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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Immunantwort ldsst sich in die angeborene und in die erworbene Immunitit

unterteilen. An den meisten Immunreaktionen sind jedoch beide beteiligt.

1.1.1 Die angeborene Immunitéit

Die angeborene Immunitit, auch als unspezifische Immunitit bezeichnet, wird sofort
nach dem Kontakt mit unterschiedlichen Fremdstoffen aktiv. Hierbei werden zwei
Abwehrmechanismen unterschieden, die humoralen und die zelluldren. Zu den
humoralen Mechanismen zédhlen das Komplementsystem, antimikrobielle Enzym-
systeme, wie z. B. Lysozym und Mediatoren wie Interferone und Interleukine. Zu
den zelluliren Mechanismen der unspezifischen Immunantwort zédhlen Monozyten,
Makrophagen und Granulozyten, die Antigene (immunogene Substanzen) phago-
zytieren und Zytokine freisetzen. Ebenfalls zur angeborenen Immunitidt zédhlen
natiirliche Killerzellen, die bestimmte tumor- oder virusinfizierte Zellen erkennen

und abtoten konnen.

1.1.2 Die erworbene Immunitiit

Die erworbene, auch als spezifische Immunitit bezeichnet, wird, wie der Name
bereits andeutet, vom Korper im Laufe des Lebens erworben. Bei ihr spielen
T-Zellen (T-Lymphozyten) und antikdrperproduzierende B-Zellen (B-Lymphozyten)
eine wichtige Rolle. Man unterscheidet zwei groBe Klassen an T-Zellen: CD8"
T-Zellen (zytotoxische T-Zellen), die virusinfizierte Zellen abtdten, und CD4"
T-Helferzellen, die andere Zellen, wie z. B. B-Zellen oder Makrophagen, aktivieren
konnen. CD4" T-Helferzellen lassen sich wiederum in T-Helfer 1 (Th1)-, T-Helfer 2
(Th2)- und T-regulatorische (Tr) -Zellen unterscheiden.
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1.1.3 B-Lymphozyten

Die fiir diese Arbeit relevanten B-Lymphozyten entstehen und reifen im Knochen-
mark. Sie gehen aus der lymphatischen Vorlduferzelle hervor, die ihrerseits aus der
pluripotenten himatopoetischen Stammzelle entsteht. Nach ihrer Reifung gelangen
die B-Zellen ins Blut und wandern weiter zu den peripheren lymphatischen Organen
(Lymphknoten, Milz und mucosaassoziiertes lymphatisches Gewebe). Auf ihrer
Oberfldache tragen reife B-Zellen den sogenannten B-Zell-Rezeptor, eine membran-
gebundene Form des Antikorpermolekiils. Antikorper (Immunglobuline) sind
Plasmaproteine, die von B-Zellen als Reaktion auf eine Infektion gebildet werden.
Sie binden spezifisch an Molekiile eines Pathogens (Antigen) um andere Zellen und
Molekiile zu mobilisieren und das Pathogen zu zerstéren. Jede B-Zelle exprimiert
Immunglobuline (Ig) einer Spezifitit. Man unterscheidet fiinf Hauptklassen (Iso-
typen) von Antikorpern. Die ersten Antikorper, die bei der humoralen Immunantwort
gebildet werden, sind die IgM Antikorper. Diese befinden sich hauptsdchlich im Blut
und konnen nach Bindung von Antigenen das Komplementsystem aktivieren. IgG
Molekiile werden etwas spiter gebildet und befinden sich im Blut und in extra-
zelluldren Fliissigkeiten. Sie opsonisieren Pathogene fiir die Aufnahme durch
Phagozyten und aktivieren das Komplementsystem. Die in Schleim, Speichel und
Tridnen vorkommenden IgA Antikorper wirken neutralisierend und schiitzen so vor
Infektionen. Die bei allergischen Reaktionen eine bedeutende Rolle spielenden IgE
Antikorper werden durch Rezeptoren auf den Mastzellen gebunden, die als Antwort
auf diese Antigenbindung chemische Mediatoren freisetzen. Bei Allergien, wie z. B.
Asthma und Heuschnupfen, kommt es zur Produktion spezifischer IgE Antikorper
gegen eigentlich harmlose Antigene (Allergene). Ein erneuter Kontakt mit dem
Allergen fiihrt durch Quervernetzung der IgE Antikorper auf den Mastzellen zur
Freisetzung von Mediatoren wie Histamin und damit zu einer allergischen Reaktion
auf das eigentlich ungefdhrliche Antigen. Molekiile der Klasse IgD haben als 16sliche
Antikorper keine Funktion, sie beeinflussen als membranstindiges Molekiil lediglich

die B-Zell-Entwicklung.
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1.1.4 Die Entziindungsreaktion

Die friihe Entziindungsreaktion ist ein Beispiel fiir einen wichtigen unspezifischen
Abwehrvorgang. Dringen Bakterien durch Verletzung der Epitheloberfliche in den
Korper ein, sind diese zuerst dem humoralen Angriff des Komplementsystems
ausgesetzt, das die Bakterien opsonisiert und zerstort. Zweitens konnen bakterielle
Bestandteile von Makrophagen und Neutrophilen, die spezielle Rezeptoren auf ihren
Oberflachen tragen, erkannt, gebunden und phagozytiert werden. Dabei werden
chemische Mediatoren, wie z. B. Zytokine und Chemokine, freigesetzt um weitere
phagozytierende Zellen und Effektormolekiile zum Infektionsherd zu locken. Die
sezernierten Zytokine und Chemokine bewirken eine Reihe von Effekten: Wirme
(lat. calor), Schmerz (lat. dolor), Rotung (lat. rubor), Schwellung (lat. tumor) und
gestorte Funktionen (lat. functio laesa). Gemeinsam verursachen diese einen
Zustand, der klinisch als Entziindung bezeichnet wird.

