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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Cytokine sind aus der Literatur als wichtige Mediatoren von Immunprozessen bekannt. Sie sind
Teil des angeborenen und des erworbenen Immunsystems und kénnen sowohl proinflammato-
rische als auch antiinflammatorische Wirkung haben. Eine Dysregulation im Gleichgewicht
zwischen den Entziindungsmediatoren kann zu schweren autoimmunen und chronisch-entziind-
lichen Erkrankungen fiihren (Borish & Steinke, 2003; Jarczak & Nierhaus, 2022). Angesichts
der steigenden Prévalenz von Inflammationserkrankungen wird ein noch genaueres Verstind-
nis der Expressionsregulation von Entziindungsmediatoren angestrebt. Aus der Literatur geht
bereits hervor, dass die Cytokinexpression auf verschiedenen Ebenen der Genexpression kon-
trolliert wird: Es wurden zahlreiche komplexe Regulationsmechanismen u.a. auf epigenetischer
Ebene, auf den Ebenen der Transkription und der Translation sowie auf Proteinebene nachge-
wiesen, die sich wiederum wechselseitig beeinflussen (Kovarik et al., 2017; C.-G. Lee et al.,

2009; J. Liu et al., 2016; Rauscher & Ignatova, 2015).

Als wichtige Regulatoren der Cytokinexpression wurden Ribonukleinséure-Bindeproteine
(RNA-BP) erkannt. RNA-BP sind insbesondere an der posttranskriptionellen Genregulation
beteiligt, indem sie z.B. das Splicing von messenger Ribonukleinsdure (mRNA), die mRNA-
Stabilitat, die mRNA-Degradation sowie das mRNA-Translationspotenzial einer Vielzahl von
Entziindungsmediatoren steuern (Akira & Maeda, 2021; Gerstberger et al., 2014). Ein von der
AG Pautz/Kleinert vielfaltig untersuchtes RNA-BP ist das KH-type splicing regulatory protein
(KSRP). In zelluldren Modellen konnte die AG Pautz/Kleinert die in der Literatur beschriebene
antiinflammatorische Rolle von KSRP iiberwiegend bestitigen (z.B. Regulation der NOS2,
TNF-a Expression durch Destabilisierung der mRNA (Linker et al., 2005)). Jedoch waren nicht
alle erhobenen Daten mit der Rolle von KSRP als negativer Regulator der proinflammatori-
schen Genexpression vereinbar: Die Inaktivierung von KSRP in Méusen resultierte erstaunli-
cher Weise in einer deutlich verringerten inflammatorischen Antwort auf die Induktion einer

rheumatoiden Arthritis durch spezifische Antikorper (CAIA) (Kéfer et al., 2017).

Die AG Pautz/Kleinert fiihrte kiirzlich bisher unveréffentlichte RNA-Seq-Analysen an murinen
T-Lymphozyten durch. Die T-Lymphozyten wurden aus KSRP-knockout (KSRP-KO) bzw.
Wildtyp (WT)-Maiusen isoliert und fiir 24 h polyklonal (mit Antikoérper gegen CD3 und CD28)
stimuliert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert und durch RNA-Seq die Genexpression der
T-Lymphozyten bestimmt. Die Daten von Interleukin (IL)-17A lieen eine 2,3-fach hochregu-
lierte mRNA-Expression des Cytokins in KSRP-KO Mausen im Vergleich zu den WT-Méusen
erkennen. Aufgrund des ,,false discovery rate* (FDR)-Werts von tiber 0,05 war der Unterschied
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in der IL-17A-Expression nicht signifikant. Damit vereinbare Expressionsdaten wurden in Cy-
tometric Bead Array (CBA)-Messungen in EL-4 CD4" T-Zellen erhoben: Nach einer Stimula-
tion wurde in EL-4 T-Zellen mit verminderter KSRP-Expression quantitativ mehr IL-17A nach-
gewiesen als in den Kontrollzellen. Dies deutet auf eine KSRP-vermittelte Regulation der IL-
17A-Expression in murinen EL-4 CD4" T-Zellen hin. Aus bioinformatischen Analysen aller
z.Z. (Stand September 2022) in 6ffentlichen Datenbanken (Pubmed, SRA, Array-Express, Geo,
Bioproject; siche Anhang, Tabelle 23) zu findenden totalen Genexpressionsdaten von humanen
oder murinen Zellen bzw. Geweben mit herabregulierter KSRP-Expression (siKSRP vs. Co)
lasst sich hingegen ein eher heterogenes Bild erkennen. Ein Grofteil der untersuchten Zellen
exprimiert wie erwartet wenig oder gar kein IL-17A. Weiterhin sind die FDR-Werte zumeist
groBer 0,05, womit die Analysen statistisch nicht signifikant sind. Als ein proinflammatorisches
Cytokin ist IL-17A an der Pathogenese zahlreicher Entziindungs- und Autoimmunerkrankun-
gen (Psoriasis, theumatoide Arthritis, allergisches Asthma etc.) beteiligt und hat damit eine
bedeutende klinische Relevanz in verschiedenen medizinischen Fachdisziplinen (Blauvelt &

Chiricozzi, 2018; Miossec & Kolls, 2012; Schinocca et al., 2021).

In den oben genannten RNA-Seq-Analysen wurde ein weiterer, scheinbar durch KSRP-regu-
lierter Entziindungsmediator detektiert: Aus den Expressionsdaten von T-Zellen mit vermin-
derter KSRP-Expression geht eine um Faktor 3,8 signifikant gesteigerte mRNA-Expression des
C-X-C motif chemokine ligand 3 (CXCL3) hervor. Wahrend fiir CXCL1 als Mitglied derselben
Chemokinfamilie bereits umfangreiche Daten vorliegen und eine Regulation durch KSRP be-
stitigt werden konnte (Bollmann et al., 2014), ist die Datenlage fiir CXCL3 bisher vergleichs-
weise gering. Bekannt ist, dass CXCL3 eine Aktivierung und Zellmigration von polymorph-
kernigen Leukozyten (PMN) vermittelt und es an der Pathogenese von Bronchialasthma betei-

ligt sein konnte (Sokulsky et al., 2020).

In dieser Arbeit sollte nun der Einfluss von KSRP auf die Expression des Cytokins IL-17A und
des Chemokins CXCL3 weiter untersucht werden. Zur Positivkontrolle sollten jeweils die Ex-
pressionen des Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und CXCL1 bestimmt werden, da hier einige
Literaturdaten zum Einfluss von KSRP auf die Expression vorhanden sind. Mit Hilfe von quan-
titativer Real-Time PCR (qRT-PCR), CBA und Western-Blotanalysen sollten die RNA- bzw.
Protein-Expressionen der zu analysierenden Gene in verschiedenen etablierten oder priméren
Zellen bestimmt werden. Zum einen wurde dafiir die murine T-Zell-Linie EL-4 verwendet. In
der AG waren bereits EL-4-Zellen vorhanden, die durch retrovirale Expression einer small hair-

pin RNA (shRNA) gegen KSRP eine herabregulierte KSRP-Expression aufweisen (EL-4



siKSRP). Als Kontrolle wurden EL-4 T-Zellen eingesetzt, die nur mit dem retroviralen Vektor
(ohne shRNA-Sequenz) stabil transduziert worden sind (EL-4 Co). Zum anderen sollten primér
isolierte renale Tubulusepithelzellen (RTEC) und Peritonealzellen aus Miusen verwendet wer-
den. Diese RTEC bzw. Peritonealzellen wurden aus Miusen (C57BL/6 oder MRL-FAS™) iso-
liert, die durch Deletion von Teilen des KSRP-Gens keine KSRP-Expression mehr zeigen
(knockout-Tiere). Zum Vergleich wurden die Expressionen in entsprechenden Wildtyptieren

untersucht.

Angesichts der oben genannten steigenden Prévalenz chronisch-entziindlicher Erkrankungen
ist eine genaue Kenntnis der Funktionsweise von KSRP von groBem klinischen Interesse. Ein
detailliertes Verstindnis der Pathogenese KSRP-vermittelter Entziindungs- und Immunreakti-

onen konnte dazu beitragen, langfristig neue therapeutische Ansétze entwickeln zu kénnen.



2 Literaturdiskussion
2.1  Regulation der Genexpression

Die eukaryotische Genexpression wird durch eine Vielzahl von Regulationsmechanismen
streng kontrolliert, wodurch Gene gezielt in ihrer Aktivitit gesteuert werden kdnnen. Dies er-
moglicht eine Koordination wichtiger biologischer Prozesse, zu denen u.a. die embryonale und
spitere Entwicklung des Organismus sowie dessen Anpassung auf Anderungen endogener und
exogener Bedingungen gehoren (Pope & Medzhitov, 2018; Jaenisch & Bird, 2003). Die Regu-
lation der Genexpression stellt eine zeitlich prizise Differenzierung von Zellen des Organismus
zu unterschiedlichen Zelltypen mit jeweils spezifischen Funktionen sicher (Jaenisch & Bird,
2003). Die Bedeutung der Genregulation zeigt sich im Verhiltnis von proteinkodierenden zu
nicht-proteinkodierenden Gensequenzen: Nur ca. 2 % des Genoms kodieren fiir Proteine, der
GroBteil der genetischen Information hat hingegen regulatorische Funktion (Akira & Maeda,
2021). Eine wichtige Rolle spielt die Genregulation im Rahmen von Immunreaktionen: Wah-
rend eine zeitlich begrenzte, kontrollierte Expression von Immunmodulatoren eine protektive
Funktion fiir den Organismus hat, kann es durch eine Dysregulation der Genexpression zur
Entstehung von Tumor- und Autoimmunerkrankungen kommen (Medzhitov, 2008). Besonders
eine Fehlregulation in der Expression proinflammatorischer Mediatoren, wie Cytokine und
Chemokine, kann ursichlich fiir chronisch-entziindliche Erkrankungen sein (Charo &

Ransohoff, 2006; Hirano, 2021).

Die Regulationsmechanismen finden sich auf allen Ebenen der Genexpression: Bereits pritran-
skriptionell erfolgt eine Regulation auf der Ebene der Epigenetik, indem das Transkriptionspo-
tenzial einzelner DNA-Abschnitte durch Modifikationen, wie beispielsweise Methylierung und
Demethylierung von DNA und Histonen, gesteuert wird (Hashimoto et al., 2010). Im Rahmen
der Transkription finden weitere wichtige Steuerungsmechanismen der Genexpression statt.
Dabei spielt das Zusammenwirken von Transkriptionsfaktoren eine zentrale Rolle. Transkrip-
tionsfaktoren sind Proteine, die DNA sequenzspezifisch binden und die Transkription durch
Rekrutierung von Kofaktoren sowohl fordern als auch hemmen kénnen (Lambert et al., 2018).
Auch posttranskriptionelle Regulationsmechanismen auf Ebene der RNA sind zu nennen. So
unterliegt sowohl die Prozessierung der unreifen heteronukledren RNA (hnRNA) als auch der
anschlieBende Transport der messenger RNA (mRNA) ins Zytoplasma unterschiedlichen Steu-
erungsprozessen (Akira & Maeda, 2021; Uehata & Takeuchi, 2020). Dariiber hinaus wird die
Genexpression iiber die mRNA-Stabilitdt kontrolliert, was eine besonders rasche Regulation

von mRNA-Spiegeln ermdglicht (Boo & Kim, 2020). Modulierend auf die mRNA-Stabilitit
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wirken u.a. RNA-bindende Proteine (RNA-BP) sowie Mikro-RNAs (miRNAs) (Akira &
Maeda, 2021). Im Anschluss an die Transkription findet wéhrend der Translation in hochgradig
regulierten Prozessen die Proteinsynthese statt (Kaeberlein & Kennedy, 2008). Durch post-
translationale Proteinmodifikationen werden Proteineigenschaften und -funktionen angepasst.
Proteine werden beispielsweise durch chemische Verédnderungen, wie den Austausch von Ami-
nosduren, sowie durch Anfiigen funktioneller Gruppen veréndert (R. Wang & Wang, 2019). Im
Folgenden soll auf ausgewihlte Steuerungsprozesse der Genexpression ndher eingegangen wer-

den.

2.1.1 Transkriptionelle Regulationsmechanismen der Genexpression

Die eukaryotische Transkription dient der komplementéren Synthese von hnRNA durch eine
DNA-abhingige RNA-Polymerase (Haberle & Stark, 2018). Der Transkriptionsprozess lésst
sich in eine Initiations-, Elongations- und Terminationsphase unterteilen. Fiir jede dieser Pha-
sen wurden zahlreiche Regulationsmechanismen identifiziert (X. Liu et al., 2013; Porrua et al.,

2016).

Im Rahmen der Transkriptionsinitiation ist die Zugdnglichkeit der DNA fiir Bestandteile der
Transkriptionsmaschinerie von groBer Bedeutung. Die genomische DNA liegt im Zellkern
iiberwiegend stark kondensiert als Heterochromatin vor und ist in dieser Form nicht fiir die
Transkriptionsinitiation zugénglich (Allshire & Madhani, 2018). Organisiert als Nukleosom ist
die DNA-Doppelhelix dicht um ein Oktamer aus Histonen gewunden (Teif & Bohinc, 2011).
Die Zugénglichkeit der DNA wird entscheidend iiber die Methylierung der DNA reguliert.
Diese erfolgt hauptsichlich an Cytosin von CpG-Dinukleotiden durch DNA-Methyltransfera-
sen (DNMT) (Attwood et al., 2002). Dariiber hinaus wird die Zugénglichkeit der DNA {iber
posttranslationale Modifikationen der Histone, wie Methylierungen und Acetylierungen, ge-
steuert. Es konnte gezeigt werden, dass die Histonmethylierung sowohl eine Aktivierung als
auch eine Deaktivierung der Transkription bewirken kann (Y. Zhang et al., 2021). Die Histo-
nacetylierung hat hingegen ausschlieBlich einen aktivierenden Effekt auf die Transkription

(Patra et al., 2008).

Der Prozess der Transkriptionsinitiation stellt durch die zahlreichen Regulationsvorginge einen
Schliisselmechanismus der Genexpression dar (Sainsbury et al., 2015). Beteiligt daran sind
Kernpromotoren, die RNA-Polymerase II, Transkriptionsfaktoren, Kofaktoren sowie weitere
regulatorische DNA-Elemente (Haberle & Stark, 2018). Die mRNA-Synthese erfolgt durch die

RNA-Polymerase II (Cramer, 2019), die im Bereich des Kernpromotors einen Komplex mit
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verschiedenen Transkriptionsfaktoren und dem TATA-Bindeprotein (TBP) bildet (Greber &
Nogales, 2019). Zusétzlich zur Promotorregion gibt es distale Kontrollelemente der DNA, so-
genannte Enhancer, die abhéngig von zelluliren Umgebungssignalen spezifische Transkripti-
onsfaktoren binden (Cramer, 2019; Field & Adelman, 2020). Durch die Bindung werden wie-
derum Koaktivatorkomplexe rekrutiert, wodurch sich die Aktivitit von Kernpromotoren dyna-

misch regulieren lisst (Slobodin & Dikstein, 2020).

2.1.2 Posttranskriptionelle Regulationsmechanismen der Genexpression

Die wihrend der Transkription entstandene hnRNA wird zundchst innerhalb des Zellkerns zu
mRNA prozessiert. Enzymatisch wird kotranskriptional am 5°-Ende der hnRNA eine Cap-
Struktur aus N7‘-methyliertem Guanosin angefiigt. Die Hauptfunktion der Cap-Struktur liegt
in der Initiierung der Proteinsynthese. Zudem schiitzt sie die RNA vor einem Abbau durch
Exonukleasen und ist wichtig fiir das korrekte Spleilen der hnRNA (Ghosh & Lima, 2010;
Ramanathan et al., 2016). Weil eukaryotische Gene diskontinuierlich aus proteinkodierenden
Exons und nichtkodierenden Introns aufgebaut sind, werden durch Spleiflen Introns aus dem
Primértranskript entfernt. Der Prozess wird u.a. durch Wechselwirkungen regulatorischer
RNA-Elemente mit Splei3faktoren gesteuert (Y. Lee & Rio, 2015). Am 3‘-Ende der hnRNA
wird das Transkript durch Endonukleasekomplexe an bestimmten Sequenzmotiven, sogenann-
ten Polyadenylierungsstellen, gespalten. Weil in der 3’-untranslatierten Region (3°-UTR) meh-
rere potenzielle Polyadenyadenylierungsstellen vorhanden sein konnen, ist die Entstehung ver-
schiedener Transkripte mit unterschiedlicher Stabilitdt und Translationsrate moglich (Gruber &
Zavolan, 2019). Im Anschluss wird ein Poly(A)-Schwanz aus 250-300 Adenosinen an die 3°-
UTR angefiigt (Elkon et al., 2013). Der Poly-(A)-Schwanz hat auf die mRNA-Stabilitdt und die
Translationsrate synergistische Wirkung mit der Cap-Struktur. Die Verkiirzung des Poly(A)-
Schwanzes durch Deadenylierung flihrt zu einer Translationsrepression und verminderter
mRNA-Stabilitit. Es konnte gezeigt werden, dass RNA-BP die Spaltung und Polyadenylierung
der 3’-UTR regulieren und auf diese Weise die Stabilitdt und Halbwertszeit von mRNA verin-
dern (Erson-Bensan, 2016; Passmore & Coller, 2022). Allgemein spielt die mRNA-Stabilitdt
eine zentrale Rolle in der posttranskriptionellen Steuerung der Genexpression, weshalb in Ka-

pitel 2.1.2 néher darauf eingegangen wird.

Nach den oben genannten Modifikationen liegt die RNA als reife mRNA vor. Die kodierende
Sequenz wird beidseits von UTRs flankiert und enthilt eine 5°-Cap-Struktur sowie einen 3°-

Poly(A)-Schwanz (Darnell, 2013). Der Export der reifen mRNA aus dem Zellkern erfolgt durch



Bindung der mRNA an einen heterodimeren Exportrezeptor und eine anschlieende Freiset-

zung ins Zytoplasma iiber einen Kernporenkomplex (Xie & Ren, 2019).

2.1.2.1 Regulation der mRNA-Stabilitit
2.1.2.1.1 Vorgang der mRNA-Degradation

Die Anzahl der Proteinmolekiile, die bei der Translation von einem mRNA-Transkript herge-
stellt wird, wird besonders durch die Translationseffizienz und die mRNA-Halbwertszeit be-
stimmt. Die Translation und der mRNA-Abbau sind wiederum durch Wechselwirkungen auf-

einander abgestimmt (Bicknell & Ricci, 2017).

Der mRNA-Abbau im Zytoplasma wird iiberwiegend durch Exonukleasen vermittelt. Der Pro-
zess beginnt mit dem Abbau des 3°-Poly(A)-Schwanzes durch einen Deadenylasekomplex aus
Poly(A)-Nuklease 2 (Pan2) und Poly(A)-Nuklease 3 (Pan3), Carbon Catabolite Repression-
Negative On TATA-less (CCR4-NOT) und Poly(A)-spezifischer Ribonuklease (PARN) (Dave
& Chao, 2020). Im Anschluss an die Deadenylierung werden zwei Abbauwege unterschieden:
Zum einen kann zunéchst die 5°-Cap-Struktur enzymatisch durch einen Decapping-Komplex
aus mRNA-Decapping-Enzym (Dcp) 1A, DcplB und Dcp2 entfernt werden (Dave & Chao,
2020; Siwaszek et al., 2014). Nachfolgend wird die mRNA durch die 5°-3‘-Exonuklease 1
(Xrn1) abgebaut. Zum anderen kann nach der Deadenylierung ein mRNA-Abbau in 3°-5°-Rich-
tung durch einen zytoplasmatischen Exosomenkomplex mit Ribonukleaseaktivitdt erfolgen.
Die verbleibende 5°‘-Cap-Struktur wird dann durch ein Scavanger-Decapping-Enzym hydroly-
siert (Siwaszek et al., 2014).

Neben diesen Degradationsmechanismen wurden in Eukaryoten kotranslationale mRNA-Ab-
bauwege identifiziert. Durch den kotranslationalen Abbau wird die Translation aberranter
mRNA-Transkripte gehemmt (Dave & Chao, 2020; Siwaszek et al., 2014). Als kotranslationale
Abbaumechanismen sind der Non-Sense-Mediated-Decay (NMD), der No-Go-Decay (NGD)
sowie der Non-Stop-Decay (NSD) zu nennen (Bicknell & Ricci, 2017).

2.1.2.1.2 Bedeutung von AU-reichen Elementen (ARE) fiir die mRNA-Stabilitit

Die 3°-UTR der mRNA spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation der mRNA-Stabilitét
(Mayr, 2019). Speziell cis-Elemente innerhalb der 3°-UTR, die mit trans-Faktoren in Wechsel-
wirkung treten, haben einen entscheidenden Einfluss auf die Halbwertszeit eines Transkripts

(Signor & Nuzhdin, 2018). Ein viel untersuchtes cis-Element ist das sogenannte ,,AU-reiche



Element (ARE)“. Namensgebend ist der hohe Anteil an Adenylat und Uridylat in der Nukleo-
tidsequenz. ARE wurden erstmals in Genen beschrieben, die fiir Cytokine kodieren. Inzwischen
wird angenommen, dass ca. 8 % aller mRNA-Transkripte ARE innerhalb ihrer 3’-UTR enthal-
ten (Sidali et al., 2021). ARE setzen sich aus 50—150 nt (Nukleotide) zusammen und enthalten
mehrere Kopien des Pentanukleotids AUUUA (C. Y. Chen & Shyu, 1995). In der Literatur
werden drei Klassen von ARE unterschieden: ARE der Klasse I enthalten mehrere Kopien des
Pentanukleotids AUUUA, die in eine U-reiche Region eingegliedert sind. Beispiele fiir Gene
mit AREs der Klasse I sind die Protoonkogene c-fos und c-myc. Die ARE-Klasse II weist eben-
falls mehrere AUUUA-Motive auf, wobei sich die Motive gegenseitig liberschneiden. Dieses
Muster wurde fiir den Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), den Granulozyten/Monozyten-Kolo-
nie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und die Cyclooygenase Typ II (COX-2) beschrieben. Die
dritte Klasse unterscheidet sich durch das Fehlen von AUUUA-Motiven. Stattdessen sind U-
reiche Regionen sowie wiederholte GUUUG-Motive vorhanden (C. Y. Chen & Shyu, 1995;
Espel, 2005; Khabar, 2017). ARE werden durch trans-Faktoren erkannt und gebunden. Wich-
tige mit ARE interagierende trans-Faktoren sind RNA-BP und nichtkodierende RNAs (Khabar,
2017). Urspriinglich wurde eine rein destabilisierende Wirkung von ARE auf die mRNA ange-
nommen (Mayr, 2019). Es wurde gezeigt, dass ARE-vermittelt wichtige Schritte der mRNA-
Degradation — das Decapping sowie die Deadenylierung des Poly(A)-Schwanzes — beschleu-
nigt werden. Zudem wurde eine direkte Interaktion zwischen dem Exosomenkomplex und ARE
festgestellt (Stumpo et al., 2010). Spater konnte nachgewiesen werden, dass ARE abhédngig von
den gebundenen trans-agierenden Faktoren sowohl stabilisierende als auch destabilisierende
Effekte auf die mRNA haben konnen (Mayr, 2019). Neben der posttranskriptionellen mRNA-
Kontrolle sind sie aulerdem an der Regulation der Translation beteiligt (Espel, 2005).

Analysen der 3’-UTR von unterschiedlichen mRNA-Transkripten konnten zeigen, dass kurzle-
bige Transkripte, die typischerweise fiir Cytokine, Chemokine, Onkogene und Wachstumsfak-
toren kodieren, einen vergleichsweise hohen Anteil an ARE in ihrer 3°-UTR aufweisen (Mayr,
2019). Eine Dysregulation in der ARE-abhingigen Steuerung der mRNA-Stabilitdt kann wie-
derum mit chronischen Entziindungen, Autoimmunerkrankungen und Tumoren einhergehen

(Barreau et al., 2005).

2.1.2.1.3 Regulation durch RNA-bindende Proteine (RNA-BP)

RNA-BP sind entscheidende Regulatoren der posttranskriptionellen Genexpression. Thre regu-

latorische Funktion konnte bei der Reifung, Stabilisierung, Degradation und Translation der
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RNA nachgewiesen werden (Sidali et al., 2021). In einer 2014 verdffentlichten Studie wurden
in genomweiten Analysen 1542 humane RNA-BP festgestellt (Gerstberger et al., 2014). Daten
neuerer Studien lassen inzwischen auf {iber 2000 humane RNA-BP schlieen (Corley et al.,
2020). Abhéngig von ihrer Ziel-RNA werden RNA-BP in unterschiedliche Familien eingeteilt.
Die meisten RNA-BP erkennen und regulieren mRNA, aber auch Transfer-RNA (tRNA) und
ribosomale Proteine sind Zielstrukturen von RNA-BP (Gerstberger et al., 2014). Die Interaktion
zwischen mRNA und RNA-BP wird durch RNA-bindende Domédnen (RBD) innerhalb der
RNA-BP vermittelt (Jin Zhang & Chen, 2008). Klassische RBD sind u.a. das RNA-Erken-
nungsmotiv (RNA recognition motiv, RRM), das heterogene nukledre Ribonukleoprotein
(hnRNP) K homologe (KH) Motiv, das Doppelstrang-RNA-Bindungsmotiv (DSRM) und die
Zink-Finger-Doméne. Die RBD wiederholen sich typischerweise mehrfach innerhalb eines
RNA-BP (Corley et al., 2020; Gerstberger et al., 2014; Sidali et al., 2021). Zudem hat ein RNA-
BP meist verschiedene RBD, wodurch eine Erkennung unterschiedlicher Zielstrukturen durch
ein RNA-BP moglich ist (Sidali et al., 2021). Durch kombinatorische Bindung zahlreicher
RNA-BP an eine mRNA-Zielstruktur wird ein sogenannter Ribonukleokomplex gebildet
(Mohibi et al., 2019). Die Interaktion eines RNA-BP mit der Bindedoméne einer Ziel-RNA
kann wiederum zu einer verstirkten oder verminderten Rekrutierung anderer RNA-BP an diese
mRNA fiihren. Durch die Bindung verschiedener RNA-BP an eine Ziel-mRNA konnen stabi-
lisierende und destabilisierende RNA-BP konkurrieren (Akira & Maeda, 2021).

Wie in Kapitel 2.1.2.1.2 beschrieben, sind RNA-BP durch ihre Wechselwirkungen mit ARE
wichtige Regulatoren von Entziindungsmediatoren. Zu den ARE-bindenden RNA-BP gehoren
u.a. Tristetrapolin (TTP), das KH-type splicing regulatory protein (KSRP), das humane Antigen
R (HuR), der AU-rich RNA-binding factor 1 (AUF1) und das T-cell-restricted intercellular an-
tigen 1 (TIA-1). ARE-bindende Proteine konnen sowohl proinflammatorisch als auch antiin-

flammatorisch wirken (Akira & Maeda, 2021).

TTP wirkt iiberwiegend destabilisierend auf seine Ziel-mRNAs. Es konnte eine hohe Affinitét
zu ARE von TNF-q, Interleukin (IL)-2, IL-3, GM-CSF und c-fos nachgewiesen werden. In
vivo-Studien an Mdusen mit deletiertem TTP-Gen wiesen erhohte Spiegel von TNF-a auf, die
sich klinisch in Arthritissymptomen zeigten. Erschwert wurde die Symptomatik bei gleichzei-
tiger TIA1-Depletion (Sanduja et al., 2012). Fiir die vier Isoformen von AUF1 konnte neben
einem destabilisierenden Effekt auf einige mRNA-Ziele auch eine Stabilisierung der Tran-
skripte von Transforming growth factor (TGF)-1p und IL-6 iiber einen IL6/signal transducers
and activators of transcription (STAT) 3/Nukledrer Faktor-kB (NF-«kB)-Signalweg dargelegt



werden (White et al., 2017). Das RNA-BP HuR wirkt proinflammatorisch, indem es die Stabi-
litdt und Translation von Entziindungsmediatoren fordert. Eine Stabilisierung durch HuR wurde
fiir die proinflammatorischen Cytokine TNF-a, TGF-p, IL-6, IL-8, Interferon-y (IFN-y), C-C-
Chemokinrezeptor Typ 6 (CCR6) und die proinflammatorischen Enzymen COX-2 und indu-
zierbare NO-Synthase (iNOS) beschrieben (Schultz et al., 2020). Fiir KSRP lisst sich hingegen
in der Literatur eine vorwiegend destabilisierende posttranskriptionelle Wirkung auf die mRNA
proinflammatorischer Mediatoren finden (Gherzi et al., 2010). Seine Struktur, Funktion und

Rolle in der Genexpression werden in Kapitel 2.2 ausfiihrlicher dargestellt.

2.1.2.14 Regulation durch MikroRNA (miRNA)

Mikro-RNAs (miRNAs) sind nicht-kodierende, einzelstringige RNAs, deren Sequenz liber das
gesamte Genom verteilt ist (B. Liu et al., 2014). Sie bestehen nur aus etwa 22 Nukleotiden, sind
aber entscheidend an der posttranskriptionellen Genregulation beteiligt. Durch ihre komple-
mentére Bindung an die 3"-UTR von mRNAs wird abhidngig von der Sequenzhomologie der
mRNA-Zerfall begiinstigt und die Translation inhibiert (Fabian et al., 2010; Romero-Cordoba
et al., 2014; Trabucchi et al., 2011). Eine miRNA kann bis zu mehrere hundert Ziel-mRNAs
haben (Krol et al., 2010). Die miRNAs durchlaufen einen mehrstufigen Reifungsprozess, der
einer komplexen Regulation unterliegt. Uber die Vorliufer pri-miRNA und pre-miRNA ent-
steht die reife miRNA. Zentral beteiligt an diesem Reifungsprozess sind die Ribonukleasen
Drosher und Dicer. Die reife miRNA ist Teil des RNA-induced silencing complex (RISC), der
die RNA-Stabilitit sowie die Transkription negativ beeinflusst (Briata et al., 2011; Krol et al.,
2010).

Sowohl miRNAs als auch RNA-BP sind wichtige Regulatoren der posttranskriptionellen Gen-
expression. Durch die gemeinsame regulatorische Funktion in Bezug auf die mRNA-Stabilitdt
sind miRNAs und RNA-BP auf verschiedenen Ebenen der Genexpression wechselseitig mitein-
ander verkniipft. Bei Betrachtung der miRNA-Prozessierung im Zellkern und Zytoplasma fallt
die entscheidende Rolle von RNA-BP auf: RNA-BP sind in Komplexen mit Drosher und Dicer
direkt an der miRNA-Verarbeitung beteiligt. Auch fiir zahlreiche andere RNA-BP konnte eine
regulatorische Funktion in der miRNA-Biogenese und posttranskriptionelle Modulation von
miRNAs gezeigt werden. RNA-BP konnen die miRNA-Biogenese iiber eine Regulierung von
Drosher und Dicer fordern oder hemmen (Connerty et al., 2015; Michlewski & Céceres, 2019).
Zudem konnen miRNAs und RNA-BP durch Bindung an dieselbe Ziel-mRNA in ihrer Wirkung

konkurrieren. Dadurch kann die miRNA-vermittelte Destabilisierung von mRNAs verstéirkt
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oder gehemmt werden. Beispielsweise kann durch RNA-BP die mRNA-Struktur so verdndert
werden, dass eine Interaktion mit RISC erleichtert wird. Umgekehrt konnen RNA-BP die
RISC-Bindung an mRNAs erschweren oder seine Interaktion mit nachgeschalteten Effektoren
der Translationsrepression und Deadenylierung negativ beeinflussen. Dariiber hinaus konnte
am Beispiel von miR-328 gezeigt werden, dass miRNAs durch Bindung an RNA-BP die RNA-
BP-Aktivitit unterdriicken konnen (Krol et al., 2010; Loffreda et al., 2015).

2.2 KH-type splicing regulatory protein (KSRP)
2.2.1 Einordnung und Struktur von KSRP

Das K-homology-type splicing regulatory protein (KSRP) ist ein multifunktionelles, Einzel-
strangnukleinséure-bindendes Protein, das an der Regulation der post-transkriptionellen Gen-
expression beteiligt ist (Briata et al., 2011). Es wird in verschiedenen Spezies (Mensch, Maus,
Ratte, Huhn, X. laevis) und Zellarten exprimiert und konnte sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma nachgewiesen werden. Die Kern-Zytoplasma-Verteilung variiert abhidngig von der
Zellart und unterliegt einer dynamischen Anpassung auf zellulare Stimuli (Briata et al., 2013).
KSRP hat ein Molekulargewicht von 75 kilo-Dalton (kDa). Seine kodierende genetische Infor-
mation ist im humanen Genom auf Chromosom 19p13.3 und im murinen Genom auf Chromo-

som 17 lokalisiert (Ring et al., 1999).

