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1. Einleitung

1.1 Makrophagen und deren Aktivierung bei Entziindungsreaktionen

1.1.1 Makrophagen als Komponenten des angeborenen Immunsystems des

Menschen

Makrophagen sind zur Phagozytose befahigte Zellen des Immunsystems (Karrer
1960). Sie entwickeln sich aus ihren Vorlauferzellen, den Monozyten (Sutton und
Weiss 1966). Monozyten stammen, wie alle Blutzellen, aus einer multipotenten
hamatopoetischen Stammzelle des Knochenmarks ab. Aus myeloischen
Progenitorzellen entwickeln sich unreife Myeloblasten, die wiederum zu Monozyten
differenzieren und etwa einen Tag im Blut zirkulieren (Kaboth et al. 1977; Geissmann
et al. 2010). Die Monozytopoese steht vor allem unter dem Einfluss des sogenannten
macrophage-colony-stimulating-factor, dem M-CSF (Metcalf 1985).

Monozyten sind mit einem Durchmesser von etwa 20 ym die grofdten Leukozyten des
menschlichen Korpers. Sie sind in der Lage das Gefaldsystem zu verlassen und in
unterschiedliche Gewebe zu wandern. Dort kdnnen sie zu Gewebemakrophagen reifen
und oft monatelang Uberleben (Sutton und Weiss 1966).

Makrophagen sind in der Lage koérperfremde Merkmale, sogenannte PAMP
(pathogen-associated molecular pattern), zu erkennen (Punkt 1.1.2), durch
Phagozytose zu eliminieren oder auch andere Immunzellen durch Freisetzung von
Zytokinen (Punkt 1.1.3) zu aktivieren (Mackaness 1960; Sawyer et al. 1954). Des
Weiteren gehéren Makrophagen neben dendritischen Zellen und B-Lymphozyten zu
den antigenprasentierenden Zellen. Endogen aufgenommene Antigene konnen auf
ihrer Zelloberflache auf MHC-II-Molekllen (major histocompatibility complex) anderen
CD4'-T-Zellen dargeboten werden (Roche und Furuta 2015). Dieser Zusammenhang
zeigt auch die enge Verknlpfung dieser Zellen mit der adaptiven Immunabwehr. Vice
versa kdnnen Makrophagen beispielsweise durch T-Helfer-Zellen des Immunsystems
aktiviert werden. Bei diesen Aktivierungsprozessen spielt unter anderem die
Freisetzung des Zytokins Interferon-y eine gro3e Rolle (Nathan et al. 1983; Schuliz
1987).



1.1.2 Erkennung pathogener Alarmsignale via Toll-like-Rezeptoren und

Aktivierung des NF-kB-Signalweges

Neben Mannose- und Scavanger-Rezeptoren, sowie NOD1- und RIG-like-Rezeptoren,
sind vornehmlich Toll-like-Rezeptoren (TLR) an der Erkennung pathogener Strukturen
(PAMPs) beteiligt (Srikrishna und Freeze 2009). Die Toll-like-Rezeptorfamilie umfasst
sowohl extrazellulare Rezeptoren (TLR-1,2,4,5,6,10), als auch endosomal lokalisierte
Rezeptoren (TLR-3,7,8,9) (Verstak et al. 2007). Sie alle tragen mit ihrer
unterschiedlichen Ligandenspezifitdt zur Immunantwort bei. Zur Gruppe der PAMP
gehdren virale oder bakterielle Bestandteile wie unmethylierte CpG-DNA,
doppelstrangige RNA, Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, Lipoteichonsauren oder
Flagellin (Alexopoulou et al. 2001; Gewirtz et al. 2001; Hemmi et al. 2000; Chow et al.
1999, Schwandner et al. 1999). Einige Toll-like-Rezeptoren erkennen auch sogenannte
danger-associated molecular pattern (DAMP). Es handelt sich dabei um koérpereigene
Liganden, die in Stresssituationen in ahnlicher Weise das Immunsystem aktivieren
kénnen. Zu dieser Gruppe gehdéren endogene Bestandteile wie RNA, Fibrinogen,
Fibronektin oder Hitzeschockproteine (Bernard et al. 2012; Brentano et al. 2005b;
Vabulas et al. 2002; Smiley et al. 2001; Okamura et al. 2001; Ohashi et al. 2000).

Die Aktivierung aller Toll-like-Rezeptoren mit Ausnahme von TLR-3 mlndet in einem
myeloid-differentiation factor 88 (MyD88)-abhangigen Signaltransduktionsweg mit
anschlieBender Genexpression durch den nukleéren Transkriptionsfaktor NF-kB. Uber
TLR-3 und partiell auch Uber TLR-4 ist es moglich, einen TRIF (TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-f)-abhangigen Signalweg zu aktivieren (Yamamoto et al.
2003). Dieser Signalweg ist unabhangig von MyD88, kann aber ebenfalls Uber den
Transkriptiosfaktor NF-kB laufen (Yamamoto et al. 2002). MyD88 und TRIF gehéren zu
einer Gruppe von finf Adaptermolekilen (TIR-containing-proteins), die an die TIR-
Doméanen des zytoplasmatischen Schwanzes der Toll-like-Rezeptoren binden kénnen
(Verstak et al. 2007). Auch Lipopolysaccharide (LPS) gram-negativer Bakterien kdnnen
Uber Toll-like-Rezeptoren TLR-2 und -4 das Adaptermolekul MyD88 aktivieren. Die
Deletion von MyD88 im Mausmodell zeigte den Verlust der LPS-induzierten Effekte,
wie beispielsweise die Produktion proinflammatorischer Zytokine bei Makrophagen
(Kawai et al. 1999).
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Abb. 1: Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren

Die Bindung der TIR-Doméanen von TLR 1,2,5,6,7,8,9,10 an die TIR-Domane von MyD88 fiihrt Gber Aktivierung der IL-
1R-assozierten-Proteinkinasen 1 und 4 (IRAKs) und den TNFR-assozierten Faktor 6 (TRAF6) zur inflammatorischen
Genexpression via NF-kB. Im Gegensatz dazu kann der TRIF-abhéangige Signalweg lber den Transkriptionsfaktor IFN-

regulierenden Faktor 3 (IRF-3) die Expression IFN-abhangiger Gene regulieren.

Neben Toll-like-Rezeptoren kann auch der Rezeptor Sialoadhesin (Siglec-1) Uber die
Erkennung von Sialinsduren Makrophagen aktivieren (Klaas et al. 2012; Hartnell et al.
2001).  Polysialinsaure  (polysialic-acid, =~ PSA), ein  negativ  geladenes
Kohlenhydratpolymer aus 5-N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), besitzt wegen seiner
Ladungseigenschaften Ahnlichkeit zu RNA. Polysialinsdure ist jedoch nicht nur
Bestandteil humaner Zelloberflachen, auch Bakterien wie Escherichia coli und
Neisseria meningitidis konnen diese Oberflachenmolekile produzieren (Lifely et al.
1986). lhre Verwendung als weitere Positivkontrolle in dieser Arbeit ist daher unter dem
Aspekt der Diversitat ihres Aufbaus und mdglicher Kontamination mit verschiedenen

bakteriellen Endotoxinen zu werten.



1.1.3 NF-kB-abhéngige Expression und Synthese von Zytokinen

Die NF-kB-induzierte Expression und Freisetzung inflammatorischer Zytokine, wie
Interleukin 1 und 6 (IL-1, IL-6) oder TNF-a (Punkt 1.3) bewirken die Synthese von Akut-
Phase-Proteine der Leber, die Differenzierung und Mobilisierung anderer Immunzellen
aus dem Knochenmark und Endothel, die Erhéhung der Kdrpertemperatur im
Hypothalamus und die Erhéhung des Stoffwechselumsatzes (Cozzolino et al. 1989;
Castell et al. 1989). Anfanglich auch als endogenes Pyrogen bezeichnet, ist Interleukin
1 wesentlich an der Anderung des Temperatursollwertes im Hypothalamus und bei der
Entstehung von Fieber beteiligt (LeMay et al. 1990). Es vermittelt seine Wirkung Uber
die membrangebundene Form IL-1a und die |8sliche Form IL-1B (Kilian et al. 1986;
March et al. 1985). Die zytosolische Caspase-1 (IL-1 konvertierendes Enzym)
schneidet dabei aus einer tiber NF-kB vermittelten, exprimierten Proform pro-IL-18 das
aktive I6sliche Peptid IL-1B heraus (Howard et al. 1991; Kostura et al. 1989). Die dafir
notige proteolytische Aktivierung der Caspase-1 wird durch das sogenannte
Inflammasom vermittelt. Es besteht neben Caspase-1 aus Mitgliedern der NLR-Familie
und dem Adapterprotein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD). Erst die zusatzliche Aktivierung dieses Proteinkomplexes kann die Freisetzung
von IL-1B bewirken (Denes et al. 2012). Somit ist fiir die IL-1B Freisetzung auch der
MyD88-abhangige NF-kB-Signalweg von Bedeutung, wahrend die Freisetzung von
dem Caspase-1 abhangigen Interleukin 18 unabhangig von MyD88 erfolgt (Seki et al.
2001). Die oben beschriebene Wirkung von IL-1f erfolgt dann vornehmlich durch
Bindung an den Interleukin 1 Rezeptor Typ 1 (Sims et al. 1993).

Auch die Produktion von Chemokinen kann unter dem Einfluss der NF-kB-
Signalkaskade stehen (Kunsch et al. 1994; Matsushima et al. 1988; Yoshimura et al.
1987). Chemokine sind vor allem durch ihre Fahigkeit zur Initiierung von Zellmigration
(Chemotaxis) bekannt. Die in dieser Arbeit erwahnten Chemokine CCL3 (MIP-1a),
CCL4 (MIP-1B), CXCL8 (IL-8) sind Vertreter der CCL-Familie und der CXCL-Familie.
Ihre Einordnung wird durch die Position der ersten beiden Cysteine bestimmt. Diese
kénnen entweder benachbart (CC) oder mit einer dazwischen liegenden Aminosaure
(CXC) angeordnet sein (Zlotnik et al. 2006). Ihr Einfluss auf die Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten und T-Lymphozyten ist unerldsslich fur eine intakte
Immunabwehr (Baggiolini 2001). Zusatzlich steigert Interleukin 8 die Proliferation
endothelialer Zellen und hat somit einen entscheidenen Einfluss auf die Angiogenese
(Li et al. 2005).



1.2 Das extrazellulare endogene Ribonukleinsduresystem und seine

Rolle bei Entziindungsreaktionen

1.2.1 Aufbau und Funktionen endogener Ribonukleinsauren

Polyanionische Ribonukleinsdure (RNA) ist aus einer Polynukleotidkette aufgebaut und
kann einzel- oder doppelstrangig vorliegen. Diese Kette besteht aus einem
Phosphatrest, dem Zucker Ribose und vier Basen (Adenin, Guanin, Cytosin und
Uracil). Phosphorsaure-diesterbindungen verkniipfen die an Zucker gebundenen
Basen. Eine Hydroxygruppe an der 2‘-Position des Riboserings macht die RNA
aufgrund der Moglichkeit zur Hydrolyse instabiler als Desoxyribonukleinsaure (DNA).
Einzelstrangige Nukleotidketten erhdhen die Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung
dreidimensionaler Strukturen und Interaktionen mit anderen Reaktionspartnern. RNA
kann durch gegenuberliegende Basenpaarungen ebenfalls einen Doppelstrang und
unterschiedliche Sekundarstrukturen ausbilden.

Die vielfaltigen RNA-Typen unterscheiden sich in ihrem Aufbau und ihrer Struktur und
damit auch in ihren Funktionen. Bekannt ist vornehmlich ihre Rolle in der Umsetzung
genetischer Informationen im Rahmen der Proteinbiosynthese. Das Enzym RNA-
Polymerase Il synthetisiert am DNA-Strang eine komplementare Ribonukleinsdure.
Durch posttranskriptionale Modifikationen, wie Polyadenylierung, RNA-Editing und
SpleiRen, entsteht aus der primdren heteronukledren RNA (hnRNA) eine fur die
Translation gefertigte Boten-RNA (messengerRNA, mRNA). Diese ubertragt als
kodierende RNA ihre Informationen am Ribosom in eine bestimmte Peptidreihenfolge.
Drei aufeinanderfolgende Nukleotide bilden dabei ein sogenanntes Codon, welches fir
eine spezifische Aminosaure kodiert. Dabei sind auch nicht-kodierende RNAs beteiligt.
Die Transfer-RNAs (tRNA) fungieren als spezifischer Ubertrdger der zum Codon
gehorenden Aminosaure. Ribosomale RNAs (rRNA) sind am Aufbau des Ribosoms
beteiligt und werden Uber das Sedimentationsverhalten (MafReinheit Svedberg, S)
charakterisiert. Die 60S-Untereinheit eukaryontischer Ribosomen setzt sich aus den
basischen, ribosomalen Proteinen und den 5S, 5.8S und 28S rRNAs zusammen. Die
40S-Untereinheit besteht aus 18S rRNA (Montenarh und Léffler 2007). Kleinere RNAs,
wie beispielsweise mikro-RNA (miRNA) oder small-interfering RNA (siRNA), sind vor
allem an der Regulation der Translation beteiligt (Caplen et al. 2001; Lee et al. 1993).

1.2.2 Endogene, extrazellulare Ribonukleinsauren

Im Jahre 1948 wurde die Prasenz von Nukleinsdauren erstmals im menschlichen

Plasma beschrieben (Mandel und Metais 1948). Darlber hinaus konnte gezeigt



werden, dass humane Lymphozyten unabhangig vom Zelltod extrazellulare RNA
(eRNA) freisetzen (Stroun et al. 1978). Auch neuere Arbeiten, die beispielsweise die
aktive Freisetzung von RNA durch Mastzellen aufzeigen, bekraftigen die Bedeutung
von endogenen RNAs im extrazellularen Milieu (Maurer 2014).

Mittlerweile konnten verschiedene Formen extrazellularer endogener RNA, wie
beispielsweise rRNA, lange nicht kodierende RNAs, miRNAs und mRNAs identifiziert
werden (Zernecke und Preissner 2016). Haufig kommen sie auch als Proteinkomplexe
in Form von freigesetzten Mikrovesikeln im extrazellularen Milieu vor. Die Prasenz
freigesetzter eRNA kann dabei einerseits mit der Zusammensetzung intrazellularer
RNAs einer Zelle im Zusammenhang stehen, andererseits scheinen ebenso
spezifische, zellabhangige RNA-Freisetzungen ein Signal zur Steuerung zellularer
Ablaufe zu sein (Valadi et al. 2007). So konnte gezeigt werden, dass miRNA aus
Makrophagen die Monozytendifferenzierung und deren Translokation die Induktion der
Angiogenese beeinflussen kann (Ismail et al. 2013; Reich und Pisetsky 2009;
Deregibus et al. 2007).

Veroffentlichungen unserer Arbeitsgruppe sehen die Bedeutung der eRNA vor allem im
Kontext prokoagulatorischer und proinflammatorischer Prozesse im menschlichen
Kérper (Fischer und Preissner 2013; Deindl et al. 2009; Preissner 2007). lhre Rolle als
proinflammatorischer Mediator und Alarmsignal der Immunabwehr spiegelt sich dabei

in verschiedenen Teilaspekten entziindlicher Prozesse wieder.
1.2.2.1 Extrazelluldare RNA bei Tumorerkrankungen

Die Prasenz von extrazelluldrer mRNA bei Tumorpatienten lasst auf die biologische
Aktivitat extrazellularer, endogener Nukleinsauren schlieBen (Kopreski et al. 1999).
Das Vorkommen in extrazellularen RNA-Lipid-Komplexen ist bei malignen
Erkrankungen, wie dem Kolonkarzinom, beschrieben (Rosi et al. 1988; Wieczorek et al.
1985). Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass eRNA die Adhasion von
entarteten Kolonkarzinom- und Fibrosakromzellen an Endothelzellen steigert. Diese
neoplastischen Zellen sind, ebenso wie Glioblastomzellen, in der Lage vermehrt
extrazellulare, ribosomale RNA freizusetzten. Die Behandlung von tumortragenden
Mausen mit dem RNA-abbauenden Enzym RNase1 kann dabei das Volumen und

Gewicht des Tumors reduzieren (Fischer et al. 2013).
1.2.2.2 Extrazellulare RNA und Permeabilitat

Extrazellulare RNA konnte auch als potenter Permeabilitatsfaktor endothelialer Zellen
identifiziert werden (Fischer et al. 2007). Die Bindung von eRNA an

Wachstumsfaktoren mit Heparin-bindender Domane, wie beispielsweise VEGF g5
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(Vascular endothelial growth factor), kann als Kofaktor Uber Aktivierung VEGF-
abhangiger Signalwege zur gesteigerten Permeabilitdt fihren. Diese Uber VEGF-
Rezeptor 2/Neuropilin-1 vermittelte Permeabilitdtssteigerung kann eine entscheidene
Rolle in der Odembildung zum Beispiel im Rahmen von ischamischen Zustanden, wie
dem Apoplex, einnehmen (Fischer et al. 2009). Auch in diesem Fall konnte die
Behandlung mit RNase1 die Bildung von Odemen und Thromben im Gehirn von Ratten

reduzieren (Fischer et al. 2007).

1.2.2.3 Extrazellulire RNA und ihr Einfluss auf Transmigration und

Zelldifferenzierung

In embryonalen Stammzellen erhéht eRNA die Expression proangiogenetischer Gene,
wie hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a), VEGF e, sowie Neuropilin1 und hat einen
entscheidenen Einfluss auf die Leukozytendifferenzierung (Sharifpanah et al. 2015).
Zusatzlich vermittelt eRNA die Extravasation und Transmigration von Leukozyten und
Monozyten durch vendse Endothelzellen im Cremastermuskel der Maus (Fischer et al.
2012). Die durch eRNA ausgeldste Aktivierung von Monozyten und Makrophagen ist
Zeichen der inflammatorischen Komponente der eRNA. Unter diesem Einfluss
differenzieren Monozyten und Makrophagen eher zu einem proinflammatorischen
Phanotyp M1 mit einer gesteigerten Expression inflammatorischer Zytokine, wie TNF-a
oder Interleukin 6 (Cabrera-Fuentes et al. 2015). Die Beteiligung des NF-kB-
Signalweges steht dabei stets im Mittelpunkt der durch eRNA vermittelten

Immunantwort (Fischer und Preissner 2013; Fischer et al. 2012).

