sind (Diesel et al., 2013).

TLR-Aktivatoren LPS, Pam3CSKs und PIC

Die TLR-Aktivatoren LPS, PamsCSKs und PIC wurden nach Herstellerangaben in
H20 geldést und bei -20°C gelagert. Die verwendeten Konzentrationen und
Behandlungszeitrdume in den verschiedenen Experimenten finden sich in der

Legende wieder.
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Aurintricarboxylic acid

Aurintricarboxylic acid (ATA) ist ein potenter Inhibitor von Protein-Nukleinsaure-
Interaktionen. Der zugrunde liegende Mechanismus beruht wahrscheinlich auf einer
Konkurrenz um die Bindestelle am Protein zwischen der Nukleinsdure und dem
polymeren ATA (Gonzalez et al., 1980). AuBerdem ist bekannt, dass ATA die
Bindung von miRNAs an AGO2 inhibiert (Tan et al., 2012). ATA wurde zu 7 mg/ml in

H20 geldst und in der angegebenen Konzentration verwendet.

Curcumin
Curcumin wurde zu 25 mg/ml in DMSO gelést und lichtgeschitzt bei -20°C bis zur
Verwendung gelagert. Der Naturstoff wurde, sofern nicht anders angegeben, in einer

Konzentration von 6,25 puM in den Experimenten verwendet.

Actinomycin D und Cycloheximid

Actinomycin D (Act D) wirkt als Transkriptionsinhibitor durch Interkalation in die DNA
und einer dadurch vermittelten Hemmung der DNA-abhangigen RNA-Polymerase
(Perry and Kelley, 1970). Act D wurde zu 2 mg/ml in DMSO geldst, lichtgeschitzt
gelagert und falls nicht anders angegeben in einer Konzentration von 5 pg/ml in den
jeweiligen Experimenten verwendet.

Cycloheximid (CHX) wurde zur Hemmung der Translation eingesetzt. Die
verwendungsfertige Lésung mit 100 mg/ml in DMSO wurde bei 4°C gelagert und in

einer Konzentration von 5 pg/ml in den Experimenten angewendet.
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TNF-a und SB203580

SB203580 (SB) agiert als p38 MAPK Inhibitor. Der Stoff wurde zu 2 mg/ml in DMSO
gelbst, bei -20 °C gelagert und, falls nicht anders angegeben, in einer Konzentration
von 10 uM verwendet. SB wurde als 30-mindtige Vorbehandlung zu einer Stimulation
mit TNF-a eingesetzt. Die TNF-a-Behandlung erfolgte fir den in den
Diagrammunterschriften angegebenen Zeitraum mit einer Konzentration von 10

ng/ml.

Quercetin, Hexadecylpyridiniumchlorid und Mitoxantron
Quercetin wurde zu 0,5 mg/ml in Ethanol, Hexadecylpyridiniumchlorid zu 1,0 mg/ml
in H20 und Mitoxantron zu 2,0 mg/ml in DMSO gelést. Die gelésten Substanzen

wurden in den in der Legende angegebenen Konzentrationen verwendet.
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RNA-Isolierung und Reverse Transkription

RNA Isolierung

Die Extraktion der gesamten RNA erfolgte entweder unter Nutzung von Qiazol
(Qiagen), dem RNeasy mini Kit (Qiagen) oder, wenn miRNAs untersucht werden
sollten, unter Verwendung des miRNeasy Kits (Qiagen) unter Beachtung der jeweils
vom Hersteller angegebenen Vorschriften. Danach erfolgte der Verdau der
verbleibenden DNA mit dem DNA-free Kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany) oder dem RNase-free DNase Set zur Verwendung auf der Séaule, falls die

RNA mit Kits isoliert wurde.

Messung der RNA Konzentration

Die Messung der RNA Konzentration erfolgte photometrisch bei 260 nm entweder
unter Nutzung eines BioMate UV-Vis Spektrometers (ThermoElectron, Oberhausen,
Deutschland) oder mit Hilfe eines NanoDrop LITE Spectrophotometers (Thermo

Scientific, Waltham, Massachusetts).

Alu PCR
Um den Verdau der DNA in den RNA-Proben zu bestéatigen, wurde eine PCR auf Alu
Elemente, die sehr haufig im humanen Genom zu finden sind, durchgefiihrt. Dazu

wurde folgender Primer verwendet: 5-TCATGTCGACGCGAGACTCCATCTCAAA-3'.
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Tab. 5: Reaktionsansatz fiir eine Alu PCR.