Urspriinglich wurde KSRP 1995 mit dem Nachweis seiner regulatorischen Funktion auf die
Transkription des c-myc Protoonkogens der Familie der far upstream sequence element
(FUSE)-Bindeproteine zugeordnet und als ,,fuse binding protein 2 (FBP2) bezeichnet. Bei der
Analyse der Primérstruktur von KSRP wurden vier charakteristische KH-Dominen identifi-
ziert, die die Bindung des Proteins an seine Nukleinsdureziele vermitteln. Im Folgejahr konnte
die fiir KSRP kodierende komplementire DNA (cDNA) kloniert werden. Aulerdem konnte
herausgefunden werden, dass KSRP mit fiinf weiteren Proteinen einen Multiproteinkomplex
bildet, der am Prozess des alternativen Spleilens des Neuron-spezifischen Protoonkogen c-src
beteiligt ist. 1997 wurde deshalb die Bezeichnung ,,K-homology-type splicing regulatory pro-
tein“ festgelegt (Briata et al., 2011; Min et al., 1997).

In Abbildung 1 ist die Primérstruktur von KSRP schematisch dargestellt. Im zentralen Bereich

der Primérstruktur von KSRP befindet sich eine Nukleinsdurebindungsdoméne. Darin enthalten

sind vier K-homologe Doménen (KH-Dominen), die Nukleinsdureziele kombinatorisch erken-

nen (Gherzi et al., 2014). Jede KH-Domine besteht aus ca. 70 Aminosduren und bindet spezi-

fisch eine kurze RNA- oder DNA-Sequenz von bis zu vier Nukleotiden (Briata et al., 2013).
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Ein Nukleinsdureeinzelstrang kann potenziell von mehreren KH-Doménen erkannt werden
(Garcia-Mayoral et al., 2008). An den Positionen 2 und 3 innerhalb der KH-Doméne werden
Nukleobasen mit einer hoheren Spezifitit erkannt. Auch die KH-Doménen untereinander wei-
sen Unterschiede in ihrer Affinitdt und Sequenzspezifitit auf: Es konnte gezeigt werden, dass
KH3 im Vergleich zu den anderen KH-Doménen eine hohere Affinitdt zur Zielsequenz hat.
Dariiber hinaus wurden unterschiedliche Bindungspréferenzen der KH-Dominen beobachtet:
Wiéhrend KH2 besonders AU-reiche Sequenzen bindet, wurde fiir KH1 und KH3 eine bevor-
zugte Bindung G- und G/U-reicher Nukleinsédureziele festgestellt. Die Bindung ist niedrig affin
in Form von hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
dem Phosphatriickgrat der Nukleotide und Loop-Strukturen von KSRP. Eine Kombinatorik in
Bezug auf die Bindung verschiedener Zielmolekiile ergibt sich dadurch, dass die distal gelege-
nen Bindungsdominen KH1 und KH4 frei um die zentral gelegenen Doméadnen KH2 und KH3
beweglich sind (Diaz-Moreno et al., 2010; Garcia-Mayoral et al., 2007; Gherzi et al., 2014). In
ihrer gefalteten Form zeigen die KH-Doménen drei alpha-Helices sowie ein dreistrdngiges anti-
paralleles beta-Faltblatt. In dieser Konformation entsteht eine hydrophobe Furche, in der sich
die Nukleinsdurebindungsstelle befindet. Zu beiden Seiten der zentralen RNA-Binderegion be-
finden sich weniger konservierte Regionen mit geringerer Sequenzkomplexitét. Diese vermit-
teln die Wechselwirkung von KSRP mit Proteinen und erméglichen die posttranslationale Mo-

difikation durch KSRP (Briata et al., 2013).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der primiren Proteinstruktur von KSRP Gezeigt sind die Organi-
sation in der zentralen Region, die an der RNA-Interaktion beteiligt ist, sowie die N- und C-terminal flankierenden
Regionen, die fiir die Proteininteraktion notwendig sind. Phosphorylierungsstellen sind angegeben. Abbildung aus
(Briata et al., 2011).
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2.2.2 Regulatorische Funktionen von KSRP in der Genexpression

Die Funktionen von KSRP sind vielfdltig und weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. In
Abbildung 2 sind wichtige bisher bekannte Funktionen von KSRP schematisch dargestellt. Her-
vorzuheben ist die Regulation der posttranskriptionellen Genexpression durch KSRP auf unter-
schiedlichen Ebenen: KSRP hat sowohl Einfluss auf das mRNA-Spleiflen, die mRNA-Stabili-
tat, das mRNA-Translationspotenzial als auch auf die Reifung von miRNAs (King & Chen,
2014).

@  Transcription

RNA pol O —— :

Drosha

Nucleus

maturation Exosome

Cytoplasm
J_Ribosome 3'UTR
MRNA ——"o mRNA Degradation

Translational
silencing

Abbildung 2: KSRP reguliert die Genexpression auf verschiedenen Ebenen Im Zellkern fungiert KSRP als
Transkriptions- und Spleifsfaktor und vermittelt im Zytoplasma den Abbau von ARE-haltigen mRNAs. Dariiber
hinaus kann KSRP auch die Translation von mRNAs inhibieren. Zudem fordert KSRP die miRNA-Reifung durch
Interaktion mit den Ribonukleasen Drosha und Dicer. Abbildung aus (King & Chen, 2014).

Eine der ersten untersuchten Funktionen von KSRP ist seine regulatorische Funktion in der
Transkription des c-myc-Gens: Als FBP bindet es das sogenannte FUSE, eine Sequenz 1,5 kilo-
Basen (kb) stomaufwirts des c-myc-Promotors. Humanes c-myc reguliert die Zellhomdostase
sowie das Zellwachstum und kann bei Dysregulation onkogen wirken. Uber die Bindung von
Aktivatoren und Repressoren an das einzelstringige FUSE ist eine prédzise Steuerung der Gen-
expression von c-myc moglich. Durch Rekrutierung von KSRP an FUSE wird die Transkription
von c-myc gefordert (Hsiao et al., 2010; J Zhang & Chen, 2013). KSRP wird in undifferenzier-
ten Zellen verstarkt exprimiert und mit fortschreitender Zelldifferenzierung herunterreguliert
(Davis-Smyth et al., 1996). He et al. (2000) konnten darlegen, dass die Abwesenheit von KSRP

zu einem Transkriptionsstopp von c-myc fiihrt und die Zellproliferation ausbleibt (He et al.,
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2000). Dariiber hinaus konnte eine Beteiligung von KSRP an der RNA-Editierung von Apoli-
poprotein B (ApoB) nachgewiesen werden. Durch den ApoB Editing Komplex-1 (APOBEC-
1) erfolgt die Desaminierung von Cytosin der ApoB-mRNA zu Uracil. Lellek et al. (2000)
stellten fest, dass KSRP ein Hilfsprotein des Enzymkomplexes ist, ihn stabilisiert und die En-
zymaktivitit steigert (Blanc & Davidson, 2010; Lellek et al., 2000). Eine weitere Funktion von
KSRP wurde im Zusammenhang mit dem alternativen Spleiflen der pri-mRNA des Protoonko-
gens c-src beschrieben: KSRP bindet mit weiteren Proteinen den intronischen c-src-Enhancer
und fordert das alternative Spleilen des stromabwiértsgelegenen c-src N1-Exons (Min et al.,

1997).

Viel untersucht ist die Rolle von KSRP als RNA-bindendes Protein. Es konnte eine Beteiligung
von KSRP an der posttranskriptionellen Regulation der mRNA-Stabilitit kurzlebiger Tran-
skripte nachgewiesen werden. Kurzlebige Transkripte kodieren besonders fiir Cytokine, Che-
mokine, Zellzyklusregulatoren und Protoonkogene (Briata et al., 2013). Sie zeichnen sich durch
einen erhohten Anteil an ARE in der 3’-UTR aus. Durch die Bindung von KSRP an ARE-
haltige Transkripte wird ein mRNA-Degradationsprozess initiiert: Uber eine Interaktion mit
den KH-Doménen 3 und 4 werden Exonukleasen, mRNA-Zerfallsenzyme, wie die Poly(A)-
RNase PARN, sowie das mRNA-Decapping-Protein 2 (DCP2) rekrutiert (Briata et al., 2013).
Es wurde nachgewiesen, dass die KH-Doménen 3 und 4 fiir den KSRP-vermittelten mRNA-
Abbau unerlisslich sind, sie sich aber in ihrer Funktion unterscheiden: KH4 vermittelt iiber-
wiegend die ARE-Erkennung, wihrend KH3 bedeutend fiir die mRNA-Degradation ist. Nur
ein gleichzeitiges Vorhandensein von KH3 und KH4 erlaubt den sogenannten ARE-vermittel-
ten mRNA-Abbau (AMD). Der AMD ist ein essenzielles Instrument der Genregulation, da
wichtige Prozesse, wie die Zellproliferation und Immunreaktionen, rasch gesteuert werden kon-
nen. Mit einer Dysregulation des AMD gehen wiederum Inflammations- und Tumorerkrankun-

gen einher (Garcia-Mayoral et al., 2007; Gherzi et al., 2004).

Ein ARE-vermittelter mRNA-Abbau durch KSRP wurde bereits fiir eine Reihe von Entziin-
dungsmediatoren untersucht. Winzen et al. (2007) wiesen in KSRP-depletierten HeLLa-Zellen
eine erhohte Stabilitdt von IL-8-mRNA nach, was durch die ausbleibende KSRP-vermittelte
Rekrutierung von PARN erklédrt wurde. Neben der Analyse des AMD von IL-8 wurden in der-
selben Studie weitere Transkripte durch Microarray-Analysen auf eine posttranskriptionelle
Regulation durch KSRP untersucht. Hierfiir wurden HeLa-Zellen {iber 2 h mit IL-1 stimuliert
und anschliefend die mRNA in Pulldown-Analysen auf eine Interaktion mit KSRP und Verén-

derungen der mRNA-Expression durch KSRP-Depletion analysiert. Insgesamt einhundert
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mRNAs zeigten eine Assoziation mit KSRP sowie eine mindestens um den Faktor 1,33 gestei-
gerte Expression bei KSRP-Defizienz. Bei den KSRP-defizienten Zellen konnte fiir 10 dieser
mRNAs zusitzlich ein verlangsamter mRNA-Abbau beobachtet werden. Neben IL-8, IL-6,
Wachstumsdifferenzierungsfaktor 15 (GDF15) und GM-CSF2 gehort auch der im Rahmen die-
ser Arbeit untersuchte CXC-Motiv Chemokin Ligand 3 (CXCL3) zu den Genen, deren mRNA-
Stabilitdt durch KSRP moduliert wird (Winzen et al., 2007).

Li et al. (2012) untersuchten die mRNA-Expression verschiedener Cytokine in Astrozyten und
konnten fiir TNF-a und IL-1p einen ARE-abhéngigen mRNA-Abbau durch KSRP feststellen
(Xuelin Li et al., 2012). Dariiber hinaus wurde auch fiir mehrere ARE-haltige Interferone (IFN)
eine Beeinflussung der mRNA-Stabilitidt durch KSRP beschrieben: Lin et al. (2011) wiesen in
KSRP-depletierten murinen Fibroblasten einen verminderten mRNA-Abbau von INF-o und
INF-B nach (W.-J. Lin et al., 2011). Eine posttranskriptionelle Kontrolle der Typ III-Interferon-
Expression durch KSRP legten Schmitke et al. (2019) dar und stellten mit Interferon A 3 ein
weiteres ARE-haltiges Transkript vor, das durch KSRP negativ in seiner Stabilitét reguliert
wird (Schmidtke et al., 2019). Auch fiir iNOS konnte in in-vitro Degradationsassays eine er-
hohte mRNA-Stabilitdt in KSRP-depletierten, humanen DLD1-Zellen prisentiert werden. Zu-
dem konnte ein Einfluss von TTP auf die KSRP-abhdngige mRNA-Degradation von iNOS
nachgewiesen werden. Da TTP selbst nicht an die mRNA bindet, wird eine Verdrangung des
u.a. durch KSRP rekrutierten Exosomenkomplexes von der iNOS-mRNA angenommen. Dar-
iiber hinaus wurde dargelegt, dass KSRP und HuR in DLD1-Zellen dieselbe mRNA-Bindestelle
an iNOS erkennen und um diese Bindestelle konkurrieren. Durch Cytokinbehandlung wurde
die Bindung von HuR gefordert, wodurch die iNOS-mRNA-Stabilitdt zunahm. Insgesamt
wurde durch diese Studie deutlich, dass RNA-BP in ihrer Funktion weniger als Einzelproteine
zu betrachten sind, sondern RNA-BP viel mehr als ein komplexes Netzwerk an der posttran-

skriptionellen Genregulation beteiligt sind (Linker et al., 2005).

KSRP wird in den meisten Studien als ein negativer Regulator der proinflammatorischen Gen-
expression prasentiert. Jedoch gibt es auch verdffentlichte Daten, die dazu im Widerspruch ste-
hen: Kéfer et al. (2019) beobachteten im C57BL/6-Mausmodell mit Kollagen-Antikdrper-in-
duzierter Arthritis (CAIA) eine verminderte mRNA-Expression der Entziindungsmediatoren
CXCLI und TNF-a bei KSRP-Defizienz. Diese Ergebnisse suggerieren eine protektive Funk-
tion von KSRP fiir die Entstehung einer rheumatoiden Arthritis. Dies deutet auf mogliche Un-
terschiede in der Wirkung von KSRP auf isolierte Zellen in-vitro gegeniiber in einen Organis-

mus integrierte Zellen in-vivo hin (Kéfer et al., 2019).
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In polyklonal stimulierten KSRP-defizienten CD4" T-Zellen konnten Kéfer et al. (2019) eine
erhohte Proliferationsrate sowie eine gesteigerte Expression von IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13
auf mRNA- und Proteinebene im Vergleich zu Kontrollzellen nachweisen. Der zugrundelie-
gende Mechanismus dieser Effekte ist noch nicht eindeutig geklért. Erste Daten weisen darauf
hin, dass in KSRP-defizienten CD4" T-Zellen die Stabilitdt der IL-4-mRNA erhoht ist. Dies
konnte zu einer Polarisierung der CD4" T-Zellen in Richtung T-Helferzellen 2 (Th 2) fithren,
die typischerweise im Rahmen ihrer Entwicklung vermehrt IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 bilden
(Kéfer et al., 2019).

In vorausgegangenen Studien wurde aulerdem dargelegt, dass KSRP die Prozessierung einer
Reihe von miRNAs fordert und auf diese Weise auch indirekt eine mRNA-Destabilisierung
vermittelt. Fiir mehrere miRNAs konnte eine Bindung von KSRP im Bereich des Terminal
Loops gezeigt werden. AuBerdem wurde eine Interaktion von KSRP mit den Multiproteinkom-
plexen Drosha und Dicer nachgewiesen, wodurch deren enzymatische Aktivitdt und damit die
miRNA-Reifung gefordert wird (Trabucchi et al., 2011). In neueren Studien wurde beschrieben,
dass KSRP verstirkt an der Prozessierung von miRNAs mit hohem GC-Anteil in der Stem-
loop-Struktur ihres Vorldufer-Transkripts beteiligt ist. Zu diesen miRNAs gehdren u.a. miR-
129 und miR-155 (Palzer et al., 2022). Beide fungieren als wichtige Immunmodulatoren. miR-
129 vermindert die Expression vom Runt-related Transkriptionsfaktor 1 (Runx1) und verandert
damit die Differenzierung myeloischer Progenitorzellen zu Monozyten und Granulozyten (H.
Zhao et al., 2017). Untersuchungen der miR-155 konnten zahlreiche Funktionen feststellen,
darunter u.a. die Reifung, Differenzierung und Aktivierung von B- und T-Zellen. Zudem konnte
eine Beteiligung der miR-155 an verschiedenen pathophysiologischen Prozessen nachgewiesen
werden (Elton et al., 2013; Seddiki et al., 2014). Bhattacharyya et al. (2013) stellten eine anta-
gonistische Wirkung von KSRP und TTP auf die Biogenese von miR-155 fest, was wiederum

die vernetze Regulation durch RNA-BP unterstreicht (Bhattacharyya et al., 2013).

In Analysen von Polysomenprofilen konnte eine Beteiligung von KSRP an der Regulation der
Translation gezeigt werden. Fiir mehrere ARE-haltige Transkripte wurde in KSRP-depletierten
HeLa-Zellen eine erhdhte Polysomenassoziation festgestellt, was eine Translationshemmung
durch KSRP nahelegt. Untersucht wurde in diesem Zusammenhang die Regulation von IL-6:
In KSRP-depletierten HeLLa-Zellen konnte eine erhohte IL-6-Proteinexpression bedingt durch
eine KSRP-vermittelte Polysomenassoziation der IL-6-mRNA nachgewiesen werden. Die
Hemmung der Translation von IL-6 durch KSRP lie3 sich durch das Cytokin IL-1 autheben
(Dhamija et al., 2011).
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2.2.3 Regulation der KSRP-Aktivitiit

Nukleinsdure-bindende Proteine werden hiufig durch intra- und extrazelluldre Signale in einem
Netzwerk an Signaltransduktionswegen modifiziert und dadurch in ihrer Aktivitit reguliert
(Briata et al., 2005). Dies ermdoglicht eine prizise Steuerung der mRNA-Stabilitét als Reaktion
auf Verdnderungen des externen Milieus (Cuadrado & Nebreda, 2010).

Die KSRP-Aktivitdt wird verstdrkt posttranskriptional und posttranslational reguliert. An der
posttranskriptionalen Regulation von KSRP sind insbesondere nicht-kodierende RNAs (ncR-
NAs), wie miRNAs und Long Non-Coding RNAs (IncRNAs), beteiligt (Giovarelli et al., 2014;
Puppo et al., 2016). Amirouche et al. (2014) wiesen in Skelettmuskelzellen eine durch miR-
206 vermittelte Verringerung der KSRP-Aktivitit nach (Amirouche et al., 2014). IncRNAs be-
stehen definitionsgemdl aus mindestens 200 Nukleotiden und konnten in Enhancer- und Pro-
motorregionen sowie innerhalb und zwischen proteinkodierenden Genen nachgewiesen werden
(Akira & Maeda, 2021). Durch IncRNAs wird die KSRP-vermittelte Destabilisierung von Tran-
skripten beeinflusst: Wéhrend fiir IncRNA H19 eine Forderung der mRNA-Destabilisierung
gezeigt wurde (Giovarelli et al., 2014), wird der KSRP-vermittelte mRNA-Abbau durch die
Axon-enriched IncRNA (ALAE) und den Epithelial cell Program Regulator (Epr) vermindert
(Rossi et al., 2019; Wei et al., 2021).

Als wichtige posttranslationale KSRP-regulierende Signalwege wurden die p38-mitogen-akti-
vierte-Proteinkinase (p38-MAPK), die Ataxia Teleangiectasia mutated (ATM)-Kinase sowie
die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K)-Akt/Proteinkinase B (PKB) identifiziert (Palzer et
al., 2022). Die p38-MAPK-Familie wird den Serin/Threonin-Proteinkinasen zugeordnet. Sie
vermittelt eine zelluldre Differenzierung und Proliferation als Reaktion auf Stressoren. Auch
fiir KSRP konnte eine funktionelle Regulation durch eine p38-MAPK-vermittelte Phosphory-
lierung an Threonin 692 nachgewiesen werden. Durch die Phosphorylierung von KSRP wird
seine Interaktion mit ARE-haltigen Transkripten beeintrachtigt, was den destabilisierenden Ef-
fekt von KSRP auf die Transkripte vermindert. So konnte durch Aktivierung der p38-MAPK
wihrend der Differenzierung von C2C12-Myoblasten die Stabilisierung myogener, KSRP-re-
gulierter Transkripte gezeigt werden (Briata et al., 2005; Dean et al., 2004). Dieser Effekt wurde
auch in Studien zur Entwicklung weiterer Therapieansitze fiir die Muskeldystrophie Typ
Duchenne beschrieben: Eine Aktivierung der p38-MAPK in C2C12-Skelettmuskelzellen durch
Heparin fiihrte hierbei zu einer 70-250 % gesteigerten Menge an Utrophin A-mRNA, was auf
einen beeintrachtigten KSRP-vermittelten mRNA-Abbau zuriickgefiihrt werden konnte

(Amirouche et al., 2013). In einer weiteren Studie wurde die antiinflammatorische Wirkung
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von Resveratrol analysiert. Darin konnte nachgewiesen werden, dass Resveratrol spezifisch an
KSRP bindet und dies die Threoninphosphorylierung durch die p38-MAPK verhindert. Dartiber
hinaus scheint die Interaktion zwischen KSRP und dem Exosomenkomplex sowie die Bin-
dungsaktivitdt zwischen KSRP und seinen Nukleinsdurezielen durch Resveratrol verstirkt zu
werden. Dadurch wird der destabilisierenden Effekt von KSRP auf proinflammatorische Tran-

skripte zusitzlich begiinstigt (Bollmann et al., 2014).

224 Klinische Relevanz von KSRP

Mit der Multifunktionalitidt von KSRP geht seine Beteiligung an einer Vielzahl von Erkrankun-
gen in unterschiedlichen medizinischen Fachbereichen einher. In neueren Publikationen wird
eine Modulation von KSRP in der Tumorgenese sowie der Tumorproliferation beschrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass KSRP die Proliferation von Melanomzellen sowie deren Resistenz
gegen Vemurafenib fordert (W. Liu et al., 2019). Eine Tumor-protektive sowie prognostische
Funktion von KSRP durch die Hemmung der Migrations- und Invasionsféhigkeit von Tumor-
zellen konnte hingegen beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (non-small cell lung
cancer, NSCLC) nachgewiesen werden (Chien et al., 2017). Weiterhin konnte ein Effekt von
KSRP auf die Immunantwort gegen bakterielle Infektionserreger gezeigt werden: In Mausmo-
dellen mit KSRP-Uberexpression wurde eine verstirkte Kolonisierung und Proliferation von
Helicobacter pylori mit verstirkter Magenschleimhautschdadigung festgestellt (N. Li et al.,
2018). Durch Untersuchungen von Herpes Simplex Typ 1 und dem Vesikuldren Stomatitis-
Virus wurde gezeigt, dass KSRP iiber posttranskriptionelle Mechanismen die viral induzierte
Interferonproduktion herunterreguliert (W.-J. Lin et al., 2011). Eine zentrale Rolle spielt KSRP
in der Regulation entziindlicher Prozesse. So konnte in polyklonal stimulierten KSRP-defizi-
enten CD4" T-Zellen eine erhéhte Expression verschiedener proinflammatorischer Cytokine
nachgewiesen werden (Kéfer et al., 2019). Dariiber hinaus wurde in einem KSRP-defizienten
Lupus-Mausmodell eine Verschlechterung der Nierenmorphologie im Sinne einer verstarkten
Glomerulonephritis beobachtet (Schmidtke et al., 2021). Eine strenge Kontrolle der Expression
von Entziindungsmediatoren ist entscheidend, um einer iiberschiefenden Immunantwort mit

moglicher Gewebedestruktion sowie der Entstehung von Autoimmunitit vorzubeugen.
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23 Interleukin-17 (IL-17)
2.3.1 Einordnung und Funktionen von IL-17

IL-17 ist ein proinflammatorisches Cytokin, das an der akuten und chronischen Immunantwort
beteiligt ist. Erstmals wurde es 1993 aus muriner cDNA eines T-Zell-Hybridoms kloniert und
als ,,zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen-8 (CTLA-8)“ bezeichnet (Gu et al.,
2013). Aktuell sind sechs verwandte Isoformen der IL-17-Cytokinfamilie bekannt: IL-17A bis
IL-17F. Zum IL-17-Signalweg gehdren zudem fiinf IL-17-Rezeptoren mit fiinf Rezeptorun-
tereinheiten IL-17-RA bis -RE. Ein Rezeptor setzt sich aus einem Heterodimer von IL-17-RA
und einer weiteren Rezeptoruntereinheit zusammen. Mittlerweile konnte fiir verschiedene Zel-
len eine Expression des IL-17-Rezeptors nachgewiesen werden, darunter Fibroblasten, Kera-

tinozyten, Leukozyten und epitheliale Zellen (Ge et al., 2020; Gu et al., 2013).

IL-17A gilt als Prototyp der IL-17-Cytokinfamilie und wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersucht. Die Isoformen IL-17A und IL-17F werden koexprimiert und weisen unter-
einander eine Sequenzhomologie von 50 % auf. Sie konnen als Homodimer oder Heterodimer
IL-17A/F vorkommen, wobei das Homodimer IL-17A die stirkste Signalwirkung aufweist
(Khan & Ansar Ahmed, 2015; Xiaoxia Li et al., 2019). Das fiir IL-17A kodierende humane
Gen ist auf Chromosom 6p12 lokalisiert. Als Disulfid-verkniipftes Homodimer besteht huma-
nes IL-17A aus 155 Aminosiuren und weist ein Molekulargewicht von 35 kDa auf (Kolls &
Lindén, 2004). Murines IL-17A zeigt eine Sequenzhomologie von 63 % zum humanen IL-17A
und hat mit 147 Aminoséduren ein Molekulargewicht von 21 kDa (Iwakura et al., 2008).

Die physiologische Funktion von IL-17 liegt in der Induktion des angeborenen Immunsystems
zur Wirtsabwehr gegen intra- und extrazelluldre Bakterien, Pilze und kommensale Mikrobiota.
Fiir den proinflammatorischen Effekt fordert IL-17 die Produktion von Cytokinen (GM-CSF,
IL-6, IL-1), Chemokinen (CCL2, CCL7, CXCLI1, CXCLS5, IL-8), Matrixmetalloproteinasen
(MMP1, MMP3, MMP13), antimikrobiellen Peptiden (3-Defensine, Lipocalin, S100 Proteine)
und Gewebeumbauproteinen (Akute Phase Proteine). Wéhrend eine kontrollierte 1L-17-Ex-
pression eine protektive Funktion fiir den Organismus hat, kann eine Fehlexpression zu patho-
logischen Prozessen wie Autoimmunitit und Tumorerkrankungen fithren (Ge et al., 2020;
Iwakura et al., 2008; Xiaoxia Li et al., 2019). Es wurde eine Beteiligung von IL-17 an der
Pathogenese zahlreicher entziindlicher Hauterkrankungen und Rheuma beschrieben (T. Liu et

al., 2020; Lubberts, 2015). Dariiber hinaus wurden allergische Erkrankungen mit IL-17 in Ver-
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bindung gebracht. Insbesondere soll IL-17 iiber seine Rekrutierung von neutrophilen Gra-
nulozyten eine Schliisselrolle in der Pathogenese von neutrophilem Asthma, einer schweren

Form des Asthma bronchiale, einnehmen (Chesné et al., 2014).

2.3.2 IL-17-produzierende Zellen

Eine Expression von IL-17 konnte in verschiedenen Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems nachgewiesen werden. Sowohl in CD (cluster of differenciation) 4" T-Zellen,
wie Th 1 und Th 22, als auch in zytotoxischen CD8" T-Zellen und yd T-Zellen wurde eine
Produktion von IL-17 nachgewiesen. Dariiber hinaus produzieren Zellen des angeborenen Im-
munsystems, z.B. Mastzellen, neutrophile Granulozyten und myeloische Zellen, das Cytokin.
Im Jahr 2013 wurde zudem eine neue Gruppe von angeborenen, lymphatischen, IL-17A-pro-
duzierenden Zellen (innate lymphoid cells 3, ICL3) identifiziert (Lubberts, 2015). Den weitaus
groBten Anteil an der Gesamtproduktion von IL-17 hat eine im Jahr 2005 erstmals beschriebene
Population CD4" T-Helferzellen. Diese steht in Verwandtschaft zu regulatorischen T-Zellen,
aber zeichnet sich durch eine verstdrkte Expression von IL-17A, IL-17F und IL-22 aus. Ent-
sprechend wurden diese Zellen als ,,Th 17-Zellen* bezeichnet (Butcher & Zhu, 2021; Ge et al.,
2020).

233 Genregulation von IL-17
2.3.3.1 Transkriptionelle Genregulation von IL-17

Fiir die proinflammatorischen Cytokine TGF-f, IL-1f, IL-6 und IL-23 konnte eine Forderung
der Th 17-Polarisation iiber die Transkriptionsfaktoren RAR-related orphan receptor y (RORyt)
und phosphorylierter STAT3 (pSTAT3) dargelegt werden. RORyt ist nicht nur entscheidend an
der Differenzierung von Th 17-Zellen beteiligt, sondern wird auch als wichtiger Transkripti-
onsfaktor von IL-17 beschrieben (Kumar et al., 2021). Es wurde eine enge funktionelle Ver-
kniipfung zwischen den Cytokinen IL-17 und IL-23 gezeigt und die sogenannte ,,IL-23/IL-17-
Achse* prisentiert. In einem CIA-Mausmodell mit einer IL-23p19-Defizienz konnte ein Fehlen
von IL-17-produzierenden CD4" T-Zellen festgestellt werden, was mit einem vollstindigen
Schutz gegen rheumatoide Arthritis einherging (Lubberts, 2015). Liu et al. (2020) und Lubberts
et al. (2015) zeigten die klinische Relevanz der IL-23/IL-17-Achse fiir zahlreiche chronisch-
inflammatorische Erkrankungen auf und diskutierten sie als moglichen Angriffspunkt fiir Kom-
binationstherapien (T. Liu et al., 2020; Lubberts, 2015). IL-23 ist zudem ein wichtiger Regula-
tor der IL-22-Expression (Lindahl & Olsson, 2021).
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2.3.3.2 Posttranskriptionelle Genregulation von IL-17

Auch auf posttranskriptioneller Ebene wurden Regulationsmechanismen der IL-17-Expression
untersucht. Als wichtige Kontrollelemente der IL-17-Expression wurden RNA-BP und miR-
NAs beschrieben. Die posttranskriptionelle Regulation durch miRNAs kann entweder durch
einen direkten Effekt der miRNA auf die IL-17-Expression erfolgen oder aber iiber die post-
transkriptionelle Regulation von zwischengeschalteten Proteinen indirekt vermittelt werden
(Salvi et al., 2019). Salvi et al. (2019) haben in ihrer Veroffentlichung 14 miRNAs présentiert,
fiir die eine Regulation von IL-17 im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen beschrie-
ben worden sind: miRNA-340, miRNA-20b, miRNA-30a, miRNA-210, miRNA-451a,
miRNA-326, miRNA-26a, let-7e, miRNA-21, miRNA-448, miRNA-155, miRNA-132,
miRNA-200a und miRNA-146a. Die genauen Regulationsmechanismen sind fiir den iiberwie-
genden Anteil dieser miRNAs bisher nicht bekannt (Salvi et al., 2019). Dariiber hinaus sind
miRNAs mafgeblich an der positiven und negativen Regulation der Th 17-Differenzierung be-
teiligt. Als entscheidende Signalwege dieser Regulation werden NF-kB, PI3K (Phosphoino-
sitid-3-Kinase)-AKT-mTOR (mammalian target of rapamycin), Januskinase/signal trans-

ducers and activators of transcription (JAK-STAT) 3 und TGF-f genannt (Huang et al., 2021).

Aus der Literatur gehen Regulationen der IL-17A-Expression durch mehrere RNA-BP, wie z.B.
TTP, HuR und AT-reiche interaktive Doméne-enthaltendes Protein 5a (Arid5a), hervor
(Amatya et al., 2018; Guo et al., 2020; H. H. Lee et al., 2012; Peng et al., 2020). Zum Einfluss
des RNA-BP KSRP auf die Expression von IL-17A liegen bisher wenige publizierte Daten vor.
Frau Nina Kuhlmann (AG Pautz) untersuchte im Rahmen ihres Projekts in Cytometric Bead
Array (CBA)-Messungen vergleichend Cytokinexpressionen in murinen CD4* EL-4 T-Zellen
mit verminderter KSRP-Expression (EL-4 siKSRP) gegeniiber CD4* EL-4 T-Zellen mit unver-
dnderter KSRP-Expression (EL-4 Co). Aus den bisher unverdffentlichten Daten von Frau Kuhl-
mann ldsst sich ein deutlicher Unterschied in der Proteinexpression von IL-17A zwischen den
beiden T-Zell-Subtypen erkennen: Nach Aktivierung der Zellen iiber 24 Stunden mit PMA
(Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) und Ionomycin konnte Frau Kuhlmann eine um Faktor 6,7
gesteigerte Proteinmenge von IL-17A in den EL-4 siKSRP T-Zellen im Vergleich zu den EL-
4 Co T-Zellen messen. Dies deutet auf eine KSRP-vermittelte Regulation der IL-17A-Expres-

sion in murinen CD4" T-Zellen hin.
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24 CXC-Motiv Chemokin Ligand 3 (CXCL3)
24.1 Einordnung und klinische Relevanz von CXCL3

Der CXC-Motiv Chemokin Ligand 3 (CXCL3) wird der CXC-Chemokinfamilie zugeordnet,
die insgesamt 17 Mitglieder umfasst. Namensgebend sind zwei N-terminale Cysteine in der
Primérstruktur dieser Chemokine, die eine weitere mit ,, X bezeichnete Aminoséure flankieren.
Ihre Hauptfunktion liegt in der Steuerung der Migration von Immunzellen (Miller & Mayo,
2017; Palomino & Marti, 2015). Eine Untergruppe der CXC-Chemokine stellt die GRO-Fami-
lie dar. Diese setzt sich aus den Chemokinen GROa (CXCL-1), GROB (CXCL2) und GROy
(CXCL3) zusammen. Die GRO-Chemokine sind hoch konserviert, was auf ihre Entstehung
durch Genduplikation zuriickzufiihren ist. Jedoch konnten auf Proteinebene Unterschiede in
ihrer Funktion nachgewiesen werden (Gulati et al., 2018). GRO-Chemokine wirken proin-
flammatorisch, indem sie die Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten

steuern (Rajarathnam et al., 2019).