1.2.2.4 Extrazellulare RNA und die Rolle ihres Gegenspielers RNase1 in der

Hamostase

Erganzend konnte gezeigt werden, dass die Genexpression und Aktivitat von RNase1
durch den Einfluss proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a und IL-183, in
Endothelzellen reduziert wird (Gansler et al. 2014). RNase1 ist als Enzym des
exokrinen Pankreas nicht nur im Verdauungstrakt aktiv, sondern auch in vielen
anderen Geweben und im Blut nachweisbar (Futami et al. 1997). Endothelzellen
produzieren, sezernieren und speichern RNase1 in den Weibel-Palade-Kdorperchen.
Diese konnen nach Aktivierung durch verschiedene inflammatorische Stimuli, wie
eRNA, die Konzentration von RNase1 im Blut erhdhen (Fischer et al. 2011). Auch eine
organferne, ischamische Prakonditionierung (remote ischemic preconditioning) des
Herzens kann die Plasmakonzentrationen freier RNA und TNF-a durch Freisetzung
von RNase1 aus dem Endothel verringern (Cabrera-Fuentes et al. 2015). In

atherosklerotisch verandertem Endothel konnte RNase1 im Mausmodell die
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Plaqueformation reduzieren und den Plasmaspiegel von eRNA nach Intimaverletzung

signifikant senken (Simsekyilmaz et al. 2014).
1.2.2.5 Extrazellulare RNA und Gerinnungsaktivierung

Korpereigene eRNA kann als Koaktivator an die Faktor Vll-aktivierenden Protease
(FSAP) binden und deren Auto-Aktivierung bewirken (Kannemeier et al. 2007). Des
Weiteren ist eRNA in der Lage den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-I) durch
Bindung zu stabilisieren, der dadurch die Inhibierung von FSAP im Rahmen von
inflammatorischen Vorgangen in der Lunge verstarkt (Wygrecka et al. 2007). Auch die
Kontaktaktivierung uber die Gerinnungsfaktoren XI/XIl wird durch eRNA signifikant
beeinflusst (Kannemeier et al. 2007). Ebenso sind doppelstrangige Nukleinsauren in
der Lage uUber die negativ geladenen Phosphatgruppen an PF4 (platelet factor 4) zu
binden und dadurch die Immunogenitat des basischen Proteins zu a&ndern, was als
Ausléser von Autoantikérpern im Rahmen der Heparin-induzierten Thrombozytopenie
(HIT-11) interpretiert wird. Die Gabe von Heparin kann bei diesem Patientenkollektiv zu
einem spateren Zeitpunkt zum Anstieg der HIT-Antikérper fihren und kann als
Komplexformation ~ zusammen mit Thrombozyten zu einer gefahrlichen

Thromboseneigung flihren (Jaax et al. 2013).
1.2.2.6 Extrazellulare RNA als Initiator einer Immunantwort

Im Insektenmodel I6sen endogene Nukleinsauren (vor allem rRNA und mRNA) nicht
nur die Blutgerinnung aus, die Koinjektion von Bakterienbestandteilen kann nur
zusammen mit RNA eine effektive Immunantwort durch Freisetzung antimikrobieller
Peptide auslésen. In diesem Zusammenhang wurden auch Apolipoproteine als RNA-
bindene Blutbestandteile identifiziert (Altincicek et al. 2008).

Insgesamt zeigen die oben genannten Punkte die Wirkung von eRNA als
kérpereigenes Alarmsignal im Kontext inflammatorischer Prozesse in Vertebraten und
Invertebraten auf. Dabei scheint vor allem die Bindung und das Zusammenspiel
anderer extrazellularer Proteine und Zellbestandteile mit eRNA eine wichtige Funktion
und Grundvoraussetzung ihrer Wirkung zu sein. In der Diskussion (Kapitel 5) wird auf
den Aspekt der RNA-Protein-Interaktion noch genauer eingegangen.

Einen Uberblick (iber die verschiedenen Wirkungen von eRNA in Gefalbereichen soll
Abbildung 2 geben. In der folgenden Arbeit soll der Fokus auf die durch eRNA
induzierte TNF-a Freisetzung bei Makrophagen (Unterpunkt 4 in Abb. 2) gerichtet

werden.
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Abb. 2: Das extrazelluldre endogene RNA/RNase-System (Zernecke und Preissner 2016)

eRNA wird im Rahmen inflammatorischer Prozesse wie Hypoxie, Zellstress oder Nekrose freigesetzt und entfaltet ihre
Wirkung im Gewebe oder Blut. (1) Dabei kann eRNA die Angiogenese und Permeabilitdt von Geféflen u.a. durch
Bindung an VEGEF steigern. (2) Die Bindung an Proteine des Gerinnungssystems hat einen entscheidenen Einfluss auf
die Thrombusformation von Blutplattchen. (3) eRNA steigert die Chemotaxis von Leukozyten. (4) Der Einfluss auf
Makrophagen mit Freisetzung inflammatorischer Zytokine, wie TNF-qa, tragt wesentlich zur Funktion der eRNA als
korpereigenes Alarmsignal bei. (5) Auch der Zelluntergang von Kardiomyozyten durch Ischamie-vermittelte eRNA-

Freisetzung ist beschrieben.

1.3 Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)

1.3.1 TNF-a und seine Signalwege

Das 1975 identifizierte Zytokin Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) ist ein Zytokin des
Immunsystems mit einer Vielzahl von (patho-)physiologischen Wirkungen (Carswell et
al. 1975). TNF-a wird hauptsachlich von Makrophagen, aber auch von Mastzellen,
Endothelzellen, Fibroblasten, Lymphozyten, Mikroglia und Astrozyten gebildet und
freigesetzt (Tracey et al. 1989; Kriegler et al. 1988). Das membranstandige,
homotrimere TNF-a, bestehend aus 233 Aminosauren, wird bei entsprechendem
Stimulus durch die Metalloprotease TNF-a-konvertierendes Enzym (TACE) als
homotrimeres TNF-a abgegeben (Black 2002; Tang et al. 1996; Camussi et al. 1991;
Smith und Baglioni 1987). Die Schnittstelle von Idslichem, 157 Aminosauren langem
TNF-a, befindet sich zwischen den Aminosauren Alanin 76 und Valin 77 (Kriegler et al.
1988). Vor allem korperfremde, bakterielle Bestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS)
kénnen Uber diesen Mechanismus zu einer gesteigerten TNF-a Freisetzung flihren
(Sayers et al. 1987). Uber die Bindung von TNF-a an TNF-a-Rezeptoren 1 und 2



(TNFR1, TNFR2) anderer Zielzellen kénnen diese stimuliert werden. Die als Trimer
aufgebauten  Transmembranrezeptoren bestehen aus einer cysteinreichen,
extrazelluldaren Domane und einem intrazellularem Carboxyterminus mit einer
assozierten sogenannten ,,Todesdomane® DD (Death Domain) (Naismith und Sprang,
SR 1998; Hehlgans und Pfeffer 2005). Der TNFR1 wird konstitutiv im Gewebe
exprimiert, der TNFR2 ist auf Zellen des Immunsystems lokalisiert und wird nur durch
membranstandiges TNF-a aktiviert oder durch ,,Shedding in I6slicher Rezeptorform
abgegeben (Wajant et al. 2003; Peschon et al. 1998; Grell et al. 1995).

Die intrazellularen Domanen der Rezeptoren kdnnen Adaptermolekuile binden und den
nuklearen Transkriptionsfaktor kB aktivieren (Gaeta et al. 2000). Die Aktivierung der
NF-kB-Signalkaskade versetzt Zellen in einen ,,Alarmzustand” und fihrt zu einer
gesteigerten Expression weiterer inflammatorischer Gene (Im Verma et al. 1995). Die
Beeinflussung des NF-kB-Signaltransduktionsweges ist daher oft Ziel der Behandlung
vieler Erkrankungen (Pierce et al. 1997, Mizushima et al. 2010). So zeigt die
erfolgreiche Therapie von Autoimmunkrankheiten wie der rheumatoiden Arthritis oder
von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen mittels TNF-a-Blocker beispielhaft die
Schlisselrolle dieses Signalweges auf (Huang et al. 2011; Weaver 2004).

NF-kB liegt als Homo- oder Heterodimer der Proteine p50, p52, p65, RelB, v-Rel und c-
Rel im Zytosol vor und wird durch seinen Inhibitor Ik-B stabilisiert (Im Verma et al.
1995; Read et al. 1994). Die Bindung von TNF-a an TNFR bewirkt die Aktivierung
TNFR-assoziierter Faktoren (TRAF) und MAP-Kinasen (mitogen activated protein) mit
anschliefliender Phosphorylierung von I-kB (Rahman und McFadden 2006; Liu 2005;
Waijant et al. 2003; Traenckner et al. 1994; Beg et al. 1993). Der dadurch induzierte
Abbau von I-kB im Proteasom bewirkt die Translokation von NF-kB in den Zellkern
(Carlotti et al. 2000; Traenckner et al. 1994). Nicht nur die anti-apoptotische
Programmierung von Zellen durch TNF-a, auch die Induktion der Apotose Uber TNFR1
ist ein beschriebener, namensgebender Wirkmechanismus von TNF-a (Hsu et al.
1996). Bei entsprechender Stimulation Uber TNFR1 kann es zur Rekrutierung
intrazellularer Molekile wie TRADD (TNFR-1-assoziertes-DD-Protein), RIP (Rezeptor-
interagierendes-Protein-1) und FADD (Fas-assoziertes-Protein-mit-Death-Domane) mit
Aktivierung von Caspase 8 kommen, die dann wiederum die Aktivierung anderer
proteolytischer Caspasen auslésen kdnnen (Sanchez et al. 1999; Varfolomeev et al.
1998; Am Chinnaiyan et al. 1995). Die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c
kann ebenfalls die Caspasen 9 und 3 aktivieren und Apoptose induzieren oder
verstarken (Wang 2001; Luo et al. 1998).
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Abb. 3: TNF-a vermittelte Signaltransduktionswege via TNF-a-Rezeptor 1 und 2 (entworfen nach einer Vorlage
von Rahman/Mc Fadden 2006) Loslicher Tumor-Nekrose-Faktor-a (sTNF-a) bindet an Tumor-Nekrose-Faktor-a-
Rezeptoren 1 und 2. Die ber TNFR-1 ausgeldste Apoptose wird durch Aktivierung der Caspase-Kaskade ausgeldst.
Die Trimerisierung des Rezeptors bewirkt eine Bindung der Death-Domain (DD) an TRADD (TNFR-1-assoziertes-DD-
Protein), RIP (Rezeptor-interagierendes-Protein-1) und FADD (Fas-assoziertes-Protein-mit-Death-Domane). Auch die
mitochondriale Freisetzung von Cytochrom ¢ kann so Apoptose induzieren. Der NF-kB-Signalweg fiihrt durch
Aktivierung von TRAFs (TNFR-assozierte-Faktoren) und MAP-Kinasen zur Expression inflammatorischer und anti-
apoptotischer Gene. Voraussetzung fir diesen Vorgang ist die Dissoziation des NF-kB-Inhibitors I-kB und die
Translokation von NF-kB in den Zellkern (Rahman und McFadden 2006).
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1.3.2 Das TNF-a-konvertierende Enzym TACE (TNF-a-converting-enzyme)

Fur die Freisetzung des Zytokins TNF-a ist die proteolytische Wirkung von Tumor-
Nekrose-Faktor-a-konvertierendem Enzym TACE erforderlich. Dieses Enzym ist fir
das ,,Shedding” der membrangebundenen Form des TNF-a in die |8sliche, aktive,
trimere Form von TNF-a verantwortlich (Black 2002). TACE gehért zur Familie der
Disintegrin- und Metalloproteasen (A Disintegrin And Metalloprotease, ADAM) und wird
auch als ADAM17 bezeichnet, dessen Name in der folgenden Arbeit fur TACE
verwendet wird. Von diesen zinkabhangigen Transmembranproteinen sind
unterschiedliche ADAM-Proteasen mit zahlreichen Substraten bekannt. Neben
ADAM17 spielt auch das strukturell verwandte ADAM10 fir die TNF-a-Freisetzung eine
Rolle (Moss et al. 2001). Nicht nur inflammatorische Zytokine, wie TNF-a, auch
Rezeptoren, Wachstumsfaktoren und Adhasionsproteine kénnen durch ADAM17
proteolytisch gespalten werden (Gooz 2010). Insgesamt sind 824 Aminosauren (AS)
am Aufbau von TACE beteiligt, dessen Gen auf Chromosom 2p25 lokalisiert ist (Gooz
2010). ADAM17 ist aus einer als Inhibitor wirkenden Prodoméane aufgebaut. Es folgt
eine katalytische Zinkdémane mit der fur die spezifischen Substraterkennung wichtigen
Position von Valin 440 in der S1° Tasche des Enzyms (Li et al. 2009; Caescu et al.
2009). Ebenfalls extrazellular liegt die disintegrin- und cysteinreiche Domane von
ADAM17. Der disintegrinreichen Domane konnte die Bindung an a5B1-Integrin
nachgewiesen werden (Bax et al. 2004). Uber eine transmembranare Domane schlief3t
sich der zytosolische Teil des Enzyms an (Abb. 4).

Die Genexpression von ADAM17 in unterschiedlichen menschlichen Geweben (Herz,
Lunge, Gehirn usw.) und die Bandbreite an Substraten macht dieses Enzym zu einer
Schlisselkompenente in der Pathogenese vieler Erkrankungen. So spielt die
Freisetzung der Liganden der Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Familie ErbB/HER, wie EGF
(epidermal growth factor), TGF-a (transforming growth factor alpha) oder Amphiregulin
durch ADAM17 eine wesentliche Rolle in der Kanzerogenese vieler Tumore (Duffy et
al. 2009; Katakowski et al. 2009; Ali und Knatper 2007; Franovic et al. 2006). Durch
die Interaktion mit der VEGF-vermittelten Angiogenese hat ADAM17 zusatzlich einen
wesentlichen Einfluss auf die Regenerationsfahigkeit von Gewebe und Organen (Fan
et al. 2015; Chikaraishi et al. 2009; Chen et al. 2009; Swendeman et al. 2008). Die
hohe Expression von ADAM17 in atherosklerotischen Plaques und die gesteigerte
Sekretion von TNF-a von glatten GefaBmuskelzellen unter Beteiligung
kardiovaskularer Risikofaktoren zeigt aber auch die Bedeutung dieser Protease in der
Genese chronisch entzindlicher Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Reddy et al. 2009;
Satoh et al. 2008; Canault et al. 2006; Togashi et al. 2002).
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Bei chronisch entziindlichen neuronalen Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose,
konnte ebenfalls die Beteiligung von ADAM17 und TNF-a nachgewiesen werden
(Kieseier et al. 2003). Des Weiteren ist ADAM17, neben ADAM10, als a-Sekretase
ebenfalls an der Bildung des l&slichen, neuroprotektiven Amyloid-Vorlauferproteins
APPs-a beteiligt (Allinson et al. 2003; Buxbaum et al. 1998).

Weitere Faktoren beeinflussen die Aktivitat des Enzyms, sodass allgemeinglltige
Aussagen zur Wirkung von ADAM17 nicht leicht zu treffen sind. So gehért nicht nur die
posttranslationale, Furin-vermittelte Entfernung der Prodomane im trans-Golgi zu
wichtigen intrazellularen Aktivierungsschritten von ADAM17. Verschiedene Studien
weisen auf die Bedeutung von Phosphorylierungen der zytosolischen Domane fir die
Aktivierung von ADAM17 hin, so an Threonin 735 (Soond et al. 2005) oder Serin 819
(Fan et al. 2003) durch den ERK/MAP-Kinaseweg (Yin und Yu 2009). Dabei spielt
besonders die MAP-Kinase p38 eine wichtige Rolle in der TNF-a Freisetzung (Xu et al.
2012). Auch die Phosphorylierung von ADAM17 durch 3-Phosphoinositid-abhéngige
Proteinkinase-1 (PDK-1) in Tumorzellen ist beschrieben (Zhang et al. 2006). Schwarz
et al. zeigten, dass die Phosphorylierung durch Polo-like-kinase-2 (PLK-2) an Serin
794 die Freisetzung von TNF-a und TNFR in mit LPS stimulierten Makrophagen
verursacht (Schwarz et al. 2014b).

Eine Reihe intrazellularer Bindungsproteine, wie beispielsweise TIMP3 (human tissue
inhibitor of metalloproteinase 3), SAP97 (synapse associated Protein 97), MAD2
(mitotic arrest deficient 2) oder Protein-Tyrosin-Phosphatase 1 (PTPH1) kénnen die
Aktivitat von ADAM17 ebenfalls beeinflussen (Xu et al. 2012; Peiretti et al. 2003;
Nelson et al. 1999; Zheng et al. 2002). Weiterhin sind Membraneigenschaften der Zelle
fur die ADAM17-Aktivitat von Bedeutung. So kdnnen sogar lipid rafts, cholesterinreiche
Membranabschnitte, das ,,Shedding* verschiedener Substrate regulieren (Tellier et al.
2006).
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Abb. 4: Aktivierung von ADAM17 mit Freisetzung verschiedener Substrate

Mehr als 70 Substrate kdnnen durch ADAM17 freigesetzt werden. Diese Diversitat zeigt die Bandbreite an Funktionen
und Aufgaben des Enzyms ADAM17 in verschiedenen (patho-)physiologischen Vorgangen im menschlichen Kérper auf.
Das Zink-2'-lon ist fester Bestandteil der Metalloprotease. Aufbau: Signaldoméne 1-17 AS, Prodomane 18-214 AS
(beide in der Abb. nicht eingezeichnet), katalytische Domane 215-473 AS (blau), disintegrinreiche Doméne 474-572 AS
(rot), cysteinreiche Domane 603-671 AS (gelb), Transmembrandomane 672-694 AS und die zytosolische Doméane 695-
824 AS (schwarz). Die disintegrinreiche Domane kann mit 31-Integrin der Zellmembran interagieren und so die Funktion

des Enzyms beeinflussen.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Bisher ist wenig Uber die Mechanismen der Aktivierung von Immunzellen durch
extrazellulare RNA bekannt. Diese Arbeit verfolgt das Ziel, die Wirkung von eRNA auf
Makrophagen zu charakterisieren und mechanistisch zu klaren. Dabei steht das durch
ADAM17 freigesetzte Zytokin TNF-a im Mittelpunkt der experimentellen Untersuchun-
gen. Es wird postuliert, dass die getriggerte Freisetzung und Expression von TNF-a
dazu beitragt, die Immunantwort der Makrophagen zu verstarken und im Kontext einer

endogenen durch das DAMP eRNA ausgeldsten Entziindungskaskade einzuordnen.
Folgende Teilaspekte wurden in diesem Zusammenhang experimentell untersucht:

- Die Analyse des Aufbaus und der Bestandteile der eRNA sollen Aufschluss
dartber geben, unter welchen Umstanden und Voraussetzungen eRNA in der
Lage ist, auf Makrophagen stimulierend zu wirken.

- Die TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression von Makrophagen soll durch
Stimulation mit eRNA konzentrations- und zeitabhangig verglichen werden.

- Es soll geklart werden, inwiefern ADAM17 fir die TNF-a Freisetzung durch eRNA
verantwortlich ist und welche Rolle das verwandte Enzym ADAM10 spielt.

- Es sollen Aktivierungsmechanismen und beteiligte Signalkaskaden der RNA-
induzierten TNF-a Freisetzung identifiziert werden.

- Die Identifizierung von Rezeptoren und Regulatorproteinen der in diesem
Versuchsansatz durch eRNA ausgeldsten Immunantwort kdnnen als Ansatzpunkte
dienen, die TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression (therapeutisch) zu

beeinflussen.