Tag-Polymerase 25U
dNTPs 800 uM

10 x Taqg-Puffer 2,5 pl

MgClz (50 mM) 5mM
Primer (50 uM) 100 nM
Template 100 ng RNA
H20 Ad 25 ul

Materialien und Methoden

5 ng THP-1 DNA wurde als Positivkontrolle verwendet. Durchgefiihrt wurde die PCR

in einem T100 Thermal Cycler (Biorad) unter den folgenden Bedingungen:

Denaturierung

Denaturierung

Annealing

Elongation

Finale Elongation

5 min 94°C

1 min 94°C I

1 min 56°C

1 min 72°C

10 min 72°C

30 Zyklen

Die PCR-Produkte wurden mit der Agarose Gelelektrophorese detektiert. Die RNA

war DNA-frei, wenn keine Produkte sichtbar waren.
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Reverse Transkription

Im Anschluss erfolgte die reverse Transkription von 250 bis 1.000 ng RNA mit Hilfe
des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) und RNase OUT (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers. Die so
erhaltene cDNA in einem Volumen von 20 pl wurde auf insgesamt 100 pl mit TE-
Puffer verdinnt. In dem Fall, dass miRNA umgeschrieben werden sollte, wurde das
miScript I RT Kit (Qiagen) verwendet unter Nutzung des HighSpec Buffers in einem
Gesamtvolumen von 20 ul nach Angaben des Herstellers. Die erhaltene cDNA wurde

mit Wasser auf 200 ul aufgefullt.
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Real-time RT-PCR

Primer- und Sonden-Sequenzen

Materialien und Methoden

Tab. 6: Primersequenzen, Primervolumen und Annealingtemperatur fir Real-time RT-PCR.

mRNA Primer forward 5°> 3 Primervolumen aus | Annealing-
10 uM Stock [pul] temperatur [°C]

Primer revers 3’ > 5’

ACTB TGC GTG ACA TTA AGG AGA AG 0,4 60
GTC AGG CAG CTC GTAGCT CT

ACTB fiir IP | CCC CGC GAG CAC AGA G 0,6 61
TAT CAT CAT CCATGG TGA GCT GG

Ppia GGC CGATGACGAGCCC 0,25 60
TGT CTT TGG AACTTT GTC TGC

TNF CTC CAC CCATGT GCT CCT CA 0,4 60
CTC TGG CAG GGG CTC TTG AT

CXcL10 GAG CCT ACA GCA GAG GAA CC 0,25 60
AAG GCA GCA AAT CAG AAT CG

IL10 CAA CAG AAG CTT CCATTC CA 0,25 60
AGC AGT TAG GAA GCC CCA AG

GILZz CAT GTG GTT TCC GTT AAG CTG G 0,4 60
AGG ATC TCC ACC TCC TCT CTC

GILZ fir IP GTT AAG CTG GAC AACAGT GCC T 0,4 63
TTC TCC ACC AGC TCT CGG AT

Gilz GGG ATGTGGTTT CCGTTAAACTGGA |04 61
TGC TCAATCTTGTTG TCT AGG GCC A

ZFP36 TCG CCA CCC CAA ATA CAA 0,5 60
TTC GCT AGG GTT GTG GAT

ELAVLA GGT GAC ATC GGG AGA ACG AA 0,5 58

CCAAGC TGT GTCCTGCTACT
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Firefly TCG ATT CCA ATT CAG CGG GG 0,5 59

Luciferase ACT GGG ACG AAG ACG AAC AC

Renilla GAT AAC TGG TCC GCA GTG GT 0,4 59

Luciferase GAA GAG GCC GCG TTACCAT

GAPDH fur | TTC GAC AGT CAG CCG CAT CT 0,4 63

IP GCC CAATAC GAC CAAATCCGTT

CCNB1 fur IP | ATG GTG AAT GGA CAC CAACTC T 0,5 60
CAT TCT TAG CCA GGT GCT GC

TLR2 GGAGTTCTC CCAGTGTTT GGT 0,3 65
GCA GTG AAA GAG CAATGG GC

ICAM GAA GTG GCC CTC CAT AGA CA 0,25 58
TCA AGG GTT GGG GTC AGT AG

VCAM CGA GAC CAC CCC AGAATCTA 0,25 58
CTG TGG TGC TGC AAG TCA AT

SELE AGC CCA GAG CCT TCAGTG TA 0,25 58
CCC TGC ATG TCACAG CTT TA
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Tab. 7: Sondensequenzen und Konzentrationsangaben fir Sonde, dNTPs und MgCl2 fir Real-time

RT-PCR.