CXCL3 ist an der Pathogenese zahlreicher maligner Erkrankungen beteiligt. In neueren Unter-
suchungen wurde eine Uberexpression von CXCL3 in Prostata- und Zervix-Karzinomzellen
beschrieben. Zudem wurde CXCL3 als ein Schliisselgen fiir die Prognose und Diagnostik des
Adenokarzinoms des Kolons (COAD) identifiziert. Die Datenlage zu den zugrunde liegenden
Signalwegen zwischen CXCL3 und den Tumorzellen ist bisher begrenzt (Qi et al., 2020; Reyes
etal., 2021; Xin et al., 2018; Q.-Q. Zhao et al., 2020). Weitere Daten legen eine Forderung von
Typ 2-Entziindungen und speziell von Rhinovirus-induzierten Asthmaexazerbationen durch
CXCL3 nahe. So konnten bei CXCL3-depletierten Mausmodellen in der Lunge eine vermin-
derte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten sowie eine reduzierte Produktion von Typ
2-typischen Entziindungsmediatoren festgestellt werden. Die Unterdriickung der Entziindungs-
reaktion zeigte sich in einer verringerten Schleimhypersekretion sowie einer verminderten Hy-
perreaktivitit der Atemwege (Sokulsky et al., 2020). In einer weiteren Studie wurde die
CXCL3-Expression in humanen Lungenepithel- und Lungenarterienendothelzellen untersucht:
In Lipopolysacchariden (LPS)-behandelten Zellen ging der Knockdown von CXCL3 mit ent-
zlindungshemmenden und antiapoptotischen Effekten einher (Y. Wang & Pan, 2022).

Als Reaktion auf proinflammatorische Stimuli werden die GRO-Chemokine von unterschied-
lichen Zelltypen, darunter Epithel-, Stroma-, Endothel- und myeloische Zellen, freigesetzt und
bewirken eine Infiltration und Degranulation von neutrophilen Granulozyten. Zur Verhinde-
rung von unkontrollierter Gewebedestruktion unterliegt die Chemokinexpression strengen

Kontrollmechanismen auf den Ebenen der Transkription sowie der mRNA-Stabilitdt (Hamilton
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etal., 2010; Verbeke et al., 2012). Winzen et al (2007) konnten ARE in der 3’-UTR der CXCL3-
mRNA von HeLa-Zellen nachweisen und eine destabilisierende Funktion von KSRP auf das
Transkript feststellen. In Pulldown-Analysen von HeLa-Zellen wurde nach einer dreistiindigen
Behandlung mit Actinomycin D in KSRP-defizienten Zellen eine mindestens 1,3-fach erhdhte
CXCL3-mRNA-Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen gemessen (Winzen et al.,
2007). In Ubereinstimmung dazu konnten Herjan et al (2007) an HeLa-Zellen eine Regulation
der mRNA-Stabilitét fiir CXCL2 und CXCL3 durch KSRP nachweisen (Herjan et al., 2013).

In Immunzellen hingegen fehlt dieser Nachweis bisher.

2.4.2 Mausmodelle und Zellen zur Untersuchung KSRP-vermittelter Mechanismen

der Genregulation von CXCL3
24.2.1 C57BL/6 KSRP-Miuse

Zur Untersuchung von KSRP-abhingigen Genregulationsmechanismen eignen sich C57BL/6-
Miuse mit einem KSRP-knockout (KSRP”). Generiert wurden die C57BL/6 KSRP"-Miuse
von der Arbeitsgruppe Chen: Durch eine Selektionskassette, die ein Hygromycin-Resistenzgen
enthdlt, wurden Exon 1 bis 13 des KSRP-Gens ersetzt. Im Anschluss wurde die Selektionskas-
sette durch die Cre-Rekombinase, die loxP-Signalsequenzen beidseits der Selektionskassette
bindet, entfernt. Nachfolgend konnte in Northern-Blot-Analysen das Fehlen von KSRP-Tran-
skripten in C57BL/6 KSRP”"-Miusen nachgewiesen werden (W.-J. Lin et al., 2011).

2.4.2.2 MRL-Fas'?’* KSRP-Miuse

Bei MRL-Fas'™-Miusen handelt es sich um ein Lupus-Mausmodell, das viele klinische Merk-
male eines systemischen Lupus erythematodes (SLE) aufweist. Durch eine loss-of-function-
Mutation im Fas/CD95-Gen bleibt die Fas-vermittelte Apoptose autoreaktiver Lymphozyten
aus. Die Akkumulation dieser Zellen fiihrt u.a. zu einer verstirkten Produktion von Autoanti-
korpern sowie zur Bildung von Immunkomplexen, was mit verschiedenen Autoimmunsympto-
men einhergeht (Nagasu et al., 2019). Ahnlich zur humanen Form des SLE kommt es zur Ma-
nifestation des Lupus in unterschiedlichen Organsystemen. Typische Erscheinungen des SLE
sind eine Splenomegalie, Lymphadenopathie, Hautldsionen und Arthritis (Andrews et al., 1978;
Furukawa et al., 1984; Kelley & Roths, 1985; Koopman & Gay, 1988). Eine der hdufigsten und
schwersten Folgen des SLE ist die Lupusnephritis. Diese geht neben glomeruldren Entziindun-
gen und Schidigungen auch mit tubulointerstitiellen Lédsionen einher (Hong et al., 2020). Um

einen Einfluss von KSRP auf die autoreaktiven und inflammatorischen Prozesse im Rahmen
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des SLE untersuchen zu konnen, generierte die AG Pautz ein MRL-Fas'™-Mausmodell, das
durch einen knockout von KSRP charakteristisch ist (MRL-Fas'®" KSRP""-Miuse). In verglei-
chenden Untersuchungen mit MRL-Fas™ KSRP Wildtyp-Méusen (MRL-Fas®" KSRP-"")
konnte nachgewiesen werden, dass der KSRP-knockout mit einem hdheren Schweregrad einer
Glomerulonephritis einhergeht (Schmidtke et al., 2021). Weiterhin wurde fiir verschiedene Cy-
tokine (u.a. IL-2, IL-12, INF-y, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) eine wichtige Rolle in der Entstehung
und Aufrechterhaltung des SLE nachgewiesen werden (Nozaki, 2020).

2423 Renale Tubulusepithelzellen

Renale Tubulusepithelzellen (renal tubular epithel cells, RTEC) sind an der Pathogenese der
Lupusnephritis im Rahmen des SLE sowie anderer akuter und chronischer Nierenerkrankungen
beteiligt (Hong et al., 2020). Im Friihstadium vieler Nierenerkrankungen kommt es zu tubuloin-
terstitiellen Entziindungen. Weil friihe tubulointerstitielle Lasionen nachfolgend oft mit schwe-
reren Formen der glomeruldren Schidigung einhergehen, werden sie als wichtige prognostische
und diagnostische Marker der Glomerulonephritis diskutiert (Londofio Jimenez et al., 2018).
Als urséchlich fiir tubulointerstitielle Entziindungen wurde u.a. eine Sekretion proinflammato-
rischer Mediatoren aus geschidigten RTEC erkannt. In der Literatur werden beispielsweise IL-
1B, IL-6, IL-34 und TNF-a als proinflammatorische Cytokine aufgefiihrt, die von geschédigten
RTEC verstérkt produziert werden. Zudem wurde eine Freisetzung von Chemokinen — darunter
auch Chemokine der CXC-Chemokinfamilie — durch aktivierte RTEC dargelegt (B.-C. Liu et
al., 2018): Disteldorf et al. (2015) wiesen eine Th17/IL-17-induzierte Freisetzung von CXCL5
durch murine RTEC nach, die eine Rekrutierung neutrophiler Granulozyten bewirkte
(Disteldorf et al., 2015). Auch fiir CXCL8 und CXCL12 wurde eine verstirkte Expression in
geschidigten RTEC festgestellt (B.-C. Liu et al., 2018). Ein genaues Verstindnis der Rolle von
RTEC an der Pathogenese inflammatorischer Prozesse konnte zukiinftig fiir neue Therapiean-
satze zur Behandlung der Lupusnephritis und anderer Nierenerkrankungen genutzt werden (Fu

et al., 2022; Hong et al., 2020).
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3 Material

3.1 Laborgeriite

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerite sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Laborgeriite

Funktion Ger:iit Bezeichnung Hersteller
Gleichstromquelle
fiir die Agarose-Gel- Power Pac Basic Biorad
elektrophorese
Gleichstromquelle
fur dle.SD.S_PAGE Power Pac HC Biorad
und fiir die Semi-
Elektrophorese Dry-Blotter
Horizontal Gelelekt- | Wide mini-sub cell GT Biorad
rophorese-Kammer Owl Easycast BIA Thermo
Vertikal-Gelelektro- Mini-Protean 3 Cell Biorad
phorese-Kammer
Semi-Dry-Blotter Trans-Blot® Turbo™ Biorad
o . Profi line .
+4 °C-Kiihlschrank Liebherr Comfort Liebherr
. -20 °C-Gefrier- .
Kiihlung schrank Comfort Liebherr
-70 °C-Gefrier-
schrank Herafreeze Heraeus
Chemilumineszenz- ChemiDoc™ XRS Biorad
Detektor
MyCycler
, T100 Thermal Cycler .
PCR-Gerit MyiQ Cycler BioRad
Messung CFX Connect™
pH-Meter Witw InoLab
Spekirometer NanoDrop2000 Thermo
peitromete FLUOstar OPTIMA BMG
Prazisionswaagen Analytic AC120 § (0,1 Satorius
mg — 121 g)
0,5-10 pl
Einkanalpipetten 10 — 100 pl Brand
Eppendorf
Pipetten 100 — 1000 pl
Ipette Mehrkanalpipette Multipette Plus (0,5- Eppendorf
PP 10 pl) Greiner
Pipettierhilfe Pipetboy Integra
Hera Cell 150
Brutschrank Hera cell 150 Thermo
Zellkultur Mikroskop Leica DMIL Leica
Sterile Werkbank Herasafe Thermo
Zihlkammer Neubauer-Zahlkammer Labotec
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Funktion Geriit Bezeichnung Hersteller
MicroStar 17R VWR
Kiihlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Zentrifugen GT IR Centrifuge Fisher brand
. . Galaxy Mini Merck
Tischzentrifuge Perfect Spin P Peqlab
Autoklav Laboklav VWR
Absaughilfe Vacuboy Integra
Eismaschine Ziegra
Heizblock Techne D;ABIOCk bB Peqlab
Magnetriihrer lkamag RCT IKA Labortechnik
Mikrowelle Severin
, DRS-12 NeoLab
Somtive Cori Schiittler DRS-12 ELMI
onstige Lerate Waage Sartorius
Bioruptor plus
Ultraschallbad Bioruptor Water Diagenode
Cooler
UV-Transilluminator Intas GelDoc Intas
Vakuumpumpe Vacusafe Integra
S . . Vwr
Vibrationsmischer Mixomat Boskampp GmbH
Wasseraufbereitung Milli-Q plus Millipore
Wasserbad Julabo TW20 Julabo
3.2 Verbrauchsmaterialien
Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien
Artikel Beschreibung Hersteller
Beschichtete Gewebekultur-Pet- Durchmesser: 9.4 cm; Sarstedt
rischalen Wachstumsfldche: 58 cm? Greiner
5ml
Einweg-Auslaufpipetten 10 ml Greiner
25 ml
0,5—-10 pul Starlab
Kunststoff-Pipettenspitzen 10 — 100 pl Greiner
100 — 1000 pl Biozym
0,2 ml
. . 1,5 ml Biozym
Reaktionsgefifle 3 ml Sarstedt
5ml
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Artikel
Zellkulturflaschen Filter Top

6-Loch-Zellkulturplatten
24-Loch-Zellkulturplatten
Zellschaber

PCR-GefaBe

Zentrifugenrohrchen
Nitrocellulose-Blotting-Membran

Blotting-Papier

Beschreibung

25 cm? (50 ml)
75 cm? (250 ml)

Kulturflidche je Vertiefung: 9,6 cm?
Kulturfldche je Vertiefung: 1,75 cm?
steril, 24 cm
96-Loch-Platte fiir cDNA-Synthese
96-Loch-Platte fiir qRT-PCR
8-Loch-Streifen mit Deckel
15 ml und 50 ml
Protran 0,2 pm NC

MN 827 B

33 Puffer, Losungen und Reagenzien

3.3.1 Reagenzien

Hersteller
QGreiner

Greiner
Greiner
Sarstedt
Biozym
Greiner
Peqlab

Greiner

Amersham

Macherey-
Nagel

In Tabelle 3 sind verwendete Chemikalien und vorgefertigte Medien dargestellt.

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Medien

Substanz Hersteller
Agarose Roth
APS (Ammoniumperoxidsulfat) Sigma Aldrich
Bradford-Reagenz BioRad
BSA (Bovines Serum Albumin, Fraktion V) AppliChem
CHX (Cycloheximid) Sigma-Aldrich
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich
DRB (5,6-Dichlor-benzimidazol-1-B-D-ribofuranosid) Sigma-Aldrich
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Sigma-Aldrich
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Peqlab
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) AppliChem
Ethanol AppliChem
FCS (fetal calf serum) PAA
GIT (Guanidiniumisothiocyanat) Roth
Isopropanol AppliChem
Magermilchpulver (MP) AppliChem
Methanol AppliChem
Natriumacetat (NaAc) Roth
PBS GIBCO
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Substanz
Penicillin/Streptomycin (PenStrep), 100x
Puromycin
Pyruvat
Roti-safe
Salzsdure
SDS ultra-pure
TEMED (N,N,N*,N‘-Tetramethylethan-1,2-diamin)
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Trypanblau, 4 %
Trypsin/EDTA-Losung, 10x
Tween-20
B-Mercaptoethanol

Hersteller
GIBCO
Invivo Gen
Roth
Roth
Roth
Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Serva
PAA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

3.3.2 Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Losungen und deren Zusammensetzung sind in Tabelle 4 aufge-
fiihrt. In Tabelle 5 sind die Puffer und Losungen dargestellt, die fiir Western Blot-Analysen

eingesetzt wurden.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung
150 mM NH4Cl
I mM KHCO3
ACK-Lysepuffer 0.1 mM EDTA
In milipore H,0O
Chloroform/Isoamylalkohol 5 Vol% Isoamylalkohol in Chloroform
30 mg Collagenase Typ 4
Collagenase Solution 200 pl IM HEPES
20 ml HBSS
DEPC-Wasser DNA-H>0 mit 0,1 Vol% DEPC, autoklaviert
50 % Glycerin

0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanolblau
in DNA-H>O
10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 mM dTTP
in H.O

DNA-Ladepuffer (10x)

dNTPs, 10 mM
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Name Zusammensetzung

Ethanol, 70 % 70 % Ethanol in DNA-H>O

Ethanol, 80 % 80 % Ethanol in DEPC-H,O

4 M GIT
2 mM Natriumcitrat
GIT-Puffer 0,5 % Sarcosyl
0,1 M B-Mercaptoethanol (frisch hinzugegeben)
in DEPC-H,O
NaAc, 2 M 2 M NaAc in DEPC-H,0

Phenol/Chloroform 1:1 Gemisch von Phenol und Chloroform
400 mM TRIS
20 mM NaEDTA
TAE-Puffer, 10x 1,142 % Essigsdure
in H,O
pH 8,0

Tabelle S: Auflistung der verwendeten Puffer und Losungen fiir Proteinanalysen mittels Western Blot

Name Zusammensetzung

BSA-Losung 5 % Albumin Fraktion V in TBST

312,5 mM TRIS-HCI
5mM EDTA
15 % SDS
0,015 % Bromphenolblau
50 % Glycerin
40 mM DTT
in H20
pH 6,8
124 mM TRIS-HCl
959 mM Glycin
Laufpuffer, 5x 17 mM SDS
in H20
pH 8,3
MP-Losung 5% MP in TBST

Ponceau-S-Firbelosung 0,5 % Ponceau S
1 % Eisessig
50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NacCl
1 % NP-40
RIPA-Puffer 2 mM EDTA
10 % Glycerin
Proteinase- und Phosphataseinhibitoren wurden nach Herstel-
lerangaben frisch hinzugegeben.
100 mM TRIS
150 mM NacCl
in H,O
pH 7,8

Laemmli-Puffer, 5x

TBS, 10x
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Name Zusammensetzung

1x TBS (10x)

TBST, Ix 0,1 % Tween 20
25 mM TRIS-HCI
192 mM Glycin
Transferpuffer 20 % Methanol
in H>O
pH 8,3
Waschpuffer (TBST) 0,1 % Tween in 1XTBS
3.33 Kits
Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Kits
Name Verwendung Hersteller
AmplifyMe SG Universal qRT-PCR blirt
Mix
High Capacity C.DNA Reverse RT-PCR Applied Biosystems
Transcription
OneZag® 2X Master Mix Polymerase fiir PCR New England Biolabs
Monarch® PCR & DNA . .
Cleanup Kit DNA-Aufreinigung New England Biolabs
3.3.4 Stimulantien
Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Stimulantien
Name Konzentration der Stammlosung Hersteller
PMA 1 mg/ml, geldst in DMSO Sigma Aldrich
Ionomycin 0,4 pmol/ml, gelost in DMSO Sigma Aldrich
LPS 1 mg/ml Sigma-Aldrich
INF-y 0,1 mg/ml Militenyi Biotec

3.3.5 Marker

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Marker

Name Verwendung Hersteller
PAGE Ru!er, Prestained SDS-PAGE Thermo Scientific
Protein Ladder
1kb Gene Rl(llzerr DNA Lad- Agarose-GE Thermo Scientific
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3.3.6 Oligonukleotide

In Tabelle 9 sind die fiir qRT-PCRs verwendeten murinen Oligonukleotide und ihre Sequen-

zen aufgefiihrt. Alle aufgelisteten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich be-

zogen.

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten qRT-PCR-Primer

Name 5" -Primer 3'-Primer
188 CGG CTA CCA CAT CCA | GCT GGA ATT ACC GCG
AGG AA GCT
CXCL1 CTT GAA GGT GTT GCC | GTC AGA AGC CAG CGT
CTC AG TCA C
CXCL3 CAG CCA CACTCC AGC | CACAACAGC CCCTGT
CTA AGC
IL-1-RA GGA AAA GACCCT GCA | TGGTCCTTG TAA GTA
AGA TGC CCC AGC
IL-17A TGA GTC CAG GGA GAG | ATG TGG TGG TCC AGC
CTT CA TTT CC
TBP CTA CCG TGA ATCTTG | CTCTTG GCT CCT GTG
GCT GT CACA
TNF CAT CTT CTC AAA ATT TGG GAG TAG ACA
"o CGA GTG ACA AGG TAC AAC CC
3.3.7 Antikorper fiir Western Blot-Analysen
3.3.7.1 Primirantikorper
Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Primirantikorper
Verdiinnungs- Losung zum Ver- Sekundir-
AL faktor diinnen/Blockieren = antikorper L8 T
anti-B-Tubulin 1:20.000 5% BSA in TBST anti-mouse | Sigma Aldrich
anti-p38 1:1.000 5% BSA in TBST anti-rabbit | Cell Signaling
anti-p p38 1:1.000 5% BSA in TBST anti-rabbit | Cell Signaling
anti-GAPDH 1:10.000 3 % MP in TBST anti-mouse | Cell Signaling
anti-KSRP 1:1.000 3%MPinTBST anti-rabbit NOV;ZE;OIO'
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3.3.7.2 Sekundirantikorper

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Sekundirantikérper

Name Verdiinnung Konjugiert an Hersteller
anti-mouse 1:10.000 Meerrettichperoxidase Sigma Aldrich
anti-rabbit 1:10.000 Meerrettichperoxidase Sigma Aldrich

34 Zellen

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden die nachfolgenden Zellsysteme verwendet.

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Beschreibung und Herkunft

Murine T-Lymphozyten aus C57BL/6N, die durch Behandlung
mit 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracen Lymphom-erkrankt sind
Hersteller: ATCC (American Type Culture

EL-4 T-Zellen

Collection); Kennziffer: TIB-39

Murine EL-4 T-Lymphozyten, die durch retrovirale Transduk-
EL-4 siKSRP T-Zellen | tion des pBullet-pGIPZ-shRNA-hmrKSRP Vektors mit siRNA

gegen KSRP eine verminderte KSRP-Expression aufweisen

Murine EL-4 T-Lymphozyten, die durch retrovirale Transduk-

EL-4 Co T-Zellen tion des pBullet-pGIPZ-Co Vektors eine unveridnderte KSRP-

Expression aufweisen

Primére renale

Tubulusepithelzellen Aus C57BL/6 und MRL-Fas!Pr
(RTEC)
Primére
Peritonealzellen Aus C57BL/6
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4 Methoden
4.1  Zellbiologische Arbeitsmethoden

Samtliche zellbiologische Arbeiten an eukaryotischen Zellen wurden zur Vermeidung von
Kontaminationen unter einer sterilen Reinluftwerkbank durchgefiihrt. Zudem wurden aus-
schlieBlich steril verpackte oder autoklavierte Arbeitsmaterialien eingesetzt. Die verwendeten
Losungen und Medien wurden entweder bereits steril verpackt erworben oder wurden vor ithrem
Gebrauch steril filtriert. Alle Gerite, Instrumente und Arbeitsoberflichen wurden mit 70 %igem

Ethanol wischdesinfiziert.

4.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in Brutschrinken mit einer Temperatur
von 37 °C, 5 % CO»-Begasung, gesittigter Wasserdampfatmosphére und in zellspezifischem
Kulturmedium. Die eingesetzten Kulturmedien gehen aus Tabelle 13 hervor. Zur Selektion
wurde das Kulturmedium mit Antibiotikum versetzt. Die Kulturmedien wurden bei 6 °C gela-
gert und vor Verwendung auf Raumtemperatur erwdrmt, um Zellstress zu vermeiden. Fiir die
Kultivierung der Zellen wurden Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflédche von 75 cm? und
Filterschraubverschluss eingesetzt, was einen Gasaustausch wihrend der Zellkultivierung er-

moglicht.

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Kulturmedien fiir jede Zelllinie

Zelllinie Zusammensetzung des Kulturmediums

DMEM, 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin,

EL-4 Co T-Zellen 4 ug/ml Puromycin

DMEM, 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin,
4 ng/ml Puromycin

DMEM/F-12, 10 % FCS, 1 % Hepes (1 M),
1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Hormonmix,
1 % Glutamin, 0,1 % humanes EGF

EL-4 siKSRP T-Zellen

Primire renale Tubulusepithelzellen
(RTEC)

Primire Peritonealzellen DMEM low-glucose, 3 % FCS

Um ideale Wachstumsbedingungen zu gewéhrleisten, wurden die Zellen regelméBig auf die
Zelldichte bzw. -konfluenz hin beurteilt. Bei einer Zelldichte von 80 % wurden die Zellen sub-
kultiviert. Bei den EL-4 Suspensionszelllinien wurde hierzu ein Teil der Zellsuspension in der

Zellkulturflasche belassen und dieser mit frischem Kulturmedium auf ein Endvolumen von 20
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ml aufgefiillt. Zur Subkultivierung der adhdrenten RTEC und Peritonealzellen wurden das Kul-
turmedium vollstdndig abgenommen und die Zellen mit Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS,
phosphate buffered saline, sieche Tabelle 3) gewaschen. Im Anschluss wurden 3 ml einer Losung
aus Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und der Endopeptidase Trypsin (1-fach Verdiinnung in
PBS, Tabelle 3) auf die Zellen aufgetragen und fiir drei Minuten inkubiert. Durch die enzyma-
tische Reaktion wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche bzw. der Petrischale abge-
16st. Zum Beenden der Reaktion wurde 1 x PBS oder das jeweilige Kulturmedium zugefiigt.
Um die Zellkultur zu erhalten, wurden die Zellen in frischem Kulturmedium aufgenommen und
in Kulturgeféfen inkubiert. Der nicht fiir den Erhalt der Zellkultur benétigte Anteil der Zellsu-
spension stand zum Ausséen fiir Zellkulturexperimente oder zur Kryokonservierung (sieche Ka-

pitel 4.1.2) zur Verfligung.

4.1.2 Kryokonservierung und Rekultivierung eukaryotischer Zellen

Zur Sicherstellung eines dauerhaften Erhalts der Zelllinien wurden die Zellen kryokonserviert
und langzeitgelagert. Dazu wurde die Zellsuspension zunichst fiir fiinf Minuten in einem 15
ml-Reaktionsgefdl bei 1200 Umdrehungen pro Minute (rpm) (Fisher brand, GT 1R) und 4 °C
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
resuspendiert und in ein 1,5 ml-Kryokonservierungsrohrchen transferiert. DMSO hat eine kry-
oprotektive Wirkung, indem es nach der Zellpenetration eine osmotische Dehydrierung sowie
die Bildung von Eiskristallen verhindert. Das Einfrieren erfolgte schrittweise: Zunichst wurden
die Kryokonservierungsrohrchen in einer mit Isopropanol befiillten Einfrierbox bei -70 °C fiir
24 Stunden gelagert. Dies stellt ein langsames Einfrieren mit einem Temperaturabsinken von 1
°C pro Minute sicher, wodurch Gefrierschiden verhindert werden sollten. Im Anschluss er-
folgte eine Langzeitlagerung in einem Stickstofftank bei -196 °C. Bei dieser Lagerung kommt
der Stoffwechsel der Zellen vollstindig zum Erliegen, ohne dass die Ausgangseigenschaften

der Zellen verloren gehen.

Zum Rekultivieren wurden die Zellen unmittelbar nach Entnahme aus dem Stickstofftank in
einem 37 °C temperierten Wasserbad aufgetaut und in 5 ml Kulturmedium aufgenommen. Um
das bei Raumtemperatur zelltoxisch wirkende DMSO aus der Suspension zu entfernen, wurde
die Suspension fiir fiinf Minuten bei 1200 rpm (Fisher brand, GT 1R) und 22 °C zentrifugiert

und das entstandene Zellpellet in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Zum Anwachsen der Zel-

34



len folgte eine 24-stlindige Kultivierung in einer 50 ml-Zellkulturflasche mit Filterschraubver-
schluss. AnschlieSend wurden die Zellen in eine 250 ml-Zellkulturflasche mit 20 ml Kulturme-

dium uiberfihrt.

4.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Im Rahmen von Zellkulturexperimenten wurde eine festgelegte Anzahl an Zellen in Kulturge-
faBen ausplattiert. Dafiir wurde zunéchst die Lebendzellzahl der verwendeten Zelllinien licht-
mikroskopisch und unter Verwendung einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Der Kammer-
boden der Neubauer Zahlkammer wird von hoher liegenden Trigerstegen flankiert, auf die ein
Deckglas unter Bildung Newtonscher Ringe positioniert wird. Oberhalb des Kammerbodens
entsteht so ein Raum mit einer Kammertiefe von 0,1 mm. Auf dem Kammerboden befindet sich
ein Zihlfeld aus 3 x 3 GroBquadraten von je 1 mm?. Jedes GroBquadrat ist wiederum in 16

Einzelquadrate unterteilt.

Die auszuzihlende Zellsuspension wurde im Verhéltnis 1:2 mit einer 0,4 %igen Trypanblau-
Losung in PBS (siehe Tabelle 3) versetzt. Trypanblau wird aufgrund der Permeabilitét der Zell-
membran nur von abgestorbenen und perforierten Zellen aufgenommen. Diese Zellen werden
dadurch blau gefarbt. Die Suspension wurde auf die Neubauer Zahlkammer aufgetragen und
gelangte durch Kapillarkrifte in die Zdhlkammer. Unter einem Lichtmikroskop wurden die vi-
talen, farblosen Zellen von drei Grof8quadraten gezéhlt. Die abgestorbenen, gefarbten Zellen
wurden bei der Zellzdhlung nicht beriicksichtigt. Durch Multiplizieren der ermittelten Zellzahl
in drei GroBquadraten mit dem Kammerfaktor 10* sowie dem Verdiinnungsfaktor wurde die

Lebendzellzahl bestimmt.

4.1.4 Aussaat der Zellen in Lochplatten

Fiir Zellversuche wurden die Zellen 16 Stunden vor Stimulation in Lochgefdfen ausplattiert.
Um ein synchrones Vorliegen aller Zellen in der GO-Phase zu erreichen, wurden die Zellen in
einem Kulturmedium mit reduziertem Serumgehalt ausgesit. Abhingig vom durchzufiihrenden
Versuch wurden 6-, 24- oder 96-Lochplatten verwendet und eine definierte Zellzahl pro Loch

ausgesit (siche Tabelle 14).
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Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Kulturgefifie und Zellzahlen zur Versuchsdurchfiihrung fiir jede

Zelllinie

Zelllinie Kulturgefal3 Zellzahl
6-Lochplatte 2x 108

EL-4 Co und EL-4 siKSRP T-Zellen | 24-Lochplatte 3x10° bzw. 1,5 x 10°
96-Lochplatte 2x10°
Primére renale Tubulusepithel- 24-Lochplatte 75 x 103

zellen (RTEC)
Primére Peritonealzellen 24-Lochplatte maximal mogliche Zellzahl
4.1.5 Stimulation und Behandlung eukaryotischer Zellen

Um die proinflammatorische Genexpression in Zelllinien untersuchen zu kdnnen, erfolgte eine
Induktion der ausgeséten Zellen. Diese Induktion bewirkte eine vermehrte Cytokinexpression

in den behandelten Zellen.

In Versuchsreihen an murinen EL-4 T-Lymphozyten wurden die am Vortag ausplattierten Zel-
len fiir unterschiedliche Zeitperioden mit in DMSO geldstem PMA und Ionomycin (siche Ta-
belle 7) induziert. Beide Reagenzien wurden in einer Endkonzentration von jeweils 1 pg/ml
eingesetzt. Wihrend PMA {iber eine Aktivierung der Proteinkinase C wirkt, fiihrt [onomycin
als Kalziumionophor zu einer verdnderten intrazelluldren Kalziumkonzentration. Durch die Be-
handlung der T-Zellen mit diesen Reagenzien werden intrazelluldre Signalwege aktiviert, die
eine Produktion von Cytokinen fordern. Als Losungsmittelkontrolle wurde ein Teil der ausge-

sdten Zellen mit der entsprechenden Menge an DMSO behandelt.

Die adhdrenten Zellen wurden mit einer LPS-Losung (siehe Tabelle 7) in einer Endkonzentra-
tion von 1 pg/ml stimuliert. LPS als Bestandteil der &ueren Zellmembran gram-negativer Bak-
terien induziert in RTEC bzw. Peritonealzellen die Freisetzung von Entziindungsmediatoren
sowie deren Proliferation. Gleichzeitig wurden Zellen zur Kontrolle mit Kulturmedium ohne

Zusatz von LPS behandelt.

4.1.6 Analyse der mRNA-Stabilitit mittels 5,6-Dichlorbenzimidazol-1-$-D-ribofura-
nosid (DRB)-Behandlung

Die Behandlung mit 5,6-Dichlorbenzimidazol-1-B-D-ribofuranosid (DRB, Tabelle 3) ermog-
licht eine Bestimmung der mRNA-Stabilitit. DRB ist ein Adenosinanalog, das durch Hemmung
der Elongation durch die Polymerase II einen Abbruch der Transkription bewirkt. Nach der

DRB-Behandlung findet keine Neusynthese von mRNA mehr statt. Mittels quantitativer real-
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time PCR (qQRT-PCR, siehe Kapitel 4.2.6) kann die Halbwertszeit der vor der DRB-Behandlung
bereits vorhandenen mRNA analysiert werden (Sehgal et al., 1976).

Zur Untersuchung der mRNA-Stabilitdt wurden die EL-4 Zellen und RTEC in 24-Lochplatten
ausgesit (siche Kapitel 4.1.4) und am Folgetag mit LPS stimuliert (siche Kapitel 4.1.5). Nach
Inkubation der EL-4 Zellen fiir 4 bzw. der RTEC fiir 3 Stunden wurde DRB in einer Endkon-
zentration von 25 pug/ml zugefiigt und die Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit
Guanidiniumisothiocyanat (GIT)-Puffer (Tabelle 4) lysiert (siche Kapitel 4.2.1). Im Anschluss
wurde die mRNA der Zellen isoliert und mittels reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenre-
aktion (RT-PCR) in komplementire DNA umgeschrieben (siche Kapitel 4.2.3). Anschlieend
wurden durch qRT-PCR mRNA-Abbauanalysen vorgenommen (siche Kapitel 4.2.6).