Die aus diesen Ansatzen zu erwartenden Ergebnisse sollen helfen, die Wirkung der
eRNA auf das Immunsystem des Menschen weiter zu klaren. Erkenntnisse Uber den
Ablauf der durch eRNA ausgelésten Entzindungsreaktionen kénnen dazu beitragen,
die Rolle und Wirkung der Verwendung von RNasen als spezifische Gegenspieler von
eRNA deutlich zu machen. Kenntnisse iber Wechselwirkungen und Angriffspunkte des
eRNA/RNase-Systems kénnen dann auch einen Beitrag zu mdglichen Interventionen
bei systematischen Entzlindungsreaktionen im Rahmen einer Sepsis liefern und haben

daher auch translationalen Bezug zur praktischen Medizin.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Substanzen

Firma

Firmensitz

2x RNA Probenpuffer

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Albumin (BSA)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Ammoniumpersulfat

Roth

Karlsruhe (D)

Agarose NEEO Ultra Qualitat Roth Karlsruhe (D)
Aqua ad iniectabilia Braun Melsungen (D)
Bay11-7082 Enzo Lérrach (D)
Bromphenolblau Roth Karlsruhe (D)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth Karlsruhe (D)
Cellstripper® Corning New York (USA)
Cli-095 InvivoGen Toulouse (FRA)
Clo75 InvivoGen Toulouse (FRA)

DNA-Marker (GeneRuler 100bp
DNA Ladder)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Roth Karlsruhe (D)
Essigsaure Roth Karlsruhe (D)
Ethanol Roth Karlsruhe (D)
Ethidiumbromid Sigma Aldrich Taufkirchen (D)

Fetales Rinderserum (FBS)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Gl 254023

Iris Biotech

Marktredwitz (D)

Glutamin 200mM

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Glycerin Roth Karlsruhe (D)
Glycin Roth Karlsruhe (D)
GoTag® Green Mastermix Promega Madison (USA)
GW 208264 Iris Biotech Marktredwitz (D)
Hairpin-1, DNA-Oligo Biomers Ulm (D)
F:GGGAATGGGTATTCCCATCCC

Hairpin-3, DNA-Oligo Biomers Ulm (D)
F:AGTCTCAGTTGCGACTGAGAC

Isopropanol Roth Karlsruhe (D)
Kaliumchlorid Roth Karlsruhe (D)
Kaliumdihydrogenphosphat Roth Karlsruhe (D)
Linear-6, DNA-Oligo Biomers Ulm (D)
F:AAGAATACGACCACCTAGCTC

Lipopolysaccharinsaure (LPS) Sigma-Aldrich Taufkirchen (D)
Magermilchpulver Sigma Aldrich Taufkirchen (D)
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Methanol Roth Karlsruhe (D)
N-acetyl-Cystein (NAC) Sigma-Aldrich Taufkirchen (D)
N-acetyl-Neuraminsaure (Neu5Ac) | Sigma-Aldrich Taufkirchen (D)
Natriumchlorid Roth Karlsruhe (D)
Natriumdihydrogendihydrat Roth Karlsruhe (D)
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich Taufkirchen (D)

Oligonukleotide (Primer)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Pam2CSK4

InvivoGen

Toulouse (FRA)

PD 98059

Calbiochem

Darmstadt (D)

Penicillin-Streptomycin

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma Aldrich Taufkirchen (D)
(PMSF)

Phorbol-12-myristat-13-acetat Sigma Aldrich Taufkirchen (D)
Poly(l:C) InvivoGen Toulouse (FRA)
Polysialinsaure (PSA) Sigma-Aldrich Taufkirchen (D)
Protease Inhibitor Cocktail Tbl. Roche Grenzach-Wyhlen (D)

Proteinmarker (Prestained Protein
Ladder)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

RNase1 Thermo Fisher Scientific | Rockford (USA)
R848 InvivoGen Toulouse (FRA)
Salzsaure 1 mol/l 1N Lésung Roth Karlsruhe (D)
SB 203580 1 mg Calbiochem Darmstadt (D)
Schwefelsaure Roth Karlsruhe (D)
SensiMix™ Sybr® Reagenz Bioline GmbH Luckenwalde (D)
Sodiumdodecylsulfat ultra rein Roth Karlsruhe (D)
TAPI-2 1 mg Enzo Lérrach (D)
Tetramethylethylendiamin Roth Karlsruhe (D)
(TEMED)

TNF-a Antagonist, sc358755 Santa Cruz Dallas (USA)
Tris Roth Karlsruhe (D)
Triton-X-100 Roth Karlsruhe (D)
Tween-20® Roth Karlsruhe (D)
Wasserstoffperoxid Roth Karlsruhe (D)
Wortmannin 1 mg Calbiochem Darmstadt (D)

Zellkulturmedium RPMI 1640

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Zellkulturmedium RPMI 1640
(Phenolrot-frei)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Zellkulturmedium D-MEM (1x)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Zellkulturmedium EMEM

ATCC

Wesel (D)

B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich

Tab. 1: Verwendete chemische Substanzen, Reagenzien und Kulturmedien
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3.1.2 Gerate und sonstige Materialien

Gerate/Materialien

Firma

Firmensitz

96-Well Platten flr ELISA
(MaxiSorp®)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

96-Well Platten fir gPCR
(Thermo-Fast 96 PCR Detection
Plate)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

96-Well Zellkulturplatten (steril)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

ECL Hyperfilme

GE Healthcare

Frankfurt (D)

Eismaschine Scotsman Vernon Hills (USA)
Elektrophoresekammern flr BioRad Mdinchen (D)
SDS-Gele

Flissigstickstoff Linde Pullach (D)
Flissigstickstofftank Messer Bad Soden (D)

Gefrierschrank (-80°C)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Gel-Dokumentationsgerat mit Intas Géttingen (D)
Software Laplmage 1D 2006

Gelelektrophoresekammer Peqglab Erlangen (D)
Glasgefalle Schott Mainz (D)

KC4 Version 3.0 Power Reporter
Software

BioTek Instruments

Bad Friedrichshall (D)

Kreisschuittler (Rotamax120) Heidolph Schwabach (D)
Kryoréhrchen (KryoTube Vials) Thermo Fisher Scientific | Rockford (USA)
Kihlbox fir PCR-Platten Roth Karlsruhe (D)
Kahl- und Gefrierschranke Bosch Gerlingen (D)

LaminAir Sterilbank

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Messzylinder

Vitlab GmbH

Grossostheim (D)

Mikroplattenreader (EL808i)

BioTek Instruments

Bad Friedrichshall (D)

Mikroskop Zellkultur Hund Wetzlar (D)
Mikrowelle Clatronic Kempen (D)
Multipipette Eppendorf Hamburg (D)
Nitril-Handschuhe (Peha-Soft) Hartmann Oslo (NOR)

Parafilm

Pechiney Plastic

Chicago (USA)

Packaging
Pasteurpipetten aus Glas VWR Collection Darmstadt (D)
PCR-Reaktionsgefalie Eppendorf Hamburg (D)
PCR-Thermocycler (T3000) Biometra Gottingen (D)
Perfusorspritze Braun Melsungen (D)
Photometer NanoDrop2000™ Thermo Fisher Scientific | Rockford (USA)
Pipetboy Integra Bioscience Fernwald (D)

Pipettensatz Pipetman Classic™

Gilson

Middleton (USA)

Pipettenspitzen (10, 200,1000 pl)

Greiner Bio-one
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Reagiergefalle (1,5; 2 ml) Sarstedt NUmbrecht (D)
Reaktionsgefale (0,5; 1,5; 2 ml) | Eppendorf Hamburg (D)
Reinstwasseraufbereitungs- Millipore Billerica (USA)

system (Milli-Q®-Direct 8)

Rohrchen

Greiner Bio-one

Frickenhausen (D)

Roéhren Flow Cytometry Sarstedt Numbrecht (D)
SafeGuard Filterspitzen Peqglab Erlangen (D)
Skalpell Braun Melsungen (D)
Spritzen (10, 30, 50 ml) Braun Melsungen (D)
Spritzenvorsatzfilter (Porengréfte | Millipore Billerica (USA)
0,22 ym und 0,45 pym)

TC10 Automatisierter Zellzahler Bio-Rad Mdinchen (D)
Thermoshaker Biometra Gottingen (D)
Tischzentrifuge Qik-spin Edwards Sydney (AUS)
microcentrifuge

Ultraschall Branson Dietzenbach (D)
Vakuum-Absaugpumpe KNF Neuberger Freiburg (D)
Vakuum-Absaugpumpe Zellkultur | Medela Dietersheim (D)
Vakuum-Zentrifuge speed-vac Jouan Saint-Nazaire (FRA)
Voltmeter Consort ES863 Consort Turnhout (BEL)
Vortexer (Charley2) Sud-Laborbedarf GmbH | Gauting (D)
Waage Kern Balingen (D)
Wasserbad Memmert Schwabach (D)

Zellkulturflaschen Cellstar®

Greiner Bio-one

Frickenhausen (D)

Zellkulturschalen (six-well)

Greiner Bio-one

Frickenhausen (D)

Zellkulturschalen (Cellstar®,
10cm Durchmesser)

Greiner Bio-one

Frickenhausen (D)

Zellschaber klein

Sarstedt

Numbrecht (D)

Zellsieb Cell Strainer 70 ym

BD Biosciences

Heidelberg (D)

Zentrifuge (Labofuge 400R)

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

Zentrifuge (Rotina 46R)

Tab. 2: Verwendete Gerate und Materialien

Hettich
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3.1.3 Verwendete Kits und ELISA

Kit

Firma

Firmensitz

BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/ Permeabilization Kit

BD Biosciences

Heidelberg (D)

ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent

GE Healthcare

Frankfurt (D)

High capacity reverse
Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

PCR Mycoplasma Test Kit I/C

PromoCell GmbH

Heidelberg (D)

peqGOLD Total RNA Kit

Peqlab

Erlangen (D)

Pierce™ LAL Chromogenic
Endotoxin Quantitation Kit

Thermo Fisher Scientific

Rockford (USA)

RNA 6000 Nano LapChip Kit

Agilent Technologies

Santa Clara (USA)

Zytotoxizitatstest (LDH)

Roche

Grenzach-Wyhlen (D)

Tab. 3: Verwendete Kits

Proteine Firma

hiL-18 Human IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go! ® eBioscience
hTNF-a Human TNF-alpha ELISA Ready-SET-Go! ® eBioscience
MTNF-a Mouse TNF-alpha ELISA Ready-SET-Go! ® eBioscience

Tab. 4: Verwendete ELISA

3.1.4 Antikorper

Bezeichnung

Firma

APC Anti-mouse CD 68, Clone: FA-11

BioLegend (USA)

APC Rat IgG2a, k Isotype Ctrl, Clone:
RTK2758

BioLegend (USA)

Goat polyclonal anti-mouse IgG-HRP

Dako (D)

IkBa, Rabbit polyclonal IgG sc371

Santa-Cruz (USA)

Pacific Blue™ anti-mouse F4/80, Clone:
BMS8

BioLegend (USA)

PE Anti-mouse/human CD11b, Clone:
M1/70

BioLegend (USA)

p44/42 MAPK (ERK1/2) Antibody, 9182S

Cell-Signaling (USA)

Phospho-IkBa (S32/36) 9246S, mouse

Cell-Signaling (USA)

Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2), 9101S

Cell-Signaling (USA)

Swine polyclonal-anti-rabbit IgG HRP

Tab. 5: Verwendete Antikorper

Dako (D)
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3.1.5 Puffer und Zellkulturmedien

PBS (Phosphate-buffered saline): pH 7,4

NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
Na,HPO,x2H,0 8,2 mM
KH,PO4 1,8 mM

Tab. 6: Zusammensetzung von PBS-Puffer

RIPA-Puffer (Radio-immunoprecipitation-assay)

Tris/HCI (pH 7,4) 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM
Triton-X-100 1% (wlv)
Sodiumdeoxycholate 1% (w/v)
SDS 10% 0,1% (v/v)

Protease Inhibitor Cocktail 1 Tabl. pro 10 ml Puffer

Tab. 7: Zusammensetzung von RIPA-Puffer

Direkt vor der Verwendung des RIPA-Puffers werden 1 mM Natriumorthovanadat und 0,5 mM PMSF hinzugegeben.

Sammelgelpuffer: pH 8,8

Tris 1,5M

SDS 0,4% (W/V)
Tab. 8: Zusammensetzung von Sammelgelpuffer

SDS-Laufpuffer

Tris 25 mM
Glycin 250 mM
SDS 0,1%

Tab. 9: Zusammensetzung von SDS-Laufpuffer

TAE (Tris-Acetat-EDTA): pH 8,5

Tris 40 mM

EDTA 1mM

Tab. 10: Zusammensetzung von Tris-Acetat-EDTA
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TBS (Tris-buffered saline): pH 7,4

Tris 25 mM
NaCl 150 mM
KCI 3mM
Tween-20 0.1% (w/v)

Tab. 11: Zusammensetzung von TBS (Tris-buffered saline)

Trenngelpuffer: pH 6,8

Tris 1,5M

SDS 0,4% (Wiv)

Tab. 12: Zusammensetzung von Trenngelpuffer

Vierfach-konzentrierter Probenpuffer

Sammelgelpuffer 25% (viv)
SDS 5% (viv)
Glycerin 40% (w/v)
Bromphenolblau eine Spatelspitze

Tab. 13: Zusammensetzung von vierfach-konzentriertem Probenpuffer

Western-Blot-Puffer

Tris 0,02 M

Glycin 0,15 M

Methanol 20% (v/v)
Tab. 14: Zusammensetzung von Western-Blot-Puffer

Kulturmedium

Firma

RPMI Medium 1640

Thermo Fisher Scientific

10% Fetal Bovine Serum

Thermo Fisher Scientific

1% L-Glutamine 200 mM

Thermo Fisher Scientific

1% Penicillin-Streptomycin
Tab. 15: Zellkulturmedium von THP-1 Makrophagen

Kulturmedium

Thermo Fisher Scientific

Firma

D-MEM (1x)

Thermo Fisher Scientific

20% Medium EMEM Zelllinie L929

ATCC®

10% Fetal Bovine Serum

Thermo Fisher Scientific

1% Penicillin-Streptomycin

Tab. 16: Zellkulturmedium muriner Makrophagen

Thermo Fisher Scientific
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Kulturmedium Firma

D-MEM (1x) Thermo Fisher Scientific
10% Fetal Bovine Serum Thermo Fisher Scientific
1% Penicillin-Streptomycin Thermo Fisher Scientific

Tab. 17: Zellkulturmedium von murinen NIH-Fibroblasten

3.2 Zellkultur

3.2.1 Isolation und Kultur von Maus-Makrophagen

Murine Makrophagen wurden aus dem Knochenmark langer Réhrenknochen der Maus
isoliert (Versuchstiermeldung 481_M und 474_M nach §4 Abs. 3 Tierschutzgesetz).
Das Knochenmark wurde mit Zellmedium D-MEM ausgespdilt, durch ein 70 um Zellsieb
gereinigt und zentrifugiert (200g, 5 min). Nach dem Ausspiilen wurde der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet in frischen Medium resuspendiert. Dem Kulturmedium D-
MEM wurden Zelliberstande der Zelllinie L929 (Medium EMEM) im Verhaltnis 1:5
hinzugegeben. Dann wurden die Zellen ausgezahlt, 5x10° Zellen in 10 ml
Kulturmedium (siehe Punkt 3.1.5) pro Zellkulturschale ausgesat und eine Woche im
Brutschrank (37°C, 5% CO,) kultiviert. Unter dem Einfluss von M-CSF der Zelllinie
L929 entwickelten sich aus Vorlauferstammzellen adharente Makrophagen.

Die Differenzierung der Maus-Makrophagen wurde durch Durchflusszytometrie, der
sogenannten FACS-Analyse (Fluorescence activated cell sorting), Uberprift. Durch
Verwendung von an Antikorpern (Punkt 3.1.4) gekoppelten Floureszenzfarbstoffen
gegen CD-11b, CD-68 (Cluster of differentiation) und F4/80 Oberflachenproteine von
Makrophagen konnten die Zellpopulationen analysiert werden. Als Negativkontrolle
diente eine Markierung mit einem Isotyp-Antikérper. Das Prinzip der

Durchflusszytometrie ist in Abbildung 5 beschrieben.
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Abb. 5: Prinzip der Durchflusszytometrie

durch den Antikoérper und Eigenschaft der Zelle entstehen so verschiedene Floureszenzsignale. Das Vorwartsstreulicht
(FSC=Forward Scatter) ist ein Maf fir die Beugung des Lichts und ist vor allem vom Volumen der Zelle abhangig. Die
Granularitat und GréRe des Zellkerns bestimmt die Brechung des Lichtes und somit das Seitwartsstreulicht (SSC= Side

Scatter). Durch Anlegen eines elektrischen Feldes kénnen die analysierten Zellen schlief3lich aufgetrennt werden.
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Abb. 6: FACS-Analyse ungefarbter Maus-Makrophagen

Analyse von 20000 Zahlungen, Charakterisierung der Makrophagen durch Analyse von FSC (Forward Scatter) und
SSC (Side Scatter) und Bildung der Population P1 mit Anteil von 75.5% aller Zéhlungen. Es folgt ebenfalls die Bildung
des Verhaltnisses der Markierung der Oberflachenproteine CD11b und F4/80 (Population P2) und des Verhaltnisses der
Markierung der Oberflachenproteine CD11b und CD68 (Population P3). Die Populationen P2 und P3 betragt bei

ungefarbten Makrophagen folglich 0% an der Gesamtpopulation.

24



g & g = g &
=] = 7 = 7
= w Lo
= o T ] T 7
[cg= ISR o _ ]
% | w = (=R
o o g o o] o
= 7 ]
E w | w
s = 1
_i-|’|||||||||||||||||||||||| _I|IIII|IIII|IIII|IIII| _IIIIIIIIIIIIIlIIIIlIIII|IIII|IIII|II
S0 100 180 00 250 50 100 150 o0 250 0 20 30 40 50 6O VO
Fs tx 1.000% Fac-w (x 1,000) S5C-H (% 1.000)
o] "=
B a7
T 7=
& =3 & 73
= 3 = 3
0 e EM.C'—_E
IS [
] “ag
_|||||||| LRI SRR LL R R LU -|||||||| TTTImf T IIIIIII|‘I TTTI T
10 10 10 10% 10 10 10 10
F4/a0 Pacific Blue-A CDES APC-A

Abb. 7: FACS-Analyse mit CD11b, CD68 und F4/80 gefarbten Maus-Makrophagen

Analyse von 20000 Zahlungen, Markierung mit PE Anti-mouse/human CD11b, APC Anti-mouse CD68 und Pacific
Blue™ anti-mouse F4/80. Charakterisierung der Makrophagen durch Analyse von FSC (Forward Scatter) und SSC
(Side Scatter). Es folgt die Bildung der Population P1 aus dem Verhéltnis aus FSC und SSC mit 77.4% der
Gesamtpopulation. Die Population P2 bildet sich durch das Verhaltnis aus Markierung der Oberflachenproteine CD11b
und F4/80 mit 99.7%. Population P3 bildet sich durch das Verhaltnis der Markierung der Oberflachenproteine CD11b
und CD68 mit 94.7%.
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Abb. 8: FACS-Analyse mit Isotyp-Kontrollantikorper

Analyse von 20000 Zahlungen und Markierung mit APC Rat IgG2a « Isotype Ctrl, CD11b und F4/80. Charakterisierung
der Makrophagen durch Analyse von FSC (Forward Scatter) und SSC (Side Scatter). Die Population P1 wird gebildet
durch das Verhaltnis von FSC und SSC mit 76.9% der Gesamtpopulation, die Population P2 durch das Verhaltnis der
Markierung der Oberflachenproteine CD11b und F4/80 von 99.8%, die Population P3 von 1.5% bildet sich durch das
Verhaltnis der Markierung der Oberflachenproteine CD11b und CD68.
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3.2.2 Kultur von THP-1 Monozyten

Monozyten der Zelllinie THP-1 stammen aus dem Blut von Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie (Auwerx 1991). Es handelt sich um Zellen, die sich unter
optimalen Bedingungen (37°C, 5% CO,) im Kulturmedium standig teilen und daher alle
zwei bis drei Tage auf neue Kulturflaschen aufgeteilt werden mussen. Die Zellen
wurden in RPMI-Medium (siehe Punkt 3.1.5) kultiviert.

Zum Splitten der Zellen wurde die Zellsuspension aus den Kulturflaschen in 50 ml-
Roéhrchen pipettiert und zentrifugiert (200g, 5 min). Das alte Medium wurde abgesaugt,
das Zellpellet in neuem Medium resuspendiert und auf zwei oder drei Kulturflaschen
verteilt. Wahrend der Kultivierung wurden die Zellen im Hinblick auf deren Morphologie,
Zelluntergang und Kontamination durch die Lichtmikroskopie kontrolliert. Die Kultur
wurde regelmalig mit dem PCR Mycoplasma Test Kit I/C auf eine

Mykoplasmenkontamination Gberpruft.
3.2.3 Differenzierung der THP-1 Zellen

Um Makrophagen stimulieren zu kénnen, wurden die THP-1 Monozyten aus der Kultur
(Punkt 3.2.2) auf six-well Platten ausgesat. Das Kulturmedium wurde hierfir in 50 ml-
Roéhrchen pipettiert, zentrifugiert (200g, 5 min) und das Zellpellet in neuem
Kulturmedium gel6ést. Es wurden zwei Millionen Zellen pro Milliliter in 2 ml RPMI-
Medium pro well unter Zugabe von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA in DMSO
geldst, 5 ng/ml) bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank flr zwei Tage kultiviert. PMA
aktiviert die Proteinkinase C und férdert somit die Differenzierung der THP-1-
Monozyten zu adharenten THP-1-Makrophagen (Daigneault et al. 2010; Smith et al.
1998).