Sonde dNTPs MgCl2
mRNA Sonde, 5° FAM > 3’ BHQ1

[pmol] [uM] [mM]
ICAM AAC ACA AAG GCC CAC ACTTC 2,5 200 3
VCAM GCT CAG ATT GGT GAC TCC GT 2,5 200 4
SELE CAT CTG GGA ATT GGG ACA AC 1,5 200 4
CXCL10 TCC AGT CTC AGC ACC ATG AAT CAA A 1,5 200 4
IL10 AGC CTGACCACGCTTTCTAGCTGTTGAG | 2,5 200 4
Ppia TGG GCC GCG TCT CCT TCG A 1,5 125 3

Standard Verdiinnungsreihen

Bei jedem Real-time RT-PCR Lauf wurden entweder in pGEM-T Easy klonierte PCR-
Produkte als Standards von 200 bis 0,0002 Attomol pro Ansatz oder eine aus cDNA
hergestellte Verdinnungsreihe von 100% bis 0,16% in 1:5 Verdlnnungsschritten auf
der Platte mitgefiihrt, um eine Standardkurve zur Uberpriifung der Effizienz zu
erhalten und die Target mMRNA in den Proben zu quantifizieren.

Die benétigte Menge an Plasmid wurde mit der folgenden Formel berechnet:

c (Target-DNA) [umol/ml] = ¢ (Plasmid-DNA) [ug/ml] / MW * L

mit MW = Molekulargewicht der DNA (ungeféahr 660 g/mol) und L = Lange des

Plasmids plus Insert in Basenpaaren (bp).
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Real-time RT-PCR Temperaturprofil mit EvaGreen

Denaturierung 95°C, 15 min
Denaturierung 95°C, 20 sec
Annealing 55°C - 65°C, 20 sec
Elongation 72 °C, 20 sec

finale Elongation 95°C, 10 sec

Realt-ime RT-PCR Reaktionsansatz mit EvaGreen

Ein Reaktionsansatz fiir eine Probe enthielt folgende Bestandteile:

EvaGreen 4,0 ul

Primer forward siehe Tabelle
Primer revers siehe Tabelle
H20 ad 16 pl
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Real-time RT-PCR Temperaturprofil mit Sonde

Denaturierung 95°C, 8 min
Denaturierung 95°C, 15 sec
Annealing 55°C - 65°C, 15 sec
Elongation 72 °C, 15 sec

finale Elongation 25°C, 30 sec

Real-time RT-PCR mit Sonden

Ein Reaktionsansatz fiir eine Probe enthielt folgende Bestandteile:

Tag-Polymerase 25U

10 x Tag-Puffer 2,5 ul

dNTPs siehe Tabelle
Primer forward 500 nM
Primer revers 500 nM
Sonde siehe Tabelle
MgCl2 siehe Tabelle
Template 5 pl

H20 ad 25 pl
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HuR-Immunoprazipitation mit magnetischen Beads

Praparation der Beads

Die SureBeads Magnetic Beads (BioRad) wurden in dem Puffer, in dem sie geliefert
wurden, resuspendiert und 100 pl davon in ein 1,5 ml EppendorfgefaB gegeben. Die
GefaBe wurden in den daflr vorgesehenen magnetischen Halter (BioRad) gestellt,
die Beads magnetisiert und der Uberstand entfernt. Die Beads wurden mit 1 ml
PBST, hergestellt mit DEPC-H20 und 0,1% Tween 20 und angereichert mit
Proteinase-Inhibitor und RNaseOUT (Tab. 8), gewaschen, d.h. durch Vortexen
resuspendiert, anschlieBend mit Hilfe einer Tischzentrifuge zentrifugiert, wieder
magnetisiert und der Uberstand verworfen. Dieser Vorgang wurde drei Mal

wiederholt.

Tab. 8: Ansatz fiir 7 ml PBST zur Immunoprazipitation.