4.1.7 Analyse der Protein-Stabilitit mittels Cycloheximid (CHX)-Behandlung

Cycloheximid (CHX, siehe Tabelle 3) ist ein von Streptomyces griseus produziertes Antibioti-
kum, das in eukaryotischen Zellen eine Hemmung der Translation bewirkt. Durch die inhibierte
Elongation wéhrend der Proteinbiosynthese kommt es zur Wachstumshemmung und schliel3-

lich zum Zelltod (Schneider-Poetsch et al., 2010).

Zur Analyse der RNA- und Proteinexpressionen wurden die EL-4 Zellen zunéchst in 96-Loch-
platten ausgesit (siche Kapitel 4.1.4). Nach 16-stiindiger Inkubation der Zellen erfolgte eine
Stimulation mit PMA und Ionomycin fiir drei Stunden (sieche Kapitel 4.1.5). Im Anschluss
wurde CHX in einer Endkonzentration von 50 pug/ml zugefiigt. 3, 6, 12, 18 und 24 Stunden
nach der CHX-Zugabe wurde die Zellsuspension in ein 1,5 ml-Reagiergefal3 iiberfiihrt und fiir
fiinf Minuten bei 1500 rpm (Fisher brand, GT 1R) und 4°C zentrifugiert. Aus dem entstandenen
Zellpellet wurde die RNA isoliert (Kapitel 4.2.1) und nach reverser Transkription (siche Kapitel
4.2.3) wurde die cDNA fiir qRT-PCRs (siehe Kapitel 4.2.6) verwendet. Zudem wurde der pro-
teinhaltige Uberstand auf die Proteinmengen von IL-17, TNF-a und weiteren Cytokinen mittels
Cytometric Bead Array (CBA) von BD™ untersucht. Die CBA-Assays wurden freundlicher-
weise im Rahmen eines Kooperationsprojekts von der AG Bros durchgefiihrt. CBA-Assays be-
ruhen auf dem Prinzip der Durchflusszytometrie und erlauben die simultane Quantifizierung
mehrerer Cytokine. Hierzu wurden dem proteinhaltigen Uberstand ausgewihlte Partikel (Be-
ads) zugefligt, die durch Antikorper auf ihrer Oberfléche jeweils spezifisch ein Cytokin erken-
nen. Zusétzlich wurden Detektor-Antikorper verwendet, die ebenfalls an das Cytokin binden
und mit dem Fluorenzenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) markiert sind. Nach Laseranregung

konnte die Proteinmenge der ausgewahlten Cytokine iiber die emittierte Fluoreszenzintensitit
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bestimmt werden. Die Fluoreszenzintensitdt steigt proportional zur enthaltenen Proteinmenge.
Zur Bestimmung der absoluten Proteinkonzentration wurden eine Kalibrierungskurve erstellt

und eine spezielle CBA-Analysesoftware verwendet (Medeiros & Gomes, 2019).

4.2 Molekularbiologische Methoden
4.2.1 Isolation von RNA aus Zellen und Geweben

Zur Untersuchung der mRNA-Expression wurde RNA mittels der Guanidiniumthiocyanat-Phe-
nol-Chloroform-Extraktion nach Chomczynski und Sacchi (1987) aus Zellen isoliert

(Chomczynski & Sacchi, 1987).

Bei Zellkulturexperimenten mit Suspensionszellen wurde die Zellsuspension aus den Lochplat-
ten in 1,5 ml-Reagiergefile liberfiihrt und durch Zentrifugation bei 1500 rpm (VWR, Microstar
17R) und 4 °C fiir 5 Minuten pelletiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit PBS aufgereinigt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit GIT-Puffer (siehe Tabelle 5) lysiert. Zur Extraktion von
RNA aus adhirenten Zellen wurde das Kulturmedium aus den Lochplatten abgenommen und
GIT-Puffer zur Zelllyse hinzugegeben. Die Zellen wurden durch Schaben von der Lochplatte
geldst und in 1,5 ml-Reagiergefdfe iiberfiihrt.

Nach dem Zellaufschluss der Suspensions- oder adhédrenten Zellen wurde 0,1 Volumen (Vol) 2
M Natrium-acetat (pH 4,0) zugefiigt. AnschlieBend wurden die Proben mit wassergesittigtem
Phenol versetzt und 15 Minuten lang auf Eis inkubiert. Zur Phasentrennung wurden die Proben
20 Minuten lang bei 13.000 rpm (VWR, Microstar 17R) und 4 °C zentrifugiert. Die untere,
organische Chloroformphase sowie die DNA-haltige Interphase wurden verworfen. Die obere,
wissrige, RNA-haltige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und mit 1,5 Vol
Isopropanol versetzt. Zur RNA-Prézipitation wurden die Proben fiir mindestens zwei Stunden

bei -20 °C gelagert.

Im Anschluss an die Féallung wurden die Proben erneut bei 13.000 rpm (VWR, Microstar 17R)
und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 1 Vol 80 %igem Ethanol
in DEPC-H>0 aufgenommen und wiederum fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach 10-miniitigem
Trocknen des Pellets wurde es in 30 ul RNAse-freiem H>O resuspendiert. Im Anschluss wurde

die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt.
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4.2.2 Quantifizierung von Nukleinsiuren

Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA wurde das Spektrophotometer Nano-
Drop2000 verwendet. Nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz kann aus der Hohe der Absorp-
tion die Konzentration der absorbierenden Substanz bestimmt werden. Zur Untersuchung der
RNA-Konzentration wurde die Extinktion bei einer optischen Dichte (OD) von 260 nm be-
stimmt. Dies entspricht dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren. Das Absorptionsmaxi-
mum von Proteinen liegt hingegen bei 280 nm. Aus dem Absorptionsverhédltnis von Nuklein-
sduren zu Proteinen kdnnen Verunreinigungen der RNA durch Proteine festgestellt werden. Die
RNA gilt als rein, sofern der Quotient A260/A280 zwischen 1,8 und 2,0 liegt. Neben einer
Proteinverunreinigung konnen auch Losungsmittel, wie Phenol oder Ethanol, den Reinheits-
grad der RNA beeintrichtigen. Eine solche Losungsmittelverunreinigung lésst sich aus dem
Quotienten der Absorptionen A260/A230 bestimmen. Bei reiner RNA betrigt dieser Quotient
2.

4.2.3 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR)

Tabelle 15: Ansatz fiir die Reverse Transkription mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Komponente Volumen pro Ansatz
10 x RT Puffer 2 ul
25 x ANTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10 x RT Random Primer 2 ul
MultiScribe® Reverse Transcriptase (50 U/pl) 0,5 ul
Nuklease-freies HoO 4,7 ul
RNA (50 ng/pl) 10 pl
Gesamt 20 pl

Tabelle 16: Temperaturprogramm fiir die Reverse Transkription

Dauer Temperatur Schritt
10 min 25°C Bindung der Oligonukleotide an die RNA
120 min 37°C Reverse Transkription
5 sec 85 °C Denaturierung der reversen Transkriptase
0 8°C Kiihlung
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Um die mRNA-Expressionslevel in Zellen quantitativ durch qRT-PCR untersuchen zu kénnen,
wurde die mRNA zunédchst mittels reverser Transkription in komplementidre DNA umgeschrie-

ben.

Fiir die reverse Transkription wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von
Applied Biosystems (sieche Tabelle 6) verwendet. Die isolierte RNA wurde auf 50 ng/ul ver-
diinnt und wie in Tabelle 15 angegeben mit den Kit-Bestandteilen versetzt. Die im Kit enthal-
tenen Oligonukleotide mit Zufallssequenz binden wihrend der Inkubationsphase an die mRNA.
Durch die RNA-abhéngige DNA-Polymerase wird komplementire, einstrangige cDNA synthe-
tisiert. Die reverse Transkription erfolgte im MyCycler von Bio-Rad mit dem in Tabelle 16

aufgelisteten Temperaturprogramm.

4.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wird verwendet, um ein spezifisches Gen in-vitro ex-
ponentiell zu vervielfiltigen. Die Funktionsweise der PCR ist an die physiologische Replikation

in der Zelle angelehnt (Saiki et al., 1988).

Das zu amplifizierende Fragment dient als Vorlage und wird von spezifischen Oligonukleoti-
den, die komplementér zu den jeweiligen Einzelstrdngen sind, flankiert. Die PCR erfolgt in 5°-
3¢-Richtung durch eine thermostabile Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq)
sowie freien Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTPs) und den spezifischen Oligonukleoti-
den. Die PCR beginnt mit der Denaturierung der doppelstrangigen DNA durch Erhitzen auf 95
°C. Dabei kommt es zum Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindung, sodass DNA-Einzel-
stringe entstehen. Mit dem anschlieBenden Absenken der Temperatur auf 60 °C hybridisieren
die komplementdren Oligonukleotide an die Einzelstrdnge. Darauthin erfolgt in der Elongati-
onsphase die Neusynthese des komplementéiren Stranges durch die DNA-Polymerase. Durch
Repetition der genannten PCR-Schritte wird das DNA-Fragment exponentiell amplifiziert. Das
verwendete PCR-Programm ist detailliert aus Tabelle 18 zu entnehmen. Die Amplifikation er-

folgte im MyCycler (BioRad).

Mittels anschlieBender elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit die Spezifitét verschiedener Primer getestet. Die PCR wurde unter Ver-
wendung des OneTaq® 2X Master Mixes (siche Tabelle 6) durchgefiihrt. Das Pipettierschema
ist in Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Ansatz fiir eine PCR unter Verwendung des OneTaq® 2X Master Mixes

Komponente Volumen pro Ansatz [pl]
OneTaq® 2X Master Mix 12,5
forward-Primer 1
reverse-Primer 1
HO 8,5
cDNA-Losung 2

Tabelle 18: Temperaturprogramm fiir eine PCR unter Verwendung des OneTaq® 2X Master Mixes

Dauer Temperatur [°C] Zyklusanzahl Schritt

5 min 95 1 Initiale Denaturierung
12 sec 95 Denaturierung

1 min 60 44 Annealing/Elongation
10 min 20 1 Kiihlung

4.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Identifizierung und Trennung von DNA-Fragmen-
ten nach ihrer GroBe durchgefiihrt. Durch die Groflenbestimmung der PCR-Produkte konnte

die Spezifitit der verwendeten Primer untersucht werden.

Zur Herstellung eines Gels wurde das Polysaccharid Agarose (siehe Tabelle 3) in einem Elekt-
rophorese-Puffer gelost. Die eingesetzte Menge an Agarose wurde abhidngig von der zu erwar-
tenden Fragmentgrofe festgelegt, da der Agarosegehalt die Porengrofe des Gels bestimmt. Zur
Analyse der PCR-Produkte wurde ein 1,5-2 %iger Agarosegehalt gewihlt. Die Agarose wurde
in 100 ml 0,8 x TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (siche Tabelle 4) aufgekocht. Zur spiteren
Sichtbarmachung der DNA wurden pro 100 ml Pufferlosung 5 pl Roti-safe (siehe Tabelle 3)
zugefiigt. Der Farbstoff interkaliert in die DNA und emittiert unter UV-Licht eine griine Fluo-
reszenz. Die erhitzte Agaroseldosung wurde in eine Gelkammer gegossen und ein Kamm zur
Bildung von Taschen eingesetzt. Das auspolymerisierte Agarosegel wurde in eine horizontale
Elektrophoresekammer (Bio-Rad) tiberfiihrt und die Kammer mit 0,8 x TAE-Puffer (Tabelle 4)
befiillt. Die zu untersuchenden Proben wurden mit einem DNA-Ladepuffer (siche Tabelle 4)
versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Zusitzlich wurde eine Geltasche zur Abschétzung
der FragmentgroBe mit einem 1 kb Ladder von Thermo Scientific (siche Tabelle 8) beladen.

Durch Anlegen einer Spannung von 80—100 V wurden die DNA-Fragmente abhéngig von ihrer
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Ladung bzw. Grofe im elektrischen Feld aufgetrennt. Unter Verwendung eines UV-Transillu-

minators (Intas UV-Systeme) wurden die Banden sichtbar gemacht und ausgewertet.

4.2.6 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR (qQRT-PCR) wird die bei der reversen Transkription
hergestellte cDNA vervielfiltigt und im Vergleich zur herkdmmlichen PCR zusétzlich quanti-
fiziert. Die Expression des zu untersuchenden Gens wird dabei relativ zu einem Haushaltsgen

bestimmt.

Fiir die cDNA-Quantifizierung wurden die cDNA und Primer mit dem AmplifyMe SG Univer-
sal Mix (siehe Tabelle 6) versetzt. Der Universal Mix enthélt den DNA-bindenden Fluoreszenz-
farbstoff SYBR Green I. SYBR Green I interkaliert wihrend der Elongationsphase als Minor
Groove Binder in die amplifizierte, doppelstringige DNA. Durch den hierbei entstehenden
Komplex aus cDNA und SYBR Green I wird ein Fluoreszenzsignal freigesetzt, das in Echtzeit
zu jedem Amplifikationszeitpunkt detektiert und erfasst wird. Das Fluoreszenzsignal steigt da-
bei proportional zur Menge der cDNA, sodass die Zunahme an PCR-Produkt in Echtzeit ver-

folgt werden kann.

Nachteilig an dieser Methode ist die unspezifische Bindung von SYBR Green I an mdgliche
andere PCR-Produkte oder Primer-Dimere. Zur Uberpriifung der Primerspezifitit fiir die
Zielsequenz werden die Schmelzkurve und der Schmelzpunkt analysiert. Beide sind durch die

Lange und den GC-Gehalt des DNA-Fragments charakteristisch fiir eine Zielsequenz.

Fiir die qRT-PCR wurde der Reaktionsansatz wie in Tabelle 19 aufgefiihrt angesetzt und mit je
2 ul cDNA versetzt. Im Cycler CFX Connect von BioRad wurde das in Tabelle 20 aufgefiihrte

Temperaturprogramm gewdhlt.

Tabelle 19: Ansatz fiir eine QRT-PCR

Komponente Volumen [pl]
SYBR Green MasterMix (PrimerDesign) 10
forward-Primer 0,6
reverse-Primer 0,6
H>O 6,8
cDNA-Losung 2
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Tabelle 20: Temperaturprogramm fiir eine qRT-PCR

Temperatur [°C] Zeit Zyklusanzahl Schritt
95 15 min 1 initiale Denaturierung
94 15 sec 45 Denaturierung
60 60 sec Annealing/Elongation
95 30 sec 1 terminale Denaturierung

60-95 10 sec Schmelzkurve
4.3 Proteinbiochemische Methoden
4.3.1 Isolation von Proteinextrakt aus Zellen und Geweben

Zur Untersuchung der Proteinexpression von Suspensionszellen erfolgte zundchst eine Extrak-
tion des Proteins aus den Zellen. Hierfiir wurde jeweils ein Teil der zu untersuchenden Zellsu-
spensionen entnommen und diese flir 5 Minuten bei 1200 rpm (VWR, Microstar 17R) und 4 °C
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und nach erneutem Zentri-
fugieren in RIPA-Puffer (siche Tabelle 5) resuspendiert. Um einen Verdau des Zielproteins
nach Zelllyse durch zelleigene Proteasen und Phosphatasen zu verhindern, wurde der RIPA-
Puffer in einer Konzentration von 1:10 mit einem Protease- und 1:100 mit einem Phosphatase-
Inhibitor versetzt. Nach Uberfiihren der in RIPA-Puffer aufgenommenen Zellen in ein 1,5 ml-
Reagiergefd3 wurden die Zellen zur Lyse bei -70 °C eingefroren. Das aufgetaute Lysat wurde
anschlieBend mittels eines Bioruptors homogenisiert. Hierbei erfolgte durch insgesamt zehn
Zyklen von 30-sekiindigen Ultraschallimpulsen ein mechanischer Zellaufschluss, wodurch das
zu untersuchende Protein und andere Biomolekiile aus den Zellen freigesetzt wurden. Zur Ent-
fernung von Zelltriimmern wurde das Lysat fiir 30 Minuten bei 13.000 rpm (VWR, Microstar

17R) und 4 °C zentrifugiert und nur der Uberstand zur Proteinanalyse weiterverwendet.

4.3.2 Quantifizierung von Proteinen mittels Bradford-Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der Methode von Brad-
ford (Bradford, 1976). Beim Bradford-Test wird der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-
Brilliant-Blau G-250 verwendet. Coomassie-Brilliant-Blau eignet sich aufgrund seiner spekt-
ralen Eigenschaften zur quantitativen Proteinbestimmung: In seiner kationischen, unkomple-
xierten Form hat der Farbstoff ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 465 nm.

Dies erzeugt einen roten Farbeindruck. In der anionischen Form kommt es zur Komplexbildung
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des Farbstoffs mit basischen Seitenketten von Proteinen. Das Absorptionsmaximum verschiebt
sich bei Proteinbindung zu einer Wellenlidnge von 595 nm. Um die im Lysat enthaltene Menge
an Protein photometrisch zu bestimmen, wird die Extinktion bei einer Wellenldnge von 595 nm
gemessen. Die Extinktion steigt proportional zur Menge an Protein. Zur Bestimmung der abso-
luten Proteinkonzentration des Lysats erfolgte eine Kalibrierung mit einem Proteinstandard.
Hierzu wurde eine Verdiinnungsreihe des bovinen Serumalbumins (BSA) wie in Tabelle 21

aufgefiihrt in Reagiergefd3e pipettiert.

Die zu messenden Proben wurden zunéchst 1:10 mit RIPA-Puffer (siehe Tabelle 5) verdiinnt
und anschlieBend im Verhiltnis 1:80 in Milliporwasser aufgenommen. Im Anschluss wurden
den Proben- sowie den BSA-Ansétzen jeweils 200 pl Bradford-Stammldsung zugefiigt. Jeder
Ansatz wurde jeweils zweifach in eine 96-Lochplatte pipettiert und die Absorption am Spekt-

rometer Fluostar Optima bei 595 nm gemessen.

Tabelle 21: Verdiinnungsreihe fiir einen Bradford-Assay

BSA-Konzent-
ration (in pg/pl)

BSA (10x;inpul) = 0O 1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 | 20
RIPA (in pl) 04{10 10 10 10 10 10 | 10 | 10 10 10 | 10
H>O (in pl) 790 | 789 788 786 | 784 | 782 780 | 778 | 776 774 772 | 770

1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

4.3.3 Methanol/Chloroform-Fillung von Proteinen

Sofern zu geringe Mengen an Protein beim Bradford-Test gemessen wurden, wurde das Protein
mittels einer Methanol/Chloroform-Fillung aufkonzentriert (Wessel & Fliigge, 1984). Es
wurde eine Proteinendkonzentration festgelegt und das entsprechende Probenvolumen mit
RIPA auf jeweils 100 ul aufgefiillt. Zur Féallung wurden die Proteinldsungen mit 4 Vol Metha-
nol, einem Vol Chloroform und 3 Vol H>O versetzt und fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm (VWR,
Microstar 17R) und 4 °C zur Phasentrennung zentrifugiert. Das Protein befindet sich nach der
Zentrifugation in der Interphase. Die obere Phase wurde verworfen und weitere 3 Vol Methanol
zugefiigt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm (VWR, Microstar 17R)
und 4 °C wurde das entstandene Pellet vollstdndig getrocknet und in 40 pl 2 x Laemmli-Puffer
mit Dithiothreitol (DTT) (siehe Tabelle 5) resuspendiert. Zur Proteindenaturierung wurden die
Proben bei 95 °C erhitzt und anschlieBend auf ein Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-
gel aufgetragen (siehe Kapitel 4.3.4).
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434 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftren-

nung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht. Polyacrylamidgele lassen sich ab-
héngig von der zu erwartenden Proteingrofe in unterschiedlichen Polyacrylamid-Konzentrati-
onen herstellen. Bei simtlichen hier durchgefiihrten Gelelektrophoresen wurde fiir das Trenngel
eine Konzentration von 10 % und fiir das Sammelgel eine Konzentration von 4 % gewdhlt. Die
genaue Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 22 dargestellt. Sammelgel und Trenngel wur-
den libereinander in einer Dicke von 1,5 mm zwischen zwei in eine GieBapparatur eingespannte
Glasplatten gegossen. Das Polyacrylamidgel wurde diskontinuierlich hergestellt: Zunichst
wurde das Trenngel wie in Tabelle 22 angegeben angesetzt und zwischen die Glasplatten pi-
pettiert. Das Trenngel wurde mit Isopropanol iiberschichtet, um eine gerade verlaufende Ober-
flache des Gels sicherzustellen. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das Isop-
ropanol abgegossen. AnschlieBend wurde das Sammelgel entsprechend den Angaben in Tabelle
22 angesetzt und zwischen die Glasplatten auf das Trenngel pipettiert. In das Sammelgel wurde
im noch nicht auspolymerisierten Zustand ein Kamm eingebracht, der die zur Probenbeladung
notwendigen Geltaschen erzeugte. Nach vollstandiger Auspolymerisation wurde das Gel ent-
weder zur spéteren Verwendung bei 4 °C gelagert oder direkt fiir einen Western Blot verwendet.
Zur Durchfiihrung eines Western Blots wurde das Gel in eine Elektrophorese-Apparatur einge-

bracht und diese mit 1x Laufpuffer (siche Tabelle 5) befiillt.

Vor der Auftragung der Proteingemische in die Geltaschen wurden die Proben folgendermal3en
vorbereitet: Es wurde das fiir eine definierte Proteinkonzentration bendtigte Probenvolumen
berechnet und dieses Volumen mit Milliporwasser in einem Reagiergefa3 auf 32 ul aufgefiillt.
Zur Denaturierung der Proteine wurden den Proben jeweils 8 pl 2x Laemmli-Puffer mit DTT
(sieche Tabelle 5) hinzugefiigt. Im Laemmli-Puffer ist das anionische Tensid SDS enthalten, das
durch Proteinbindung die Eigenladung der Proteine iiberdeckt und die Proteine proportional zu
threr Molekiilgrofe negativ 1adt. DTT fiihrt zu einer Spaltung der Disulfidbriicken durch Re-
duktion, was zu einer zusdtzlichen Entfaltung der Proteine fiihrt. Zur vollstdndigen Denaturie-
rung wurden die Proben anschlieBend fiir 5 Minuten in einem Heizblock bei 95 °C denaturiert.
Die Taschen des Gels wurden mit den denaturierten Proteinproben beladen. Um die Protein-
groBe bestimmen zu konnen, wurde zusitzlich ein Molekulargewicht-Standard aufgetragen.
Zum FEinlaufen im 1x Laufpuffer (siche Tabelle 5) und zur Aufkonzentrierung der Proben im
Sammelgel wurde zunéchst eine Spannung von 80 V angelegt. Sobald die Lauffront das Trenn-

gel erreicht hatte, wurde die angelegte Spannung auf 100 V erhoht.
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Tabelle 22: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele

Reagenz Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %)
H>O 6,70 ml 4,60 ml
1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8) 4,22 ml 1,88 ml
10 % SDS 168,8 ul 75,0 pl
30 % Acrylamid 5,63 ml 975 ul
TEMED 11,25 ul 9,75 ul
10 % APS 112,5 pl 49,5 ul

4.3.5 Immundetektion mittels Western Blot

Die im SDS-Gel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine sollten im Folgenden
auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen werden, um sie mittels Immundetektion zu visua-

lisieren (Burnette, 1981; Towbin et al., 1979).

Zunichst wurde das SDS-Gel aus der Elektrophorese-Apparatur gelost. Das Sammelgel wurde
abgetrennt und verworfen. Das Trenngel, vier zugeschnittene Whatman-Papiere und eine Nit-
rozellulosemembran wurden fiir 15 Minuten in einem Transferpuffer (siche Tabelle 5) inku-
biert. Der Proteintransfer erfolgte in einem Semi-Dry-Blotter. Auf dessen Anodenplatte wurden
zwei der puffergesittigten Whatman-Papiere, die Nitrozellulosemembran, das Trenngel und
zwei weitere Whatman-Papiere gestapelt und mit der Kathodenplatte abgedeckt. Es wurde fiir
45 Minuten eine konstante Spannung von 12 V angelegt. Weil die Proteine durch das SDS
negativ geladen waren, wanderten sie im elektrischen Feld senkrecht zum SDS-Gel in Richtung

der Anode und wurden so auf die Nitrozellulosemembran iibertragen.

Nach dem abgeschlossenem Protein-Blotting erfolgte ein Transfertest mittels Ponceau-S-Fir-
belosung (siehe Tabelle 5). Hierflir wurde die Nitrozellulosemembran eine Minute lang in der
Farbelosung inkubiert und bei einem erfolgreichen Proteintransfer wurden die Proteinbanden
sichtbar. Die Proteinfarbung war reversibel und wurde nach dem Transfertest mit H>O abgewa-

schen.

Um ein unspezifisches Binden von Antikorpern an ungesittigte Bindungsstellen auf der Nitro-
zellulosemembran zu verhindern, wurde die Membran zunéchst fiir eine Stunde in einer Blo-
ckierlosung auf einem Kippschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Als Blockierlésung wur-
den in 1x Tris-buffered saline mit 0,1 % Tween (TBST, Tabelle 5) gelostes Rinderserumal-
bumin (BSA, 1%ig, Tabelle 3) oder entfettetes Magermilchpulver (MP, 3 %ig, Tabelle 3) ver-

wendet. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Membran {iber Nacht bei 4 °C mit einem in
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der entsprechenden Blockierlosung geldsten primédren Antikdrper. Die verwendeten priméren
Antikorper sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Der primére Antikorper band spezifisch an das zu
detektierende Protein auf der Nitrozellulosemembran. Nicht gebundener Primirantikdrper
wurde durch dreimaliges Auftragen von 1 x TBST (Tabelle 5) fiir jeweils 10 Minuten entfernt.
Anschlielend erfolgte die Inkubation mit einem konjugierten Sekundarantikorper (Tabelle 11)
fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Der Sekundérantikdrper war gegen den Fc-Bereich des Pri-
mérantikorpers gerichtet, wobei durch Mehrfachbindung von Sekundérantikdrpern an einen
Primérantikdrper eine Signalverstirkung erzielt wurde. Die Nitrozellulosemembran wurde zur
Entfernung von schwach oder nicht gebundenem Sekundérantikdrper erneut dreimalig mit
TBST (siehe Tabelle 5) gewaschen. Mittels des ECL-Systems von Thermo Scientific wurde der
Blot detektiert, was durch die Peroxidase-Kopplung des sekundédren Antikdrpers moglich war.

Die freigesetzte Chemilumineszenz wurde zur Belichtung eines aufgelegten Positivfilms ver-

wendet.
4.4 Tierexperimentelle Methoden
4.4.1 Isolation renaler Tubulusepithelzellen aus Miusen

Die Versuchstiere — MRL Fas'- und C57BL/6-Méuse — wurden aus der zentralen Versuchs-
tiereinrichtung der Universitdt Mainz (TARC) bezogen, wo sie gemall den Anforderungen aus
der Tierschutz-Versuchstierordnung gehalten werden. Die Tiere wurden im Alter zwischen 12
und 14 Wochen durch zervikale Dislokation getdtet und das Fell mit 70 %igem Ethanol desin-
fiziert. Unter Verwendung von sterilem Priparierbesteck wurden durch einen transversalen
Schnitt die Bauchdecke erdffnet und der Retroperitonealraum dargestellt. Mit einer sterilen Or-
ganschere wurden die Nieren beidseits freipripariert und die Nierenstielgefd3e im Bereich des
Nierenhilus abgesetzt. Grobe Fettanteile wurden entfernt und die Nieren wurden in eine mit

PBS gefiillte Petrischale tiberfiihrt.

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte fanden unter einer sterilen Reinluftwerkbank und unter Ver-
wendung von sterilisierten Instrumenten und Materialien statt. Zundchst wurde die Nierenkap-
sel unter Beibehaltung der Integritdt des Nierenparenchyms entfernt und verworfen. Anschlie-
end wurden die Nieren zerteilt, bis sie in breiartiger Konsistenz vorlagen. Das zerkleinerte
Zellmaterial wurde mit Collagenase Solution (Tabelle 4) versetzt und fiir 45 Minuten bei 37
°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COz inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Zellmaterial
nacheinander durch drei Zellsiebe mit abnehmender Maschenweite (100 pm, 70 pm, 40 um)

und unter Spiilen mit PBS filtriert. Das Filtrat wurde bei 1500 rpm (Fisher brand, GT 1R) fiir
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10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in steril fil-
triertem ACK-Lysepuffer (siche Tabelle 4) resuspendiert und darin fiir 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Durch den Lysepuffer wurden die roten Blutzellen lysiert. Die Lyse
wurde durch Zugabe von PBS beendet. Die gesamte Suspension wurde erneut fiir 10 Minuten
bei 1500 rpm (Fisher brand, GT 1R) und Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde
das Zellpellet in DMEM Medium (Tabelle 13) aufgenommen und in oberflichenunbehandelte
Petrischalen mit Gentamycin iiberfithrt. Wahrend der nachfolgenden einstiindigen Inkubation
bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO> kam es zur Anhaftung von Makrophagen an
die Petrischalen, wéhrend die RTEC in Suspension blieben. Die Zellsuspension mit den darin
enthaltenen RTEC wurde abgenommen und in oberflichenbehandelte Petrischalen tiberfiihrt.
Diese wurden fiir 3—4 Tage bei 37 °C, 5 % CO; und 100 % Luftfeuchtigkeit zum Anwachsen
der RTEC inkubiert. Nach dieser Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel, durch den bewegli-
che Zellfragmente entfernt wurden. Es erfolgte eine erneute Inkubation der Zellen mit regelmai-

Bigen Kontrollen der Zellkonfluenz unter dem Lichtmikroskop.

Zum Passagieren der Zellen wurde eine Konfluenz von 80 bis 90 % abgewartet. Beim Erreichen
der notwenigen Konfluenz wurde das Medium aus den Petrischalen entnommen und bewegli-
che Zellfragmente durch das Waschen mit PBS entfernt. Es folgte eine dreiminiitige Inkubation
der Petrischalen in einer 1x Trypsinlosung (siehe Tabelle 3), wodurch die adhdrenten RTEC
enzymatisch in Losung gebracht wurden. Durch Zugabe von 1x PBS wurde die Reaktion durch
darin enthaltene trypsininhibitorische Faktoren gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 50
ml-Reagiergefa3 tiberfiihrt. Um die noch auf den Petrischalen verbliebenen RTEC zu 16sen,
wurde erneut PBS zugefiigt und die Zellen wurden mittels eines Zellschabers gelost. Die Sus-
pension wurde ebenfalls in das 50 ml-Reagiergefal} tiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation fiir 5
Minuten bei 1500 rpm (Fisher brand, GT 1R) und Raumtemperatur wurden die Zellen in Kul-
turmedium (siehe Tabelle 13) resuspendiert und abhédngig von ihrer Konfluenz zum Zeitpunkt
des Passagierens auf 2—3 Petrischalen ausplattiert. Es folgt eine weitere Inkubation fiir 3—4
Tage mit zwischenzeitlichem Mediumwechsel. Sdmtliche Versuche an den RTEC wurden in
Zellpassage 1 durchgefiihrt. Zum Aussden wurden die RTEC von den Petrischalen geldst und
in Kulturmedium aufgenommen. Es folgte das Ausplattieren in 24-Loch-Platten mit einer Zell-

zahl von 75 x 10° Zellen pro Loch (siehe Tabelle 14).
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4.4.2 Isolation muriner Peritonealzellen

Die Versuchstiere wurden durch zervikale Dislokation getdtet und das Fell mit 70 %igem Etha-
nol desinfiziert. Im unteren Drittel des Abdomens wurden medial Dermis und Bauchfaszien
unter Erhalt des Peritoneums in einem Bereich von 1,5 x 1,5 cm? entfernt. Darin wurde eine
Kaniile mit einem AuBlendurchmesser von 0,4 mm durch das Peritoneum in den Bauchraum
geflihrt, ohne die Integritit viszeraler Organe zu verletzen. Durch die Kaniile wurde PBS mit 3
% FCS in den Bauchraum injiziert. Durch vorsichtiges Massieren des Abdomens wurden die
Bauchorgane mit der Losung umspiilt, wodurch im Peritoneum befindliche Immunzellen geldst
wurden. Mit einer Kaniile mit einem Auflendurchmesser von 0,9 mm wurde die Suspension aus
dem Bauchraum abgenommen und in ein 15 ml-Reagiergefal tiberfiihrt. Erneut wurde PBS mit
3 % FCS in den Bauchraum injiziert und weitere Inmunzellen aus dem Bauchraum gesammelt.
Durch einen transversalen Schnitt wurde der Bauchraum anschlieBend komplett eroffnet und
die verbliebene Suspension wurde abgenommen. Die Suspension wurde fiir § Minuten bei 1500
rpm (Fisher brand, GT 1R) und Raumtemperatur zentrifugiert und das entstandene Pellet wurde
in DMEM mit 3 % FCS resuspendiert. Unter Verwendung einer Neubauer Zahlkammer wurde
die Zellzahl bestimmt und die Zellen wurden in 24-Loch-Platten ausgesét. Vor Beginn der Ver-
suchsdurchfithrung wurden die 24-Lochplatten fiir zwei Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 und 100
% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

4.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden die Programme Microsoft Excel 2019 und GraphPad
Prism (Version 9.02) verwendet. Die Daten reprisentieren den Mittelwert = SEM (Standard-
fehler der Mittelwerte). Die Signifikanz wird mit einem Stern (*) dargestellt. Dabei entspricht
ein Stern einem p-Wert unter 0,05, zwei Sterne einem p-Wert von unter 0,01, drei Sterne einem
p-Wert unter 0,001 und vier Sterne einem p-Wert unter 0,0001. Zur vergleichenden Analyse
zweier Gruppen wurden zweiseitige t-Tests durchgefiihrt. Fiir den Vergleich mehrerer Gruppen

mit zwei Variablen wurde eine two-way ANOVA (analysis of variance) vorgenommen.
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5 Ergebnisse

5.1  Analysen der mRNA-Expression von IL-17A in murinen EL-4 siKSRP T-Zellen

im Vergleich zu murinen EL-4 Kontroll T-Zellen

5.1.1 Eine verminderte KSRP-Expression in stimulierten EL-4 T-Zellen fiihrt zu keiner

verstirkten IL-17A-mRNA-Expression

IL-17A ist als proinflammatorisches Cytokin u.a. an der Pathogenese verschiedener entziindli-
cher Haut- und Gelenkerkrankungen beteiligt. Ein Verstdndnis der Genexpression des Entziin-
dungsmediators ist deshalb von groBem klinischem Interesse. Es konnte bereits eine Regulation
der Expression von IL-17A durch die RNA-BP Arid5a und TTP dargelegt werden (Amatya et
al., 2018; H. H. Lee et al., 2012; Nyati et al., 2019). Ein Einfluss von KSRP auf die IL-17-
Expression wurde in der Literatur hingegen bisher nicht beschrieben. Jedoch wurde fiir andere
Entziindungsmediatoren, wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a, in verschiedenen humanen und
murinen Zellmodellen eine posttranskriptionelle Regulation durch KSRP nachgewiesen. Aus
den unver6ffentlichten Daten von CBA-Analysen der AG Pautz (siehe Kapitel 2.3.3.2) konnte
in EL-4 T-Zellen mit small interfering RNA (siRNA)-vermittelter Reduktion der KSRP-Ex-
pression (EL-4 siKSRP T-Zellen) nach 24-stlindiger Aktivierung mit PMA und Ionomycin eine
signifikant hohere IL-17A-Proteinexpression festgestellt werden als in EL-4 Kontroll T-Zellen
(EL-4 Co T-Zellen). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass KSRP die Genexpression von IL-
17A negativ beeinflusst. Dies wiirde mit der bisher bekannten Rolle von KSRP als tiberwiegend

negativer Regulator der proinflammatorischen Genexpression iibereinstimmen.