Abb. 9: Verwendete Zellen im Vergleich

(A) THP-1 Zelllinie, hier erkennbar als lose Zellen in Suspension. (B) Sie kénnen sich nach Stimulation mit PMA (5
ng/ml) zu gewebsstandigen, adharenten Makrophagen differenzieren. (C) Rechts zum Vergleich: adharente Maus-
Makrophagen. Die Differenzierung erfolgte mit M-CSF. Vergréerung 200-fach.
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3.2.4 Stimulation der Zellen

Vor der Stimulation wurde das Nahrmedium der Zellen abgesaugt, die Zellen zweimal
mit PBS-Puffer gewaschen und anschlieend fur 2 h in 1 ml Phenolrot-freiem RPMI-
Medium pro well inkubiert. Anschlielend erfolgte die Stimulation Uber die jeweils
angegebene Zeit. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde der Uberstand zur
Proteinanalyse (Punkt 3.4.2) von den Zellen getrennt. Die verbleibenden Zellen in der
six-well Platte wurden zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und anschlief’end in 400 pl
RNA-Lysis Buffer gelést (Punkt 3.3.1) oder fur die Proteinanalyse in 100 pl RIPA-Puffer

(Radio-immunoprecipitation-assay) gelést.
3.2.5 Kultur von NIH-Fibroblasten

Die NIH-Fibroblasten wurden im D-MEM-Medium bei 37°C und 5% CO, in
Kulturschalen kultiviert (Punkt 3.1.5). Die adharenten Zellen wurden etwa alle vier Tage
vom Medium getrennt und mit TrypLE™ Express von der Platte geldst. Die geldsten
Fibroblasten wurden abzentrifugiert (200g, 5 min), der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet in neuem Medium geldst. Die Zellen wurden dann im Verhaltnis 1:20 auf

neue Kulturschalen ausgesat.
3.2.6 Kryokonservierung von Zellen

Durch Kryokonservierung werden Zellen in flissigem Stickstoff tiefgefroren und kénnen
so fur lange Zeit aufbewahrt werden. Sie kénnen daher jederzeit in Kultur genommen
werden.

Zur Kryokonservierung wurden zwei Losungen steril hergestellt:
Losung A: Wachstumsmedium mit 20% DMSO
Lésung B: Wachstumsmedium mit 40% FCS

Die Zellen wurden aus den Kulturflaschen in 50 ml-Réhrchen Uberfiihrt, abzentrifugiert
(200g, 5 min) und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde nun mit PBS-Puffer
erneut gewaschen und abzentrifugiert (200g, 5 min). Das gewonnene Zellpellet wurde
in 1 ml gekihlter Lésung B suspendiert und davon 500 ul in bereitgestellte
Kryoréhrchen abgeflllt. Die Kryordhrchen wurden zuvor mit 500 pl von Lésung A
befullt. Die Kryordhrchen enthielten nun eine Suspension mit Medium aus 10% DMSO
und 20% FCS. Mit Isopropanol geflillte Gefrierbehalter wurden anschlieffend mit den
Kryoréhrchen bestiickt und schonend auf -80°C heruntergekihlt (1°C/min), um sie

dann auf Stickstoff lagern zu kdnnen.
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3.2.7 Auftauen der Zellen

Die Kryoréhrchen mit den tiefgefrorenen Zellen wurden im Wasserbad zugig auf 37°C
erwarmt und die Zellen anschlieRend in ein Rdhrchen mit 10 ml RPMI-Medium
Uberfiihrt. Dieses wurde bei 200g 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet in neuem Wachstumsmedium resuspendiert. Die Zellen konnten nun nach

Punkt 3.2.2 in Kulturflaschen ausgesat werden.
3.2.8 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem Zellzéhler der Firma biorad. Hierzu
wurden die im Nahrmedium geldsten Zellen entnommen, mit Trypanblau (Trypan Blue
Dye 0.40%) im Verhaltnis 1:1 vermischt, auf einen Objekttrager (Counting Slides)
gegeben und dann ausgezahlt. Abgestorbene und nicht intakte Zellen nehmen
vermehrt den Farbstoff Trypanblau auf und verfarben sich. Somit ist die genaue
Detektion und Unterscheidung moglich (Strober 2001). Die Zellkonzentration wurde in

Zellzahl pro Milliliter angegeben.

3.2.9 Zytotoxizitatstest

Zur Messung der Zytotoxizitdt von Stimulanzien auf Makrophagen wurde das LDH-
Cytotoxicity Detection Kit von Roche verwendet. Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist
ein Enzym, welches bei Zellschadigung freigesetzt wird und ist daher ein geeigneter
Marker fur Zelluntergang nach Stimulation. Sie katalysiert die Oxidation von Lactat zu
Pyruvat bei gleichzeitiger Reduktion von NAD* zu NADH/H®. Der im Substratmix
enthaltene  Katalysator Diaphorase reduziert dabei das Tetrazoliumsalz
lodonitrotetrazoliumchlorid zu Formazan bei gleichzeitiger Oxidation des NADH/H*
(Decker und Lohmann-Matthes 1988). Die Menge des gebildeten Formazans korreliert
daher mit der LDH-Aktivitat.

Die Zellen wurden auf einer 96-well-Mikrotiterplatte ausgesat, mit PMA (5 ng/ml)
differenziert und fiir 48 h kultiviert. Die Stimulation erfolgte in Phenolrot-freiem Medium
(Punkt 3.2.4). Als Positivkontrolle diente 0,1% Triton-X-100 (v/v) und als
Negativkontrolle unstimuliertes Medium. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde die
Platte 10 min bei 250g zentrifugiert und 50 pl des Uberstandes entnommen,
anschliefend mit 50 pyl LDH-Substratmix vermischt. Bei 500 nm wurde dann die

Bildung des Formazans detektiert und nach folgender Formel berechnet:

Zytotoxizitét (%): ((Stimulanzien-Negativkontrolle)/(Positivkontrolle-Negativkontrolle))

28



3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 RNA-Isolation aus Zelllysat

Zur RNA-Isolation aus Makrophagen und NIH-Fibroblasten wurde das RNA-
Isolationskit peqGOLD Total RNA Kit der Firma peqlab verwendet. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und anschlieend in 400 pl
Lysis-Puffer T geldst. Das Lysat wurde schlieRlich auf eine DNA-bindende Saule (DNA
Removing Column) gegeben und abzentrifugiert (1 min, 12.000g). Die Saule mit der
gebundenen DNA wurde dann verworfen, der Durchfluss mit 400 pl 70%-Ethanol
gemischt und auf die RNA-bindende Saule (PerfectBind RNA Column) pipettiert. Bei
einer Zentrifugation von 10.000g (1 min) wurde die RNA an der Saule gebunden. Der
Durchfluss wurde verworfen und die Saule zunachst mit Waschpuffer 1 (500 ul) und
anschliefiend zweimal mit Waschpuffer 2 (600 pl) gewaschen. Auch hier wurden die
Durchflisse verworfen. Nach der zweiminutigen Trockenzentrifugation (10.000g) wurde
die RNA mit 25 ul aufgereinigtem Ribonuklease-freiem Wasser aus der Saule eluiert

und abzentrifugiert (1 min, 5000g).
3.3.2 Charakterisierung der eRNA

Die zur Stimulation verwendete extrazellulare RNA wurde durch Kapillarelektrophorese
am Max-Planck-Institut fir Herz- und Lungenforschung in Bad Nauheim analysiert.
Anhand der Fragmentgrof3e und Laufzeit im elektrischen Feld konnte die eRNA durch
Laserbestrahlung per Floureszenzdetektor erfasst und in  Form eines
Elektropherogramms dargestellt werden (Abb. 10). Mit dem RNA 6000 Nano LapChip
Kit wurde dazu am Agilent-2100-Bioanalyzer die RNA-Qualitat bestimmt. Mit Hilfe der
Bestimmung der sogenannten RNA integrity Number (RIN) durch Anwendung eines
RIN Software Algorithmus konnte die RNA auch bezlglich ihrer Degradation beurteilt
werden (Mueller, Lightfoot, Schroeder 2004).
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Abb. 10: RNA-Elektropherogramme
(A) Die RNA integrity Number beschreibt durch eine Zahl von 1 bis 10 die Qualitat der RNA. Je hdher ihre Zahl, desto
intakter ist die Beschaffenheit der RNA. Niedrige RIN-Zahlen gehen mit einem Verlust der 18 S und 28 S Banden und

65 s] Zeit

Zunahme von Degradationsprodukten einher. (B) zeigt die Bezeichnungen und Zuordnungen spezifischer Banden einer

RNA-Probe. Dabei stellen die zwei mittleren groRen Banden die 18 S und die 28 S Einheit der ribosomalen RNA dar.
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3.3.3 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der unter Punkt 3.3.1 gewonnenen RNA erfolgte mit
einem UV-Spektralphotometer NanoDrop2000 der Firma Thermo Fisher Scientific und
dem dazugehérigen Computerprogramm NanoDrop2000. Hierfur wurde das
Photometer zu Beginn mit destilliertem Wasser kalibriert, dann die zu untersuchende
Probe eingesetzt und die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen und
gegen den Referenzwert von Wasser verrechnet.

Fir die Reinheit wurde der Quotient Axeonm/Azsonm gebildet. Ein Quotient zwischen 1,8-2
spricht fur eine qualitativ hochwertige Probe ohne Verunreinigungen, da Proteine ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen, die RNA bei 260 nm.

Die Konzentration wurde aus folgender Formel berechnet:
RNA-Konzentration: Azeonm*VerdlinnungsfaktorxMF

Der MF (Multiplikationsfaktor) wurde bei einem pH-Wert von 7,0 errechnet und der
Azsonm=1 ergab fiir RNA 40 ug/ml.

3.3.4 cDNA-Synthese aus RNA

Die cDNA (complementary-DNA) wurde aus der gewonnenen RNA (Punkt 3.3.1)
synthetisiert. Hierzu wurde das High Capacity Reverse Transcription Kit der Firma
Thermo Fisher Scientific verwendet. Das Enzym Reverse Transkriptase synthetisierte
aus der isolierten RNA einen komplementaren DNA-Strang. Daflir bendtigte sie kurze
DNA-Sequenzen, die Random Primer mit zufalliger Basenabfolge. Diese lagerten sich
der RNA per Zufall an und die Reverse Transkriptase verlangerte an ihrem 3’-OH-Ende
durch Einbau der Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP) den komplementaren cDNA-
Strang. Der RNase Inhibitor schitzte die RNA vor vorzeitigem Abbau durch RNasen.
Die gewonnene cDNA war wesentlich stabiler als die RNA.

Um die RNA-Expression verschiedener Zellen vergleichen zu kénnen, wurde 1000 ng
RNA eingesetzt. Die RNA-Losung mit 1000 ng RNA wurde mit destilliertem Wasser auf
10 ul aufgefallt, mit 10 yl Reaktionsreagenz vermischt und dann im Thermocycler (10
min bei 25°C, 60 min bei 42°C und 15 min bei 72°C) inkubiert.
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Reagenzien Volumen
H,O 5,2 ul
Buffer 2 ul
Random Primer 1l
dNTP 0,8 ul
Reverse Transkriptase 0,5 ul
RNase-Inhibitor 0,5 ul
Endvolumen 10 ul

Tab. 18: Fir cDNA-Synthese verwendete Reagenzien und Volumen

3.3.5 Semi-Quantitative Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist eine Methode zur
exponentiellen Vervielfaltigung der in Punkt 3.3.4 hergestellten cDNA, um diese
anschlielend auf einem Agarose-Gel (Punkt 3.3.6) sichtbar machen zu kénnen. Je
nach Wahl des Primerpaares lassen sich unterschiedliche Gene der cDNA
untersuchen und quantifizieren. Bei 95°C (3 min) wurde die doppelstrangige DNA
aufgespalten. Nun konnten sich die Primer an die einzelstrangigen DNA-Strange
anlagern (,Annealing®). Dabei lagerte sich der Forward Primer an den Antisense
(Minusstrang), der Reverse Primer an den Sense-Strang (Plusstrang) der DNA an. Je
nach Basenabfolge der Primer wurden unterschiedliche Annealingtemperaturen
gewahlt (Tab. 19). Bei 72°C konnte die DNA-Polymerase dann den neuen
doppelstrangigen DNA-Strang am freien 3-OH-Ende der Primer synthetisieren
(,Elongation®). Die DNA-Polymerase war neben Puffer und dNTPs im Mastermix
enthalten.

Die Auswertung der semi-quantitativen PCR erfolgte mit der Software Lab/mage1D
2000-2008 Kapelan Bio-Imaging Solutions. Die Agarose-Gele mit der markierten DNA
(Punkt 3.3.6) wurden fotografiert, um die entsprechenden Bandensignale zu
dokumentieren. Zur Analyse der Genexpression wurde schliellich die relative
Genexpression berechnet. Dafur wurde der Quotient aus dem Bandensignal des zu
untersuchenden Gens mit dem Bandensignal des ,,House-keeping“-Gens gebildet.
Das errechnete Ergebnis wurde dann mit der Kontrolle einer jeden Stimulationsreihe in

Verhaltnis gesetzt und als Zahlenwert dargestellt.
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Gen Primer (Sequenz 5°-3’) Ann.- Zyklen | DNA*
temp.*

ADAM10 | F.TGCCCAGATATCCAGTCATGT 51,0 29 70
R:ACGGATTCCGGAGAAGTCTG

ADAM17 | F:GAAGTGCCAGGAGGCGATTA 53,0 30 73
R:CGGGCACTCACTGCTATTACC

B-actin F:ATTGCCGACAGGATGCAGAA 56,4 25 150
R:GCTGATCCACATCTGCTGGAA

CCL-3 F:AGCAGACAGTGGTCAGTCCT 60,0 25 151
R:GCAGCAAGTGATGCAGAGAAC

CCL-4 F.:GCTGTGGTATTCCAAACCAAAAGAA | 60,0 25 198
R:AGGAACTGCGGAGAGGAGT

IL-18 F-TTGCTCAAGTGTCTGAAGCAGCCA | 57,0 25 180
R:AGATTCGTAGCTGGATGCCGCC

IL-8 F:ACCACCGGAAGGAACCATCT 60,0 25 108
R:AAAACTGCACCTTCACACAGAG

MyD88 F: TGCCAGCGAGCTAATTGAGAA 60,0 40 127
R: CTGTTGGACACCTGGAGACAG

TNF-a F:GCCCATGTTGTAGCAAACCC 60,0 25 97
R:TATCTCTCAGCTCCACGCCA

m-IL-18 F.:GTGGCAGCTACCTGTGTCTT 52,0 26 93
R:CAGAGGATGGGCTCTTCTTCAA

m-TNF-a | F.ACTGAACTTCGGGGTGATCG 53,0 28 99
RTGGTTTGTGAGTGTGAGGGTC

m-B-actin | F.CGCGAGCACAGCTTCTTTG 56,4 25 70
R:CGTCATCCATGGCGAACTGG

Tab. 19: Fiir semiquantitative PCR verwendete Primerpaare mit Primersequenz, Annealingtemperatur und

FragmentgroRe

*'Annealingtemperatur in °C, *? DNA-FragmentgréRe in bp

Reagenzien Volumen
GoTaq® Mastermix (Promega) 5l
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
H.O 3l
cDNA 1wl
Endvolumen 10 ul

Tab. 20: Fur die semiquantitative PCR verwendete Reagenzien und Volumina
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PCR-Ablauf

3 min bei 95°C Denaturierung
X1 Zyklen:

30 sek bei 95°C Denaturierung
30 sek bei X,°C Annealing

30 sek bei 72°C Elongation

10 min bei 72°C Elongation
Pause bei 4°C

Tab. 21: Auflistung des zeitlichen PCR-Ablaufes im Thermocycler
X4 wird bestimmt durch die jeweilige Zyklenzahl des eingesetzten Primers. Ein Zyklus besteht aus den aufgelisteten

Schritten. X, wird bestimmt durch die jeweilige Annealingtemperatur des eingesetzten Primers.

3.3.6 Agarose-Gelelektrophorese der DNA

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann die vervielfaltigte DNA (Punkt 3.3.4)
unter UV-Licht analysiert und fotografiert werden. Dazu wurde ein 1,5-prozentiges
Agarosegel aufgekocht (1,5 g Agarose mit 100 ml TAE-Puffer), 1 pl Ethidiumbromid
hinzugegeben und die Mischung zum Ausharten in eine Gelvorrichtung gegossen.

Das Reaktionsgemisch konnte nun direkt nach Abschluss der PCR in die Lauftaschen
des Gels aufgetragen werden (5 pl pro Tasche). Bei 100 Volt Spannung wanderte die
negativ geladene DNA in Richtung der Anode des Feldes. Das hinzugegebene
Ethidiumbromid interkalierte mit der gewanderten DNA, veranderte ihr
Absorptionsspektrum und emmitierte unter UV-Bestrahlung entsprechende Banden.

Als Bandenmarker wurde der GeneRuler 100 bp DNA-Ladder (Fermentas) verwendet.
3.3.7 Agarose-Gelelektrophorese der RNA

Die Agarose-Gelelektrophorese der RNA gleicht dem unter Punkt 3.3.6 beschriebenen
Prinzip. Auch hier wurde ein 1,5-prozentiges Agarosegel gegossen und in die vorher
mit Wasserstoffperoxid gereinigte Vorrichtung gegeben. Die Reinigung verhinderte
einen Abbau der RNA durch Ribonuklease. Die RNA wurde 1:1 mit zweifach
konzentriertem RNA Loading Dye fur 10 min bei 70°C erhitzt. Zur Herstellung
degradierter RNA wurde noch RNase (1 pg/ml) hinzugefugt und die Probe 120 min bei
37°C verdaut. Anschliefend wurden die Taschen des Gels beladen, als Bandenmarker
diente GeneRuler 100 bp DNA-Ladder, Fermentas.
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3.3.8 Quantitative Real-time PCR

Die Quantitative Real-time PCR (gPCR) &hnelt der unter Punkt 3.3.5 beschriebenen
semi-quantitativen PCR, erlaubt jedoch eine prazisere Analyse der Genexpression in
Echtzeit. Hierfur wurde der interkalierende Farbstoff SybrGreen benutzt. Dieser
Farbstoff emittierte proportional zum gebildeten PCR-Produkt Fluoreszenzstrahlen. Zur
Analyse wurde ebenfalls das konstant exprimierte Gen B-actin verwendet und mit dem
zu untersuchenden Gen verglichen.

Es wurde der sogenannte Ct-Wert (Cycle-Threshold) ermittelt, also der Wert, ab dem
eine signifikante Zunahme der Floureszenzstrahlen dber einen Schwellenwert
(Threshold) festzustellen war. Die Differenz zwischen dem Schwellenwert des
konstanten ,House-keeping“Gen B-actin und dem zu untersuchendem Gen heif3t ACt-
Wert. Dieser Wert gab den Unterschied in der Expression zweier Gene einer Probe an.
Nun konnte mithilfe des ACt-Wertes der AACt-Wert errechnet werden, der die Differenz
von Genexpressionen zwischen der Kontrollprobe und der Stimulationsprobe angibt
und ein relativer Wert ist.

Die n-fache Anderung der Genexpression errechnet sich dann wie folgt:

Relative Verdnderung (Fold Change) = 244

Reagenzien Volumen
2x SensiMix (Bioline) 10 pl
Forward Primer 0,175 pl
Reverse Primer 0,175 pl
H.O 8,625 ul
cDNA 1l
Endvolumen 20 pl

Tab. 22: Fiir die gPCR verwendete Reagenzien und Volumina
Die DNA-Polymerase und die dNTPs waren im SensiMix ™ (Bioline GmbH) enthalten.