PBST 5,95 ml

Protease-Inhibitor (Complete ® Roche) | 1,05 ml

(1 Tablette geldst in 1 ml DEPC H20)

RNaseOUT™ Ribonuclease  Inhibitor | 17,5 pl

(40 U/pl; Invitrogen)

Nach dem Waschen wurden 5 ug der entsprechenden Antikérperlésungen (Tab. 9
und 10) mit einem Gesamtvolumen von 200 pl zu den Beads gegeben und diese

darin wieder resuspendiert.
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Tab. 9: Ansatz fiir 200 pl einer Antikérperlésung Anti-HuR.

Anti-HUuR Antikérper (Santa Cruz; 3A2 | 25 pul

sc-5261; 200 pg/ml)

NaCl Lésung 150 nM in DEPC-H20 175 pl

Tab. 10: Ansatz fir 200 pl einer Antikérperlésung Anti-IgG.

Anti-lgG (Sigma; 15381 IgG from mouse | 5 pl

serum; 1 pg/ul)

NaCl Lésung 150 nM in DEPC-H20 195 ul

In diesen Antikérperlésungen wurden die magnetischen Beads 10 min bei
Raumtemperatur unter Rotation (CMK 3100; Labortechnik Frébel GmbH; Stufe 1)
inkubiert. Danach wurden die Beads wieder durch Magnetisierung von der

Antikdrperlésung befreit und wie beschrieben drei Mal mit PBST gewaschen.

Lyse der Zellen

Fir die HuR-Immunoprazipitation wurden U937 Suspensionszellen verwendet. Flr
vier Proben wurden insgesamt 45 Millionen Zellen in Medium in einer Kihlzentrifuge
bei 4°C und 500 x g fir 5 min zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit 1 ml
eiskaltem PBS (hergestellt mit DEPC-H20) gewaschen. Die Suspension wurde kurz
gevortext und dann wieder bei 4°C und 500 x g fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann in 2 ml RIPA-Puffer (Tab. 11) resuspendiert und bei 4°C und 16.000 x g
flir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend verworfen. Der Uberstand

wurde weiterverwendet.
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Tab. 11: Ansatz fir den RIPA-Puffer in DEPC-H20.

Tris-HCI pH 7,5 50 mM
Nonidet P-40 1%
Natriumdesoxycholat 0,5%
SDS 0,05%
EDTA 1 mM
NaCl 150 mM

Fir den verwendungsfertigen Puffer wurden zu 2,55 ml RIPA-Puffer noch 450 pl
Protease-Inhibitor (Complete ® Roche; 1 Tablette gelést in 1 ml DEPC H20) und 7,5

ul RNaseOUT™ Ribonuclease Inhibitor (40 U/pl; Invitrogen) hinzugefiigt.

Immunoprazipitation

In jedes EppendorfgefaB mit den zuvor vorbereiteten Beads wurden 500 pl des
Zelliberstandes zupipettiert und dann 1 h bei Raumtemperatur unter Rotation
inkubiert (Stufe 1). Im Anschluss wurden die Beads wieder magnetisiert und der
Uberstand verworfen. Es folgte wieder der dreifache Waschschritt mit PBST. Vor der
letzten Magnetisierung der Beads wurde die Suspension in ein frisches
EppendorfgefaB lberfihrt. Dann wurde wieder magnetisiert, der Uberstand
verworfen, kurz zentrifugiert, wieder magnetisiert und der restliche Puffer im GefaB3

entfernt.
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Elution der Proteine von den Beads

Zu den Beads wurden 40 pl 1x Laemmli Puffer (Tab. 12) zugegeben und die
Suspension fur 10 min bei 70 °C im Heizblock inkubiert. Zur endgiltigen Entfernung
der magnetischen Beads wurde jede Probe nochmals magnetisiert und der Puffer mit

den eluierten Proteinen in ein frisches Eppendorfgefa3 Gberfihrt.

Tab. 12: Ansatz flir den Laemmli Puffer.