Um mogliche posttranskriptionelle Regulationsmechanismen von KSRP auf die IL-17A-Ex-
pression zu analysieren, wurden zwei verschiedene Subzelllinien der murinen CD4" T-Zelllinie
EL-4 verwendet. Mittels retroviraler Transduktion mit einem Vektorkonstrukt, das die Expres-
sion einer short hairpin RNA (shRNA) gegen KSRP zur Folge hat, wurde eine EL-4 T-Zelllinie
etabliert, die durch eine verminderte Expression von KSRP charakterisiert ist (EL-4 siK SRP T-
Zellen). Als Kontrolle wurde eine EL4 T-Zelllinie erzeugt, die mit dem gleichen retroviralen
Vektor ohne shRNA-Expression stabil transduziert wurde (EL-4 Co T-Zellen) (siche Tabelle
12). Vergleichend wurde die IL-17A-Expression in den EL-4 Co und den EL-4 siKSRP T-
Zellen untersucht. Die verminderte Expression von KSRP in den EL-4 siKSRP T-Zellen wurde
vor Versuchsbeginn mittels Western Blot Analyse bestétigt (Daten nicht gezeigt). Dazu wurden
beide T-Zelllinien zunéchst iiber einen Zeitraum von 16 Stunden in serumarmem Medium mit
0,5 % FCS inkubiert. Danach erfolgte eine Aktivierung der T-Zellen mit PMA (1 pg/ml, gelost

in DMSO) und Ionomycin (1 pg/ml) iiber verschiedene Zeitrdume (2, 4, 6, 8 und 24 h). Zur
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Kontrolle wurde ein Teil der Zellen iiber dieselben Zeitrdume mit dem Losungsmittel DMSO
behandelt. Die anschliefende Lyse der Zellen erfolgte mit GIT-Puffer (siehe Tabelle 5). Zur
Analyse der mRNA-Expression wurden qRT-PCRs (siehe 4.2.6) durchgefiihrt und bei der Ana-
lyse der IL-17A-mRNA-Expression auf die mRNA-Expression von TATA-Bindeprotein (TBP)

normiert.

0 EL-4 Co, DMSO
B EL-4 siKSRP, DMSO

1207 EL-4 Co, PMA/lonomycin
1004 EL-4 siKSRP, PMA/lonomycin

IL-17A-mRNA-Expression

Abbildung 3: Die mRNA-Expression von IL-17A in murinen EL-4 siKSRP T-Zellen (EL-4 siKSRP) und
EL-4 Kontroll T-Zellen (EL4 Co) nach Behandlung mit dem Lésungsmittel DMSO bzw. PMA und Iono-
mycin (P/I) Die EL-4 T-Zellen wurden fiir jeweils 2, 4, 6, 8 und 24 h mit dem Lésungsmittel DMSO bzw. PMA
(1ug/ml) und Ionomycin (1 ug/ml) behandelt. Abgebildet ist die Auswertung der qRT-PCR-Analysen von n =
12-16 Messwerten. Die Sdulen reprdsentieren die Mittelwerte £ SEM der IL-17A-mRNA-Menge relativ zur ge-
messenen mRNA-Menge der iiber 24 h mit P/I-behandelten EL-4 Co T-Zellen (Co). Die statistische Auswertung
erfolgte durch einen two-way ANOVA-Test (ns = nicht signifikant; ** p < 0,01; ***p < 0,001).

Aus den Daten in Abbildung 3 geht die IL-17A-mRNA-Expression in ihrer zeitlichen Kinetik
hervor. Die Daten sind auf die IL-17A-mRNA-Expression in den {iber 24 h mit PMA und Iono-
mycin behandelten EL-4 Co T-Zellen bezogen. Bei allen Stimulationszeitrdumen ist eine sig-
nifikant gesteigerte mRNA-Expression zwischen den unbehandelten und den behandelten T-
Zellen zu erkennen. Beide T-Zelllinien zeigen mit der Zunahme der Stimulationsdauer mit
PMA und Ionomycin eine steigende IL-17A-mRNA-Menge. Bei den Behandlungen mit PMA
und Ionomycin iiber 2 und 4 h sind vergleichbare IL-17A-mRNA-Expressionen zwischen den

Zelllinien festzustellen. Die Behandlung der T-Zellen {iber 6 h bewirkt hingegen signifikant
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niedrigere IL-17A-mRNA-Mengen in den EL-4 siKSRP T-Zellen. Die mRNA-Expression ist
dabei in den EL-4 siKSRP T-Zellen ca. um den Faktor 0,7 geringer als in den EL-4 Co T-Zellen.
Bei der Behandlung mit PMA und Ionomycin iiber 8 h ist wiederum kein signifikanter Unter-
schied in der IL-17A-mRNA-Expression zwischen den unterschiedlichen Zelllinien zu erken-
nen. Die Daten zur Stimulation iiber 24 h weisen einen signifikanten Unterschied in der IL-
17A-mRNA-Menge auf. In den EL-4 siKSRP T-Zellen ist die gemessene IL-17A-mRNA-
Menge ca. 50 % geringer als in den EL-4 Co T-Zellen.

5.1.2  Die verminderte KSRP-Expression in EL-4 T-Zellen hat keinen signifikanten
Einfluss auf die mRNA-Stabilitit von IL-17A

KSRP als mRNA-bindendes Protein ist ein zentraler Regulator der posttranskriptionellen
mRNA-Stabilitdt. Wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, konnte ein destabilisierender Effekt von
KSRP auf die mRNA einiger Cytokine bereits dargelegt werden. In Bezug auf eine mogliche
posttranskriptionelle Regulation der IL-17A-mRNA durch KSRP liegen bisher keine Publika-

tionen vor.
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Abbildung 4: Kontrolle der mRNA-Expression von IL-17A in murinen EL-4 siKSRP und EL-4 Co T-Zellen
nach der Behandlung mit PMA und Ionomycin bzw. nach der Kontrollbehandlung mit DMSO iiber 4 h Die
EL-4 T-Zellen wurden fiir 4 h mit PMA (1 ug/ml) und lonomycin (1ug/ml) bzw. DMSO behandelt. Abgebildet ist
die Auswertung der qRT-PCR-Analysen aus n = 8 Messwerten. Die Sdulen reprdsentieren die Mittelwerte + SEM
der IL-17A-mRNA-Mengen in Bezug auf die mRNA-Menge der fiir 4 h mit DMSO behandelten EL-4 Co T-Zellen.
Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte t-Tests (*** p < 0,001, **** p < 0,0001).

Um einen Effekt von KSRP auf die IL-17A-mRNA-Stabilitdt zu iiberpriifen, wurden im Rah-
men dieser Arbeit mRNA-Abbauanalysen unter Verwendung von DRB durchgefiihrt. 16 Stun-
den vor dem Versuchsbeginn wurden die EL-4 siKSRP und die EL-4 Co T-Zellen in serumar-

mem Medium mit 0,5 % FCS ausgesit. Nach einer Stimulation mit PMA (1 pg/ml, geldst in
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DMSO) und Ionomycin (1 pg/ml) sowie der entsprechenden Kontrollbehandlung mit DMSO
wurden die Zellen tiber 4 h inkubiert. Zur Kontrolle der Stimulation durch PMA und Ionomycin
wurde ein Teil der Zellen nicht mit DRB behandelt, sondern im Anschluss an die 4-stiindige
PMA/Ionomycin-Stimultion mit GIT-Puffer (siche Tabelle 4) lysiert. Zur Analyse der mRNA-
Expression wurden qRT-PCRs (siehe Kapitel 4.2.6) durchgefiihrt und bei der Analyse der IL-
17A-mRNA-Expression auf die mRNA-Expression von TATA-Bindeprotein (TBP) normiert.

Aus Abbildung 4 geht die gesteigerte IL-17A-mRNA-Expression in beiden Zelllinien nach der
Behandlung mit PMA und Ionomycin iiber 4 h hervor. Bei beiden T-Zelllinien ist ein signifi-
kanter Anstieg in der mRNA-Expression von IL-17A nach der Behandlung mit PMA und Iono-
mycin im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit DMSO feststellbar. Somit kann von einer er-
folgreichen Stimulation der IL-17A-mRNA-Expression in beiden Zelllinien vor der DRB-Zu-
gabe ausgegangen werden. Allerdings fillt dieser Anstieg in den EL-4 siKSRP T-Zellen gerin-
ger aus: Nach der 4-stiindigen Stimulation ist in den EL-4 siKSRP T-Zellen eine um ca. 50 %
geringere mRNA-Expression zu detektieren als in den EL-4 Co T-Zellen.

Im Anschluss an die Stimulation wurden die T-Zellen fiir O h, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 6 h mit
DRB (25 pg/ml) behandelt (siche Kapitel 4.1.6). Durch die DRB-Behandlung wird die Tran-
skription durch die RNA-Polymerase Il gehemmt, wodurch die Neusynthese von mRNA inhi-
biert wird. Dies ldsst Riickschliisse auf die mRNA-Halbwertszeit bzw. die mRNA-Stabilitét der
vor der DRB-Zugabe bereits vorhandenen mRNA zu. Zur Untersuchung des Abbaus der IL-
17A-mRNA nach der Zugabe von DRB wurden qRT-PCRs durchgefiihrt. Die IL-17A-mRNA-
Expression wurde auf die mRNA-Expression von TBP normiert. Als Positivkontrolle wurde
der Abbau der TNF-a-mRNA analysiert, von der bekannt ist, dass ihre Stabilitdt durch KSRP
reguliert wird (Bollmann et al., 2014).

Die mRNA-Abbauanalysen unter Verwendung von DRB (Abbildung 5) zeigen keine signifi-
kanten Unterschiede der IL-17A-mRNA-Stabilitidt zwischen den EL-4 siKSRP und den EL-4
Co T-Zellen. Im zeitlichen Verlauf nach DRB-Zugabe lésst sich in Abbildung 5 fiir die EL-4
siKSRP T-Zellen tendenziell ein geringer Riickgang der IL-17A-mRNA-Menge erkennen. Hin-
gegen verdndert sich die IL-17A-mRNA-Menge in den EL-4 Co T-Zellen im zeitlichen Verlauf

der DRB-Behandlung eher nicht oder nimmt sogar tendenziell zu.
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Abbildung 5: mRNA-Stabilititsanalysen von IL-17A (A) und TNF-a (B) in murinen EL-4 siKSRP und EL-
4 Co T-Zellen mittels Behandlung mit DRB zum Zeitpunkt 0 h Die mit PMA (1 ug/ml) und lonomycin (1 ug/mi)
stimulierten EL-4 T-Zellen wurden fiir 0 h, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 6 h mit 25 ug/ml DRB inkubiert. Nach der
Zelllyse mit GIT-Puffer und der RNA-Isolation wurden die mRNA-Expressionen von IL-17A4 und TNF-o. mittels
qRT-PCR bestimmt. Die relativen mRNA-Expressionen vor der Behandlung mit DRB (Zeitpunkt 0 h) wurden je-
weils auf 100 % gesetzt und die gemessenen mRNA-Mengen wurden auf die zum Zeitpunkt 0 h bestimmte mRNA-
Menge bezogen. Abgebildet ist die Auswertung der qRT-PCR-Analysen aus n = 8 Messungen. Die Symbole reprd-
sentieren die Mittelwerte + SEM der bestimmten mRNA-Mengen. Die statistische Auswertung erfolgte durch two-
way ANOVA-Tests (ns = nicht signifikant).

Im Gegensatz zu IL-17A konnte nach der DRB-Behandlung ein deutlicher Abbau der TNF-a-
mRNA in beiden Zelllinien detektiert werden. Bereits nach einer 30-miniitigen Behandlung mit
DRB sind in den EL-4 Co T-Zellen noch 34 % und in den EL-4 siKSRP T-Zellen noch 30 %
der urspriinglichen TNF-a-mRNA-Menge zu messen. Bereits nach einer zweistiindigen DRB-
Behandlung stellt sich ein Plateau der TNF-a-mRNA-Menge von ca. 20 % der mRNA-Aus-
gangsmengen sowohl in den EL-4 Co als auch in den EL-4 siKSRP T-Zellen ein. Allerdings
erfolgt der Abbau der TNF-a-mRNA in beiden T-Zelllinien in einer vergleichbaren Geschwin-
digkeit. Die Experimente liefern keinen Hinweis darauf, dass KSRP in der EL-4 Zelllinie den
Abbau der IL-17A- und TNF-a-mRNA beeinflusst.

Dass KSRP scheinbar keinen Einfluss auf den mRNA-Abbau von IL-17A und TNF-a in EL-4
T-Zellen hat, wird in der gesonderten Darstellung der mRNA-Mengen nach der jeweiligen ma-
ximalen Behandlungsdauer mit DRB in Abbildung 6 nochmals deutlich: Nach der 6-stiindigen
DRB-Behandlung ist in den EL-4 Co T-Zellen eine im Vergleich zum Zeitpunkt 0 h ungeféhr
um den Faktor 1,5 gesteigerte IL-17A-mRNA-Menge feststellbar. Die IL-17A-mRNA-Menge
in den EL-4 siKSRP T-Zellen ist hingegen auf ca. 90 % der Ausgangsmenge an mRNA gesun-
ken. Die Unterschiede der IL-17A-mRNA-Mengen zwischen den T-Zelllinien sind nicht signi-
fikant. Nach der DRB-Behandlung der EL-4 T-Zellen fiir 2 h ist ebenfalls kein signifikanter

Unterschied in der mRNA-Menge von TNF-a zwischen den Zelllinien sichtbar. Die TNF-a-
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mRNA-Menge ist in den EL-4 Co T-Zellen auf ca. 22 % und in den EL-4 siKSRP T-Zellen auf
ca. 17 % des Ausgangswerts gesunken, was den verstirkten Abbau der TNF-a-mRNA im Ver-
gleich zur IL-17A-mRNA in EL-4 T-Zellen erneut unterstreicht.
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Abbildung 6: mRNA-Expression von IL-17A (A) und TNF-a (B) in murinen EL-4 siKSRP und EL-4 Co T-
Zellen nach der Behandlung mit DRB fiir 6 h bzw. 2 h Dargestellt sind die IL-17A- und TNF-a-mRNA-Expres-
sionen beider mit PMA (1ug/ml) und lonomycin (1ug/ml) stimulierter EL-4 T-Zelllinien nach der jeweiligen ma-
ximalen Behandlungszeit mit 25 ug/ml DRB (6 h bzw. 2 h). Die Zelllyse erfolgte mittels GIT-Puffer und nach der
RNA-Isolation wurden die mRNA-Expressionen von IL-174 und TNF-o. durch qRT-PCR bestimmt. Die mRNA-
Expressionen vor der Behandlung mit DRB (Zeitpunkt 0 h) wurden auf 100 % gesetzt und die gemessenen mRNA-
Mengen nach DRB-Behandlung mit DRB wurden auf die zum Zeitpunkt 0 h bestimmten mRNA-Mengen bezogen.
Abgebildet ist die Auswertung der qRT-PCR-Analysen aus n = 8 Messungen. Die Sdulen reprdsentieren die Mit-
telwerte + SEM der bestimmten mRNA-Mengen. Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte t-Tests (ns
= nicht signifikant).

5.1.3 Eine verminderte KSRP-Expression in EL-4 T-Zellen geht mit einer reduzierten

IL-17A-Proteinexpression nach Translationshemmung einher

Um eine Regulation der IL-17A-Expression durch KSRP auf translationaler Ebene zu untersu-
chen, wurden die EL-4 T-Zellen mit Cycloheximid (CHX), einem Hemmstoff der Translation,
behandelt (siehe Kapitel 4.1.7). Die EL-4 siKSRP und die EL-4 Co T-Zellen wurden zunéchst
iiber 16 Stunden in 96-Lochplatten in Kulturmedium mit 0,5 % FCS inkubiert. Es folgte eine
5-stiindige Stimulation der Zellen mit PMA (1 pg/ml, gelost in DMSO) und Ionomycin (1
pg/ml). In einer Konzentration von 50 pg/ml wurden die Zellen dann fiir 3, 6, 12, 18 und 24 h
mit CHX behandelt. Die Zelllysate wurden zentrifugiert und die proteinhaltigen Uberstéinde zur
Durchfiihrung von Cytometric Bead Array (CBA)-Analysen (sieche Kapitel 4.1.7) abgenom-
men. Zur Positivkontrolle wurden — wie auch bei der Untersuchung der mRNA-Stabilitdt (siche

Kapitel 5.1.2) und der mRNA-Expression (siche Kapitel 5.1.1) —neben den Proteinmengen von
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IL-17A auch die Proteinmengen von TNF-a bestimmt. Aus der Literatur ist bekannt, dass KSRP
die TNF-o-Expression reguliert (Bollmann et al., 2014).
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Nach der 3-stiindigen Behandlung der P/I-stimulierten T-Zellen mit CHX lassen sich sowohl
in den EL-4 Co als auch in den EL-4 siKSRP T-Zellen signifikant hohere TNF-a-Proteinmen-
gen im Vergleich zu den IL-17A-Proteinmengen detektieren (siche Abbildung 7). Die IL-17A-
Proteinmengen zwischen den EL-4 Co und den EL-4 siKSRP T-Zellen unterscheiden sich nach
der CHX-Behandlung nicht signifikant. Hingegen ist in den EL-4 siKSRP T-Zellen eine ca.

zweifache TNF-o-Proteinmenge im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen zu messen.

Aus den Abbildungen 9 A und B gehen die in den Uberstinden gemessenen Proteinkonzentra-
tionen von IL-17A und TNF-a nach der Behandlung mit CHX {iber 3, 6, 12, 18 und 24 h hervor.
Die Daten sind auf die jeweiligen Proteinkonzentrationen in den EL-4 Co T-Zellen nach 3-
stiindiger Behandlung mit CHX bezogen. Mit der CHX-Behandlung ldsst sich bei beiden Sub-
zelllinien eine im zeitlichen Verlauf tendenziell sinkende IL-17A-Proteinmenge erkennen. Auf-
féllig ist der prozentual deutlich stirkere Riickgang der Proteinmenge in den EL-4 siKSRP T-
Zellen im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen. Ab einer Translationshemmung tiber 18 h stellt
sich in beiden Subzelllinien ein Plateau der Proteinmenge ein, wobei der signifikante Unter-

schied in der IL-17A-Proteinmenge zwischen den Genotypen bestehen bleibt.
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Abbildung 8: Die Proteinexpres-
sion von IL-17A (A) und TNF-a
(B) in EL-4 siKSRP und EL-4 Co
T-Zellen nach Behandlung mit
CHX

Die stimulierten EL-4 T-Zellen wur-
den fiir jeweils 3, 6, 12, 18 und 24 h
mit CHX (50 ug/ml) behandelt. Ab-
gebildet ist die Auswertung der
CBA-Analysen aus n = 3 Messun-
gen. Die Sdulen reprisentieren die
Mittelwerte £ SEM der Proteinmen-
gen in Bezug auf die Proteinmenge
der fiir 3 h mit CHX behandelten EL-
4 Co T-Zellen. Die statistische Aus-
wertung erfolgte durch ungepaarte
t-Tests (ns = nicht signifikant, * p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Aus den Daten zur Proteinexpression von TNF-a ldsst sich hingegen bei allen CHX-Behand-

lungszeitrdumen eine signifikant hhere Proteinmenge in den EL-4 siKSRP T-Zellen im Ver-

gleich zu den EL-4 Co T-Zellen messen. Nach der 3-stiindigen Translationshemmung ist die

Proteinmenge in den EL-4 siKSRP T-Zellen um 75 % hoher als in den EL-4 Co T-Zellen. Ab

einer Translationshemmung {iber 12 h sind bei beiden Subzelllinien keine weiteren Verdnde-

rungen der TNF-a -Proteinmenge zu detektieren.

Um neben der Proteinexpression auch die mRNA-Expression untersuchen zu kdnnen, wurden

die nach der Zentrifugation pelletierten T-Zellen durch GIT-Puffer (siche Tabelle 4) lysiert und

anschlieend die mRNA isoliert. Zur Analyse der mRNA-Expression wurden qRT-PCRs

durchgefiihrt und bei der Analyse der mRNA-Expression auf die mRNA-Expression von TBP

normiert.
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Abbildung 9: Die mRNA-Expression von IL-17A und TNF-a in murinen EL-4 Co und EL-4 siKSRP T-
Zellen nach Behandlung mit CHX Die EL-4 T-Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 5 h mit PMA (1 ug/ml)
und lonomycin (1 pg/ml) stimuliert. AnschliefSend erfolgte eine Behandlung mit CHX fiir 3, 6, 12, 18 und 24 h.
Abgebildet ist die Auswertung der qRT-PCRs aus n = 3 Messungen. Die Sdulen reprisentieren die Mittelwerte +
SEM der IL-17A- und TNF-a-mRNA-Mengen. Die mRNA-Mengen sind bezogen auf die mRNA-Menge der Proben
der jeweiligen Zelllinie, die im Anschluss an die 5-stiindige Stimulation mit PMA und Ionomycin fiir 3 h ohne
Behandlung mit CHX inkubiert wurden. Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte t-Tests (ns = nicht
signifikant; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001).

Mit der Dauer der CHX-Behandlung sind sinkende mRNA-Mengen von IL-17A in beiden T-
Zelllinien festzustellen. Auffallend ist dabei der stirkere Abfall der IL-17A-mRNA-Menge im
zeitlichen Verlauf in den EL-4 siKSRP T-Zellen bezogen auf die gemessene mRNA-Menge der
jeweiligen Subzelllinie nach 3-stiindiger Inkubation der Zellen ohne CHX-Behandlung. In den
EL-4 siKSRP T-Zellen ist nach der Translationshemmung iiber 3 h eine um die Hélfte vermin-
derte IL-17A-mRNA-Menge im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit CHX feststellbar. Im
weiteren Verlauf fillt die mRNA-Menge stetig, bis nach der 24-stiindigen CHX-Behandlung
noch 2 % der mRNA-Menge in Bezug auf die Kontrollbehandlung zu messen sind. Auch bei
den EL-4 Co T-Zellen ist ein stetiger Riickgang der mRNA-Menge iiber die Dauer der Trans-
lationshemmung abzulesen. Nach der 3-stiindigen CHX-Behandlung sind jedoch noch 74 %
der IL-17A-mRNA-Menge in Bezug auf die Kontrollbehandlung vorhanden, was einer um 23
% hoheren mRNA-Menge im Vergleich zur Messung in den EL-4 siKSRP T-Zellen entspricht.
Auch nach 24-stiindiger Behandlung mit CHX sind noch 11 % der mRNA zu detektieren. Dies
entspricht einer um den Faktor 5,5 hoheren IL-17A-mRNA-Menge im Vergleich zu den EL-4
siKSRP T-Zellen nach gleicher Behandlung.

Die gemessenen mRNA-Mengen von TNF-a zeigen nach einer 3- und 6-stiindigen CHX-Be-

handlung einen Riickgang der mRNA-Menge um 5 bzw. 35 %. Mit der CHX-Behandlung tiber

12 h ist hingegen eine um 5 % gesteigerte mRNA-Menge im Vergleich zum Ausgangswert zu
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detektieren. Nach der 24-stiindigen Behandlung ist die mRNA-Menge dann um den Faktor 2,7
im Vergleich zum Ausgangswert ohne CHX-Behandlung gesteigert. In den EL-4 siKSRP ist
nach der CHX-Behandlung iiber 3 h eine um 86 % reduzierte TNF-a-mRNA-Menge im Ver-
gleich zur Kontrollbehandlung {iber 3 h festzustellen. Mit zunehmender Dauer der CHX-Be-
handlung sind vergleichsweise geringe Schwankungen in der mRNA-Menge zu erkennen. Nach

der 24-stiindigen CHX-Behandlung sind 22 % der mRNA-Ausgangsmenge vorhanden.

5.1.4  Analysen der mRNA-Expression des IL-1-Rezeptorantagonisten in murinen EL-

4 Co T-Zellen im Vergleich zu EL-4 siKSRP T-Zellen

Ishigame et al. (2006) konnten in IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1-RA)-depletierten Miusen eine
verstdrkte Signalwirkung von IL-1 feststellen, die wiederum mit erhdhten Expressionen von
IL-17, IL-6 und TNF-a einherging. Es wurde vermutet, dass die gesteigerte Autoimmunitét der
Maiuse mit verminderter IL-1-RA-Expression T-Zell-abhéngig ist (Ishigame et al., 2006). Im
Rahmen des hier durchgefiihrten Versuchs wurden EL-4 T-Zellen auf eine KSRP-abhéngige
Expression von IL-1-RA untersucht. Dazu wurden die EL-4 T-Zelllinien iiber einen Zeitraum
von 16 Stunden in serumarmem Medium inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit
PMA (1 pg/ml, gelost in DMSO) und Ionomycin (1 pg/ml) (siehe Kapitel 4.1.5) sowie die
Kontrollbehandlung mit dem Losungsmittel DMSO {iber verschiedene Zeitrdume (2, 4, 6 und
8 h). Nach der Lyse der Zellen mit GIT-Puffer (siehe Tabelle 4) und der RNA-Isolation wurde
die mRNA-Expression mittels qRT-PCR (siehe Kapitel 4.2.6) untersucht. Bei der Analyse der
IL-1RA-mRNA-Expression wurde auf die mRNA-Expression von TATA-Bindeprotein (TBP)
normiert. Im Vergleich zu den unbehandelten T-Zellen ist eine deutliche Zunahme der IL-1-
RA-mRNA-Expression in den mit PMA und Ionomycin stimulierten T-Zellen bestimmt wor-

den.

Die Untersuchung der Expression von IL-1-RA (siche Abbildung 10) ergab eine signifikant
verminderte IL-1-RA-mRNA-Menge in EL-4 siKSRP T-Zellen im Vergleich zu den EL-4 Co
T-Zellen bei allen untersuchten Stimulationszeitraumen mit PMA und Ionomycin. Bei den EL-
4 Co T-Zellen ist eine maximale Induktion der IL-1-RA-mRNA-Expression nach der 4-stiindi-
gen Stimulation zu erkennen. Im Vergleich zur Stimulation {iber 2 h liegt nach der Stimulation
iiber 4 h eine ca. verdreifachte IL-1-RA-mRNA-Menge vor. Mit der Zunahme der Stimulati-
onsdauer sinkt die mRNA-Menge in den EL-4 Co T-Zellen wieder. Im Gegensatz dazu ist in

den EL-4 siKSRP T-Zellen bei allen Stimulationszeitrdumen eine signifikant verringerte I1L-1-
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RA-mRNA-Expression im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen zu messen. Der grofite Unter-
schied in der IL-1-RA-mRNA-Expression zwischen den Subzelllinien ist nach der 4-stlindigen
Stimulation festzustellen: In den EL-4 siKSRP T-Zellen liegt eine um 74 % geringere IL-1-RA-
mRNA-Menge im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen vor.
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Abbildung 10: Die mRNA-Expression IL-1-RA in murinen EL-4 siKSRP T-Zellen und EL-4 Co T-Zellen
nach Stimulation mit PMA und Ionomycin Die EL-4 T-Zellen wurden fiir jeweils 2, 4, 6 und 8 h mit PMA
(1ug/ml) und lonomycin (1 pg/ml) stimuliert. Abgebildet ist die Auswertung der qRT-PCR-Analysen von n = 4
Messwerten. Die Sdulen reprdsentieren die Mittelwerte + SEM der IL-1-RA-mRNA-Menge relativ zur gemessenen
mRNA-Menge der iiber 2 h mit P/I-behandelten EL-4 Co T-Zellen. Die statistische Auswertung erfolgte durch
ungepaarte t-Tests (*** p < 0,001; **** p < 0,0001).

5.2  Die Aktivierung der p38-MAPK verindert sich in EL-4 T-Zellen mit verminderter
KSRP-Expression nicht

Die p38-MAPK moduliert als Reaktion auf extrazelluldre Stimuli nachgeschaltete Kinasen, die
die Aktivitdt verschiedener RBP regulieren. Somit ist die p38-MAPK indirekt an der posttran-
skriptionellen und translationalen Genregulation von Entziindungsmediatoren beteiligt (Soni,
2019). Die p38-MAPK selbst wird durch vorgeschaltete Signalwege in ihrer Aktivitét reguliert.
Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollte ein Einfluss von KSRP auf die Aktivitit der p38-MAPK
in murinen EL-4 T-Zellen untersucht werden. Hierzu wurde die Phosphorylierung der p38-
MAPK vergleichend zwischen EL-4 siKSRP und EL-4 Co T-Zellen tiberpriift. In 6-Lochplatten
wurden die EL-4 T-Zellen fiir 16 Stunden in Medium mit 0,5 % FCS inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen fiir 30 min mit PMA (1 pg/ml, geldst in DMSO) und Ionomycin (1 pg/ml)

stimuliert und ein Teil der Zellen zur Losungsmittelkontrolle mit DMSO behandelt (siche Ka-
pitel 4.1.5). Die Zelllyse erfolgte mit auf 95 °C erhitztem Laemmli-Puffer (siche Tabelle 5).
Fiir den mechanischen Zellaufschluss wurden die Zellen sonifiziert und jeweils 40 pl jedes
Lysats zur SDS-Gelelektrophorese (sieche Kapitel 4.3.4) auf ein 10 %iges Polyacrylamidgel
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(siche Tabelle 22) aufgetragen. Zur Detektion des Proteins erfolgte eine Western Blot-Analyse
(siche Kapitel 4.3.5) unter Verwendung von Antikdrpern gegen p38-MAPK und Phospho-p38-
MAPK (p-p38-MAPK). Zur Normierung wurde ein Antikdrper gegen (-Tubulin eingesetzt
(siche Tabelle 10).
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Aus den Daten in Abbildung 11 A gehen keine signifikanten Verdnderungen im Verhiltnis
zwischen der p38-MAPK- und der p-p38-MAPK-Proteinexpression zwischen EL-4 siKSRP
und EL-4 Co T-Zellen hervor. Weder nach der Kontrollbehandlung mit DMSO noch nach der
Stimulation der Zellen mit PMA und lonomycin sind Genotyp-spezifische Unterschiede in der
Aktivierung der p38-MAPK erkennbar. Lediglich in den EL-4 Co T-Zellen kann eine signifi-
kant erhohte Aktivierung — also eine verstarkte Phosphorylierung der p38-MAPK — in den sti-
mulierten Zellen im Vergleich zu den mit der Losungsmittelkontrolle behandelten Zellen fest-

gestellt werden. Die Differenz der Aktivierungsverhiltnisse liegt hier durchschnittlich bei ca.
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45 %. Insgesamt ergeben sich aus den Ergebnissen keine Hinweise darauf, dass KSRP an der

Regulation der p38-MAPK beteiligt ist.