PCR-Ablauf

8,5 min bei 95°C Denaturierung
40 Zyklen:

30 sek bei 95°C Denaturierung
30 sek bei 60°C Annealing

30 sek bei 72°C Elongation

Tab. 23: Auflistung des zeitlichen Ablaufes der gPCR
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Gen Primer (Sequenz 5°-3’) Ann.- Zyklen | DNA*
temp.*

B-actin F:ATTGCCGACAGGATGCAGAA 56,4 25 150
R:GCTGATCCACATCTGCTGGAA

IL-18 F-TTGCTCAAGTGTCTGAAGCAGCCA | 57,0 25 180
R:AGATTCGTAGCTGGATGCCGCC

TNF-a F:GCCCATGTTGTAGCAAACCC 60,0 25 97
R:TATCTCTCAGCTCCACGCCA

Tab. 24: Fiir die qPCR verwendete Primerpaare mit Primersequenz, Annealingtemperatur und FragmentgroBe

’"Annealingtemperatur in°C, *2 DNA-Fragmentgroe in bp

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Aufbereitung des Zelliiberstandes

Nach Ablauf der Stimulationszeit (Punkt 3.2.4) wurde der Uberstand der six-well Platte
abpipettiert und in ein Reaktionsgefall abgefiillt. Die restlichen Zellbestandteile wurden
abzentrifugiert (200g, 3 min) und der Uberstand auf Eis gelegt. AnschlieRend erfolgte
zur Erhéhung der Proteinkonzentration die Aufkonzentrierung der Uberstande unter
Vakuum in einer speedvac-Zentrifuge der Firma Jouan. Das Konzentrat wurde dann in
60 pl destilliertem Wasser resuspendiert und mit gepulstem Ultraschall zerkleinert und

nochmals bei 10.000g fir 10 min zentrifugiert.
3.4.2 Proteinbestimmung des Zelliiberstandes

Um verschiedene Proben untereinander vergleichen und die Freisetzung von
Zytokinen pro Pikogramm Protein mittels ELISA (Punkt 3.4.3) erfassen zu koénnen,
musste vorher eine Proteinbestimmung der Uberstande erfolgen.
Dazu wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit der Firma Thermo Fisher Scientific
verwendet. Das Prinzip der Proteinbestimmung beruht auf der Biuretreaktion, einer
Komplexbildung von zweiwertigen Kupferionen mit Peptidbindungen in wassrig-
alkalischer Losung (Smith et al. 1985; Wiechelman et al. 1988). Unter Zugabe von
Bicinchoninsdure (BCA) entstand ein violetter Farbumschlag, der bei 562 nm
gemessen wurde.

5 pl der unter Punkt 3.4.1 gewonnenen, verdinnten Uberstande wurden auf eine 96-
well Platte pipettiert, mit 100 ul des Reaktionsgemisches (10 ml Reagent A + 200 pl
Reagent B) aufgefillt und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Herstellung einer
Standardreihe dienten 5 pul eines Standards (Standardreihe: 0,125, 250, 500, 750,
1000, 1500, 2000 pg/ml) aus Bovine Serum Albumin (BSA).

36



3.4.3 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist eine immunologische,
antikdrpervermittelte Methode zum Nachweis und zur Quantifizierung von Proteinen.
Zur Herstellung eines ELISA wurden eine 96-well ELISA-Platte verwendet und
verschiedene Reaktionsschritte durchgefuhrt:

Im ersten Schritt wurde die ELISA-Platte mit einem Antikdrper versehen (Capture
Antibody), der fest an der ELISA-Platte haftete und das nachzuweisende Protein mit
seinem F,,-Teil binden konnte. Die ELISA-Platte wurde nach dem Auftragen des ersten
Antikérpers bei 4°C auf einer Rittlerplatte inkubiert. Nach 12 h wurde die ELISA-Platte
mit Waschpuffer (PBS-Puffer + 0,05% Tween-20®) dreimal gewaschen, fir 2 h mit 200
Ml Assay Diluent geblockt und die nach Punkt 3.4.2 aufbereitete Probe zusammen mit
Assay Diluent (Gesamtvolumen von 100 ul pro Well) auf die Platte gegeben. Fur
weitere 12 h wurde die Platte dann bei 4°C auf einem RdUttler inkubiert, wobei das
nachzuweisende Protein vom ersten Antikérper gebunden wurde. Danach wurde die
Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Auch eine Standardreihe (Standardreihe:
0; 7,825; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 pg/ml) des entsprechenden Proteins
wurde nach diesem Prinzip auf die Platte aufgetragen.

Im zweiten Reaktionsschritt folgte nun die Bindung eines zweiten Antikorpers
(Detection antibody) auf das durch den ersten Antikérper gebundene Protein. Die
Platte wurde hierflr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschliellend dreimal mit
Waschpuffer gewaschen. Dann erfolgte lichtgeschutzt die Zugabe von avidin
horseradish peroxidase (Avidin HRP). Avidin konnte nun an den biotinylierten Teil des
zweiten Antikdrpers binden. Nach 30 min wurde die ELISA-Platte finfmal gewaschen
und 100 pl 3,3%5,5“-tetramethylbenzidin (TMB-Substrat) pro well hinzugefugt. Die
gekoppelte Peroxidase des HRP-Komplexes konnte nun das TMB-Substrat umsetzen
und einen blauen Farbumschlag generieren. Abgestoppt wurde diese Reaktion durch
Zugabe von 50 pl Schwefelsaure (2 M H,SO,). Es entstand ein gelber Farbumschlag,

der bei 450 nm im Photometer gemessen werden konnte (Josephy et al. 1982).
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Abb. 11: Prinzip der Proteinquantifizierung durch ELISA

Die Bindung des Proteins (violett) auf der Platte erfolgte durch den Capture Antibody (blau). Ein zweiter Detection

Antikorper (griin) mit gekoppeltem Biotinkomplex (gelb) konnte dann an das Protein binden. Nach Bindung des

Streptavidins an den Biotinkomplex erfolgte die Zugabe des TMB-Substrates mit Farbreaktion.

Farbreaktion:

TMBH, + H,0,

A=285 nm (farblos)

Reagenzien

HRP
S

TMBx + 2H,0

A=652 nm(blau), +H,SO,: A=450 nm (gelb)

Volumen (pro Vertiefung)

1. Capture Antikdrper auftragen,
Inkubation bei 4°C fiir 12 h

20 pl Capture Antikérper auf 5 mi
1xcoating Puffer, davon 50 pl

2. Waschen, mit 1x Assay Diluent fir 2 h
blocken

1x Assay Diluent 200 ul

3. Auftragen des Proteins und der
Standardreihe, Inkubation bei 4°C fur
12 h

Proben mit 1x Assay Diluent auf
100 pl verdlinnt

4. Waschen, Aufbringen Detection
Antikérper, Inkubation flir 60 min

40 uyl auf 10 ml 1x Assay Diluent
verdinnt, davon 100 pl

5. Waschen, Aufbringen des Avidin HRP,
Inkubation 30 min

40 pl auf 10 ml 1x Assay Diluent
verdinnt, davon 100 pl

6. Waschen, Zugabe von TMB-Substrat

100 pl

7. Zugabe von 2M H,SO,4

50 pl

Tab. 25: Ablauf des ELISA mit verwendeten Reagenzien und Volumina
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3.4.4 Endotoxin-Nachweis

Zum Nachweis von Endotoxin wurde das Pierce LAL Chromogenic Endotoxin
Quantitation Kit von Thermo Fisher Scientific verwendet. 50 pl der zu untersuchenden
Probe wurde auf eine 96-well-Platte aufgetragen, nach 5 min bei 37°C 50 ul des LAL
(Limulus Amebocyte Lysate) hinzugegeben und nach 10 min 100 ul Substratlésung pro
well hinzugeflgt. Der Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus enthalt ein natlrliches
Enzymsystem gegen Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien (Morita et al. 1985).
Die im LAL-Lysat enthaltene Protease Faktor C wird durch LPS aktiviert. Die
Proteaseaktivitat korreliert mit der Menge des vorhandenen LPS und setzt aus der
Substratlésung durch Proteolyse p-Nitroanilin  frei, welches bei 410 nm
Absorptionsspektrum detektiert werden konnte. Nach 6 min wurde 50 ul Stopreagenz
hinzugegeben und die Platte im Mikroplattenreader ausgelesen. Die Standardreihe

(E.coli-Endotoxin) wurde nach dem gleichen Prinzip angefertigt.
3.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine anhand ihrer Masse
auf einem Gel aufgetrennt, um sie anschlieRend in der Western-Blot-Analyse zu
spezifizieren (Punkt 3.4.6). Daflr wurde das proteinhaltige Gemisch mit dem
anionischen Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfat) versetzt. Die dadurch entstehende
stark negative Ladung des Proteingemisches ermoglicht die Auftrennung nach ihrer
Proteinmasse. Dabei bindet 1.4 g SDS etwa 1 g Protein (1% SDS-Ldsung). Zusatzlich
reduziert die Zugabe von 10% B-Mercaptoethanol die Anzahl von Disulfidbriicken. Die
Wandergeschwindigkeit im Gel ist nun umgekehrt proportional zum Logarithmus der
Molmasse des Proteins.

Vierfach konzentrierter Probenpuffer wurde mit dem Proteingemisch fir 10 min auf
95°C erhitzt. Die Gelelektrophorese (100 V im SDS-Laufpuffer) erfolgte in einem Tris-
Glycin-Gel. Nach dieser von Ulrich Laemmli entwickelten Methode ist die Gelmatrix in
ein Sammel- und Trenngel unterteilt, die sich sowohl in der Porengréf3e als auch
bezlglich ihres pH-Wertes unterscheiden (Laemmli 1970). Im 5%-Sammelgel erfolgte
bei gleicher Laufgeschwindigkeit erst die Aufkonzentrierung der Proteine, die dann im
12,5%-Trenngel nach ihrer Gréle und unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten
aufgetrennt wurden. Beim Auftragen auf das Gel wurde zusatzlich 7,5 ul des

Proteinmarkers Prestained Protein Ladder aufgetragen.
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Trenngel 12,5% Sammelgel 5%
Trenn-/Sammelgelpuffer 2,5 ml 2,5ml
Acrylamid (30%) 4,2 ml 1,65 ml
Wasser 3,2 ml 5,7 ml
Ammoniumpersulfat 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl
Endvolumen 10 ml 10 ml

Tab. 26: Fir Trenn- und Sammelgel verwendete Reagenzien und Volumina der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

3.4.6 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse ist eine Methode zur Analyse von auf Tragermembranen
aufgetragenen Proteinen mittels spezifischer Antikdrper (Towbin et al. 1979; Renart et
al. 1979). Dabei Ubertragt eine senkrecht angelegte Spannung (100 V Uber 90 min) die
vorher im Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennten Proteine in einem Blot-
Buffer auf Polyvinyliden-Flouridmembranen. Ein anschlieRendes 90-minutiges Blocken
mit 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T fluhrte zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen. Dann erfolgte die Bindung mit einem Protein-spezifischen Antikdrper
(Verdunnung 1:1000, Milchpulver in TBS-T), der bei 4°C fur etwa 12 h mit den
Membranen inkubiert wurde. Nach der Bindung des ersten Antikérpers folgte nach
viermaligem Waschen mit TBS-T die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper
(Verdiinnung 1:5000, Milchpulver oder BSA in TBS-T) fur 1 h. Die an den
Sekundarantikorper gekoppelte horseradish peroxidase HRP emittiert bei Oxidation
durch Zugabe von Luminol ein Signal, welches im Ro&ntgenfiim detektiert werden
konnte. Die Starke des Signals ist proportional zur vorhandenen Proteinmenge.

Luminol ist im ECL Prime Western Blotting Detection Reagent enthalten.
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Primar-Antikorper

Sekundar-Antikérper

p44/42 MAPK (ERK1/2) Antibody, rabbit
1:1000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

Swine polyclonal-anti-rabbit IgG HRP
1:5000 in 5% BSA (w/v) in TBS-T

Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/204),
rabbit 1:1000 in 5% Milchpulver (w/v) in
TBS-T

Swine polyclonal-anti-rabbit IgG HRP
1:5000 in 5% BSA (w/v) in TBS-T

IkBa, Rabbit polyclonal IgG
1:1000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

Swine polyclonal-anti-rabbit IgG HRP
1:5000 in 5% BSA (w/v) in TBS-T

Phospho-IkBa (S32/36), mouse
1:1000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

Goat polyclonal anti-mouse 1I9gG-HRP
1:5000 in 5% Milchpulver (w/v) in TBS-T

Tab. 27: Fiir Western-Blot verwendete Primar- und Sekundar-Antikorper

3.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der erworbenen Daten wurde das Computerprogramm

GraphPad Prism 5 (Version 5.02) verwendet.

Um die statistische Signifikanz von mehr als zwei Gruppen zu Uberprifen, wurde die
ein- bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse (Analysis of variance, ANOVA) verwendet und
durch den Bonferroni-Test geprift. Der Wert P<0.05 wurde als signifikant definiert
(*P<0.05,"*P<0.01,***P<0.001) und die Daten mit Mittelwert und Standardabweichung

mit n=3 angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Extrazellulare Ribonukleinsaure-induzierte Tumor-Nekrose-

Faktor-a Freisetzung in Makrophagen

4.1.1 Analyse der extrazellularen RNA

Zur Stimulation von Makrophagen wurde RNA aus NIH-Fibroblasten isoliert (Punkt
3.3.1). Die gewonnene RNA und deren Degradation durch RNase wurde mittels
Kapillarelektrophorese (Punkt 3.3.2) analysiert. Das Elektropherogramm und die
Gelelektrophorese aus Abbildung 12 zeigen, dass die eRNA vor allem aus den
ribosomalen 18S und 28S Untereinheiten besteht. Die eRNA induzierte die Freisetzung
von TNF-a aus THP-1 Makrophagen, wahrend nach Abbau der eRNA keine
signifikante Stimulation der TNF-a Freisetzung gemessen werden konnte.

Zum Nachweis von Endotoxin als mdgliche Kontamination der eRNA wurde das Pierce
LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit eingesetzt (Punkt 3.4.4). Erst in der
funffachen Menge der sonst fir Stimulationen verwendeten Menge von 10 ug/ml RNA
konnten im Mittel 4,82 pg/ml Endotoxin nachgewiesen werden (Tab. 28). Die Menge
von 5 pg/ml LPS induzierte jedoch weder eine Genexpression, noch eine Freisetzung
von TNF-a in Maus-Makrophagen. Erst eine Stimulation mit 1 ug/ml LPS konnte eine

signifikante Freisetzung und Expression von TNF-a induzieren (Abb. 13).

eRNA (ug/ml) |10 50 100
LPS (pg/ml) | O 0 0
0 18,94 4858
0 0 0,26
0 4,27 34,92
0 5,73 40,41
0 0 0,50
<LPS> (pg/ml) | 0 4,82 20,78
SD (pg/ml) 0 6,71 20,91

Tab. 28: Endotoxin-Nachweis von eRNA-Proben
Jeweils 6 Proben unterschiedlich konzentrierter eRNA (10, 50 und 100 pg/ml) wurden auf LPS untersucht. Die
Messwerte sind mit Mittelwert <LPS> und Standartabweichung (SD) in pg/ml angegeben.
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Abb. 12: Analyse der eRNA

(A) zeigt das Elektropherogramm der verwendeten eRNA mit den sichtbaren Banden fir die 18S und 28S
Untereinheiten. Die RIN betragt 9,1. (B) zeigt das Elektropherogramm der verdauten eRNA durch RNase1 (1 pg/ml)
nach 2 h Inkubation. (C) In der Gelelektrophorese wurde die verwendete eRNA und durch RNase1 (1 pg/ml) verdaute
eRNA im 1,5%-Agarosegel nebeneinander aufgetragen. Als Bandenmarker diente GeneRuler 100bp DNA-Ladder,
Fermentas (D) zeigt die TNF-a Freisetzung von THP-1 Makrophagen nach Stimulation mit eRNA (25 pg/ml) und durch

RNase1 (1 pg/ml) verdaute eRNA nach 2h; n=3, ***P<0,001.
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Abb. 13: LPS induzierte TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression von Maus-Makrophagen

(A) zeigt die TNF-a Freisetzung von Maus-Makrophagen nach Stimulation mit LPS (5 pg/ml, 1 ng/ml, 1 pg/ml) nach 2 h;
n=4, ns=nicht signifikant, ***P<0,001. (B) zeigt die relative Genexpression (TNF-a mRNA) von TNF-a bei Maus-
Makrophagen nach Stimulation mit LPS (5 pg/ml, 1 ng/ml, 1 pg/ml) nach 2 h; n=3, *P<0,05.

41.2 RNA-induzierte TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression in
Makrophagen

Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass eRNA die Adhasion und Transmigration von
Monozyten durch das GefalRendothel ins Gewebe férdert und eRNA damit einen
wichtigen inflammatorischen Faktor der humoralen Immunabwehr darstellt (Fischer et
al. 2013). Dabei flhrt die Stimulation der Makrophagen durch eRNA zu einer
Aktivierung des NF-kB- Signaltransduktionsweges mit Freisetzung von TNF-a.

Aus zirkulierenden Monozyten kdnnen sich gewebsstandige Makrophagen entwickeln
(Punkt 1.1.1). Um die Aktivierung der Makrophagen naher zu charakterisieren, wurde
neben eRNA auch DNA, N-acetyl-Neuraminsaure und kuanstlich hergestellte
Nukleinsaurefragmente zur Stimulation eingesetzt. Bei den Nukleinsaurefragmenten
handelt es sich um kurze, aus 21 Basen aufgebaute DNA-Oligonukleotide (Punkt
3.1.1). Diese bilden entweder eine lineare Sekundarstruktur (linear) oder eine
sogenannte Haarnadelstruktur (hairpin). Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit
LPS und Polysialinsaure (PSA).

Neben LPS und PSA induzierte eRNA eine deutliche TNF-a Freisetzung. Auch die
relative Genexpression von TNF-a war in den mit eRNA stimulierten THP-1
Makrophagen erhdht. Die Stimulation mit DNA aus NIH-Fibroblasten konnte keine
signifikante TNF-a- Freisetzung und Expression induzieren. Das gleiche Ergebnis
konnte bei einer Stimulation mit den Oligonukleotiden Hairpin-1, Hairpin-3 und Linear-6
aufgezeigt werden. Auch N-Acetyl-Neuraminsaure, das Monomer der Polysialinsaure,

aktivierte die Makrophagen auf diese Weise nicht (Abb. 14).
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Die Ergebnisse bekraftigen, dass eRNA, wie auch LPS und PSA, ein potentes
inflammatorisches Signal fur Makrophagen darstellt. DNA und DNA-Fragmente

konnten die TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression nicht beeinflussen.
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Abb. 14: TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression im Vergleich

THP-1 Makrophagen wurden mit LPS (1 pg/ml), PSA (10 pyg/ml), RNA (10 pg/ml), Neu5Ac (10 pg/ml), DNA (10 pg/ml)
und den DNA-Oligonukleotiden Linear-6 (10 pg/ml), Hairpin-1 (10 pg/ml), sowie Hairpin-3 (10 pg/ml) fir 2 h stimuliert.
AnschlieBend wurde die (A) TNF-a Freisetzung im ELISA und (B) die relative Genexpression von TNF-a durch

semiquantitative PCR gemessen; n=3-5, ***P<0,001.

4.1.3 Zeit- und Konzentrationsabhiangigkeit der eRNA-induzierten TNF-a

Freisetzung und mRNA-Expression

Um die eRNA induzierte Freisetzung von TNF-a bei Makrophagen naher zu
charakterisieren, wurden konzentrationsabhangige und zeitabhangige
Stimulationsreihen durchgefihrt.

Fur die Konzentrationsreihe wurden folgende Konzentrationen von eRNA gewahit: 1, 5,
10, 15 und 20 pg/ml. Nach 2 h wurden die mRNA-Expression und die Freisetzung von

TNF-a gemessen. Mittels ELISA konnte ein Maximum in der Freisetzung von TNF-a
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bei der Stimulation von 15 ug/ml eRNA gefunden werden. In der gPCR zeigte sich das
Maximum schon bei einer Stimulation mit 5 pug/ml eRNA (Abb. 15). Fur weitere
Versuche wurde eine Stimulationskonzentration von 10 pg/ml eRNA gewahlt. Mit
dieser Konzentration wurde sowohl eine signifikante Freisetzung, als auch eine erhdhte

MRNA-Expression von TNF-a erreicht.
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Abb. 15: Konzentrationsabhéngigkeit der TNF-a Freisetzung

(A) THP-1 Makrophagen wurden mit eRNA (1, 5, 10, 15, 20 pg/ml) stimuliert und die TNF-a Freisetzung nach 2 h
gemessen; n=3, *P<0,05, **P<0,001. (B) zeigt die mRNA-Expression von TNF-a nach Stimulation mit gleichen
Konzentrationen fir 2h gemessen in der gPCR; n=3, *P<0,05, **P<0,001.