B-Mercaptoethanol 0,1%
Bromphenolblau 0,0005%
Glycerol 10%
SDS 2%
Tris-Hcl 63 mM
H20 ad 100%

Alternativ: Elution der mRNA von den Beads

Die magnetischen Beads wurden in 0,5 ml Qiazol resuspendiert und fiir mindestens 1
h bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen auf Eis wurden die Proben mit 0,1 ml
Chloroform versetzt, fiir 10 sek gevortext und anschlieBend bei 4°C und 16.000 x g
fir 10 min zentrifugiert. In vorbereiteten EppendorfgefaBen mit jeweils 600 pl
Isopropanol, 60 ul Ammoniumacetat (Sigma Aldrich, 09691, 5 M) und 6 pl linearem
Acrylamid (Ambion, 5 mg/ml) wurde die obere wéassrige Phase der Proben
hineinpipettiert. Diese Mischung wurde wieder gevortext und die RNA wurde Uber
Nacht bei -80°C prazipitiert.

Am nachsten Tag wurden die Proben wieder auf Eis aufgetaut und bei 4°C und

16.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
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mit  70%igem eiskaltem Ethanol gewaschen. Darauf folgte wieder ein
Zentrifugationsschritt bei 4°C und 16.000 x g far 10 min. Im Anschluss wurde der
Uberstand ganz vorsichtig abgesaugt und das Pellet bei 55°C im Heizblock
getrocknet. Nach der Trocknung erfolgte die Wiederaufnahme in 20 ul DEPC-H20 far
10 min bei 55°C unter gelegentlichem Schnippen. Die geléste Probe konnte nun bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren werden. Aufgrund der geringen
Konzentrationen an RNA konnte keine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt
werden. Die reverse Transkription wurde mit 10 pul RNA von jeder Probe
durchgefihrt. FOr die Messung der cDNA in der Real-time RT-PCR wurden die
Proben 1:1 mit TE-Puffer verdinnt. Da die hier verwendeten Primer nicht an

genomische DNA binden konnten, entfiel die Notwendigkeit eines DNase-Verdaus.
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Northern Blot

Die Methode wurde von Frau Menegatti im Institut flr Virologie in der Arbeitsgruppe
von Prof. Grasser am Universitatsklinikum des Saarlandes durchgefuhrt (Hart et al.,
2016). Die RNA-Proben (mindestens 20 pg in héchstens 30 pl Volumen) aus
behandelten M®s wurden mit RNA-Ladepuffer im Verhaltnis 1:1 versetzt und in die
Taschen eines 12%igen Harnstoff-Polyacrylamidgels pipettiert. Die Auftrennung der
RNA erfolgte fir 2,5 bis 3 h bei 20 W. Danach wurde das Gel zur Ladekontrolle in
einem Ethidiumbromidbad gefarbt (100 ml 1xTBE-Puffer mit 10 pl EtBr [10 pg/ml])
und anschlieBend die RNA auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) fir 30
bis 45 min bei 15 V geblottet. Das darauffolgende chemische Crosslinken erfolgte fir
1 h bei 55°C. Die Nylonmembran wurde in einem Hybridisierungspuffer mit einer
passend zur untersuchenden miRNA hergestellten RNA-Sonde und radioaktivem
UTP3*2 (ber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran
gewaschen und auf einem Phosphorscreen tber Nacht exponiert. Am dritten Tag

erfolgte die Entwicklung der Membran mit dem Typhoon Scanner.