5.3  Analysen einer KSRP-abhiingigen Expression von CXCL3 in Mausmodellen

5.3.1 Herstellung eines geeigneten Primersystems fiir QRT-PCR-Analysen zur Untersu-

chung der CXCL3-mRNA-Expressionen

Wie in Kapitel 1 beschreiben, fiihrte die AG Pautz bisher nicht verdffentlichte RNA-Seq-Ana-
lysen durch. Die Analysen wurden vergleichend an CD4" T-Zellen aus C57BL/6 KSRP-Mé&u-
sen bzw. C57BL/6 WT-Maéusen (siche Kapitel 2.4.2) durchgefiihrt, die mit CD3 und CD28
polyklonal stimulierten wurden. Die Ergebnisse der RNA-Seq-Analysen zeigten eine 2,3-fache
Hochregulation der Genexpression von CXCL3 in KSRP-depletierten CD4" T-Zellen im Ver-
gleich zu den WT-Zellen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Ergebnisse der RNA-Seq-Analysen durch Zell-
kulturexperimente an EL-4 CD4" T-Zellen verifiziert werden. Zunichst wurden drei Primer-
paar-Varianten fiir CXCL3 hergestellt und unter Verwendung der Primerpaare PCR-Analysen
an den EL-4 T-Zellen durchgefiihrt. Die EL-4 T-Zellen wurden dafiir tiber 8 h mit PMA und
Ionomycin behandelt (siche Kapitel 4.1.5). Die entstandenen PCR-Produkte wurden mittels
Gelelektrophorese (siehe Kapitel 4.2.5) aufgetrennt und visualisiert, um die korrekte Grof3e der
PCR-Fragmente sicherzustellen. Auf den Agarosegelen waren keine PCR-Produkte mit der zu
erwartenden FragmentgroBe von 112 Basenpaare (bp) zu erkennen. Stattdessen waren unspezi-
fische Fragmente mit einer Gréfe von ca. 380 und 500 bp sichtbar (siche Abbildung 12 A).
Dies lésst eine geringe oder nicht vorliegende CXCL3-Expression in den EL-4 T-Zellen ver-

muten.

Im Folgenden wurden dieselben Primersysteme fiir PCR-Analysen an LPS-stimulierten renalen
Tubulusepithelzellen (RTEC) verwendet, die aus MRL-Fas'™ WT-Miusen (Kapitel 2.4.2.2)
isoliert worden sind (siche Kapitel 4.4.1). Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung war
eine ProduktgroBBe von 112 bp zu erwarten. In Abbildung 12 B ist das Agarosegel der aufge-
trennten QRT-PCR-Produkte unter Verwendung von Primerpaarvariante 2 dargestellt. Ausge-
wihlt wurde diese Primervariante, da sie im Vergleich zu den anderen Primerpaaren die hochste
Spezifitit aufwies. Fiir qRT-PCR-Analysen mit SYBR Green (siehe Kapitel 4.2.6) ist eine hohe
Spezifitit der Primer essenziell. Die Spezifitit eines Primers ist im Agarosegel daran zu erken-

nen, dass ausschlieBlich PCR-Produkte derselben Fragmentgrofle vorliegen. Bei der LPS-sti-
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mulierten Probe (LPS) weisen alle erkennbaren PCR-Produkte dieselbe zu erwartende Frag-
mentgrofe von 112 bp auf. Somit wurde der Primer fiir die nachfolgenden Versuche zur Unter-

suchung der CXCL3-Expression verwendet.

A) EL-4 T-Zellen B) RTEC

H,0/H;0
[—PA— RT PCR M

1000

Abbildung 12: Agarosegele der QRT-PCR mit Proben aus EL-4 T-Zellen (A) und renalen Tubulusepithel-
zellen (RTEC) von MRL-Fas®* WT-Miusen (B) unter Verwendung von CXCL3-Primervariante 2

Dargestellt sind die Bilder zweier 2 %iger Agarosegele mit den aufgetrennten Proben nach der gRT-PCR mit
CXCL3-Primervariante 2. Die bei der gqRT-PCR verwendeten cDNA-Proben in Abbildung A stammen aus EL-
4 T-Zellen, die fiir 8 h mit PMA und lonomycin (P/I) behandelt wurden. In Abbildung B wurde eine Probe (LPS)
von RTEC aus MRL-Fas"" WT-Mcusen verwendet. Die RTEC sind iiber 24 h mit LPS stimuliert worden. Als
Negativkontrollen dienen Wasserproben der entsprechenden Reversen Transkription (H20 RT) und der qRT-
PCR (H20 PCR). Als Marker (M) wurde der 1 kb Plus DNA Ladder von New England Biolabs eingesetzt. Die
Markerbanden sind mit der jeweiligen Gréfie in bp beschriftet.

5.3.2  Analysen einer KSRP-abhiingigen Expression von CXCL3 in MRL-FAS'P*-Miiu-

sen

5.3.2.1 Renale Tubulusepithelzellen von MRL-FAS'P" KSRP--Miusen weisen eine er-
hohte Induzierbarkeit der CXCL3-mRNA-Expression auf

Um mogliche posttranskriptionelle Regulationsmechanismen von KSRP auf die CXCL3-Ex-
pression zu untersuchen, wurden RTEC aus den Nieren von MRL-Fas'™ KSRP"*- und MRL
Fas'P" KSRP"-Méusen isoliert (siche Kapitel 4.4.1). In den MRL Fas'™ KSRP-M&usen wird
aufgrund einer genetischen Veridnderung kein KSRP-Protein mehr produziert (siche Kapitel
2.4.2.2). Die isolierten RTEC aus beiden Mausstammen wurden kultiviert und in Passage 2 zur

Versuchsdurchfiihrung verwendet.
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Zunichst wurde die CXCL3-mRNA-Expression in den RTEC der MRL-Fas'™ KSRP**- und
MRL Fas'”™ KSRP”-Miuse nach LPS-Stimulation untersucht. Unter Kontrollbedingungen
zeigte sich nach 3 h kein Unterschied in der CXCL3-mRNA-Expression zwischen RTEC aus
MRL-Fas'™ KSRP"*-Miusen und RTEC aus MRL Fas'™ KSRP"--Miusen. Hingegen konnte
nach einer Stimulation der RTEC fiir 3 h mit LPS (1 pg/ml) eine signifikant hohere Induzier-
barkeit der RTEC aus MRL Fas'™ KSRP”"-Miusen festgestellt werden: Durchschnittlich war
die CXCL3-mRNA-Expression in diesen Zellen um Faktor 1,6 hoher als in den aus MRL-Fas'?"
KSRP**-Miusen isolierten RTEC (siche Abbildung 13).

= MRL Fas' KSRP**
Em MRL Fas™ KSRP--  Abbildung 13: Untersuchung KSRP-abhiingiger Unter-
schiede in der Induktion der CXCL3-mRNA-Expres-
s x sion in RTEC von MRL Fas® KSRP’-Miusen und
30000- MRL Fas®* KSRP**-M:iusen nach 3-stiindiger Kon-
troll- und LPS-Behandlung

Die RTEC von MRL Fas""-Mcusen wurden fiir 3 h mit LPS
20000 (1 ug/ml) behandelt. Zur Kontrolle wurde ein Teil der

RTEC fiir den gleichen Zeitraum in Kulturmedium mit 0,5

% FCS inkubiert (CO). Die Sdulen reprdsentieren die Mit-
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rimenten. Die statistische Auswertung erfolgte durch unge-
paarte t-Tests (ns = nicht signifikant, * p < 0,05).
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Zur weiteren Untersuchung KSRP-abhdngiger Verédnderungen der Induzierbarkeit der CXCL3-
mRNA-Expression wurden die isolierten RTEC von MRL Fas'™ KSRP---Miusen und MRL
Fas'P" KSRP**-Mdusen zunichst in 24-Lochplatten ausgesit und iiber 16 h inkubiert (siche Ka-
pitel 4.1.4). Es folgte eine Stimulation der Zellen mit LPS fiir 24 h (siehe Kapitel 4.1.5), wobei
ein Teil der Zellen zur Kontrolle unstimuliert blieb. Nachfolgend wurde die mRNA-Expression
von CXCL3 mittels QRT-PCR (siche Kapitel 4.2.6) analysiert und auf die mRNA-Expression

von TBP normiert.

Zwischen den aus MRL Fas'™ KSRP"-Méusen und MRL Fas'™ KSRP**-Miusen isolierten
RTEC ldsst sich nach 24-stiindiger Inkubation ohne Behandlung mit LPS kein signifikanter
Unterschied in der mRNA-Expression von CXCL3 messen (Abbildung 14). Eine Behandlung
mit LPS (1 pg/ml) iiber 24 h geht hingegen mit einer signifikant hoheren CXCL3-mRNA-Ex-
pression in den MRL Fas'™ KSRP”--Méusen einher. In den RTEC aus MRL Fas'™ KSRP-
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Méusen ist im Vergleich zu den RTEC aus MRL Fas!?" KSRP"*-Miusen eine 1,6-fach gestei-
gerte CXCL3-mRNA-Menge zu detektieren.

B MRL Fas® KSRP**  Apbildung 14: Untersuchung eines KSRP-abhiingigen
B2 MRL Fas® KSRP*  Unterschieds in der Induktion der CXCL3-mRNA-Ex-
pression in RTEC von MRL Fas'®* KSRP-M:iusen und

2000 ns % % ok % .. -
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T T paarte t-Tests (ns = nicht signifikant; **** p < 0,0001).
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Insgesamt liefern die Daten aus der Untersuchung zur KSRP-abhéngigen Induzierbarkeit der
CXCL3-Expression in RTEC Hinweise darauf, dass KSRP unter proinflammatorischen Bedin-

gungen die Expression von CXCL3 negativ beeinflussen kann.

5.3.2.2 Analysen der Regulation der CXCL3-mRNA-Stabilitit in renalen Tubulus-
epithelzellen von MRL-Fas'* KSRP-Miusen im Vergleich zu MRL-Fas'’*
KSRP**-Miusen

In Kapitel 2.2.2 wurde die Vermittlung eines beschleunigten Zerfalls ARE-haltiger Transkripte
als eine der am besten charakterisierten Funktionen von KSRP beschrieben. Im Rahmen dieser
Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob KSRP an der Regulation der Stabilitit der CXCL3-
mRNA, die nachweislich ARE in ihrer 3’UTR enthilt (Winzen et al., 2007), in RTEC beteiligt
ist. Zur Untersuchung einer KSRP-abhidngigen Regulation der CXCL3-Expression wurden
RTEC aus den Nieren von MRL Fas” KSRP**- und MRL Fas'" KSRP”"-Mdusen isoliert und
in Passage 2 16 Stunden vor Versuchsbeginn in 24-Lochplatten ausgesit und inkubiert (siche
Kapitel 4.1.4). Es folgte eine Stimulation der Zellen mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS)
fiir 3 h (siche Kapitel 4.1.5). Im Anschluss wurden die Zellen fiir 0, 1, 2 und 4 h mit DRB
behandelt (siehe Kapitel 4.1.6). In qRT-PCR-Analysen wurden die CXCL3-mRNA-Mengen
der Zellen untersucht und auf die mRNA-Menge von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase (GAPDH) normiert (siche Kapitel 4.2.6). Zur Kontrolle der Abbauanalysen von CXCL3
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wurden zusétzlich die mRNA-Mengen von CXCL1 mitbestimmt. Fiir CXCLI1 als weiteres Mit-
glied der GRO-Chemokinfamilie wurde in der Literatur bereits eine posttranskriptionelle Re-
gulierung des mRNA-Abbaus durch KSRP und TTP beschrieben (Bollmann et al., 2014; Datta
et al., 2008).

Wie in Abbildung 13 bereits dargestellt, konnte 3 h nach der LPS Stimulation, also zum Zeit-
punkt der Zugabe von DRB, in den MRL Fas'™ KSRP”"-RTEC eine 1,6-fache CXCL3-Expres-
sion im Vergleich zu den RTEC aus WT-Maéusen festgestellt werden.
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Abbildung 15: mRNA-Stabilititsanalysen von CXCL3 (A) und CXCL1 (B) in RTEC von MRL Fas'’"
KSRP**- und MRL Fas"?* KSRP”-Miusen mittels Behandlung mit DRB zum Zeitpunkt 0 h Die fiir 3 h mit
LPS (1ug/ml) stimulierten RTEC von MRL Fas"" KSRP""*- und MRL Fas"" KSRP"*-Mcusen wurden fiir 0 h, 1 h,
2 h und 4 h mit 25 ug/ml DRB inkubiert. Nach der Zelllyse mit GIT-Puffer und der RNA-Isolation wurden die
mRNA-Expressionen von CXCL3 und CXCLI mittels gRT-PCR bestimmt. Die relativen mRNA-Expressionen vor
der Behandlung mit DRB (Zeitpunkt 0 h) wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die gemessenen mRNA-Mengen
wurden auf die zum Zeitpunkt 0 h bestimmte mRNA-Menge bezogen. Abgebildet ist die Auswertung der qRT-PCR-
Analysen aus n = 1-2 Experimenten. Die Sdulen reprdsentieren die Mittelwerte + SEM der bestimmten mRNA-
Mengen. Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte t-Tests (ns = nicht signifikant, * p < 0,05).

In Abbildung 15 sind die detektierten mRNA-Mengen von CXCL3 und CXCL1 nach der DRB-

Zugabe zum Zeitpunkt 0 h graphisch dargestellt. Nach der einstiindigen Behandlung mit DRB
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geht aus Abbildung 15 A ein deutlicher Riickgang der CXCL3-mRNA-Menge um ca. die Hilfte
der Ausgangsmenge bei beiden Genotypen hervor. Es lassen sich zunéchst keine genotypspe-
zifischen Unterschiede erkennen. Bereits nach einer DRB-Behandlung iiber 1-2 h lassen sich
bei beiden MRL Fas-Mauslinien nur noch geringe Verinderungen der mRNA-Mengen er-
kennen. Nach der 4-stiindigen DRB-Behandlung sind leicht hhere mRNA-Mengen in RTEC
von MRL Fas'™ KSRP~- im Vergleich zu MRL Fas'™ KSRP**-M&usen bestimmt worden. Dies
konnte ein Hinweis auf einen langsameren Abbau von CXCL3-mRNA in KSRP-defizienten

Zellen sein.

Aus den Daten in Abbildung 15 B gehen die detektierten mRNA-Mengen von CXCL1 hervor.
Hier lésst sich ebenfalls ein deutlicher Riickgang der mRNA-Menge nach der DRB-Behandlung
iiber eine Stunde ablesen. Jedoch ist nach der einstiindigen Behandlung eine signifikant hohere
mRNA-Menge von CXCL1 in RTEC von MRL Fas'"" KSRP”"-Miusen bestimmt worden. Dies
deutet auf einen durch KSRP-vermittelten, langsameren CXCL1-mRNA-Abbau in RTEC hin.
Ab einer DRB-Behandlung iiber 2 h ist keine Fortsetzung des mRNA-Abbaus mehr erkennbar.

Insgesamt liefern die Daten der mRNA-Abbauanalysen erste Hinweise auf einen moglichen
destabilisierenden Effekt von KSRP auf die CXCL3-mRNA-Stabilitét unter proinflammatori-

schen Bedingungen.

5.3.3  Analysen einer KSRP-abhéingigen Expression von CXCL3 in C57BL/6-Méusen

5.3.3.1 Renale Tubulusepithelzellen von C57BL/6 KSRP-M:iusen weisen eine erhohte
Induzierbarkeit der CXCL3-mRNA-Expression auf

Nachdem in MRL-Fas'™-Miusen KSRP-abhingige Unterschiede in der CXCL3-mRNA-Ex-
pression von RTEC beobachtet werden konnten (siche Kapitel 5.3.2.1), sollte die Induzierbar-
keit von RTEC in der Mauslinie C57BL/6 tiberpriift werden. Die RTEC wurden aus den Nieren
von C57BL/6 KSRP"*- und C57BL/6 KSRP"--Miusen (siche Kapitel 2.4.2.1) isoliert und an-
schlieBend kultiviert. In Passage 2 wurden die RTEC in 24-Lochplatten ausgesét und fiir 16 h
inkubiert (siche Kapitel 4.1.4). Die anschlieBende Stimulation erfolgte fiir 6 und 24 h mit LPS
(1 pg/ml). Die durch gqRT-PCR-Analysen bestimmten CXCL3-mRNA-Expressionen wurden
auf die Expression von TBP normiert (siche Kapitel 4.2.6).

Die Daten der mRNA-Expression von RTEC aus C75BL/6-M4iusen (sieche Abbildung 16) las-
sen nach Kontrollbehandlungen fiir 6 und 24 h verminderte CXCL3-mRNA-Expressionen in
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den aus C57BL/6 KSRP”--Miusen isolierten RTEC erkennen. Die CXCL-3-mRNA-Expressi-
onen sind in RTEC von C57BL/6 KSRP”--Miusen jeweils ca. um 40 % reduziert.

Eine Stimulation der RTEC iiber 6 h mit LPS geht mit einer um Faktor 0,8 signifikant vermin-
derten CXCL3-mRNA-Menge in RTEC von C57BL/6 KSRP”"-Miusen einher. Ein umgekehr-
ter Effekt durch die verminderte KSRP-Expression ist hingegen nach einer LPS-Stimulation
iiber 24 h feststellbar: RTEC aus C57BL/6 KSRP"-Miusen zeigen hier eine um Faktor 1,5
signifikant gesteigerte CXCL3-mRNA-Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen.
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Abbildung 16: Untersuchung eines KSRP-abhiingigen Unterschieds in der Induktion der CXCL3-mRNA-
Expression in RTEC von C57BL/6 KSRP”- im Vergleich zu C57BL/6 KSRP-Miusen Die RTEC aus
C57BL/6-Mdusen wurden fiir 6 h (4) und 24 h (B) mit LPS (1 ug/ml) behandelt. Zur Kontrolle blieb ein Teil der
RTEC iiber dieselben Zeitrdume unbehandelt (CO). Die Sdulen reprisentieren die Mittelwerte + SEM der CXCL3-
mRNA-Mengen relativ zur gemessenen mRNA-Menge der unbehandelten C57BL/6 KSRP”~ aus n = 2 Experimen-
ten. Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte t-Tests (* p < 0,05; **** p < 0,0001).

5.3.3.2 Analysen der Induktion der mRNA-Expression von CXCL3 in Peritonealzellen
von C57BL/6 KSRP - im Vergleich zu C57BL/6 KSRP**-Miusen

Neben den RTEC sollte untersucht werden, ob mit Peritonealzellen ein weiteres zellulédres Test-
system fiir die Untersuchung eines mdglichen Einflusses von KSRP auf die CXCL-3 Expres-
sion etabliert werden kann. Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde daher der Einfluss von
KSRP auf die Induktion der CXCL3-mRNA-Expression in Peritonealzellen von C57BL/6-
Mausen (sieche Kapitel 2.4) untersucht. Bei den aus dem Peritoneum isolierten Zellen handelt
es sich iiberwiegend um Makrophagen. Aber auch andere Immunzellen, wie B- und T-Zellen,
sind Teil des Zellgemisches (Ray & Dittel, 2010). Die Peritonealzellen wurden wie in Kapitel
4.4.2 aufgefiihrt aus dem Bauchraum der Versuchstiere isoliert. Es wurden die Peritonealzellen

von jeweils zwei C57BL/6-Weibchen und zwei C57BL/6-Ménnchen pro Genotyp und Behand-
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lung (CO und CM) untersucht. Zunichst wurden die isolierten Peritonealzellen in 24-Lochplat-
ten ausgesét und fiir 2 h inkubiert (siche Kapitel 4.1.4). Es folgte eine Behandlung der Zellen
mit LPS (1 pg/ml) und INF-y (0,3 mg/ml) und eine anschlieende Inkubation fiir 6 und 24 h.
Zur Kontrolle blieb ein Teil der Zellen iiber diese Zeitrdume unbehandelt. Die Peritonealzellen
wurden mit GIT-Puffer (sieche Tabelle 4) lysiert und die RNA aus den Zellen isoliert. Normiert
auf die Expression des Haushaltsgens 18S wurde in qRT-PCR-Analysen die mRNA-Expressi-
onen von CXCL3 bestimmt (siche Kapitel 4.2.6).

3 C57BL/6 KSRPH*

A B BEm C57BL/6 KSRP'
ns ns ns % 3 ns E X 3 *
1504 — — — — c — — — —
g S 140
g 2
120
o o
& 100 & 100
i % s0l
<zt <Zt 50 T
4 4
E 50 £
3 9 254
© 1l i . I%IIﬁ .i— S, r=1l . ] .
CO (6 h) CM (6 h) CO(24h)  CM(24h) CO (6 h) CM (6 h) CO(24h) CM(24h)

Abbildung 17: Untersuchungen der Induktion der mRNA-Expression von CXCL3 in Peritonealzellen von
C57BL/6 KSRP"*- im Vergleich zu C57BL/6 KSRP"-Miusen Die aus C57BL/6-Mciusen isolierten Peritone-
alzellen wurden fiir 6 und 24 h mit LPS (1 ug/ml) und INF-y (0,3 ug/ml) (CM) inkubiert. Zur Kontrolle blieb ein
Teil der Zellen iiber dieselben Zeitrdume unbehandelt (CO). Die Sdulen reprdsentieren die Mittelwerte + SEM der
CXCL3-mRNA-Menge relativ zur gemessenen mRNA-Menge der iiber 6 h CM-behandelten C57BL/6 KSRP"*-
Maiuse aus n = 2 Experimenten. In Abbildung A) sind die Daten der C57BL/6-Mdnnchen und in Abbildung B) die
Daten der C57BL/6-Weibchen dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte t-Tests (ns =
nicht signifikant;, * p < 0,05; ** p < 0,01).

Aus Abbildung 17 lassen sich geschlechtsspezifische Unterschiede im Einfluss von KSRP auf
die mRNA-Expression von CXCL3 in den Peritonealzellen von C57BL/6-Miusen erkennen.
Die Untersuchung der mRNA-Induktion in Peritonealzellen médnnlicher C57BL/6-Méiuse (siche
Abbildung 17 A) zeigt keine Genotyp-spezifischen Unterschiede bei den iiber 6 h und 24 h
unbehandelten Zellen sowie bei der Behandlung der Zellen iiber 6 h mit LPS und INF-y. Die
Daten zur Behandlung mit LPS und INF-y iiber einen Zeitraum von 24 h lassen hingegen eine
um Faktor 3 signifikant verminderte CXCL3-mRNA-Expression in Peritonealzellen von ménn-
lichen C57BL/6 KSRP”--Miusen erkennen. Im Gegensatz dazu wurden bei den weiblichen
Versuchstieren deutliche Genotyp-spezifische Unterschiede in der mRNA-Expression von
CXCL3 festgestellt (siche Abbildung 17 B): In den fiir 6 und 24 h unbehandelten Peritonealzel-

len wurde eine signifikant um Faktor 2,4 bzw. 2,5 verstirkte CXCL3-mRNA-Expression in
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Peritonealzellen aus C57BL/6 KSRP”--Miusen gemessen. Auch eine 6-stiindige Behandlung
mit LPS und INF-y fiihrte zu einer durchschnittlich um 26 % gesteigerten CXCL3-mRNA-
Expression in den KSRP-depletierten Peritonealzellen im Vergleich zu den WT-Peritonealzel-
len, wobei keine statistische Signifikanz vorlag. Die Aktivierung der Peritonealzellen mit LPS
und INF-y iiber 24 h ging ebenfalls mit erhohten Mengen an CXCL3-mRNA in den Peritone-
alzellen von weiblichen C57BL/6 KSRP""-Miusen einher. Die CXCL3-mRNA-Expression war
hier signifikant um Faktor 1,4 erhoht.

Insgesamt ldsst sich aus den Daten erkennen, dass ein KSRP-knockout in weiblichen
C57BL/6-Maiusen mit erhohten CXCL3-mRNA-Expressionen einhergeht, wihrend dieser Ef-

fekt in mannlichen Versuchstieren nicht zu beobachten ist.
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6 Diskussion

6.1  Analyse einer Regulation der IL-17A-Expression durch KSRP in murinen EL-4 T-
Zellen

6.1.1 KSRP hat keinen negativ regulatorischen Einfluss auf die IL-17A-mRNA-Expres-

sion in stimulierten EL-4 T-Zellen

KSRP reguliert als RNA-BP nachweislich die Expressionen zahlreicher Entziindungsmediato-
ren auf verschiedenen Ebenen der Genexpression. Zur Regulation des proinflammatorischen
Cytokins IL-17A durch KSRP gehen aus der Literatur bisher wenige Studien an humanen
Myelom-, Epithel- und Lungenzellen hervor (siche Anhang, Tabelle 23). In kiirzlich durchge-
filhrten RNA-Seq-Analysen der AG Pautz/Kleinert wurde in polyklonal (CD3/CDS8) stimulier-
ten T-Lymphocyten aus C57BL6 KSRP---Miusen eine ca. 2,3-fach erhohte IL-17A-mRNA-
Expression im Vergleich zu T-Lymphozyten aus Wildtyp-Méusen bestimmt (siche Anhang,
Tabelle 23). Da der FDR-Wert dieser Daten jedoch grofB3er als 0,05 ist, sind die Daten statistisch
nicht signifikant. Zudem wurden in unverdffentlichten CBA-Analysen von Frau Nina Kuhl-
mann (siche Kapitel 2.3.3.2) in EL-4 T-Zellen mit reduzierter KSRP-Expression (EL-4
siKSRP) nach Stimulation mit PMA und Ionomycin iiber 24 h erhdhte IL-17A-Proteinlevel im
Vergleich zu den Kontrollzellen (EL-4 Co) festgestellt. Ausgehend von diesen Daten erfolgten
nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitere Analysen an EL-4 T-Zellen zum Einfluss von

KSRP auf die I[L-17A-Expression.

Im ersten Schritt wurde der Einfluss von KSRP auf die mRNA-Expression von IL-17A in muri-
nen EL-4 T-Zellen mit verminderter Expression von KSRP (EL-4 siKSRP) oder entsprechen-
den Kontrollzellen (EL-4 Co) untersucht. Wie in Abbildung 3 dargestellt ist, fiihrte die
PMA/Ionomycin-Stimulation dieser Zellen zu einem kontinuierlichen Anstieg der IL-17A-
mRNA-Expression. Dies bedeutet, dass EL-4 T-Zellen in der Lage sind, IL-17A-mRNA zu
exprimieren. Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse der Abbildung 3, dass nach der PMA/Iono-
mycin-Stimulation in den EL-4 siKSRP T-Zellen im zeitlichen Verlauf verminderte IL-17A-
mRNA-Level im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen gemessen wurden. Diese Ergebnisse wei-
sen darauf hin, dass KSRP in PMA/Ionomycin-stimulierten EL-4 T-Zellen eine positiv regula-
torische Funktion fiir die IL-17A-mRNA-Expression hat. In der Literatur wird KSRP als iiber-
wiegend negativer Regulator proinflammatorischer Cytokine beschrieben (sieche Kapitel 2.2.2),
der hiufig liber eine Modulation der mRNA-Stabilitét zu einer Verringerung der Expression

fiihrt. Diese Hypothese scheint auf die PMA/Ionomycin-induzierte IL-17A-mRNA-Expression
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allerdings nicht zuzutreffen. Griinde hierfiir kdnnten sein, dass die aus der Literatur stammen-
den Daten vorwiegend nicht in T-Zellen, sondern in HeLa-Zellen, neuronalen Zellen und Zellen
epithelialen Ursprungs erhoben wurden (sieche Anhang, Tabelle 23). Daher kann zum jetzigen
Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass in Immunzellen und insbesondere in T-Zellen an-
dere KSRP-vermittelte Mechanismen zum Tragen kommen als in Nicht-Immunzellen. Die Da-
ten in Abbildung 3 unterstiitzen auf den ersten Blick nicht die oben genannten Ergebnisse aus
den RNA-Seq-Analysen primérer T-Zellen. Allerdings war bei diesen RNA-Seq Analysen der
Fehler relativ grof3, weshalb nicht abschlieend beurteilt werden kann, ob sich diese Ergebnisse
in Wiederholungsexperimenten verifizieren lassen. Anzumerken ist, dass in der Literatur durch-
aus Daten anderer totalgenomischer Analysen zu finden sind, deren Ergebnisse ebenfalls von
den RNA-Seq-Analysen der AG Pautz/Kleinert abweichen: Okholm et al. (2020) fiihrten RNA-
Seq-Analysen an humanen K562-Myelomazellen durch (Bioproject PRINA608915) und stell-
ten eine signifikant verminderte IL-17A-Expression in siKSRP-behandelten K562-Myeloma-
zellen fest (siche Anhang, Tabelle 23). Auch aus den Daten von Fujita et al. (2017) zu Unter-
suchungen an humanen Epithelzellen (Bioprojekt PRINA388429) geht eine reduzierte IL-17A-
Expression in siKSRP-behandelten Zellen hervor (siche Anhang, Tabelle 23). Zwar ist der ge-
naue Mechanismus dieser Regulation nicht bekannt, allerdings liefern die Daten von Okholm
et al. (2020) und Fujita et al. (2017) Hinweise darauf, dass KSRP die Expression mancher pro-
inflammatorischer Gene fordern konnte und nicht als rein negativer Regulator der proinflam-

matorischen Genexpression verstanden werden sollte.

Die moglichen Abweichungen in den Befunden aus den RNA-Seq-Analysen der AG
Pautz/Kleinert und den hier prasentierten Befunden aus EL-4 T-Zellen konnten in den Unter-
schieden der verwendeten Zellen und der Versuchsdurchfiihrung begriindet sein: Die AG
Pautz/Kleinert untersuchte die IL-17A-Expression in priméren T-Zellen, die aus den Milzen
von C57BL6 KSRP""-Miusen und Wildtyptieren isoliert wurden. Bei diesen Zellen handelt es
sich um immunkompetente, naive CD4" T-Zellen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
die IL-17A-mRNA-Expressionen hingegen an der T-Zellkulturlinie EL-4 untersucht. Die ver-
wendeten EL-4 Zellen sind immortalisierte CD4" T-Zellen, die sich durch ihre Tumoreigen-
schaften in ihrem Verhalten von priméren T Zellen unterscheiden kdnnen. Prinzipiell werden
CD4" T-Zellen je nach zelluldren Eigenschaften in verschiedene Gruppen von T-Helferzellen
unterteilt, die durch ein spezifisches Cytokin-Expressionsmuster charakterisiert sind: Wahrend
Th1-Zellen verstarkt INF-y sezernieren, sind Th2-Zellen durch ihre Freisetzung von IL-4, IL-5
und IL-13 gekennzeichnet. Th17-Zellen sind entsprechend ihrer Bezeichnung durch eine Ex-

pression von IL-17 charakterisiert (Zhu & Zhu, 2020). Die EL-4 T-Zellen zeigen eine deutliche
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Expression der IL-17-mRNA, was dafiir spricht, dass sie gewisse Eigenschaften von Th17-
Zellen besitzen konnten. Wahrscheinlich handelt es sich aber nicht um typische/klassische
Th17-Zellen, da sie nach der PMA/lononmycin-Stimulation auch andere Cytokine, wie IL-5
und IL-13, exprimieren (unverdffentliche Daten der AG Pautz), die eher typisch fiir Th2-Zellen
sind. Somit ist es schwierig, die Zellen anhand des Cytokinmusters eindeutig einer Th-Zellpo-
pulation zuzuordnen. Dies kdnnte ein weiterer Grund fiir die zunédchst unerwarteten Befunde

der IL-17-mRNA Expression in EL-4 siKSRP sein.

Ein anderer moglicher Grund fiir die abweichenden Ergebnisse zwischen der RNA-Seq-Ana-
lyse und den Analysen an den EL-4 T-Zellen konnte die Aktivierung der Zellen mit unter-
schiedlichen Stimulantien sein. Die AG Pautz/Kleinert wéhlte eine 24-stiindige, polyklonale
Stimulation der priméren T-Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28. Die EL-4 T-Zellen wurden
hingegen tiber Zeitrdume von 2 bis 24 h mit PMA und Ionomycin stimuliert. Die Behandlung
mit PMA und lonomycin fiihrte zu einer eindeutigen Induktion der IL-17A-mRNA-Expression
in den EL-4 T-Zellen. Die Signalwege, die zur Induktion der IL-17A-mRNA Expression fiih-
ren, sind moglicherweise nicht komplett identisch. Weil die Stimulation des T-Zellrezeptors
wie lonomycin zum Kalziumeinstrom fiihrt und PMA wie CD28 die Proteinkinase C stimuliert,
sollten die nachgeschalten Signale aber sehr dhnlich sein. In zukiinftigen Untersuchungen
konnte tiberpriift werden, ob T-Zellen der EL-4 Zellkulturlinie mit CD3/CD28 stimulierbar sind
und der KSRP-abhingige Effekt auf die IL-17A-Expression gleich bleibt.