Fir die zeitabhangigen Stimulationsreihen wurden die Zeitpunkte 15, 30, 45, 60 und
120 min untersucht. Im ELISA konnte nach eRNA-Stimulation zwischen der 45. und 60.
Minute eine signifikante Erhéhung der TNF-a Konzentration im Uberstand gemessen
werden. Nach 120 min stieg das TNF-a nicht mehr signifikant an und blieb anndhernd
konstant. Bei der Stimulation mit PSA und LPS wurde erst ab dem Zeitpunkt von 120
min eine signifikante, messbare TNF-a-Freisetzung erreicht (Abb. 16).

Die TNF-a Expression hingegen stieg bei RNA-Stimulation schon nach 30 min an. Bei
Stimulationen mit PSA und LPS war eine Erhdhung der TNF-a Expression ab dem
Zeitpunkt 60 min bzw. 45 min messbar. Abbildung 17 zeigt die Darstellung der TNF-a

Expression als relative Genexpressionsanderung von TNF-a (Punkt 3.3.5).
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Abb. 16: Zeitabhdngigkeit der TNF-a Freisetzung
Stimulation von THP-1 Makrophagen mit (A) 10 pg/ml RNA, (B) 10 pg/ml PSA und (C) 1 pg/ml LPS im angegebenen

Zeitintervall und Messung der TNF-a Freisetzung per ELISA; n=3, ***P<0,001.

47



RNA

TNF-o mRNA

120
Zeit (min)
B
PSA
154
= 10
14
S
3
Z 5-
-
0-
15 30 45 60 120
Zeit (min)
Cc
LPS
61
2 4
(14
S
?
Z 2-
-
0
15 30 45 60 120
Zeit (min)

Abb. 17 : Zeitabhédngigkeit der TNF-a Expression

Stimulation von THP-1 Makrophagen mit (A) 10 pg/ml RNA, (B) 10 pg/ml PSA und (C) 1 pg/ml LPS im angegebenen
Zeitintervall und Darstellung der relativen Genexpression von TNF-a (TNF-a mRNA); n=3.
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4.1.4 ADAM17 und ADAM10-abhéngige TNF-a Freisetzung

ADAM-Metalloproteasen sind Transmembranproteine zu deren Familie verschiedene
ADAM-Varianten gehodren (Punkt 1.3.2). Die Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17
haben einen entscheidenen Einfluss auf die TNF-a Freisetzung bei Makrophagen und
dendritischen Zellen der Maus. Diese Tatsache konnte durch Stimulationen mit LPS
nachgewiesen werden (Schwarz et al. 2014). Dabei wurde ADAM17 als vorrangig
verantwortliche Metalloprotease der LPS-induzierten TNF-a Freisetzung identifiziert.
Um zu klaren, welche Bedeutung ADAM10 und ADAM17 fir die durch eRNA
ausgeloste TNF-a Freisetzung haben, wurde bei THP-1 Makrophagen der kombinierte
ADAM10/17-Inhibitor GW 208264 und der spezifische ADAM10-Inhibitor Gl 254023
eingesetzt. Durch Verwendung des spezifischen ADAM10 Inhibitors Gl 254023 konnte
zwar eine Minderung, jedoch keine signifikante Reduktion der TNF-a Freisetzung im
ELISA gemessen werden. Im Gegensatz dazu reduzierte der Inhibitor GW 208264 die
TNF-a Freisetzung von Makrophagen signifikant. Gleiche Ergebnisse mit beiden
Inhibitoren wurden auch bei der Stimulation der Makrophagen mit PSA erzielt (Abb.
18).
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Abb. 18: Einfluss von ADAM 10 und ADAM17 auf die TNF-a Freisetzung

(A) zeigt die TNF-a Freisetzung von THP-1 Makrophagen bei Stimulation mit eRNA (10 pg/ml) und PSA (10 pg/ml),
sowie der Verwendung des spezifischen ADAM10-Inhibitors Gl 254023 (3 pM, 30 min Vorinkubation) und des
kombinierten ADAM10/17-Inhibitors GW 208264 (3 uM, 30min Vorinkubation); n=3-4, ***P<0,001, ns=nicht signifikant.

(B) zeigt die Zytotoxizitat beider Inhibitoren gemessen nach 2 h, n=3.
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Um die Wirkung von eRNA auf die Genexpression beider Enzyme in Makrophagen
festzustellen, wurde eine semiquantitative PCR zur Analyse der mRNA-Expression
eingesetzt. Eine Ab- oder Zunahme der mRNA-Expression von ADAM10 und ADAM17
in THP-1 Makrophagen konnte durch Stimulation mit eRNA nach 2 h und Berechnung

der relativen Genexpression nicht nachgewiesen werden (Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von eRNA auf die Genexpression von ADAM10 und ADAM17
Die relative Genexpression von (A) ADAM10 und (B) ADAM17 in THP-1 Makrophagen wurde bei Stimulation mit eRNA

nach 2 h in der semiquantitativen PCR gemessen; n=3.

4.1.5 Sekundare Effekte als Folge der TNF-a Freisetzung

Um festzustellen, ob es sich bei der eRNA-induzierten TNF-a Freisetzung um einen
selbstverstarkenden, autokrinen Freisetzungsmechanismus tber Rezeptoren der TNF-
a Superfamilie selbst handelt (Punkt 1.3.1), wurden die THP-1 Makrophagen in
Gegenwart eines Antagonisten mit eRNA oder PSA stimuliert. Nach zweistiindiger
Stimulation waren keine signifikanten Abnahmen von TNF-a mittels ELISA
festzustellen (Abb. 20).

Um einen zytotoxischen Effekt durch freigesetztes TNF-a auszuschlief3en, wurden die
THP-1 Makrophagen mit TNF-a (1 ng/ml) fir 2 h stimuliert und die LDH-Freisetzung
gemessen. Die gewahlte Konzentration von 1 ng/ml TNF-a liegt wesentlich hdher als
die durch Makrophagen freigesetzte Menge an TNF-a im Pikogrammbereich (1
ng=1000 pg, Abb. 20).
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Abb. 20: Sekundare Effekte der TNF-a Freisetzung

(A) zeigt die TNF-a Freisetzung von THP-1 Makrophagen bei Stimulation mit eRNA (10 pg/ml) und PSA (10 pg/ml) fir 2
h und unter Prasenz des TNF-a-Antagonisten (100 uM, Vorinkubation 30 min); n=3, ns=nicht signifikant. (B) zeigt die
Zytotoxizitat bei der Stimulation von THP-1 Makrophagen mit TNF-a (1 ng/ml) im Vergleich zur Stimulation mit 2%-igem

Triton-X-100; n=3.

4.2 Analyse der durch eRNA aktivierten Signaltransduktionswege in

Makrophagen
4.2.1 Expression inflammatorischer Zytokine und Aktivierung der Caspase-1

Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist an der Genexpression verschiedener
inflammatorischer Gene beteiligt (Punkt 1.1.3). Dabei beeinflusst die Stimulation mit
eRNA auch die Expression der Zytokine IL-1B, IL-8, CCL3 und CCL4 in THP-1
Makrophagen (Abb. 21 und 22).
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Abb. 21: RNA-induzierte mRNA-Expression weiterer Zytokine
Relative Genexpression (MRNA) der Zytokine IL-8, CCL3 und CCL4 in THP-1 Makrophagen nach 2 h durch eRNA-

Stimulation (10 pg/ml) im Vergleich; n=3.
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Am Beispiel des Entziindungsmediators IL-1B wurde zusatzlich durch Stimulation von
eRNA in der Konzentrationsreihe (1, 5, 10, 15, 20 uyg/ml) die Erhéhung der IL-13
Expression nach 2 h nachgewiesen. Mittels gPCR konnte eine signifikante Erhéhung
der Expression bei Stimulation mit 5 pg/ml und 10 pg/ml eRNA gemessen werden
(Abb. 22).

Um auch die Freisetzung von IL-18 mit dem schnellen ,,Shedding“ von TNF-a
vergleichen zu kdnnen, wurde ein Messzeitpunkt von 24 h festgelegt und die IL-1(3
Freisetzung per ELISA gemessen. Als Positivkontrolle fur eine suffiziente Caspase-1
Aktivierung wurde die kombinierte Stimulation von N-Acetyl-Cystein (NAC) und LPS
gewahlt. Beide Stimulantien induzieren zusammen sowohl die Expression von IL-1j3,
als auch dessen Freisetzung (Parmentier et al. 2000).

Die Kostimulation mit LPS und NAC induzierte auch in diesem Versuchsansatz nach
24 h eine signifikante IL- Freisetzung. eRNA konnte nach 24 h keine signifikante IL-1(3

Freisetzung induzieren.
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Abb. 22: Einfluss von RNA auf die IL-18 Freisetzung und mRNA-Expression

(A) zeigt die IL-1B Freisetzung von THP-1 Makrophagen nach 24 h bei einer Stimulation mit eRNA (10 pg/ml) und LPS
(1 pg/ml) + NAC (5 mM); n=3, ***P<0,001, ns=nicht signifikant. (B) zeigt die mMRNA-Expression von IL-13 nach 2 h in
THP-1 Makrophagen bei Stimulation mit 5 und 10 ug/ml eRNA in der qPCR; n=5, **P<0,01.

4.2.2 Inhibition von Signaltransduktionswegen

Zur Bestimmung der durch eRNA aktivierten Signaltransduktionswege wurden die
THP-1 Makrophagen zusammen mit verschiedenen Inhibitoren von intrazellularen
Regulatorproteinen und dem Enzym ADAM17 inkubiert, mit eRNA stimuliert und
anschliefiend die mMRNA-Expression und die TNF-a Freisetzung gemessen (Abb. 23).

52



300- ——

200+

100+

TNF-a (pg/mg)

Kontrole RNA  TAPI-2 Bay11-7082 WM  PD98059 SB203580
B RNA (10pg/ml)

RNA  TAPI-2 Bay11-7082 WM  PD98059 SB203580
C RNA (10ug/ml)

100+

Zytotoxiditat (%)
S (2] =]
2 ¢ ¢

N
o
1

o
1

TAPI-2 Bay WM PD98059 SB203580 T-X-100

Abb. 23: TNF-a Freisetzung und Expression verschiedener Inhibitoren im Vergleich

THP-1 Makrophagen wurden 30 min mit den Inhibitoren TAPI-2 (10 ug/ml), Bay 11-7082 (10 yM), Wortmannin (100 uM)
und den MAP-Kinase Inhibitoren PD 98059 (20 uM), SB 203580 (10 pM) vorinkubiert und anschliefend mit eRNA (10
pg/ml) fir 2 h stimuliert. (A) zeigt die durch Stimulation mit den Inhibitoren gemessene TNF-a Freisetzung; n=3-5,
**P<0,01, ***P<0,001. (B) zeigt die mRNA-Expression von TNF-a in der gPCR; n=3,*P<0,05. (C) zeigt die Zytotoxizitat
der verwendeten Inhibitoren nach 2 h im Vergleich zu Triton-X-100 2%; n=3.



Als ADAM17-Inhibitor wurde der TNF-protease-inhibitor-2 (TAPI-2) verwendet. TAPI-2
beeinflusst nicht die mRNA-Expression des Tumor-Nekrose-Faktors a, reduzierte
jedoch signifikant die durch eRNA induzierte TNF-a Freisetzung. Der irreversible kB-
Kinase-Inhibitor Bay 11-7082 hemmte in diesem Modell fast vollstandig sowohl die
MRNA-Expression von TNF-a, als auch dessen Freisetzung. Ebenfalls wurde die
Freisetzung von TNF-a durch den MAP-Kinase-Inhibitor SB 203580 signifikant
blockiert und damit die MAP-Kinase p38 unterdriickt. Die mRNA-Expression von TNF-a
wurde hingegen durch diesen Inhibitor nicht signifikant gehemmt. Auch der MAP-
Kinase-MEK1-Inhibitor PD 98059 fihrte zur Reduktion des ,,Sheddings“ von TNF-a
durch eRNA, jedoch zu keiner signifikanten Reduktion der Genexpression von TNF-a.
Der Phosphoinositid-3-Kinase-(PI3K)-Inhibitor Wortmannin hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die TNF-a Expression und Freisetzung der RNA-Stimulation. Mittels LDH-
Messung konnte der Einfluss der Inhibitoren auf die Zellvitalitat festgestellt werden,
wobei Wortmannin die starkste zytotoxische Wirkung auf die Makrophagen austibte.

Durch Stimulation mit eRNA wurde auch die Phosphorylierung von Proteinen des NF-
kB Signaltransduktionsweges, wie der MAP-Kinase p42 und des NF-kB-Inhibitors IkBa,
durch  Western-Blot Analyse untersucht (Abb. 24). Dabei waren die

Phosphorylierungsprodukte schon zu einem friithen Zeitpunkt (30 min) nachweisbar.
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Abb. 24: Durch eRNA induzierte Phosphorylierungsreaktionen

(A) zeigt die Phosphorylierung der MAP-Kinase p42 (obere Bande) von THP-1 Makrophagen durch Stimulation mit
eRNA (25 pg/ml) nach 30 und 120 min. (B) zeigt die Phosphorylierung von IkBa von THP-1 Makrophagen (obere
Bande) durch Stimulation mit eRNA (25ug/ml) nach 30 und 120 min.
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4.2.3 Rolle des Proteins MyD88 in der eRNA induzierten TNF-a Freisetzung

Auch Maus-Makrophagen reagieren auf Stimulation von eRNA aus murinen NIH-Zellen
(sel-RNA) mit einer TNF-a Freisetzung und Expression (Abb. 25). Durch Stimulation
von MyD88"-Makrophagen der Maus wurde die Rolle des MyD88-Regulatorproteins in
der Erkennung von eRNA untersucht. Als Vergleich dienten Makrophagen von Wildtyp-
mausen (wt). Die Stimulationszeit fur alle Zellen betrug 2 h. Die Differenzierung der
Zellen wurde in der FACS-Analyse verifiziert (Punkt 3.2.1).

Im Vergleich zu den stimulierten Zellen vom Wildtyp induzierte eRNA bei den MyD88™"-
Makrophagen keine signifikante TNF-a Freisetzung und Expression. Die TNF-a
Freisetzung durch LPS war bei den MyD88"-Zellen im Vergleich zu Zellen des
Wildtyps ebenfalls signifikant reduziert (Abb. 25).
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Abb. 25: Durch eRNA induzierte TNF-a Freisetzung und Expression von Maus-Makrophagen
Maus-Makrophagen von wt- und MyD88'/'-Méusen wurden mit LPS (1 pg/ml) und RNA (10 pg/ml) fir 2 h stimuliert und
(A) die TNF-a Freisetzung und (B) TNF-a Expression beider Mauslinien verglichen; n=3, ****P<0,0001, ***P<0,001.

4.2.4 Rolle von Toll-like-Rezeptoren bei der TNF-a Freisetzung von Makrophagen

Die Ergebnisse aus Punkt 4.2.3 ricken den Einfluss von Toll-like-Rezeptoren in der
eRNA-Erkennung in den Vordergrund. Initiale Versuche mit dem TLR-4 Antagonisten
Cli-095 zeigten ebenfalls eine Reduzierung der TNF-a Freisetzung und mRNA-
Expression (Abb. 26).
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Abb. 26: Rolle des TLR-4 bei der TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression
(A) zeigt die Freisetzung von TNF-a in THP-1 Makrophagen bei Stimulation fir 2 h mit LPS (1 pg/ml) und RNA (10
pg/ml), sowie der Verwendung des TLR-4-Antagonisten Cli-095 (20 uM, Vorinkubation 30 min); n=3. (B) zeigt die TNF-

a Expression der THP-1 Makrophagen gemessen in der gPCR bei gleicher Stimulationsreihe; n=3.

Um den Einfluss verschiedener Toll-like-Rezeptoren der Makrophagen auf die TNF-a
Freisetzung zu vergleichen, wurden die THP-1 Makrophagen mit verschiedenen Toll-
like-Rezeptor-Agonisten stimuliert. Neben LPS als TLR-4 Agonist wurden die Zellen mit
dem TLR-3 Agonisten Poly(l:C) und den TLR-7/8 Agonisten Clo75 und R848 inkubiert.
Zur Untersuchung des Toll-like-Rezeptors 2 wurde der Agonist Pam2CSK4 verwendet.
Da die Toll-like-Rezeptoren 3,7,8 in den Endosomen der Zellen lokalisiert sind und eine
mogliche Aktivierung durch eRNA deren Aufnahme erfordert, wurden langere
Stimulationszeitpunkte gewahilt.

Die Verwendung der Rezeptor-Agonisten LPS (TLR-4) und PAM2CSK4 (TLR-2) zeigte
schon nach 2 h sowohl eine signifikante Erhohung der mRNA-Expression von TNF-q,
als auch eine signifikante Freisetzung von TNF-a. Die Stimulation mit endosomalen
Toll-like-Rezeptor-Agonisten konnte in diesem Versuchsansatz keine signifikante
Erhdhung der TNF-a-Freisetzung und Expression induzieren (Abb. 27). Weitere
Untersuchungen beziiglich des Einflusses der membranstandigen TLR-2 und TLR-4 in
der eRNA-Erkennung wurden ausgehend von diesen Ergebnissen intensiviert und sind

Gegenstand weiterer Forschungsfelder unserer Arbeitsgruppe geworden.
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Abb. 27 : Rolle der Toll-like-Rezeptoren bei der TNF-a Freisetzung und mRNA-Expression

THP-1 Makrophagen wurden mit den Agonisten LPS (1 pg/ml), Pam2CSK4 (1 pg/ml), R848 (1 pg/ml), Clo75 (1 ug/ml),
und Poly(l:C) (5 ug/ml) fir (A) 2 h und (B) 24 h stimuliert und deren TNF-a Freisetzung per ELISA gemessen; n=3-4,
***P<0,01. Mittels semi-quantitativer PCR konnte die relative Genexpression von TNF-a unter Einfluss der Agonisten

nach (C) 2 h und (D) 24 h gemessen werden; n=3-4, **P<0,01, ***P<0,001.
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5. Diskussion

Die Funktionen von Nukleinsauren sind vielfaltig und lassen sich langst nicht mehr nur
auf die Regulation intrazellularer Prozesse oder die Prozessierung der
Erbinformationen reduzieren. Ribonukleinsduren sind seit mehr als 60 Jahren als
Bestandteil des extrazellularen Milieus identifiziert (Mandel und Métais 1948).
Zunehmend rickt ihre Bedeutung als extrazellularer, humoraler Mediator in das
Blickfeld wissenschaftlichen Interesses in der Biomedizin.

Das extrazellulare Kompartiment und der interzelluldre Informationsaustausch tragen
wesentlich zur Integritdt und Funktionalitat von Geweben bei. Die Ergebnisse dieser
Dissertation zeigen den Einfluss von eRNA auf die TNF-a Freisetzung und mRNA-
Expression von Makrophagen. Die Tatsache, dass auch koérpereigene RNA im
extrazellularen Milieu proinflammatorisch wirken kann, erdffnet dabei einen neuen
Blickwinkel auf die Funktionsweise unseres Immunsystems und bekraftigt die Rolle von
eRNA als Alarmsignal in unserem Korper.