164



Materialien und Methoden

Rac-1 Aktivitats Assay / pulldown Assay

Der Mechanismus dieses Assays beruht darauf, dass aktives Racl1 an die p21-
Bindedoméane (PBD) des Rac1-Targets p21-aktivierte Kinase 1 bindet. Des Weiteren
ist diese Bindedoméne an die Glutathion S-Transferase (GST) gebunden. So wird
also in diesem Assay ein Komplex aus GST-PBD gebunden an aktiviertes Rac1
(Rac1-GTP) prazipitiert (Diesel et al., 2013). Der Rac1 pulldown Assay wurde mit
THP-1 Makrophagen durchgefiihrt (zu 1 x 108 in 1 ml Medium pro Well einer 6-Well-
Platte). Die Zellen wurden entweder mit PamsCSK4, ISS oder BCG DNA flr drei
beziehungsweise acht Minuten behandelt oder unbehandelt gelassen. Nach der
Behandlung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in ihrer Platte sofort auf
Eis gestellt. Die Zellen wurden einmal mit 2 ml eiskaltem PBS (Tab. 13) gewaschen
und anschlieBend in 120 ul PBD-Puffer (Abb. 14) respektive GTPyS-Puffer (Abb. 15;
eine Probe als Positivkontrolle) lysiert. Dabei wurden die Makrophagen mit Hilfe
eines Zellschabers abgekratzt und samt Puffer in ein frisches Eppendorfgefal3
Uberfihrt. Die Zellsuspensionen wurden anschlieBend 15 min lang bei 4°C unter
Rotation inkubiert und danach 10 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Je 5 pl
des Uberstehenden Lysats wurden flr einen Bradford Assay entnommen (siehe
Bradford Assay). Von jedem Uberstand wurde dann ein Volumen entnommen,
welches 200 pg Protein entsprach und mit Puffer auf 200 pl aufgefillt. Von diesen
Proben wurde jeweils 5 pl entnommen, was spater im Western Blot den Banden des
gesamten Rac1 entspricht. Zu den verbleibenden Volumina von 195 ul wurden 15 pl
GST-PBD-Beads (siehe Herstellung der GST-PBD-Beads) zugegeben und 1 h bei
4°C langsam rotiert. Im Anschluss daran wurden die Proben bei 8000 rpm und 4°C
fir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml PBD-Puffer, beziehungsweise die
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Positivkontrolle mit GTPyS-Puffer gewaschen. Dieser Waschschritt erfolgt vier bis
finfmal. Am Ende wurde das Pellet, sowie die 5 ul Proben gesamtes Rac1 in 10 pl
Roti® Load (Roth; K930.1) resuspendiert und bei -80°C eingefroren bis zur

Verwendung im Western Blot.

Bradford Assay

4 ml 5x Bradford Reagent (Biorad) wuren mit 16 ml Wasser verdinnt. Eine Bovin
Serum Albumin (BSA) Standard Verdinnungsreihe (mit 30, 25, 20, 15, 10, 7,5, 5,
2,5, und 0 pg/ml) wurde in Triplikaten mit 10 ul / Well in eine 96-Well-Platte pipettiert.
Von den Proben-Lysaten wurden je 5 pl entnommen und in 45 pl Wasser verdinnt.
Von diesen verdinnten Proben wurden ebenfalls 10 pl in Triplikaten pipettiert. In
jedes Well mit Proben oder Standard-Verdinnungsreihe wurde anschlieBend 190 pl
verdinntes Bradford-Reagenz zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde
die Absorption in einem Photometer gemessen und mit Hilfe der Standard-BSA-
Verdinnungsreihe das Volumen fir 200 pg Protein aus den zu vermessenden

Proben berechnet.

Herstellung der GST-PBD-Beads

Die Herstellung basiert auf der Methode nach Robert First (LMU-Mdnchen). Vier
Liter LB-Medium (25g LB-Pulver in 11 destilliertem Wasser) und acht 500 ml Kolben,
sowie zwei 250 ml Kolben wurden autoklaviert. Zur Herstellung der Beads wurden
Glutathione-Sepharose-Beads (17-0756-01; Healthcare) bezogen.

An Tag 1 der Herstellung wurden die beiden 250 ml Kolben mit jeweils 100 ml LB-
Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) beflllt und mit jeweils 100 ul einer BL21-PBD