AuBerdem konnten ldngere Stimulationszeitraume getestet werden. In der Literatur variieren
die Stimulationszeitrdume dhnlicher Versuche zwischen 24 h bis hin zu 5 Tagen: Beispiels-
weise untersuchten Lee et al. (2012) in der humanen T-Zelllinie HuT 102 eine Regulation der
IL-17A-Expression durch das RNA-BP Tristetrapolin (TTP). Zur Stimulation der humanen T-
Zellen wihlten Lee et al. eine Behandlung der Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28 fiir 24 und
48 h (H. H. Lee et al., 2012). In einer weiteren Studie von Chen et al. (2013) wurden Analysen
zur IL-17-Expression in Mdusen mit einer Defizienz des RNA-BP Human antigen R (HuR) und
Wildtypmausen durchgefiihrt. In vergleichenden Experimenten wurden die aus den Milzen iso-
lierten, naiven CD4" T-Zellen zur Aktivierung iiber 3, 4 und 5 Tage mit anti-CD3 und anti-
CD28 behandelt (J. Chen et al., 2013).

In zukiinftigen Folgeexperimenten zur Analyse einer KSRP-abhéngigen IL-17A-mRNA-Ex-
pression sollte getestet werden, ob primére T-Zellen oder die hier verwendete EL-4 Zellkultur-
linie geeigneter sind. Die EL-4 T-Zellen als eine immortalisierte Zelllinie haben den Vorteil,

dass im Gegensatz zu priméren T-Zellen keine wiederholten Isolationen der Zellen erforderlich
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sind. Durch diese einfachere Versuchsdurchfiihrung sind die EL-4 T-Zellen zur molekularbio-
logischen Untersuchung KSRP-vermittelter Effekte sehr interessant. Dariiber hinaus sind die
molekularbiologischen Analysen an primdren T-Zellen deutlich komplexer. Zum Beispiel
miissten zur Untersuchung KSRP-abhéngiger Genregulationsmechanismen Reportergene ein-
gesetzt werden. Auch die flir die Reportergenanalysen bendtigten Transfektionsversuche sind

in Primérzellen deutlich schwieriger durchzufiihren als in der etablierten Zelllinie.

Ein weiterer interessanter Ansatz zur Untersuchung der IL-17-Expression wire die Polarisie-
rung von T-Zellen zu Th17-Zellen. Es ist bekannt, dass sich primére T-Zellen durch die Zugabe
folgender Cytokine und Antikorper zu Thl7-Zellen differenzieren lassen: IL-6 50 ng/mL
(Peprotech), TGF-B 1 ng/mL (Peprotech), IL-23 20 ng/mL (Peprotech), anti-IL-4 10 ug/mL
(11B11; BD) und anti-IFN-y 10 pg/mL (XMG1.2; BD) (Peng et al., 2020). Durch die Polari-
sierung werden vorhandene Effekte, die man in primédren T-Zellen gesehen hat, verstirkt (J.
Chen et al., 2013). Es ist unklar, ob ein Effekt dadurch v6llig umgekehrt wird. Zudem ist nicht
bekannt, ob eine Thl7-Polarisierung mit EL-4 T-Zellen moglich ist. Man konnte testen, ob
durch eine Polarisierung ein eindeutigerer Phénotyp entsteht und dieser einen Einfluss auf die

KSRP-vermittelte IL-17-mRNA-Produktion hat.

Insgesamt gehen aus der oben genannten Versuchsreihe zur Untersuchung einer KSRP-abhin-
gigen IL-17A-mRNA-Expression keine Ergebnisse hervor, die mit den in den CBA-Analysen
gemessenen erhohten IL-17A-Proteinmengen in EL-4 siKSRP T-Zellen vereinbar sind. Mog-
licherweise liegen also nachgeschaltete posttranskriptionelle, translationale oder posttranslati-

onale Regulationsmechanismen zugrunde, was im Folgenden weiter untersucht wurde.

6.1.2  KSRP bewirkt keine Destabilisierung der IL-17A-mRNA in stimulierten EL-4 T-
Zellen

Bei den in Kapitel 6.1.1 beschriebenen KSRP-abhéngigen Unterschieden der IL-17-Expression
in T-Zellen ist unklar, ob es sich um einen direkten oder indirekten Effekt von KSRP handelt.
Es ist bekannt, dass KSRP die Genexpression einiger Entziindungsmediatoren iiber die Regu-
lation der posttranskriptionellen mRNA-Stabilitét beeinflusst (Kapitel 2.2.2). Um festzustellen,
ob auch IL-17 iiber die posttranskriptionelle mRNA-Stabilitidt durch KSRP reguliert wird, wur-
den mRNA-Stabilititsanalysen durchgefiihrt (siche Abbildung 5). Dazu wurden die EL-4 T-
Zellen mit DRB, einem Transkriptionsinhibitor, behandelt und die IL-17A-mRNA-Mengen
kontinuierlich bis zu 6 h nach Beginn der DRB-Behandlung gemessen. Zur Kontrolle wurde

parallel der mRNA-Abbau von TNF-a untersucht. Fiir TNF-a konnte innerhalb der ersten 1,5
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h nach der DRB-Behandlung ein rascher Riickgang der mRNA-Mengen verzeichnet werden.
Dies beweist, dass ein Transkriptionsstopp durch DRB stattgefunden hat. Erstaunlicherweise
lieB sich iiber den Beobachtungszeitraum von 6 h kein deutlicher Riickgang der IL-17A-
mRNA-Level erkennen. Zudem konnte weder fiir TNF-a noch fiir IL-17A ein Einfluss von

KSRP auf die mRNA-Stabilitét festgestellt werden.

Fiir zukiinftige Analysen der IL-17A-mRNA-Stabilitdt in EL-4 T-Zellen sollten die IL-17-
mRNA-Mengen iiber mehr als 6 h nach Transkriptionsstopp bestimmt werden, um den Abbau
der mRNA untersuchen zu kdnnen. Mdoglicherweise konnen damit KSRP-abhéngige Unter-
schiede in der IL-17-mRNA-Stabilitit beobachtet werden, die mit einem Beobachtungzeitraum

uber 6 h nicht detektiert werden konnten.

Aus der Literatur gehen andere mRNA-Stabilitdtsanalysen von IL-17A und TNF-a hervor, de-
ren Ergebnisse z.T. von den oben présentierten abweichen: Bollmann et al. (2014) stellten in
mRNA-Abbauanalysen an humanen Kolorektalen Adenokarzinomzellen (DLD-1 Zellen) sig-
nifikant erhohte TNF-a-mRNA-Level in DLD-1 siKSRP Zellen im Vergleich zu DLD-1 Kon-
trollzellen fest (Bollmann et al., 2014). Dies deutet auf eine Destabilisierung der TNF-a-mRNA
durch KSRP in DLD-1 Zellen hin. Dieser Befund steht in Widerspruch zu den Stabilititsanaly-
sen in den EL-4 T-Zellen. Jedoch ist zu beachten, dass diese Ergebnisse nur bedingt vergleich-
bar sind, da die Analysen in unterschiedlichen Zellsystemen vorgenommen wurden. Zur Stabi-
litdtsanalyse der IL-17A-mRNA finden sich ebenfalls veroffentlichte Daten: Lee et al. (2012)
untersuchten in der humanen T-Zelllinie HuT 102 eine Regulation der IL-17A-Expression
durch das RNA-BP Tristetrapolin (TTP). Vergleichbar zu KSRP wird auch TTP in der Literatur
als iiberwiegend negativer Regulator einiger Entziindungsmediatoren beschrieben (Sanduja et
al., 2012). Lee et al. analysierten die IL-17A-mRNA-Stabilitdt vergleichend in HuT 102 mit
einer unverdnderten TTP-Expression und HuT 102, die nach Transfektion mittels eines Vek-
torkonstrukts eine TTP-Uberexpression aufwiesen. Nach einer 2-stiindigen Behandlung mit
Actinomycin D, das wie DRB die Transkription in den T-Zellen hemmt, wurde in den HuT 102
mit TTP-Uberexpression eine signifikant verminderte IL-17A-mRNA-Halbwertszeit im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen bestimmt. Dariiber hinaus konnten Lee et al. ein ARE-Cluster in-
nerhalb der 3’-UTR der IL-17A-mRNA identifizieren, das eine direkte Interaktion zwischen
TTP und der IL-17A-mRNA vermittelt. Die Untersuchungen von Lee et al. zeigen insgesamt
einen ARE-vermittelten, destabilisierenden Effekt von TTP auf die IL-17A-mRNA (H. H. Lee
et al., 2012). Mit diesem Befund stimmen die IL-17A-mRNA-Stabilititsanalysen von Peng et
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al. in Th17-Zellen tiberein: In Th17-Zellen aus TTP-depletierten Méusen wurde eine ca. drei-
fach erhohte Halbwertszeit der IL-17A-mRNA gemessen. Klinisch fiihrte die Depletion des
RNA-BP zu chronischen Hautentziindungen und einer Zunahme von Th17-Zellen in den be-

troffenen Hautarealen (Peng et al., 2020).

Ein weiteres RNA-BP, fiir das eine regulatorische Funktion in der IL-17-Expression dargelegt
werden konnte, ist das Human antigen R (HuR). Im Gegensatz zu KSRP und TTP scheint HuR
ein iiberwiegend positiver Regulator einiger proinflammatorischer Cytokine zu sein. Bisher
wurde u.a. eine ARE-vermittelte mRNA-Stabilisierung der Cytokine IL-4, IL-13 und TNF-a
durch HuR beschrieben (Casolaro et al., 2008; Dan et al., 2015; Yarovinsky et al., 2006). Chen
et al. analysierten im Rahmen von Untersuchungen zur autoimmunen Enzephalomyelitis eine
Regulation der IL-17A-mRNA-Expression und -Stabilitit durch HuR in Th17-Zellen. Uberein-
stimmend mit der bekannten regulatorischen Funktion von HuR ging in Th17-Zellen mit ver-
minderter HuR-Expression eine herabregulierte IL-17A-mRNA-Expression einher. Zudem
konnte eine signifikant verminderte IL-17-mRNA-Stabilitdt in Th17-Zellen mit reduzierter
HuR-Expression bestimmt werden. Mittels Pulldown-Analysen wurde auBBerdem gezeigt, dass

HuR direkt an die 3°-UTR der IL-17-mRNA bindet (J. Chen et al., 2013).

Die in den oben genannten Analysen gezeigten Einfliisse von TTP und HuR auf die IL-17-
mRNA-Stabilitdt steht in Kontrast zum hier bestimmten, scheinbar fehlenden Einfluss von
KSRP auf den Abbau der IL-17A-mRNA in EL-4 T-Zellen. Es ist allerdings bekannt, dass die
Expression und Stabilitét einzelner Transkripte nicht allein durch ein RNA-BP, sondern meist
durch ein Zusammenwirken verschiedener RNA-BP als sogenannter Ribonukleokomplex be-
stimmt wird. Dabei kdnnen stabilisierend und destabilisierend wirkende RNA-BP um eine Bin-
destelle an einem Transkript konkurrieren. Zudem kann die Bindung eines RNA-BP die Rek-
rutierung anderer RNA-BP auslosen oder verhindern. Die Stabilitét eines Transkripts wird also
durch ein dynamisches Netzwerk aus RNA-BP und anderen Faktoren reguliert (Akira & Maeda,
2021; Gerstberger et al., 2014). Somit erscheinen Studien, die nicht nur die Regulation durch
einzelne RNA-BP, sondern auch den (kombinierten) Einfluss mehrerer RNA-BP betrachten,
fiir das Verstindnis der Genexpression relevant. In einer Studie zur Untersuchung der diabeti-
schen Nephropathie wurden die Rollen von TTP und HuR in der posttranskriptionellen Regu-
lation der IL-17-Expression in Podozyten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die beiden
RNA-BP gegensitzliche Wirkung auf die mRNA-Stabilitit und Expression von IL-17A haben
und tiber die Balance zwischen beiden RNA-BP die Pathogenese der diabetischen Nephropathie
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(Podozytenschadigung, Inflammation) moduliert wird. Interessanterweise wurde in dieser Stu-
die festgestellt, dass es unter hyperglykdmischen Bedingungen zu einer Phosphorylierung bei-
der RNA-BP kommt. Es wurde vermutet, dass durch die Phosphorylierungen die Affinitdt von
TTP an die IL-17A-mRNA vermindert und die Affinitdt von HuR gesteigert werden. Durch
diese Gleichgewichtsverschiebung liberwiegt der stabilisierende Einfluss von HuR auf die IL-
17A-mRNA (Guo et al., 2020). Auch fiir KSRP konnte bereits eine Interaktion mit anderen
RNA-BP dargelegt werden: Linker et al. wiesen in humanen DLD-1-Zellen mittels Immunpra-
zipitation eine Interaktion zwischen TTP und KSRP nach, die durch eine Cytokinbehandlung
verstdrkt wurde. Dartiber hinaus wurde in dieser Studie gezeigt, dass KSRP und HuR in DLD1-
Zellen dieselbe mRNA-Bindestelle an iNOS erkennen und um diese Bindestelle konkurrieren.
Durch die Cytokinbehandlung wurde die Bindung von HuR gefordert, wodurch die iNOS-
mRNA-Stabilitdt zunahm (Linker et al., 2005). Aus den oben genannten Studien von Guo et al.
und Linker et al. ldsst sich schlussfolgern, dass die Cytokinexpression und mRNA-Stabilitét
von IL-17A sehr wahrscheinlich durch zahlreiche RNA-BP reguliert werden. Moglicherweise
wird durch die siRNA-vermittelte KSRP-Herabregulation in den EL-4 siKSRP T-Zellen die
Affinitat zur IL-17A-mRNA anderer destabilisierend wirkender RNA-BP verstiarkt, wodurch
es nicht wie erwartet zu einer erhohten IL-17A-Stabilitdt in EL-4 siKSRP T-Zellen gekommen
ist. Zusétzlich oder alternativ konnte durch die verminderte KSRP-Expression der Effekt von
stabilisierend wirkenden RNA-BP vermindert werden, was den unerwarteten Befund in den

EL-4 T-Zellen ebenfalls erkliaren konnte.

Zwar konnte in dieser Versuchsreihe kein direkter Effekt von KSRP auf die Expression von IL-
17A iiber eine Steuerung der mRNA-Stabilitit nachgewiesen werden, allerdings konnte KSRP
indirekt an der Regulation von IL-17A beteiligt sein: KSRP konnte bereits auf transkriptioneller
Ebene iiber die Steuerung eines Faktors, der die Expression von IL-17A reguliert, eingreifen.
Beispielsweise konnte KSRP die Regulation der Zugénglichkeit von DNA-Abschnitten, die fiir
die Transkription von IL-17A notwendig sind, modulieren. Mdgliche Mechanismen hierfiir wi-
ren die Steuerung der Methylierung von DNA oder Histonen durch KSRP. Dariiber hinaus
konnte KSRP mit Faktoren, die fiir die Initiation der Transkription bedeutsam sind, wie dem
Kernpromotor, der RNA-Polymerase II, Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren, interagieren
und dariiber an der IL-17A-Regulation beteiligt sein. Am Beispiel des RNA-BP Arid5a wurde
dargelegt, dass sich RNA-BP und IL-17 auch wechselseitig beeinflussen konnen. So présen-
tierten Amatya et al. (2018) einen Feed-forward-Mechanismus, iiber den IL-17 die Expression

von Arid5a u.a. NF-kB-abhingig induziert. Arid5a flihrt {iber verschiedene Regulationswege
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zu einer verstirkten Signalwirkung von IL-17: Zum einen stabilisiert Arid5a {iber seine Bin-
dung an ARE in der 3’-UTR IL-17-induzierte Transkripte (u.a. IL-6, CXCL1, CXCL5) und
hemmt die Expression der Endoribonuklease Regnase-1, was die Degradation der Transkripte
vermindert. Zum anderen fordert Arid5a die Translation IL-17-induzierter mRNAs, indem es
mit dem Translationsinitiationskomplex interagiert und die Expression wichtiger TF fordert.
Dariiber hinaus wird diskutiert, ob Arid5a iiber seine stabilisierende Wirkung auf IL-6, STAT3
und Ox40 die Th 17-Differenzierung unterstiitzt und so indirekt die IL-17-Expression verstirkt
(Amatya et al., 2018; Nyati et al., 2019). Auch KSRP konnte iiber diese wechselseitigen Steu-
erungsmechanismen indirekt an der IL-17A-Regulation und seiner Signalwirkung beteiligt

sein.

Weiterhin ist zu beachten, dass neben RNA-BP auch andere Faktoren, wie microRNAs (miR-
NAs), long-noncoding RNAs (IncRNAs) und zirkuldre RNAs (circRNAs), wichtige Modulato-
ren der posttranskriptionellen Genregulation sind (Akira & Maeda, 2021). Fiir eine Reihe von
miRNAs wurde eine Regulation der IL-17A-Expression und -Stabilitdt nachgewiesen (Salvi et
al., 2019). miRNAs haben eine dhnliche Funktionsweise wie KSRP: Uber die Bindung an die
3°-UTR von mRNAs fordern sie den mRNA-Abbau und inhibieren die Translation der mRNA
(Bushati & Cohen, 2007). Weil KSRP die Reifung von miRNA-Vorstufen begiinstigt, bewirkt
es dariiber indirekt eine mRNA-Destabilisierung. Eine verminderte KSRP-Expression sollte
erwartungsgeméll zu einer reduzierten Reifung von miRNAs und damit zu einer erhohten
mRNA-Stabilitdt fiihren (Gherzi et al., 2014). In den EL-4 siKSRP T-Zellen war dieser Effekt
auf die IL-17A-mRNA-Stabilitit aber nicht festzustellen. Ahnlich wie RNA-BP untereinander
konnen auch miRNAs und RNA-BP um die Bindestelle an der 3°-UTR einer mRNA konkur-
rieren (Jiang & Coller, 2012). Moglicherweise wird durch die ausbleibende Reifung mancher
miRNAs in den EL-4 siKSRP T-Zellen die Affinitdt anderer destabilisierend wirkender miR-
NAs oder RNA-BP an die 3°-UTR von IL-17A erhoht, sodass das Transkript trotz der vermin-
derten KSRP-Expression nicht stabilisiert wird. Alternativ konnte durch die verminderte
KSRP-Expression der Einfluss anderer RNA-BP verstirkt werden. Diese RNA-BP konnten
ebenfalls die miRNA-Reifung fordern, sodass die Destabilisierung der IL-17A-mRNA durch

die miRNA erhalten bleibt oder sogar zunimmt.

Aus den hier vorgenommenen Analysen zum Einfluss von KSRP auf die IL-17A-mRNA-Sta-
bilitdt gehen keine Befunde hervor, die die erhohte IL-17A-Proteinexpression in EL-4 siKSRP

T-Zellen erklaren wiirden.
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6.1.3 KSRP wirkt stabilisierend auf das IL-17A-Protein

Nachdem die IL-17A-mRNA-Expression und -Stabilitédt auf eine Regulation durch KSRP {iber-
priift wurden und aus den CBA-Analysen von Frau Nina Kuhlmann bereits Daten zur IL-17A-
Proteinexpression vorlagen, sollte im folgenden Schritt ein Einfluss von KSRP auf die post-
translationale IL-17A-Proteinstabilitdt iiberpriift werden. Daflir wurden EL-4 Co und EL-4
siKSRP T-Zellen tiber 5 h mit PMA und Ionomycin stimuliert und im Anschluss fiir 3 bis 24 h
mit Cycloheximid (CHX), einem Translationshemmer, behandelt. Mit Hilfe des CBA-Assays
wurden die IL-17A-Proteinmengen in den Uberstéinden der Zellen bestimmt. Zum Vergleich

wurden die TNF-a-Proteinmengen mit untersucht.

Die Messung der vorhandenen Proteinkonzentrationen von IL-17A und TNF-a nach einer 3-
stiindigen CHX-Behandlung zeigten deutlich niedrigere IL-17A-Konzentrationen im Vergleich
zu den TNF-a-Konzentrationen (siche Abbildung 7). Wie in Abbildung 8A gezeigt ist, kommt
es in den EL-4 Co und EL-4 siKSRP T-Zellen zu einem zeitabhdngigen Abbau des IL-17A-
Proteins nach der Zugabe von CHX. Bemerkenswert ist, dass die IL-17A-Proteinmenge in den
EL-4 siKSRP T-Zellen bei allen beobachteten Zeitpunkten geringer ist als in den EL-4 Co T-
Zellen. Aus den Daten geht somit ein schnellerer Abbau des IL-17A-Proteins in den EL-4
siKSRP T-Zellen im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen hervor. Daraus ldsst sich folgern, dass
KSRP in EL-4 T-Zellen einen stabilisierenden Effekt auf das IL-17A-Protein hat. Es bleibt
unklar, ob die Stabilisierung durch KSRP direkt oder indirekt iiber zwischengeschaltete Fakto-
ren vermittelt wird, deren de-novo Synthese von CHX inhibiert wird. Zum Beispiel konnte
KSRP einen Faktor inhibieren, der destabilisierend auf das Protein wirkt oder einen Faktor for-
dern, der zur Proteinstabilisierung beitragt. Im Gegensatz dazu stehen die Daten zum Einfluss
von KSRP auf die Proteinstabilitit von TNF-a: Diese zeigen zu jedem Zeitpunkt der CHX-
Gabe eine erhohte Proteinmenge in den EL-4 siKSRP T-Zellen (siehe Abbildung 8B). Dies
spricht fiir eine Forderung des TNF-a-Proteinabbaus durch KSRP, was im Gegensatz zur sta-

bilisierenden Wirkung von KSRP auf das IL-17A-Protein steht.

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass KSRP einen Effekt auf die Translationskontrolle
verschiedener Entziindungsmediatoren hat. Dhamija et al. konnten in stimulierten HeLa-Zellen
mit einer reduzierten KSRP-Expression gesteigerte IL-6-Proteinmengen feststellen und diesen
Effekt auf eine verstirkte Polysomenassoziation des Transkripts zuriickfiihren. Es konnte ge-
zeigt werden, dass fiir die Translationskontrolle eine Bindung von KSRP an ARE in der 3°-
UTR der IL-6-mRNA notwendig ist (Dhamija et al., 2011). Uber diesen Mechanismus kénnte

die erhohte Proteinmenge von TNF-a zu erklédren sein.
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Wihrend ein Einfluss von KSRP auf die Proteinexpression verschiedener inflammatorischer
Cytokine bereits untersucht wurde, liegen wenige Daten zur posttranslationalen Regulation
durch RNA-BP vor. Generell sind bisher wenige Regulationsmechanismen identifiziert wor-
den, tiber die IL-17A und TNF-a posttranslational gesteuert werden. Rutz et al. prisentierten
eine suppressive posttranslationale Regulation von IL-17A durch die Deubiquitinase DUBA in
anti-CD3 behandelten murinen Th17-Zellen, die iiber die Ubiquitin Ligase UBRS und RORyt
vermittelt wird (Rutz et al., 2015). Die posttranslationale Modifikation von TNF-o und deren
Bedeutung in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis beschreiben Moelants et al.: Da TNF-
a als unreifes pro-TNF-a exprimiert wird, ist fiir seine biologische Funktion zunéchst eine Spal-
tung durch Matrix-Metalloproteinasen und andere Metalloproteasen erforderlich. Uber die pro-
teolytische Spaltung des Cytokins kann die Bioverfiigbarkeit und Aktivitdt von TNF-a post-
translational moduliert werden (Moelants et al., 2013). Gerade weil iiber die Verdnderung der
posttranslationalen Proteinmodifikation deutlich raschere Anderungen der Cytokinlevel mog-
lich sind als iiber die verdnderte Proteinneusynthese und im Rahmen von Entziindungsprozes-
sen dynamische Cytokinregulationen stattfinden, erscheinen weitere Untersuchungen post-

translationaler Modifikationen sinnvoll (H. Lin & Caroll, 2018).

Neben den Proteinmengen in den Uberstinden wurden auch die mRNA-Expressionen von IL-
17A und TNF-a in den CHX-behandelten Zellen im zeitlichen Verlauf bestimmt (siche Abbil-
dung 9). Die gemessenen IL-17A-mRNA-Mengen zeigten mit der Dauer der CHX-Behandlung
einen stetigen Riickgang. Dabei sind durchgéngig niedrigere mRNA-Mengen in den EL-4
siKSRP T-Zellen bestimmt worden. Dies deckt sich mit den in Kapitel 6.1.1 diskutierten Er-
gebnissen zur IL-17A-mRNA-Expression in PMA/lonomycin stimulierten EL-4 T-Zellen.
Durch die Translationshemmung mit CHX ist zu erwarten, dass Proteine, die fiir die Transkrip-
tion der IL-17-mRNA benétigt werden, nicht mehr in ausreichender Menge synthetisiert wer-
den und die mRNA-Expression abnimmt. Die riickldufigen IL-17A-mRNA-Mengen stimmen
mit diesen Erwartungen iiberein. In den EL-4 siKSRP T-Zellen sind geringe TNF-a-mRNA-
Level bestimmt worden, die sich iiber den Behandlungszeitraum mit CHX kaum verdndern.
Dieser Befund ldsst vermuten, dass es moglicherweise einen KSRP-abhédngigen Faktor gibt, der
die Transkription oder die posttranskriptionelle Regulation von TNF-a beeinflusst und dessen
De-novo-Synthese durch CHX inhibiert wird. Dieser Faktor scheint schon innerhalb der ersten
3 h nach der CHX-Behandlung abgebaut oder in seiner Funktion herabreguliert zu sein, da die
mRNA-Mengen nach der 3-stiindigen Behandlung gering sind und sich in den Kontrollen {iber
24 h kaum verdndern. In den EL-4 Co T-Zellen sind hingegen tendenziell steigende TNF-a-

mRNA-Mengen bestimmt worden. Moglicherweise ist dies auf einen Faktor zuriickzufiihren,
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der die TNF-a-Expression negativ beeinflusst und durch die CHX-Behandlung abgebaut oder
inaktiviert wird. Um welche Faktoren es sich genau handelt und welche Regulationsmechanis-

men zugrunde liegen, ist nicht bekannt.

Insgesamt geht aus den im Kapitel 6.1 diskutierten Befunden kein Regulationsmechanismus
hervor, der die im CBA-Assay gemessene erhohte Proteinexpression von IL-17A in EL-4
siKSRP T-Zellen erkldren wiirde. Die Analysen der IL-17A-mRNA-Expression sowie die Ana-
lysen zur Stabilitit der IL-17A-mRNA und des IL-17A-Proteins lassen keinen direkten Effekt
von KSRP auf die IL-17-Expression erkennen, der mit den Ergebnissen des CBA-Assays ein-
hergehen wiirde. Stattdessen deuten die vorliegenden Daten eher auf eine Stabilisierung der IL-
17A-mRNA und des IL-17A-Proteins durch KSRP hin. Dieser Befund liefert allerdings keine
Erklirung fiir die erhohte Proteinkonzentration von IL-17A, die in den CBA-Analysen in Kul-
turiiberstinden von EL-4 siKSRP T-Zellen detektiert wurden. In den EL-4 T-Zellen kommen
vermutlich andere, komplexere Regulationsmechanismen zum Tragen, die in dieser Arbeit
nicht identifiziert werden konnten. Die oben diskutierten IL-17-Expressionsdaten nach Trans-
lationshemmung lassen annehmen, dass KSRP indirekt an der Regulation von IL-17 beteiligt
ist, indem es einen Faktor reguliert, der die Expression, die Stabilitdt oder die Prozessierung
des IL-17-Proteins begiinstigt. Die AG Pautz konnte kiirzlich in einem in-vivo Asthma-Modell
u.a. in naiven CD4" T-Zellen aus KSRP-defizienten Médusen ebenfalls erh6hte IL-17A-Expres-
sionen feststellen. Dieser Befund sowie die Ergebnisse aus den RNA-Seq-Analysen der AG
Pautz bekriftigen eine negative Regulation von IL-17A durch KSRP in T-Zellen. Wie im Ka-
pitel 6.1.1 diskutiert wurde, sollte fiir kiinftige Untersuchungen der IL-17A-Expression getestet
werden, ob primére T-Zellen und eine polyklonale Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28

geeigneter sind als die mit PMA/Ionomycin stimulierte EL-4 T-Zellkulturlinie.

6.2  KSRP fordert die Expression des IL-1-Rezeptorantagonisten in EL-4 T-Zellen

Da es Literaturdaten (Ishigame et al., 2006; Na et al., 2020; Yoshizaki et al., 2019) gibt, die
zeigen, dass in IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1-RA)-depletierten Mausen eine erhohte IL-17A-
Expression zu messen ist, sollte der Einfluss der KSRP-Expression auf die IL-1-RA-Expression
in EL-4 T-Zellen untersucht werden. Uber Effekte von KSRP auf die Expression des IL-1-
Rezeptorantagonisten sind nur wenige Literaturwerte zu finden (z.B. (Schmidtke et al., 2021)).
Wie in Abbildung 10 gezeigt ist, findet sich in EL-4 siKSRP T-Zellen bei allen untersuchten
Stimulationszeitraumen mit PMA/Ionomycin eine signifikante Reduktion der IL-1-RA-Expres-

sion im Vergleich zu EL-4 Co T-Zellen. Dieser Befund bestitigt die von Schmidtke et al. (2021)
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publizierten Daten, die zeigen, dass in den Nieren von 19 Wochen alten Weibchen von MRL-
Fas" KSRP""-Mdusen im Vergleich zu MRL-Fas'™ KSRP"*-Weibchen eine signifikante Re-
duktion der IL-1-RA-Proteinexpression zu finden ist (Schmidtke et al., 2021). Die IL-1-RA-
Daten bieten jedoch keine Erklarung fiir die Reduktion der IL-17A-Expression in den EL-4 T-
Zellen, da nach den Literaturdaten eigentlich eine Erhohung der IL-17A-Expression bei Reduk-
tion der IL-1-RA-Expression zu erwarten wére. Der IL-1-RA ist ein bisher noch nicht beschrie-
benes Zielgen von KSRP. Die hier priasentierte KSRP-vermittelte Erhdhung der IL-1RA-Ex-
pression konnte zu einem antiinflammatorischen Effekt von KSRP beitragen. Um die zugrun-
deliegenden direkten oder indirekten Mechanismen dieser Regulation festzustellen, sollten Un-

tersuchungen auf verschiedenen Ebenen der Genexpression vorgenommen werden.

6.3 KSRP hat keinen Einfluss auf die Aktivierung der p38-MAPK in EL-4 T-Zellen

Die p38-MAPK hat wichtige Funktionen in posttranskriptionellen Mechanismen der Genregu-
lation und ist dariiber entscheidend an der raschen Steuerung von Immunantworten beteiligt
(O’Neil et al., 2018). Sie reguliert u.a. iiber die Phosphorylierung von RNA-BP deren subzel-
luldre Lokalisierung, mRNA-Bindungsaffinitdt sowie deren Interaktion mit anderen RNA-BP
(Tiedje et al., 2014). Bisher konnte ein Einfluss der p38-MAPK auf die Funktionen von TTP,
HuR, KSRP und andere RNA-BP gezeigt werden (Briata et al., 2005; O’Neil et al., 2018; H.
Wang et al., 2019). Uber die Regulation der RNA-BP beeinflusst die p38-MAPK indirekt die
mRNA-Stabilitdt zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren (Briata et al., 2005). Die p38-
MAPK selbst wird wie viele andere Kinasen durch Phosphorylierungen aktiviert (Cuadrado &
Nebreda, 2010).

Hier sollte untersucht werden, ob eine verdnderte KSRP-Expression in EL-4 T-Zellen Auswir-
kungen auf die Aktivitit der p38-MAPK hat. Zur Untersuchung einer solchen Regulation wur-
den die Proteinexpressionen der p38-MAPK und der Phospho-p38-MAPK in EL-4 Co und EL-
4 siKSRP T-Zellen durch Western Blot Analysen bestimmt. Die Analysen ergaben keine Ge-
notyp-spezifischen Unterschiede in der p38-MAPK Proteinaktivitdt. Dieser Befund zeigt, dass
die Aktivitdt der p38-MAPK in EL-4 T-Zellen scheinbar keinem Einfluss durch KSRP unter-
liegt und die Expression von Entziindungsmediatoren nicht {liber diese Feedback-Regulation
gesteuert wird. KSRP scheint in EL-4 T-Zellen nicht an Signalwegen beteiligt zu sein, die die
Aktivierung der p38-MAPK vermitteln.

Neben der p38-MAPK wurden fiir die Ataxia Teleangiectasia mutated (ATM)-Kinase und die
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt/Proteinkinase B (PKB) in der Literatur beschrieben, dass
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sie die Funktion von KSRP {iber Phosphorylierungen regulieren (Palzer et al., 2022). KSRP
konnte an der Regulation der Aktivitdt dieser beiden Kinasen in EL-4 T-Zellen beteiligt sein,

was weiter untersucht werden konnte.