In den dargestellten Ergebnissen wurde eRNA aus murinen NIH-Fibroblasten
verwendet. Makrophagen wurden anschlieRend mit der vorwiegend aus ribosomalen
Bestandteilen bestehenden eRNA stimuliert und reagierten mit einer TNF-a
Freisetzung. Es handelt sich daher um einen Versuchsansatz, welcher aufzeigt, dass
eRNA ohne vorherige Vorbehandlung von Zielzellen in vitro wirken kann. Damit steht
die Arbeit im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Veréffentlichungen, bei denen fir
den Nachweis der Aktivitdt von eRNA haufig eine Anderung der Kulturbedingungen
von Donorzellen durch Hypoxie, Stimulation mit Zytokinen oder eine Veranderung der
Zielzellen beispielsweise durch Behandlung mit Lipofectamine ndétig ist (Cabrera-
Fuentes et al. 2015; Feng et al. 2015; Kariko et al. 2004). Bei Lipofectamine handelt es
sich um ein Transfektionsreagenz, welches das endosomale Einschleusen von
Nukleinsduren in die Zelle vermitteln kann. Daher ist in diesen Verdffentlichungen der
Fokus auf die intrazellulare RNA-Zell-Interaktion gerichtet. Unter Punkt 5.4 wird auf die
endosomale Rezeptoraktivierung durch eRNA noch genauer eingegangen werden. Die
in dieser Dissertation erhobenen Ergebnisse kdnnen im Unterschied dazu wichtige

Erkenntnisse fir die Untersuchung von extrazellularer RNA-Zell-Interaktion bieten.
5.1 Korpereigene RNA als Danger-associated molecular pattern (DAMP)

Kdrpereigene oder endogene Proteine, die eine Immunantwort des Korpers generieren
kénnen, werden zu der Gruppe der DAMP gezahlt (siehe Punkt 1.1.2). In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass eRNA ebenso wie LPS und PSA die Freisetzung und mRNA-
Expression von TNF-a in Makrophagen initiiert (Abb. 14). Das Enzym RNase1 stellte
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dabei in diesem experimentellen Ansatz einen potenten antiinflammatorischen
Gegenspieler dar, der die TNF-a Freisetzung signifikant reduzierte (Abb. 12). DNA und
kurze DNA-Nukleinsauresequenzen konnten keine TNF-a Freisetzung oder Expression
des Zytokins hervorrufen (Abb. 14).

Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB kann das Zytokin TNF-a andere
Immunzellen stimulieren und Entziindungsprozesse regulieren (siehe Punkt 1.3.1).
Dieser Zusammenhang bekraftigt die Rolle von eRNA als proinflammatorischen

Aktivator im menschlichen Immunsystem.

Infektion

—> eRNA—
Zellstress '|'
Gewebetrauma "
RNase

Abb. 28: eRNA vermittelte TNF-a Freisetzung von Makrophagen

Die Freisetzung von eRNA flhrt zur Aktivierung von Makrophagen mit Freisetzung des Zytokins TNF-a.

eRNA wird in der Literatur meist als totale, extrazellulare RNA angegeben und ihr
Aufbau und ihre Zusammensetzung sind folglich nur unzureichend beschrieben. Daher
folgte zunachst eine Analyse der verwendeten eRNA (Punkt 4.1.1). eRNA ist aus
unterschiedlichen intrazellularen Ribonukleinsauren und assoziierten Komponenten
zusammengesetzt. Sie kann verschiedene extrazellulare Proteine binden und deren
Wirkung beeinflussen (Punkt 1.2.2). Dabei scheint ihr polyanionischer Charakter und
vermutlich auch ihre GréRBe wichtig flr die Bindungsfahigkeit zu Proteinen zu sein
(Fischer et al. 2007). RNA-Wechselwirkungen mit Proteinen oder Zelloberflachen
kdnnten die funktionellen Wirkungen der eRNA signifikant verandern. Die Gel- und
Kapillarelektropherogramme dieser Arbeit zeigen, dass die isolierte RNA aus NIH-
Zellen vor allem aus ribosomalen 18S und 28S Untereinheiten besteht (Abb. 12) und
belegen friihere Ergebnisse der Arbeitsgruppe (Cabrera-Fuentes et al. 2015; Fischer et
al. 2013). Auch eine fur die TNF-a Freisetzung relevante Verunreinigung durch
Endotoxine konnte zuvor ausgeschlossen werden (Tab. 28 und Abb. 13). Diese Daten
schlielen jedoch die Beteiligung anderer, quantitativ  untergeordneter
Ribonukleinsaure-Typen nicht aus. In einem Versuchsmodell wurde beispielsweise die
durch Hypoxie induzierte Freisetzung von miRNAs aus Kardiomyozyten nachgewiesen
(Chen et al. 2014). Doch auch in diesem Fall stehen die Ergebnisse mit direkter

Beteiligung der freigesetzten RNA-Bestandteile aus, zumal miRNAs ihre Wirkung vor
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allem intrazellular entfalten. Die Heterogenitdt von eRNA macht die Zuordnung zu
einem bestimmten Moleklil und einem spezifischen Erkennungsmechanismus
schwierig. Welche Bestandteile der eRNA aktiv sind und ob dabei bestimmte
Nukleotidsequenzen die Voraussetzung flr die Aktivierung von Immunzellen sind, ist
nicht geklart. Zwar zeigten schon Kariko et al., dass die Stimulation mit
doppelstrangigen mRNAs wichtig fir die Rezeptoraktivierung von Nierenzellen via
TLR-3 sein kann, jedoch wurden auch in diesem Ansatz artifiziell veranderte
Transkripte unter Gebrauch von Lipofectamine verwendet, was auf die endosomale
Funktion der mRNA hinweist (Kariké et al. 2004).

Weitere experimentelle Untersuchungen missen klaren, ob ribosomale Untereinheiten
mit ihren Strukturelementen in der Makrophagen-Aktivierung eine Rolle spielen oder
eine RNA-Protein-Interaktion in Betracht zu ziehen ist. Fest steht, dass die hier
verwendete eRNA durch einen signifikanten proinflammatorischen Stimulus die TNF-a
Freisetzung induzierte. Die Zuordnung von korpereigener eRNA zu den damage-
associated-molecular-pattern (DAMP) ist daher unter den genannten Umstanden
zulassig, obwohl die Zuordnung zu Erkennungsmechanismen divers diskutiert werden
kann (Punkt 5.4).

Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Einordnung sind die Bedingungen, unter denen
eRNA ein Alarmsignal im Korper darstellt. In dieser Arbeit wurde aus Kulturzellen
gewonnenes Zelllysat als RNA-Quelle verwendet. Die Freisetzung von eRNA kann
jedoch auch durch Nekrose induziert werden. Cabrera et al. konnten am Herzen
nachweisen, dass eine durch Ischamie bedingte Nekrose in einer endogenen
Freisetzung von eRNA resultierte (Cabrera-Fuentes et al. 2015b). Die Wirkung von
eRNA auf Rezeptoren des Immunsystems kann sich dabei erst unter den erwahnten
Umstanden entfalten, beispielsweise bei Zellzerfall mit Freisetzung des Zellinhaltes,
wahrend dies unter physiologischen Bedingungen nicht geschieht. Ein Kontakt von
endogener RNA aus Fibroblasten, die als Produzenten extrazellularer Matrix in
menschlichen Geweben vorhanden sind, mit Makrophagen ware daher in vivo
durchaus denkbar. Korpereigene eRNA induziert dabei die TNF-a Freisetzung von
Makrophagen in das extrazellulare Milieu. Das Zytokin TNF-a stellt dann wiederum
selbst einen effektiven Stimulus flr die Monozyten-Transmigration im Sinne einer
Verstarkung der Immunantwort dar. AuRerdem ist bekannt, dass eRNA die Adhasion
von Monozyten durch Erhéhung der Expression von Oberflachenproteinen wie
beispielsweise ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1) erhdht. Dadurch wird die
Transmigration von Leukozyten in das extravasale Gewebe gesteigert (Fischer et al.
2012). Dieser Mechanismus der durch eRNA ausgeldsten Migration von Zellen

bekraftigt daher, wie wichtig die Integritdit von Zellmembranen sein kann. Die
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Aufrechterhaltung von Zellbarrieren kann daher eine wichtige Grundvoraussetzung fur
ein antiinflammatorisches Milieu sein. Zudem zeigten Cabreras et al. den Einfluss von
eRNA auf die Polarisierung und Genexpression in Makrophagen auf. Dabei nimmt
eRNA Einfluss auf die Entwicklung von Makrophagen zu einem proinflammatorischen
Phanotyp M1 (Cabrera-Fuentes et al. 2015). Cabrera untermauert mit diesen
Ergebnissen, dass Makrophagen nicht nur in Form einer TNF-a Freisetzung und
Expression aktiviert werden kénnen, sondern dass eRNA ein umfassendes Alarmsignal

im Sinne eines klassischen DAMP von Immunzellen ist.

PAMP, kérperfremd DAMP, kdrpereigen
Hitzeschockproteine, Hitzeschockproteine,
Lipopeptide LPS etc. HMGB1, Hyaluronsédure HMGB1, Heparansulfate,
etc. Prokaryonten DNA Fibrinogen, eRNA

Autologe DNA Harnséure
Vo VYT
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|
TLR9
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Abb. 29: Wirkung von korperfremden und korpereigenen Alarmsignalen (modifiziert nach Rock und Kono 2008)
Sowohl die Erkennung korperfremder (PAMPs), als auch korpereigener Bestandteile (DAMPs) vermittelt die
proinflammatorische Aktivierung von Immunzellen. Ein weiterer Vertreter der kdrpereigenen Immunaktivierung ist
extrazellulare RNA (eRNA).

5.2 TNF-a als schnelle, humorale Immunantwort

Die Ergebnisse aus Punkt 4.1.3 zeigen, dass der Zeitpunkt der Freisetzung von TNF-a
eine rasche Immunantwort widerspiegelt. Schon nach 30 min war eine Expression der
TNF-a-mRNA und nach 60 min eine Freisetzung von TNF-a-Protein messbar (Abb. 16
und 17). eRNA aktivierte die Makrophagen im direkten Vergleich sogar am schnellsten.
Die Daten zeigen zudem, dass die durch eRNA erzielten Reaktionen durchaus mit
anderen Immunstimulanzien wie LPS in Ausmall und Kinetik der TNF-a Freisetzung

vergleichbar sind (Abb. 14). Auch die RNA-Konzentrationsreihe lasst einen
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biphasischen Verlauf mit einem Maximum in der mRNA-Expression und Freisetzung
von TNF-a erkennen (Abb. 15). Cabrera et al. dagegen konnte eine erhéhte TNF-a
Freisetzung von Monozyten erst nach etwa 3 h messen. Auch Stimulationen mit
héheren Konzentrationen bis 50 pg/ml zeigten in seiner Arbeit keinen Abfall in der
TNF-a Freisetzung (Cabrera-Fuentes et al. 2015). Cabrera et al. verwendete in seinem
Modell eRNA aus mit TNF-a behandelten Monozyten und Makrophagen. In diesem
Modell ist letztendlich ebenfalls ungeklart, welche zusatzlichen Faktoren zusammen mit
der eRNA zu einer Immunantwort fiihren. Die Stimulation von Zellen zur Gewinnung
von eRNA mit inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a oder IL-6 kann beispielsweise
die Produktion weiterer Immunstimulantien, wie Hitzeschockproteine, initiieren (Koller
et al. 1993). Deren Einfluss ist durch RNA-Bindung nicht auszuschlieRen, eine
proteolytische Vorbehandlung erfolgte nicht.

Die schnelle Freisetzung von TNF-a aus einem an der Zelloberflache vorgehaltenen
membrangebundenen TNF-a-Pool durch ADAM17 unterscheidet sich grundlegend von
der Freisetzung des Zytokins IL-13. eRNA allein war in den Ergebnissen dieser Arbeit
nicht in der Lage die Caspase-1 in signifikanter Form zu aktivieren und IL-1(3
freizusetzen, obwohl sie schon nach 2 h eine signifikante Genexpression von IL-13
induzieren konnte (Abb. 22). Die Freisetzung von IL-1@ dauerte bei entsprechender
Kostimulation auch zeitlich 1&anger.

Es handelt sich bei der IL-18 Freisetzung um einen bis dato wenig verstandenen
Mechanismus. So konnte die Sekretion von IL-1B via Exozytose und ,,Shedding“ von
in Mikrovesikeln gepacktem IL-1B nachgewiesen werden. Zusatzlich kénnte auch die
Aufnahme von zytosolischem Interleukin in Autophagolysosomen einen weiteren
Freisetzungsmechanismus darstellen (Lopez-Castejon und Brough 2011). Die IL-18
Freisetzung mit Aktivierung des Inflammasoms spielt auch bei
Autoimmunerkrankungen wie dem Lupus erythematodes eine wichtige Rolle. Bei
diesem Krankheitsbild kann doppelstrangige, korpereigene DNA zusammen mit ihren
Auto-Antikorpern die IL-13 Freisetzung von Monozyten aktivieren (Shin et al. 2013).
eRNA beeinflusste in diesem Versuchsansatz mafigeblich die Freisetzung von TNF-q,
nicht aber die von IL-1B. Erst eine simultane Stimulation mit LPS und N-Acetyl-Cystein
(NAC) konnte eine ausreichende IL-1B Freisetzung mit Aktivierung des Inflammasoms
bei THP-1 Zellen auslésen (Parmentier et al. 2000). Ob bei Nekrose oder Inflammation
andere endogene Aktivatoren der Caspase-1 freigesetzt werden und dann zusammen
mit der eRNA die IL-13 Freisetzung induzieren konnten, ist jedoch offen. Insgesamt
bekraftigt der Vergleich der Freisetzung von TNF- a und IL-1B nocheinmal die Rolle

des Zytokins TNF-a als friilhes Alarmsignal im Rahmen entzindlicher Zellprozesse.
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Es konnte auch die Erhéhung der Genexpression weiterer Zytokine, wie CCL3, CCL4
und IL-8 nachgewiesen werden (Abb. 21). Dabei ist eine erhdhte Expression und
Freisetzung von CCL3 und CCL4 durch eRNA schon bei Monozyten gezeigt worden
(Cabrera-Fuentes et al. 2015).

5.3 Regulation der TNF-a Freisetzung

TNF-a kann aus der membrangebundenen Form direkt enzymatisch in eine l6sliche
Form Uberfihrt werden. Dabei war die Stimulation mit eRNA vor allem von ADAM17,
aber auch von ADAM10 abhangig (Abb. 18). Ein ahnliches Ergebnis konnte auch bei
der Stimulation von Makrophagen mit LPS gezeigt werden (Schwarz et al. 2014). Das
nach 60 min keine weitere Erhdhung der TNF-a Freisetzung durch eRNA erfolgte,
kann darauf hindeuten, dass der primare Membranpool an TNF-a erschopft war oder
es zu keiner weiteren Aktivierung von ADAM17 kam (Abb. 16). Inwiefern Exozytose
bzw. ein Transport der Membranproteine ADAM17 und pro-TNF-a zwischen Golgi-
Apparat und Zellmembran die Héhe der TNF-a Freisetzung beeinflusst, kann
Gegenstand weiterer Untersuchungen mit langeren Zeitpunkten sein. Die Expression
von ADAM17 und ADAM10 wurde nach 2 h jedenfalls nicht signifikant durch die
Konzentration an eRNA beeinflusst (Abb. 19). Auch die Wirkung des freigesetzten
TNF-a im Sinne einer auto- oder parakrinen Aktivierung scheint im untersuchten
Zeitintervall vernachlassigbar, sodass hier von einem direkiten eRNA-Effekt
ausgegangen werden kann (Abb. 20).

Interessanterweise lag bei der Stimulation mit eRNA schon etwa 30 min vor der
Aktivierung von ADAM17 eine erhdhte Genexpression von TNF-a vor (vergleiche Abb.
16 und 17). Der Transkriptionsfaktor NF-kB scheint ein wichtiger Regulator fir die
Aktivierung dieses Enzyms zu sein. Bei seiner Inhibierung war keine mRNA-
Expression, aber auch kein ,,Shedding”“ von TNF-a messbar (Abb. 23). Auch die
Phosphorylierung des NF-kB-Inhibitors kB lasst auf die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors schlieRen (Abb. 24). Posttranslational verminderte die Hemmung
der MAP-Kinase p38 die Freisetzung von TNF-a ebenfalls, nicht aber seine
Genexpression (Abb. 23). Zudem schien auch die Phosphorylierung der MAP-Kinase
p42 eine wichtige Rolle bei dieser Immunaktivierung zu spielen (Abb. 24). Die
Beteiligung von MAP-Kinasen bei der Regulation von ADAM17 ist jedenfalls schon
langer wissenschaftlich belegt (Black 2002).

Zukunftige Untersuchungen sollten ebenfalls klaren, ob eRNA ein ubiquitarer Aktivator
von ADAM17 sein kann und bei bestimmten Zelltypen und Konditionen ein bestimmtes
Substrat des Enzyms mit spezifischer Wirkung freisetzt. Mittlerweile sind Uber 70

Substrate von ADAM17 mit Einfluss auf Entziindungsvorgange, Tumorwachstum, aber
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auch Regeneration und Immunabwehr identifiziert (Punkt 1.3.2). So kénnte die
Freisetzung weiterer Proteine mit dann spezifischen Folgen flir Organe und Gewebe
verbunden sein und eRNA als ein situationsabhangiges DAMP wirken. In der
folgenden Abbildung sind die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber die

intrazellulare Aktivierung der Makrophagen durch eRNA detaillierter dargestellt.
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Abb. 30: Zell-Aktivierung durch eRNA

eRNA aktiviert Makrophagen in MyD88- und NF-kB-abhéngiger Weise. Die daraus resultierende Aktivierung von MAP-
Kinasen ist fir die ADAM17 vermittelte TNF-a Freisetzung notwendig. Auch die Genexpression von IL-3 wird aktiviert,
eine ausreichende Aktivierung des Inflammasoms durch Caspase-1 bleibt jedoch aus. Eine Beteiligung der Toll-like-

Rezeptoren 2 und 4 als extrazellulare RNA-Erkennungsrezeptoren ist Gegenstand weiterer Untersuchungen.
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Ein weiteres Schllsselprotein der eRNA-induzierten Aktivierung des NF-kB
Signalweges wurde im Mausmodell (MyD88™) als MyD88 identifiziert. Aufgrund der
Beziehung zu Toll-like-Rezeptoren wird dieses Ergebnis im nachsten Abschnitt 5.4.
diskutiert.

Insgesamt bekraftigen die Daten die Rolle von eRNA als DAMP in der friihen Phase
der ausgelosten Immunaktivierung. Der NF-kB-vermittelte Liberationsmechanismus
aus einem an der Membranoberflache vorgehaltenen pro-TNF-Pool gehért zu einer

effektiven Immunantwort bei der Stimulation mit eRNA.

5.4 Die Rolle von Toll-like-Rezeptoren in der Erkennung endogener

Ribonukleinsauren

Die Ergebnisse aus Punkt 4.2.3 lieRen erstmals die Beteiligung von extrazelluldren
Toll-like-Rezeptoren bei der Erkennung von eRNA vermuten, da die Stimulation von
MyD88"-Makrophagen durch eRNA keine TNF-a Expression und Freisetzung
induzieren konnte (Abb. 25). MyD88 ist als ein zentrales Adapterprotein in der NF-kB
vermittelten Signaltransduktion bekannt und interagiert mit diversen endosomalen und
extrazellularen Toll-like-Rezeptoren (Punkt 1.1.2). Mehrere Ergebnisse machen in der
vorliegenden Arbeit eine Beteiligung endosomaler Rezeptoren bei der eRNA-
vermittelten Makrophagenstimulation unwahrscheinlich. Schlief3lich fihrten die TLR-2-
und TLR-4-Agonisten Pam2CSK4 und LPS zu einer vergleichbaren TNF-a Freisetzung
von Makrophagen wie die verwendete eRNA (Abb. 27). Die Verwendung des TLR-4
Antagonisten Cli-095 reduzierte ebenfalls minimal die TNF-a Freisetzung und
Expression (Abb. 26). Der Zeitpunkt der TNF-a Expression und Freisetzung setzte im
Vergleich zu einer endosomalen Aktivierung ebenfalls vergleichsweise friih ein (Abb.
16 und 17). Durch den Verzicht des Gebrauches von Lipofectamine-komplexierter
eRNA konnte zudem unphysiologisches Einschleusen der RNA in die Zelle
ausgeschlossen werden.