E.coli Bakteriensuspension angeimpft. Die Suspension wurde Uber Nacht bei 37°C
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unter Schutteln bei 150 rpm inkubiert. An Tag 2 der Herstellung wurden die acht 500
ml Kolben mit jeweils 475 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 ug/ml) befillt. Zu jedem
Kolben wurden zusétzlich 25 ml der Uber-Nacht-Bakterienkultur zugegeben. Diese
Suspension wurde unter Schitteln bei 150 rpm und 37°C inkubiert und alle 2 h die
OD gemessen. Sobald diese bei einem Wert von >0,6 lag, wurden die Kolben mit
Parafilm verschlossen und Uber Nacht bei 4°C gelagert. Falls die gewlnschte OD
nicht erreicht wurde, wurden die Kolben am 3. Tag der Herstellung ohne Parafilm
erneut inkubiert bis zu einer OD >0,6. Dann wurde zu jedem Ansatz 150 pl Isopropyl-
B-D-thiogalactopyranosid (IPTG; 1,0 M) zugegeben. Die Suspension wurde wieder 3
h bei 30°C unter Schutteln inkubiert. Danach wurde die Bakteriensuspension in 50 ml
Falcons aufgeteilt und bei 4°C und 4300 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die Uberstande
Uber den Pellets wurden entfernt, alle Pellets in insgesamt 40 ml Lysepuffer (Tab. 16)
resuspendiert und die Suspension bei -80°C eingefroren. Am 4. Tag wurden die
Bakterienpellet-Lysate auf Eis aufgetaut. Wahrenddessen wurden die Glutathione-
Sepharose-Beads in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und 5 min bei 4°C und 1000 rpm
zentrifugiert. Die Beads wurden dreimal mit 10 ml Waschpuffer (Tab. 17; ohne
PMSF-Zusatz) und zwischen den Waschritten jeweils fir 5 min bei 4°C und 1000 rpm
zentrifugiert. Die aufgetauten Bakterienpellet-Lysate wurden dreimal far 20 sec mit
dem Ultraschallstab homogenisiert und im Anschluss 10 min bei 4°C und 10.000 rpm
zentrifugiert. Von dem so entstandenen Uberstand (US1) wurden 10 ul entnommen
und bei -80°C eingefroren. Der restliche Uberstand wurde in ein frisches Falcon
Uberfihrt und 2,5 ml der reinen Beads zugegeben. Diese Mischung wurde fir 2 h
unter Rotation bei 4°C inkubiert und anschlieBend 5 min bei 4°C und 1000 rpm
zentrifugiert. Von dem so erhaltenen Uberstand (US2) wurden ebenfalls 10 pl
entnommen und bei -80°C eingefroren. Der restliche Uberstand wurde entfernt und

die Beads flnfmal mit jeweils 10 ml Waschpuffer (mit PMSF-Zusatz) gewaschen. Die
167



Materialien und Methoden

Zentrifugationsschritte erfolgten weiterhin fir 5 min bei 4°C und 1000 rpm. Nach dem
zweiten Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde vom Uberstand (US3) wieder 10 pl
entnommen und eingefroren. Nach dem letzten Wasch- und Zentrifugationsschritt
wurden die Beads in 2,5 ml Waschpuffer (mit PMSF-Zusatz) resuspendiert. Auch
davon wurden 10 ul Probe (resuspendierte Beads) enthommen und bei -80°C
eingefroren. Die restlichen Beads in Waschpuffer wurden zu 200 pl-Volumina
aliquotiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Am flnften Tag
wurden die gesammelten Proben US1, US2, US3 und die resuspendierten Beads auf
Eis aufgetaut und zu jeder Probe 10 pl Roti Load zugegeben, gemischt und fir 10
min bei 95°C aufgekocht. Alle Proben wurden mit der Tischzentrifuge zentrifugiert,
auf Eis gelagert und in die Geltaschen eines 12%igen Polyacrylamidgels pipettiert.
Im Anschluss wurde ein Western Blot performt. Das Gel wurde 1 h in Coomassie-
Farbelésung (Tab. 18) eingelegt und anschlieBend in der Entfarbelésung (Tab. 19)
solange inkubiert, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Alle 30 min wurde
die Entfarbeldsung gewechselt. Auf dem entfarbten Gel konnte man bei der Beads-
Probe zwischen 43 und 34 kD eine klare Bande ohne Verunreinigung fir GST-PBD

erkennen.
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Tab. 13: Ansatz flr PBS-Puffer.

NaCl 89

KCI 0,29

Na2HPO4 1,44 ¢

KH2PO4 0,24

H.0O ad 1000 ml (einstellen auf pH 7,4)

Tab. 14: Ansatz fir PBD-Puffer.

Tris pH 8,0 25 mM
DTT 1 mM
MgCl2 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 0,5 mM
Triton-X-100 1% final
Protease-Inhibitor (Complete ® Roche) | 0,1%

(1 Tablette geldst in 1 ml DEPC H20)
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Tab. 15: Ansatz fir GTPyS-Puffer.

Materialien und Methoden

Tris pH 8,0 25 mM

DTT 1mM

MgCl2 5 mM

NaCl 100 mM

EDTA 1mM

Triton-X-100 1%

Protease-Inhibitor (Complete ® Roche) | 0,1%

(1 Tablette gelést in 1 ml DEPC H20)

Tab. 16: Ansatz fir Lysepuffer fir Bakterienpellet.