6.4 Analysen einer KSRP-abhingigen CXCL3-Expression in Mausmodellen
6.4.1 KSRP induziert die CXCL3-mRNA-Expression in renalen Tubulusepithelzellen

Der Ausgangspunkt fiir die Analysen eines Einflusses von KSRP auf die Expression von
CXCL3 waren die Befunde aus unver6ffentlichten RNA-Seq-Analysen der AG Pautz/Kleinert.
In polyklonal stimulierten T-Zellen von C57BL/6 KSRP”*-Miusen wurde eine signifikant er-
hohte CXCL3-mRNA-Expression im Vergleich zu den Wildtypzellen bestimmt (siche Anhang,
Tabelle 23). Dieser Befund ldsst eine negative Regulation der CXCL3-mRNA-Expression
durch KSRP in den primdren T-Zellen vermuten. Zur weiteren Analyse dieses Effekts wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein geeignetes Primersystem fiir qRT-PCR-Analysen her-
gestellt und damit der Einfluss von KSRP auf die CXCL3-mRNA-Expression in EL-4 T-Zellen
iiberpriift. In den EL-4 T-Zellen lieB sich allerdings keine ausreichende CXCL3-Expression
feststellen, weshalb die Zellen fiir weitere Untersuchungen nicht verwendet wurden. In renalen
Tubulusepithelzellen (RTEC) aus MRL-Fas'™ KSRP**-Miusen und MRL Fas'"" KSRP-"-Miu-
sen sowie aus C57BL/6 KSRP**-und C57BL/6 KSRP-"-Miusen wurde hingegen eine CXCL3-

mRNA-Expression gemessen.

In der Literatur finden sich aktuell noch sehr wenige Daten zur Genregulation von CXCL3. Es
ist Teil der CXC-Chemokinfamilie und gehort zur Subgruppe der GRO-Chemokine. Mitglieder
dieser Chemokinfamilie haben &hnliche Funktionen in der Immunantwort (z.B. Rekrutierung
von Neutrophilen) und binden z.T. durch ihre strukturelle Ahnlichkeit dieselben Chemokinre-
zeptoren (Palomino & Marti, 2015). Die vergleichbaren Eigenschaften der GRO-Chemokine

lassen vermuten, dass auch ihre Genexpression dhnlich reguliert sein konnte.

In RTEC von MRL-Fas'™ KSRP**- und MRL Fas'" KSRP""-Méusen wurde durch die Behand-
lung mit LPS die CXCL3-mRNA-Expression induziert. Zur Induktionskontrolle wurden die
mRNA-Ausgangsmengen vor der Stimulation bestimmt und diese mit der CXCL3-mRNA-Ex-
pression nach der LPS-Stimulation iiber 3 h verglichen. Die Analysen ergaben eine signifikant
hohere Induzierbarkeit zur CXCL3-mRNA-Expression in RTEC von MRL Fas'" KSRP7--Miu-
sen als in den RTEC von MRL Fas” KSRP**-Miusen. In den unstimulierten RTEC war dieser
Unterschied nicht zu erkennen (sieche Abbildung 13). Vergleichbare Ergebnisse lieferten die
anschlieenden Untersuchungen, bei denen die RTEC iiber 24 h mit LPS stimuliert wurden
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(siche Abbildung 14). Die Induzierbarkeit zur CXCL3-mRNA-Expression sollte darauthin in
RTEC aus einem weiteren Mausmodell, den C57BL/6 KSRP**- und C57BL/6 KSRP"-Miu-
sen, verifiziert werden. Vergleichbar zu den Befunden in den MRL Fas'"-M&usen wurde nach
einer 24-stlindigen LPS-Stimulation eine stdrker induzierte CXCL3-mRNA-Expression in

RTEC von C57BL/6 KSRP”-M#usen bestimmt.

Die Befunde aus den LPS-stimulierten RTEC von MRL Fas'?"- und C57BL/6-Miusen sprechen
insgesamt fiir einen negativen regulatorischen Einfluss von KSRP auf die Genexpression von
CXCL3 unter proinflammatorischen Bedingungen. Dies stimmt mit der bekannten Rolle von
KSRP als negativer Regulator proinflammatorischer Mediatoren iiberein (Gherzi et al., 2014).
Der zugrundeliegende Regulationsmechanismus geht aus den oben genannten Daten aber nicht
hervor. Die im Kapitel 6.4.2 ausfiihrlicher diskutierten Ergebnisse zur CXCL3-mRNA-Stabili-
titsanalyse an RTEC von MRL-Fas” KSRP**- und MRL Fas'™” KSRP"-M&usen geben Hin-
weise darauf, dass KSRP posttranskriptionell einen destabilisierenden Effekt auf die CXCL3-
mRNA haben und CXCL3 dariiber negativ regulieren konnte. Ein solcher KSRP-vermittelter
mRNA-Abbau wiirde mit den Daten von Graham et al. einhergehen, die in humanen
Glioblastomzellen eine Destabilisierung der CXCL3-mRNA durch KSRP nachweisen konnten
(Graham et al., 2010) (siche Kapitel 6.4.2). Aus der Literatur gehen ansonsten keine weiteren

Regulationsmechanismen von KSRP auf die CXCL3-Expression hervor.

Bekanntlich ist KSRP ein multifunktionelles Protein, das iiber verschiedene Angriffspunkte auf
unterschiedlichen Ebenen in die Genexpression von Entziindungsmediatoren eingreifen kann
(Briata et al., 2013). Potenziell konnte der negative Einfluss von KSRP auf die CXCL3-mRNA-
Expression in RTEC auch tiber andere posttranskriptionelle Mechanismen vermittelt werden.
Aus der Literatur geht hervor, dass KSRP {iber die mRNA-Prozessierung in die Genregulation
eingreifen kann und z.B. am Spleiflen von pre-mRNA beteiligt ist (Briata et al., 2013). Durch
eine KSRP-vermittelte Regulation des alternativen Spleiflens — insbesondere im Bereich des
open reading frame (ORF) und der 3°'UTR der CXCL3-mRNA — konnten verschiedene Fakto-
ren beeinflusst werden, die fiir die Stabilitdt der CXCL3-mRNA entscheidend sind: Beispiels-
weise konnten cis-Elemente in der CXCL3-mRNA, die an der mRNA-Lokalisation beteiligt
sind, oder miRNA-Bindestellen und ARE durch das alternative Spleiflen in ihrer Struktur und
Anzahl veridndert werden. Zudem konnte durch das alternative Spleilen der Nonsense-media-
ted-decay (NMD) und die mRNA-Qualititskontrolle im Nukleus moduliert werden
(Mockenhaupt & Makeyev, 2015). Eine weitere Funktion von KSRP liegt in der Reifung einer
Reihe von miRNAs iiber die Interaktionen mit Drosher und Dicer. KSRP konnte die Reifung
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von miRNAs fordern, die zu einer Destabilisierung der CXCL3-mRNA fiihren und damit indi-
rekt einen Effekt auf die CXCL3-Genexpression haben. Dartiber hinaus ist es moglich, dass
durch den KSRP-knockout die CXCL3-mRNA-Affinititen anderer RNA-BP verdndert werden
und die verstarkte Induktion zur CXCL3-mRNA-Expression in den KSRP-knockout-Miusen
auf den Effekt anderer RNA-BP zuriickzufiihren ist. Neben diesen posttranskriptionellen Re-
gulationsmechanismen kdnnte KSRP auch einen Einfluss auf die Transkription haben. Bei-
spielsweise konnte KSRP einen Faktor hemmen, der fiir die Transkription von CXCL3 benétigt
wird, oder einen Repressor der Transkription von CXCL3 fordern. Neben transkriptionellen
Mechanismen konnte KSRP die CXCL3-Expression auf Ebene der Translation regulieren. Uber
Riickkopplungsschleifen zwischen Translation und Transkription kénnte KSRP indirekt die In-
duzierbarkeit der RTEC verdndern.

Bei den oben beschriebenen Ergebnissen fillt auf, dass die Expressionsdaten der iiber 6 h mit
LPS stimulierten RTEC von C57BL/6-Méausen von den anderen dargestellten CXCL3-Expres-
sionsergebnissen abweichen. Es zeigte sich hier eine verminderte Induzierbarkeit zur CXCL3-
mRNA-Expression in RTEC von C57BL/6 KSRP”--Miusen. Dies spricht fiir eine Férderung
der CXCL3-Expression durch KSRP zu diesem Stimulationszeitpunkt. In der Literatur sind
totalgenomische Analysen von Okholm et al. (Bioprojekt PRINA608915) vorhanden, in denen
in humanen Hepatozyten (HepG2) mit herabregulierter KSRP-Expression ebenfalls eine ver-
ringerte CXCL3-mRNA-Expression festgestellt wurde (sieche Anhang, Tabelle 23). Zudem lie-
gen Daten zur Regulation des verwandten Chemokins CXCL1 durch KSRP vor, in denen ein
dhnlicher Effekt von KSRP beschrieben wurde: Kéfer et al. wiesen in isoliertem Gelenkgewebe
aus einem Arthritis-Mausmodell signifikant verminderte CXCL1-mRNA-Expressionen in
Maiusen mit einem KSRP-knockout im Vergleich zu den Wildtyptieren nach. Klinisch zeigte
sich die Ausschaltung des KSRP-Gens in einem verzdgerten und milderen Verlauf der Arthritis.
Aus den Daten von Kiéfer et al. geht hervor, dass KSRP entziindliche Immunprozesse in-vivo
verstdrken kann, wobei die genauen Regulationsmechanismen nicht bekannt sind (Kéfer et al.,
2017). Die RTEC von C57BL/6 KSRP”--Méusen zeigten zwar nach der 6-stiindigen LPS-Sti-
mulation eine geringer induzierte CXCL3-Expression im Vergleich zu den Wildtyptieren, al-
lerdings war nach der 24-stiindigen Stimulation eine verstdrkte Induktion zur CXCL3-Expres-
sion in diesen Zellen zu messen. Moglicherweise reguliert KSRP einen Faktor, der die CXCL3-
Expression verstérkt, aber im zeitlichen Verlauf zwischen der 6- und 24-stiindigen Stimulation
abgebaut wird. Durch den Abbau konnten anschlieBend negative regulatorische Mechanismen
von KSRP iiberwiegen, sodass es zu einer Umkehr des Effekts von KSRP auf die CXCL3-

Expression kommt. Um den Effekt von KSRP in RTEC von C57BL/6 KSRP”-Mdusen niher
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zu beleuchten, konnten weitere Expressionsanalysen mit Stimulationszeiten zwischen 6 und 24

h vorgenommen werden.

Insgesamt geht aus den diskutierten Ergebnissen hervor, dass EL-4 T-Zellen fiir zukiinftige
Analysen der Genregulation von CXCL3 nicht geeignet sind, weil sie das Chemokin nur sehr
gering oder gar nicht exprimieren. Da die Expression und Regulation von Entziindungsmedia-
toren zwischen der EL-4 T-Zellkulturlinie und priméiren T-Zellen variieren konnten, wire eine
Untersuchung einer CXCL3-Expression in primédren T-Zellen zu empfehlen. Ansonsten er-
scheinen die hier untersuchten RTEC von MRL Fas'- und C57BL/6-Miusen zur Analyse
KSRP-abhingiger Verdnderungen der CXCL3-Expression sehr geeignet. Neben weiteren post-
transkriptionellen Regulationsmechanismen sollten auch Regulationen der Transkription und
Translation durch KSRP untersucht werden. AuBlerdem kdnnten fiir zukiinftige Expressions-
analysen — insbesondere an RTEC von C57BL/6-Méusen — weitere Stimulationszeiten der

RTEC gewihlt werden.

6.4.2 KSRP konnte einen destabilisierenden Effekt auf die CXCL3-mRNA-Stabilitét

in renalen Tubulusepithelzellen haben

Um einen Einfluss von KSRP auf die CXCL3-mRNA-Stabilitidt zu untersuchen, wurden LPS-
stimulierte RTEC aus den Nieren von MRL Fas” KSRP"*- und MRL Fas'"™ KSRP”*-Miusen
mit DRB behandelt und anschlieBend die CXCL3-mRNA-Mengen iiber 4 h bestimmt. Zur Kon-
trolle der CXCL3-Abbauanalysen wurden auch die mRNA-Mengen von CXCL1 gemessen.
Sowohl fiir CXCL3 als auch fiir CXCL1 gehen aus der Literatur Daten hervor, die zeigen, dass
KSRP bzw. TTP den mRNA-Abbau der Chemokine fordern (Datta et al., 2008; Graham et al.,
2010; Herjan et al., 2013; Winzen et al., 2007).

Die Abbauanalysen ergaben einen deutlichen Riickgang der mRNA-Mengen beider Chemokine
mit einem verstarkten mRNA-Abbau innerhalb der ersten Stunde nach DRB-Behandlung. Dies
deutet auf eine kurze Halbwertszeit beider Transkripte hin. Die bestimmten mRNA-Mengen
zeigten iiberwiegend keine Genotyp-spezifischen Unterschiede. Jedoch waren nach der einstiin-
digen DRB-Behandlung erhohte CXCL1-mRNA-Mengen und nach der 4-stiindigen DRB-Be-
handlung erhéhte CXCL3-mRNA-Mengen in RTEC von MRL Fas”" KSRP”*-Méusen im Ver-
gleich zu den Wildtypzellen zu detektieren. Diese Befunde konnten Hinweise auf einen nega-

tiven Einfluss von KSRP auf die mRNA-Stabilitdt von CXCL1 und CXCL3 in RTEC sein.

Aus der Literatur geht bereits eine posttranskriptionelle Steuerung der CXCL-1-mRNA-Stabi-
litdit durch andere RNA-BP hervor. Datta et al. beschrieben eine Regulation der CXCLI-
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mRNA-Stabilitit durch das RNA-BP TTP. Sowohl in humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK-293-Zellen) als auch in Makrophagen konnte ein destabilisierender Effekt von TTP auf
die CXCL1-mRNA nachgewiesen werden. Dabei wurde gezeigt, dass TTP tiber mehrere ARE
in der 3°-UTR direkt an die CXCL1-mRNA binden kann und dariiber den mRNA-Abbau ver-
mittelt (Datta et al., 2008). Auch eine Destabilisierung von CXCL3 durch RNA-BP wiirde mit
vorhandenen Literaturdaten iibereinstimmen. Aus den verdffentlichten Daten von Graham et
al. geht eine Regulation der CXCL3-mRNA-Stabilitdt durch KSRP in humanen Glioblastom-
zellen (T98G-Zellen) hervor. Graham et al. wiesen in ihrer Studie zunichst einen beschleunig-
ten CXCL3-mRNA-Abbau durch die Hemmung der Phosphatidylinositol-3 (PI13)-Kinase nach
(Graham et al., 2010). Aus der Literatur ist bekannt, dass KSRP der PI3-Kinase nachgeschaltet
ist und die KSRP-Aktivitit durch die Kinase reguliert wird (Ruggiero et al., 2007). Im néchsten
Schritt wurde zusdtzlich zur Inhibition der PI3-Kinase die KSRP-Expression in den Zellen
durch eine Transfektion mit siRNA reduziert. Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass der
KSRP-knockdown zu einer Stabilisierung der CXCL3-mRNA fiihrt. Dieses Ergebnis ldsst ei-
nen destabilisierenden Effekt von KSRP auf die CXCL3-mRNA vermuten (Graham et al.,
2010). Winzen et al. und Herjan et al. konnten eine Regulation der CXCL3-mRNA-Stabilitét
durch KSRP in HeLa-Zellen nachweisen: In den Analysen von Winzen et al. wurden IL-1-
stimulierte HeLa-Zellen zur Untersuchung des mRNA-Abbaus iiber 3 h mit Actinomycin D
behandelt. Nach der Behandlung wurden erhohte CXCL3-mRNA-Mengen in HeLa-Zellen mit
einem KSRP-knockdown festgestellt, was ebenfalls fiir einen destabilisierenden Effekt von
KSRP auf die CXCL3-mRNA spricht. Mittels einer Datenbankrecherche konnten Winzen et al.
dariiber hinaus ARE der Klasse II innerhalb der CXCL3-mRNA feststellen (Winzen et al.,
2007). In spéteren Analysen wurde gezeigt, dass die ARE in der 3°-UTR der CXCL3-mRNA
essenziell fiir einen KSRP- und TTP-vermittelten mRNA-Abbau sind (Graham et al., 2010;
Herjan et al., 2013). Es ist bekannt, dass KSRP iiber ARE direkt an die 3°-UTR von Transkrip-
ten bindet und iiber die Rekrutierung von Exonukleasen und Zerfallsenzymen die Degradation
des gebundenen Transkripts bewirkt (Briata et al., 2013). Sofern KSRP den CXCL3-mRNA-
Abbau in den RTEC aus MRL Fas'" KSRP-"-Miusen beschleunigt, ist wahrscheinlich, dass der
Abbau tiber die direkte Bindung von KSRP an ARE in der 3°-UTR vermittelt wird.

6.4.3 KSRP konnte die CXCL3-mRNA-Expression in Peritonealzellen geschlechtsspe-

zifisch induzieren

Zur weiteren Untersuchung einer KSRP-abhéngigen Induktion zur CXCL3-Expression wurden

Peritonealzellen aus dem Bauchraum von C57BL/6 KSRP""- und C57BL/6 KSRP”-M4&usen
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isoliert. Bei den isolierten Peritonealzellen handelt es sich neben B- und T-Zellen iiberwiegend
um Makrophagen (Ray & Dittel, 2010). Abhéngig von ihrer Differenzierung, ihrer Polarisation
und der Aktivierung durch das lokale Mikromilieu sind Makrophagen an inflammatorischen
und immunregulatorischen Prozessen beteiligt (Funes et al., 2018; Shapouri-Moghaddam et al.,
2018).

Die Peritonealzellen wurden auf einen Einfluss von KSRP auf die CXCL3-mRNA-Expressio-
nen untersucht. Aus den Ergebnissen der Analysen (siche Abbildung 17) ldsst sich in unstimu-
lierten Peritonealzellen sowie in iiber 24 h LPS-stimulierten Peritonealzellen von C57BL/6-
Weibchen eine stérker induzierte CXCL3-mRNA-Expression in C57BL/6 KSRP”*-Méusen er-
kennen. Im Gegensatz zu den weiblichen Tieren war in den iiber 24 h stimulierten Peritone-
alzellen von minnlichen C57BL/6 KSRP”--Miusen eine verringerte Induktion zur CXCL3-
mRNA-Expression zu messen. Insgesamt legen die Ergebnisse einen geschlechtsspezifischen
Unterschied im Einfluss von KSRP auf die CXCL3-Expression nahe. In den Peritonealzellen
der C57BL/6-Weibchen scheint KSRP ein negativer Regulator der CXCL3-Expression zu sein,
was mit der bekannten Rolle von KSRP iibereinstimmen wiirde (Gherzi et al., 2014). In
C57BL/6-Minnchen scheint KSRP die CXCL3-mRNA-Expression hingegen eher positiv zu
regulieren. Da es sich um initiale Daten handelt, die auf einer kleinen untersuchten Tierzahl
basieren, miissen diese Effekte in Folgeexperimenten verifiziert werden. Dennoch handelt es

sich hier um einen interessanten Befund, der weiterverfolgt werden sollte.

Aus der Literatur gehen bisher keine Daten zur Expression von CXCL3 in Makrophagen her-
vor. Jedoch wurden die Expressionen der verwandten Chemokine CXCL1 und CXCL2 in Mak-
rophagen untersucht. In in-vivo-Studien an C57BL/6-Méusen konnten nach einer peritonealen
LPS-Injektion erhohte mRNA-Expressionen von CXCL1 und CXCL2 in Gewebemakrophagen
nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnten die Chemokine in dem Peritonitis-Mausmodell als
essentielle Mediatoren fiir die Neutrophilenrekrutierung erkannt werden (De Filippo et al.,
2008). Dartiber hinaus zeigten Bollmann et al. in LPS- und INF-y-behandelten Peritonealzellen
von C57BL/6 KSRP”"-Miusen eine verstirkte CXCL1-mRNA-Expression (Bollmann et al.,
2014). Die genannten Literaturdaten gehen mit den Ergebnissen aus den C57BL/6-Weibchen
einher. Die genauen Regulationsmechanismen, iiber die KSRP die CXCL3-mRNA-Expression
in den weiblichen C57BL/6-Miusen beeinflusst, bleiben zunichst unklar. Wie in Kapitel 6.4.1
diskutiert wurde, kommen verschiedene Regulationsmechanismen auf unterschiedlichen Ebe-
nen der Genexpression filir den Effekt von KSRP in Frage. Wahrscheinlich handelt es sich —

dhnlich wie bei RTEC — um posttranskriptionelle Regulationsmechanismen.
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Der geschlechtsspezifische Effekt von KSRP auf die CXCL3-mRNA-Expression in den Peri-
tonealzellen lisst vermuten, dass KSRP den Immunprozess iiber eine hormonelle Steuerung
beeinflussen konnte. In der Literatur sind bisher zwar Daten vorhanden, aus denen hervorgeht,
dass KSRP an der posttranskriptionellen Regulation von Hormonen, wie z.B. Parathormon, be-
teiligt ist (Nechama et al., 2009), ein geschlechtsspezifischer Unterschied im Einfluss von
KSRP auf die Genregulation von Entziindungsmediatoren wird hingegen nicht beschrieben.
Weil aus der Literatur geschlechtsspezifische Unterschiede in der Immunantwort bekannt sind
(Moulton, 2018) und die oben genannten Daten Hinweise auf eine mogliche geschlechtsspezi-
fische Immunmodulation durch KSRP liefern, sollten weitere Untersuchungen vorgenommen
werden. Die Peritonealzellen scheinen fiir diese Analysen geeignet zu sein. Wihrend im Rah-
men dieser Arbeit ausschlieSlich Peritonealzellen aus C57BL/6-Miusen verwendet wurden,
wire zu tiberpriifen, ob KSRP z.B. auch in MRL Fas"-Méusen einen geschlechtsspezifischen
Einfluss auf die Regulation von CXCL3 hat. Interessant wire es zudem zu untersuchen, ob die
geschlechtsspezifische Regulation durch KSRP auch in dem verwandten, ebenfalls von Peri-

tonealzellen exprimierten Chemokin CXCLI1 festzustellen ist.

Insgesamt geht aus den im Kapitel 6.4 diskutierten Daten hervor, dass KSRP die Induktion zur
CXCL3-Expression in murinen Tubulusepithelzellen sowie in Peritonealzellen tiberwiegend
negativ reguliert. Zudem lieferten die Daten Hinweise, dass KSRP die CXCL3-Expression liber
einen direkten Effekt auf die CXCL3-mRNA-Stabilitét regulieren kdnnte. Dariiber zeigte sich

anhand der Daten, dass der Einfluss von KSRP eventuell geschlechtsabhéngig sein konnte.
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7 Zusammenfassung

Viele autoimmune und chronisch-entziindliche Erkrankungen werden durch eine dysregulierte
Genexpression proinflammatorischer Mediatoren verursacht. Um langfristig neue Therapiean-
satze fiir diese Erkrankungen zu entwickeln, miissen die molekularbiologischen Regulations-
mechanismen der Genexpression verstanden werden. Wichtige Elemente zur Kontrolle der pro-
inflammatorischen Genexpression sind RNA-Bindeproteine (RNA-BP). Uber die Modulation
der Transkription, der posttranskriptionellen mRNA-Stabilitdt sowie der Translation konnen
RNA-BP auf verschiedenen Ebenen in die Genexpression eingreifen. In der vorliegenden Ar-
beit wurde der Einfluss des RNA-Bindeproteins KH-type splicing regulatory protein (KSRP)
auf die Genexpression der Entziindungsmediatoren IL-17A und CXCL3 untersucht. Aus bisher
unverdffentlichten Daten der AG Pautz lagen Hinweise vor, dass KSRP die mRNA-Expression

beider Entziindungsmediatoren regulieren konnte.

Zur Analyse der IL-17A-Expression wurde die murine CD4" T-Zelllinie EL-4 verwendet. Es
war bereits eine EL-4 Zelllinie etabliert, die durch eine verminderte Expression von KSRP cha-
rakterisiert ist (EL-4 siKSRP). Nach einer PMA/lonomycin-Stimulation zeigte sich eine deut-
liche Induktion der IL17A-mRNA-Expression in beiden Zelllinien, die aber in den EL-4
siKSRP T-Zellen weniger stark ausgeprdgt war als in den Kontrollzellen. Im Gegensatz zur
Literatur legen diese Daten einen positiven regulatorischen Effekt von KSRP auf die IL-17A-
mRNA-Expression nahe. Die mRNA-Stabilititsanalysen lieferten keinen Hinweis darauf, dass
KSRP einen direkten Effekt auf die IL17A-mRNA-Stabilitdt in EL-4 Zellen hat. Indirekte Me-
chanismen, wie eine KSRP-vermittelte Regulation von Faktoren in vorgeschalteten Signalwe-

gen, konnen nicht ausgeschlossen werden.

In vorausgegangenen, unverdffentlichten CBA-Analysen der AG Pautz wurden hohere IL-17A-
Proteinmengen in EL-4 siKSRP T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (EL-4 Co) ge-
messen. Um einen mdglichen zugrundeliegenden Regulationsmechanismus auf Proteinebene
zu untersuchen, wurde die posttranslationale IL-17A-Proteinstabilitét auf eine Regulation durch
KSRP {iberpriift. Dabei wurde ein stabilisierender Effekt von KSRP auf IL-17A festgestellt.
Die Untersuchungen zur Regulation der p38-MAPK durch KSRP ergaben keine Genotyp-spe-
zifischen Unterschiede. KSRP scheint in EL-4 T-Zellen also nicht an Signalwegen beteiligt zu
sein, die die Aktivierung der p38-MAPK vermitteln. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten kon-
nen somit keine direkte Erklérung fiir den von der AG Pautz beobachteten Anstieg der IL-17A-
Proteinexpression im Zellkulturiiberstand von EL4 siKSRP Zellen liefern. Es miissten noch

weitere Untersuchungen folgen, um diesen Widerspruch aufzukldren. In zukiinftigen Analysen
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konnte ein Einfluss von KSRP auf transkriptioneller oder translationaler Ebene tiberpriift wer-
den. Zudem sollten zusitzlich andere zelluldre Testsysteme, wie primire T-Zellen, fiir Analy-

sen einer KSRP-abhédngigen IL-17A-Expression verwendet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem die Expression des IL-1-Rezeptoranatagonisten (IL-1-
RA) in EL-4 T-Zellen untersucht. Bislang war der IL-1-RA nicht als Zielgen von KSRP be-
kannt. Die mit PMA/lonomycin stimulierten EL-4 T-Zellen zeigten eine reduzierte IL-1-RA-
Expression im Vergleich zu den EL-4 Co T-Zellen. Weil KSRP dariiber einen anti-inflamma-
torischen Effekt haben konnte, sollten dieser Ansatz weiterverfolgt werden und die zugrunde-

liegenden Regulationsmechanismen analysiert werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob KSRP an der Genregulation des Chemokins
CXCL3 beteiligt ist. CXCL3 ist Teil der CXC-Chemokinfamilie, die dhnliche Funktionen in
der Immunantwort und z.T. gleiche Signaltransduktionswege haben. Damit sind auch Paralle-
len in der Regulation ihrer Genexpression zu erwarten. Ein Einfluss von KSRP auf die CXCL3-
mRNA-Expression wurde in verschiedenen Zellsystemen analysiert. In der EL-4 T-Zelllinie
konnten keine hinreichenden CXCL3-mRNA-Expressionen festgestellt werden, weshalb die
Zellen fiir die Untersuchung ungeeignet waren. Fiir weitere Analysen wurden renale Tubu-
lusepithelzellen (RTEC) aus MRL-Fas™ KSRP**- und MRL Fas'" KSRP”*-M&usen sowie aus
C57BL/6 KSRP**- und C57BL/6 KSRP"-Méiusen isoliert. In den RTEC beider Mauslinien
konnte nach einer Stimulation mit Lipopolysaccharid eine verstirkte Induktion zur CXCL3-
mRNA-Expression in den KSRP-knockout Méusen festgestellt werden. Dariiber hinaus erga-
ben sich aus den mRNA-Stabilititsanalysen an RTEC von MRL Fas'™ KSRP"-Méusen Hin-
weise auf einen beschleunigten CXCL3-mRNA-Abbau durch KSRP. Insgesamt lésst sich aus
den Daten ein negativer regulatorischer Effekt von KSRP auf die CXCL3-mRNA in priméren
RTEC erkennen.

Abschliefend wurde die CXCL3-Expression in einem dritten Zellsystem untersucht. Es wurden
Peritonealzellen aus dem Bauchraum von C57BL/6 KSRP**- und C57BL/6 KSRP"--Miusen
isoliert und ebenfalls Stimulationsversuche mit LPS durchgefiihrt. Interessanterweise konnten
hier geschlechtsspezifische Unterschiede in der Regulation durch KSRP festgestellt werden.
KSRP scheint die CXCL3-mRNA-Expression nur in den weiblichen Versuchstieren negativ zu
regulieren. Weil bisher wenige Daten zur Regulation von CXCL3 durch KSRP vorliegen und
ein geschlechtsspezifischer Einfluss von KSRP bisher nicht aus der Literatur hervorgeht, sollten

diese Ansétze weiterverfolgt werden.
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9 Anhang

Bioinformatische Analyse aller bis September 2022 in 6ffentlichen Datenbanken (Pubmed,

SRA, Array-Express, Geo, Bioproject) zu findenden totalen Genexpressionsdaten von humanen

oder murinen Zellen bzw. Geweben mit herabregulierter KSRP-Expression (siKSRP vs. siCo).

Tabelle 23: Darstellung der Expressionswerte fiir die in der Arbeit untersuchten Gene in murinen oder
humanen Zellen mit durch siRNA herabregulierter KSRP-Expression im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA
behandelten Zellen

Die Daten stammen aus frei zuginglichen totalgenomischen Expressionsanalysen (RNA-Seq oder Array). FDR
= false discovery rate; kD = keine Daten)

Gen siKSRP | FDR p- Bioproject / Spezies Zellen Zelltyp
vs siCo value Publikation
Humane Zellen
CXCL1 | kD kD (Winzen et al., 2007) human | Hela Epithelzellen
CXCL3 | kD kD
IL-17A | kD kD
IL1-RA | kD kD
TNF-a | >2 kD
CXCL1 | 3,291 0,190 PRINA608I15 human | HepG2 Hepatocyten
CXCL3 | 0,653 0,042 (Okholm et al., 2020)
IL-17A | kD kD
IL1-RA | kD kD
TNF-a | kD kD
CXCL1 | kD kD PRINAG608I1S5 human | K562 Myelomazellen
CXCL3 | kD kD (Okholm et al., 2020)
IL-17A | 0,362 0,005
IL1-RA | kD kD
TNF-a | kD kD
CXCL1 | 1,000 1,000 PRINA325776 human | CL1-0 Lungenzellen
CXCL3 | 0,841 1,000
IL-17A | 0,993 1,000
IL1-RA | 0,958 0,860
TNF-o | 1,007 1,000
CXCL1 | 0,546 0,939 PRINA388429 human | ESCC Epithelzellen
CXCL3 | 1,019 0,906 (Fujita et al., 2017)
IL-17A | 0,026 0,814
IL1-RA | 25,643 0,695
TNF-o | 8,388 0,925
CXCL1 | 1,000 0,8007 PRINA395685 human | CL1-0 Lungenzellen
CXCL3 | 0,847 0,8182
IL-17A | 0,973 0,8573
IL1-RA | 0,959 0,9998
TNF-a | 1,231 0,6646
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CXCL1 | 1,102 0,882 PRINA445699 human | SW80 Epithelzellen
CXCL3 | 1,050 0,814 (Caiazza et al., 2019)
IL-17A | 1,057 0,995
IL1-RA | 1,079 0,845
TNF-a | 1,058 0,811
Murine Zellen
CXCL1 | 0,454 0,279 PRINA773717 murin N2A Neuroblasten
CXCL3 | kD kD
IL-17A | kD kD
IL1-RA | 0,373 kD
TNF-a | 0,053 kD
CXCL1 | 3,614 kD AG Pautz/Kleinert murin primér T-Zellen
CXCL3 | 3,754 0,002
IL-17A | 2,251 0,875
IL1-RA | 1,981 0,999
TNF-a | 0,865 0,999
CXCL1 | 0,387 kD PRINA312753 murin NMuMG Epithelzellen
CXCL3 | kD kD
IL-17A | kD kD
IL1-RA | 0,149 kD
TNF-a | kD kD
CXCL1 | 1,840 0,969 PRINA312753 murin | NMuMG + TGFb Epithelzellen
CXCL3 | kD kD
IL-17A | kD kD
IL1-RA | 0,176 0,969
TNF-a | kD kD
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