Uber die Beteiligung von Toll-like-Rezeptoren bei der Erkennung von eRNA gibt es
unterschiedliche Erkenntnisse. Der endosomale TLR-3 wird in unterschiedlichen
Publikationen im Zusammenhang mit der Erkennung extrazelluldrer Nukleinsduren
genannt. Cavassani et al. zeigten in ihren Ergebnissen den Einfluss von nekrotischen
Neutrophilen als Quelle der endogenen RNA auf die Zytokinproduktion von
Makrophagen auf. Eine Kokultivierung von Wildtyp-Makrophagen mit von RNase und
Benzonase behandelten nekrotischen Neutrophilen reduzierte die Zytokinproduktion
(CXCL1 und MIP-2) deutlich. eRNA scheint einen wesentlichen Einfluss auf die
Immunantwort der Wildtyp-Makrophagen im Nekrosemodell zu haben. Durch

Verwendung von TLR-3"-Zellen wurde die Zytokinproduktion bei dieser Kokultivierung
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im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen ebenfalls deutlich reduziert (Cavassani et al.
2008). Cavassani schlussfolgert daraus, dass die Aktivierung von Makrophagen durch
freigesetzte RNA am TLR-3 erfolgt. MAglich ware in diesem Modell auch die bei der
Nekrose induzierte Freisetzung weiterer TLR-3-Agonisten, die im Zusammenspiel mit
der RNA eine Koaktivierung am Rezeptor vermitteln (These der RNA vermittelten
Rezeptoraktivierung durch assoziierte Proteine, siehe Punkt 5.5). Fiur die Vermutung,
dass eRNA nur mit dem TLR-3 interagiert, spricht zumindest die fehlende Reduzierung
der Zytokinproduktion bei Vorbehandlung mit den Enzymen RNase und Benzonase in
den Knock-out-Mauszellen. Eine Wirkung an anderen extrazellularen Rezeptoren bleibt
in diesem Versuchsansatz somit vermutlich aus. Um dieses jedoch sicher zu
bestatigen, fehlen in dieser Veroffentlichung vergleichende Versuchsreihnen mit
weiteren TLR-knock-out-Zellen.

Auch Chan Chen et al. untersuchten den Einfluss von eRNA auf die Aktivierung des
TLR-3. In dieser Veréffentlichung induzierte das Material aus nekrotischen Zellen
(Makrophagen und Kardiomyozyten) die Freisetzung von Zytokinen (MIP-2) aus
Kardiomyozyten. Auch hier konnte die Zytokinfreisetzung von Kardiomyozyten bei
Vorbehandlung der nekrotischen Makrophagen mit RNase reduziert werden. Durch
Verwendung von TLR-3"-Mauszellen konnte die Zytokinfreisetzung (MIP-2) ebenfalls
signifikant erniedrigt werden (Chen et al. 2014). Ein genauer Zusammenhang der
Beteiligung von eRNA mit Aktivierung des TLR-3 ist aber auch in dieser Arbeit nicht
sicher bewiesen, da bei Nekrose neben endogener RNA weitere Agonisten im
Versuchsansatz zu finden sein kénnen, die mit oder ohne Beteiligung von RNA eine
TLR-vermittelte Signaltransduktion auslésen. Als Beispiel fir einen endogenen TLR-3-
Agonisten konnte Stathmin, ein Protein des Zytoskelettes, identifiziert werden.

Auch Bretano et al. formulierten die These, dass endogene RNA aus nekrotischen
Synoviazellen im Rahmen der rheumatoiden Arthritis Fibroblasten via TLR-3 aktiviert
(Brentano et al. 2005). Die Behandlung mit Benzonase und einem im verwendeten
Modell spezifisch wirkenden TLR-3-Antagonisten reduzierte die Freisetzung von
Zytokinen (IL-6, CXCL 10 und CCL 5). Ein direkter Beweis flir den Zusammenhang von
RNA mit TLR-3 steht jedoch auch bei diesen Ergebnissen aus, zumal keine Analyse
der eRNA erfolgte.

Eine weitere Verodffentlichung rickt den endosomalen TLR-7 in den Mittelpunkt der
eRNA-Erkennung (Feng et al. 2015). Die TNF-a Freisetzung von Maus-Makrophagen
(MyD88") bei Stimulation mit Lipofectamine-komplexierter RNA war ebenfalls
signifikant reduziert. Auch durch Verwendung von TLR-7"-Mausmakrophagen konnte
eine, wenn auch geringere Reduzierung der TNF-a Freisetzung, beobachtet werden.

Dass der Effekt der TNF-a Freisetzung erst durch die Stabilisierung mit Lipofectamine
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zustande kam, macht die Untersuchung eines natlrlichen Erkennungsweges jedoch
schwierig. Des Weiteren wird auch in dieser Publikation die Phosphorylierung von
MAP-Kinasen und Degradation des Inhibitors IkBa in Makrophagen durch die erwahnte
RNA beschrieben. Zudem stellte die Genexpression von MyD88 und nicht die
Genexpression von TLR-7 eine Voraussetzung flir die Leukozytenmigration dar. Die
Ergebnisse von Feng et al. lassen demnach darauf schlieen, dass neben der
Beteiligung von TLR-7 noch andere Erkennungsmechanismen fir eRNA in der

Immunaktivierung in Frage kommen mussen.
5.5 Ausblick

Die Beteiligung von korpereigener eRNA an proinflammatorischen und
prokoagulatorischen Prozessen im menschlichen Kérper ist unbestritten. Die diversen
Ergebnisse und Interpretationen zur Erkennung eRNA zeigen jedoch die
Vielschichtigkeit dieses Themas auf und schlielen an die Diskussion aus Punkt 5.1 an.
Da die Zusammensetzung der verwendeten eRNA in verschiedenen
Veroffentlichungen nicht prazisiert wurde, ist eine eindeutige Bewertung der
Beteiligung von extrazellularen versus endosomalen Toll-like-Rezeptoren kaum
moglich. In unserer Arbeitsgruppe wird die Beteiligung der extrazellularen Toll-like-
Rezeptoren 2 und 4 in diesem Versuchsmodell weiter erforscht. Dabei scheinen die
membranstandigen Toll-like-Rezeptoren, vor allem aber Toll-like-Rezeptor 2,
wesentlich an der Erkennung von eRNA beteiligt zu sein, vermutlich in Kombination mit
primaren TLR-Agonisten. Diese schnelle, extrazellulare Erkennung von Noxen und die
daraus resultierende TNF-a Freisetzung sind in diesem Modell ein synergistischer
Prozess der Immunabwehr von Makrophagen und zeigen die enge Verknipfung
zwischen dem Alarmsignal eRNA und dem inflammatorischen Zytokin TNF-a auf.

Zukunftige Fragestellungen werden sich voraussichtlich neben der Identifizierung von
eRNA-Rezeptoren vor allem damit auseinandersetzen, ob eRNA eher als Vermittler
(RNA-Protein-Interaktion) oder eigenstandiger Initiator (strukturelle Analysen) einer
Immunantwort von Makrophagen angesehen werden kann. Die Beteiligung
extrazelullarer TLR-Rezeptoren in der self~eRNA-Erkennung bietet dabei ein neues, bis
daher kaum beschriebenes Forschungsfeld. Hier missen Versuche Uber die
Interaktionen von eRNA mit weiteren Komponenten der Zelloberflache und TLR-
Korezeptoren folgen. Eventuell vermittelt eRNA oder ein an ihr gebundenes Protein
Uber Anlagerung an Zellmembranen eine Koaktivierung mehrerer extrazellularer
Rezeptoren (cross-link) mit frihzeitiger Aktivierung. Die Bindungsfahigkeit von eRNA
an andere Rezeptoragonisten und daraus resultierende Oberflachenaktivierung an

Zellmembranoberflachen konnen daher Schwerpunkte zukinftiger Arbeiten zu werden.
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6. Zusammenfassung

Extrazellulare Ribonukleinsaure (eRNA) wird bei Gewebetraumata, Ischamie oder
Tumorwachstum als prothrombotischer, proinflammatorischer und
permeablilitiatssteigender Faktor freigesetzt. Uber ihre Wirkung auf murine und humane
Makrophagen ist jedoch wenig bekannt, sodass ihr Einfluss auf die TNF-a Freisetzung
dieser Zellen genauer untersucht wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass eRNA aus murinen
Fibroblasten die Freisetzung von TNF-a durch Aktivierung der Metalloproteinase
TACE, auch ADAM17 genannt, induziert und als danger-associated molecular pattern
(DAMP) wirken kann. Dabei wurde TNF-a in zeit- und konzentrationsabhangiger Weise
von THP-1 Makrophagen freigesetzt und konnte als Mediator einer frihen
Immunantwort per ELISA identifiziert werden. Sekundare Effekte durch Bindung des
freigesetzten TNF-a an TNF-Rezeptoren konnten dabei ausgeschlossen werden. Die
spezifische Inhibierung der in der TNF-a Freisetzung aktiven Enzyme ADAM10 und
ADAM17 entschllsselte dabei ADAM17 als hauptverantwortliches Enzym der TNF-a
Freisetzung. Auch die Beteiligung von MAP-Kinasen und des NF-kB Signalweges in
der ADAM17-Aktivierung von Makrophagen konnte aufgezeigt werden. Aulierdem
induzierte eRNA unabhangig von der ADAM17-Aktivierung die mRNA-Expression
weiterer inflammatorischer Zytokine, wie IL-13, CCL3, CCL4 und IL-8. Im Gegensatz
zu LPS war eRNA jedoch nicht in der Lage die Caspase-1 ausreichend zu aktivieren,
um IL-1B freizusetzen. Des Weiteren konnte MyD88 in MyD88"-Maus-Makrophagen
als weiteres Schllsselprotein der eRNA-induzierten TNF-a Freisetzung identifiziert
werden. Dies flihrte dazu, dass durch Verwendung weiterer Toll-like-Rezeptor-
Agonisten und eines TLR-4-Antagonisten der TLR-2 und TLR-4 in den Mittelpunkt der
eRNA induzierten TNF-a Freisetzung rickte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
extrazellulare self-RNA als DAMP die Freisetzung von TNF-a via extrazellularer Toll-

like-Rezeptoren in Makrophagen zu initiieren vermag.
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Abstract

Extracellular RNA (eRNA) is being released as a prothrombotic, proinflammatory and
permeability-increasing factor during tissue traumatisation, ischemia or tumor growth.
However, knowledge is scarce about its effect on murine or human macrophages.
Therefore, its influence on the release of TNF-a of these cells needed to be examined
more precisely.

The results of this paper show that eRNA can function as a damage-associated
molecular pattern (DAMP), and thereby trigger the shedding of bioactive tumor
necrosis factor-a (TNF-a) from macrophages, mediated by a TNF-a-converting enzyme
(TACE or ADAM17) -a membrane-bound disintegrin metalloproteinase.

The release of TNF-a from macrophages proceeded in a time- and concentration-
dependent manner. TNF-a was identified as a mediator of early immune response.
Secondary effects caused by a bonding unit of the released TNF-a and TNF-receptors
could be excluded. Using specific inhibitors for ADAM17 and ADAM10, both involved in
the TNF-a sheddase reaction, ADAM17 was identified to be mainly responsible for the
release of soluble TNF-a.

Further it is proven that MAP-kinases and NF-kB signaling pathways are involved in
these inflammatory actions of eRNA. In addition, eRNA induced the mRNA-expression
of other cytokines like IL-18, CCL3, CCL4, or IL-8 from macrophages, yet by an
ADAM17-independent mechanism. Contrary to TNF-a, eRNA could not induce
liberation of IL-1B8 by activation of caspase-1. Moreover, MyD88 played an important
role in the activation of macrophages. Using different Toll-like-receptors-agonists and a
TLR-4-antagonist we focused on eRNA recognition by TLR-2 and TLR-4.

These results indicate that extracellular self-RNA functioning as a damage-associated
molecular pattern may initiate the inflammatory response by inducing the early release
of TNF-a from macrophages and furthermore, Toll-like-receptors 2 and 4 are probably

involved in this process.
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7. Abkurzungsverzeichnis

A Absorption

Abb Abbildung

Abs Absatz

ADAM A Disintegrin And Metalloprotease
APPs-a Amyloid-Vorlauferprotein a

AS Aminosaure

ASC Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
AUS Australien

BCA Bicinchoninic acid

BEL Belgien

Bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CARD Caspase recruitement protein

cDNA complementary Desoxyribonukleinsaure
CD Cluster of differentiation

CO, Kohlenstoffdioxid

Ct Cycle threshold

D Deutschland

DAMP Danger-associated molecular pattern
DD Death-Domain

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
ErbB Rezeptor-tyrosinkinase

eRNA extrazellulare RNA

et al. et alteri (und andere)

Fab Fragment-antigen-binding

FACS Fluorescence-activated cell sorting
FADD Fas-assoziertes-Protein-mit-Death-Doméne
FCS Fetal calf serum

FRA Frankreich
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FSAP Faktor-Vll-aktivierende-Protease

g Erdbeschleunigung oder Gramm

h Stunden

HIF1-a Hypoxia-inducible factor 1-a

Hp Hairpin, Form der Oligonukleotide
HRP Horseradish peroxidase

H-O Wasser

H>05 Wasserstoffperoxid

H>,SO, Schwefelsaure

ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1

IkB Inhibitor von Kappa B

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

INF-B Interferon 3

IRAK Interleukinrezeptor-assozierte-Proteinkinase
IRF-3 Interferon-regulierender Faktor 3

kDa Kilodalton

L Linear, Form der Oligonukleotide

LAL Limulus Amebocyte Lysate

LDH Laktatdehydrogenase

LPS Lipopolysaccharid

L929 Murine Fibroblasten-Zellinie

M Molar (Mol pro Liter)

MAD2 Mitotic arrest deficient 2
MAP-Kinasen Mitogen activated protein-Kinasen
M-CSF Macrophage colony stimulating factor
MEK1=MAP2K1 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
MF Multiplikationsfaktor

mg Milligramm

MHC Major histocompatibility complex
MIP-2 Macrophage inflammatory protein 2
min Minuten

ml Milliliter

mol Mol (6,023 x 10?® Teilchen)

mMiRNA micro RNA

mMRNA messenger RNA

MydD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
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MW Mittelwert

n Anzahl oder nano

NAC N-Acetyl-Cystein

NAD"* Oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
NADH/H* Reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Neu-5-Ac N-Acetylneuraminsaure

NF-kB Nuklearer Faktor kB

ng Nanogramm

NIH murine Fibroblastenzelllinie

nm Nanometer

ns nicht signifikant

NOD1 Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1
NOR Norwegen

P Wabhrscheinlichkeit oder Population

PAI-| Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PDK-1 Pyruvatdehydrogenasekinase

PF4 Platelet factor 4

pg Pikogramm

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

einer Losung

PLK-2 Polo-like-Kinase 2

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid
Poly(l:C) Polyribocytidyl-Polyriboinosinsaure
PSA Polysialinsaure

PTPH1 Proteintyrosinphosphatase 1

q quantitativ

RIN RNA integrity number

RIP Rezeptor-interagierendes-Protein-1
RIPA Radio-immunoprecipitation-assay
RIG-1 Retinoic acid-inducible gene 1
RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rRNA ribosomale Ribonukleinsaure
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S Svedberg

SAP97 Synapse associated Protein 97

SD Standard deviation

SDS Sodium dodecyl sulfalte

sek Sekunden

siRNA small-interfering RNA

Tab Tabelle

Tabl Tablette

TACE Tumornecrosisfactor-alpha converting enzyme
TAE Tris-EDTA-Acetat

TAPI-2 TNF-a-proteaseinhibitor-2

TBS Tris buffered saline

TBS-T Tris buffered saline with tween

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGF-a Transforming growth factor-alpha
THP-1 humane Makrophagenzelllinie

TIMP-3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3
TLR Toll-like-Rezeptor

TMB 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-alpha

TNF-R1 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha-rezeptor 1
TNF-R2 Tumor-Nekrose-Faktor-alpha-rezeptor 2
TRADD TNFR-1 assoziertes-DD-Protein

TRAF TNFR-assozierte-Faktoren

tRNA transfer RNA

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3
Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

USA United States of America

uv Ultraviolett

Vv Volt

VEGF Vascular endothelial growth factor

viv Volumen pro Volumen

WM Wortmannin

Wit Wildtyp einer Mauszelllinie

wiv Gewicht pro Volumen

Zn Zink

-/- Gen-Knockdown
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Paragraph
Wellenlange
Prozent
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Mikro
P<0,05
P<0,01
P<0,001
P<0,0001
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10. Anhang

Die Kontrolle der Deletion des Gens MyD88 bei den verwendeten Mausen erfolgte
durch PCR.

MyD88

p-actin _

wt1 wt2 wt3 MyD8871 MyD88”"2 MyD88”3

Abbildung 31: Genexpression von MyD88 bei Mausen
Bei den Mausen vom Wildtyp (wt1, wt2, wt3) war das Gen MyD88 nachweisbar. Bei den Mausen MyD88"1, MyD88"2
und MyD88™3 wurde es nicht exprimiert.

11. Publikationsverzeichnis

Self extracellular RNA stimulates TNF-a-release via Toll-like receptors in mouse
macrophages F.Noll, J.Behnke, K.T.-Preissner, S.Fischer, Institue of Biochemistry,
Medical School, Justus-Liebig University Giessen, Germany 2016, Poster im Rahmen

des Kongresses Nucleic Acid Sensing Pathways 2016 in Dresden

94



12. Ehrenwortliche Erklarung

,Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstdndig und ohne unzulassige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemal aus verdffentlichten oder nichtveréffentlichten
Schriften enthommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskiinften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgeflihrten und in der
Dissertation erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten sowie
ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsatze befolgt. Ich
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen
fur Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert. Die vorgelegte Arbeit
wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ahnlicher Form einer anderen
Prufungsbehdrde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prufungsverfahrens
vorgelegt. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen lbernommene
Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird,
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die
direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der
Uberpriifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein

internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich mich einverstanden.”

Ort, Datum Unterschrift

95



13. Danksagung

Ich moéchte mich an erster Stelle bei Herrn Prof. Dr. Preissner fir sein
entgegengebrachtes Vertrauen und die Aufnahme in seine Arbeitsgruppe bedanken. Er
ermoglichte mir einen spannenden Einblick in die naturwissenschaftliche Forschung
und das Wissen Uber den langen Weg zur Gewinnung medizinisch, anwendbarer

Erkenntnisse.

Ich bedanke mich sehr bei Dr. Silvia Fischer fir die wissenschaftliche Betreuung
meiner Arbeit. |hr Engagement und ihre Ratschlage haben wesentlich zur

Fertigstellung dieser Dissertation beigetragen.

Ich danke Jessica, Ute, Barbel, Julia, Barbara, Silke, Uwe, Susanne, Dimitri und
Mareike fir die Einarbeitung in den Laboralltag und jede angenehme
Arbeitsatmosphare mit vielen abwechslungsreichen, auch nichtwissenschaftlichen

Gesprachsthemen.

Frederik danke ich fir jede Fachsimpelei, seine aulergewdhnliche Hilfsbereitschaft

und der gewissenhaften Fortfiihrung dieses Forschungsthemas.

Am Schluss mdchte ich mich ausdrtcklich bei meinen Eltern und meiner Schwester fur
jede familiare Unterstitzung und Firsorge wahrend meines Studiums in Gielen

bedanken.

Vor allem aber danke ich Dir, Judith, fur alle ermunternden Worte, fir zwei

Laborsommer, deine Zeit und Geduld.

96



m VVB LAUFERSWEILER %EKLAG

VVB LAUFERSWEILER VERLAG

STAUFENBERGRING 15 ISBN: 978-3-8359-6600-0
D-35396 GIESSEN

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890

redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de 838351966000