Tris Base 50 mM

NaCl 150 mM

MgCl2 5mM

DTT 1mM

PMSF 1 mM (frisch zugeben)
Leupeptin 1 pug/ml

Aproptinin 10 pg/ml

H20 bidest. ad 100 ml (pH auf 7,5 einstellen)
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Tab. 17: Ansatz fir Waschpuffer.

Materialien und Methoden

Tris Base 50 mM
NaCl 50 mM
MgCl2 5 mM

DTT 0,1 mM
EDTA 1mM
PMSF 0,1 mM (frisch zugeben)
H20 bidest. ad 500 ml
Tab. 18: Ansatz fir eine Coomassie-Férbeldsung.

Eisessig 100 ml
Methanol 500 ml
Coomassie Blue 1.9 (0,1%)
H20 bidest. ad 1000 ml
Tab. 19: Ansatz fir eine Entfarbelésung.

Eisessig 70 ml
Methanol 350 ml
H20 bidest. ad 1000 ml
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SDS-PAGE und Western Blot

Die (falls nicht anders angegeben) mit SB Lysepuffer (Tab. 20) versetzten Proben
wurden fir 10 min bei 95°C inkubiert und komplett in die Geltaschen der 12%igen
Polyacrylamidgele hinein pipettiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon FL-PVDF Membran (Rockland, Gilbertsville, PA,
USA) transferiert. Die Membranen wurden in Blocking Buffer (RBB) bei
Raumtemperatur flr 1 h geblockt. AnschlieBend wurden die Membranen in einer
Primarantikérperlésung in RBB inkubiert (Tab. 21), entweder fir 3 h bei RT oder Uber
Nacht bei 4°C. Darauf folgte nach einigen Waschschritten eine Inkubation fir 1,5 h
mit einer IR-Sonde-konjugierten  Sekundarantikérperlésung in RBB  bei
Raumtemperatur. Nach weiteren Waschschritten wurden die Membranen mit Hilfe
des Odyssey Infrared Imaging Systems (LI-COR Biosciences) gescannt und die
relativen Proteinmengen mit der dazugehérigen Odyssey Software oder mit dem

Programm ImagedJ bestimmt.
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Tab. 20: Ansatz fir SB Lysepuffer.

Materialien und Methoden

Tris pH 6,8 50 mM

SDS 1% [M/V]
Glycerol 10% [v/V]
B-Mercaptoethanol 5%
Bomphenolblau 0,004% [m/v]

Dem Puffer wurde desweiteren Complete® Protease Inhibitor (Roche) nach Angaben

des Herstellers zugesetzt. Der Puffer wurde aligotiert und bei -20°C gelagert.
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Tab. 21: Verdiinnungen und Inkubationszeiten von Antikdrperlésungen.

Primé&re Antikdrper Verdiinnung Inkubation

Anti-human Rac1 Maus IgG 1:500 in RBB 3 h bei RT oder Gber Nacht
Antikérper (Millipore; USA; Klon bei 4°C

23A8)

Anti-GILZ (Sigma; polyclonal 1:1.000 in RBB Uber Nacht bei 4°C

rabbit anti-GILZ Ab, SAB1101125)

Anti-ZFP36 (Anti-TTP; T5327 1:500 in RBB Uber Nacht bei 4°C

Sigma)

Anti-Tubulin (T9026 Sigma) 1:1.000 in RBB Uber Nacht bei 4°C
Anti-1gG (15381 Sigma) Siehe IP

Anti-HuR (3A2; sc-5261 Santa

1:1.000 in PBST + 5%

Uber Nacht bei 4°C

Cruz) Milchpulver

Sekundare Antikdrper Verdiinnung Inkubation
IRDye © 800CW conjugated goat | 1:10.000 in RBB 1,5 h bei RT
anti-mouse IgG (LI-COR

Biosciences)

IRDye © 680 conjugated mouse 1:5.000 in RBB 1,5 h bei RT

anti-rabbit IgG (LI-COR

Biosciences)
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Statistik

Mittelwerte und Standardfehler (SEM) wurden aus allen Daten des entsprechenden
Experiments berechnet. Signifikante Unterschiede zwischen Daten wurden mittels t-
Test oder ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni Test im Fall von normalverteilten
Daten oder Mann Whitney Test im Fall von nicht normalverteilten Daten berechnet

und als * mit p < 0,05; ** mit p < 0,01 und *** mit p < 0,001 angegeben.
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