An der spiteren Entziindungsreaktion sind die Lymphozyten der erworbenen
Immunantwort beteiligt. Sie werden iiber Antigene, die vom Infektionsherd iiber
afferente Lymphbahnen transportiert werden, aktiviert. Abhidngig vom Zytokinmilieu
kann eine humoral oder zelluldr orientierte Abwehrreaktion folgen.

Um eine iiberschieBende Immunreaktion, bei der es zu einer Zell- und Gewebezer-
storung kommen wiirde, zu vermeiden, wirken nach Beseitigung des infektidsen
Agens anti-inflammatorische Mechanismen. Dazu werden vom Korper Glukokorti-
koide produziert, die anti-inflammatorisch wirken, indem sie die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine inhibieren und die Synthese anti-inflammatorischer

Zytokine, wie etwa dem IL-10, aktivieren.

1.2 Zytokine

Zytokine sind definitionsgemill Botenstoffe, die von Zellen, vor allem des Immun-
systems, abgegeben werden und das Verhalten anderer Zellen beeinflussen. Damit
spielen sie bei der interzelluldiren Kommunikation und bei der Vermittlung und
Regulation von immunologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Bei Zytokinen
handelt es sich um einfache, 16sliche Polypeptide oder Glykoproteine mit niedrigem

Molekulargewicht (30 kDa und kleiner), die nicht oder nur in geringem Umfang
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konstitutiv exprimiert werden. Sie werden auf bestimmte Stimuli de novo syntheti-
siert und wirken fiir kurze Zeit tiber kleine und grofe Distanzen. Zytokine wirken,
indem sie an Oberflichenrezeptoren von Leukozyten und anderen Zellen binden.
Zytokinrezeptoren sind hoch-affine Transmembranproteine, die durch ihre Assozia-
tion die Aktivierung von second Messengers, hiufig Tyrosinkinasen, die an sie
gebunden sind, auslésen und so die Genexpression verdndern. Zytokine lassen sich in
Lymphokine (= Zytokine, die von Lymphozyten exprimiert werden) und Monokine
(= Zytokine, die von Monozyten exprimiert werden) unterteilen. Einige Zytokine
werden auch als Interleukine (IL) bezeichnet, da sie die Kommunikation zwischen
den Leukozyten vermitteln. Oft wird ein und dasselbe Zytokin von mehreren
unterschiedlichen Zelltypen exprimiert oder es wirkt auf unterschiedliche Zellen, was
man als Pleiotropie bezeichnet. Ebenso sind Zytokine redundant. Das bedeutet, dass
mehrere verschiedene Zytokine dieselbe Wirkung auf Zielzellen besitzen. Zytokine
wirken autokrin, parakrin und endokrin. Dariiber hinaus konnen Zytokine sowohl
synergistisch als auch antagonistisch wirken.

Zytokine spielen im Entziindungsprozess eine bedeutende Rolle und lassen sich nach
ithren Effekten in pro- und anti-inflammatorische Zytokine unterteilen. Pro-
inflammatorische Zytokine, wie z.B. Tumornekrosefaktor (TNF), Interferon-y
(IFN-y), IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
(M-CSF) und Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)
stimulieren den Entziindungsprozess, wohingegen anti-inflammatorische Zytokine,
wie z. B. IL-10 und Transformierender Wachstumsfaktor (TGF)-p entgegengesetzt

wirken.

1.2.1 Interleukin 10

IL-10 Gen und Protein

Im Jahr 1986 beschriecben Mosmann et al. erstmals in der Maus die beiden CD4"
Subpopulationen Th1 und Th2 (Mosmann et al. 1986). Spiter konnten diese auch im
Menschen nachgewiesen werden (Del Prete ef al. 1991). Die Unterscheidung gelang
aufgrund ihrer Zytokinexpressionsmuster. Fiorentino und Kollegen beobachteten

dann ein Protein, das von Th2 Zellen produziert wird und die Synthese einiger Thl
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Zytokine hemmt, welches sie damals als Cytokine Synthesis Inhibitory Factor (CSIF)
bezeichneten (Fiorentino et al. 1989). Spiter wurde es in IL-10 umbenannt (Moore et
al. 1990). IL-10 wird von T-Zellen, B-Zellen, Monozyten (de Waal Malefyt et al.
1991), Tumorzellen (Dummer et al. 1996; Gastl et al. 1993), Keratinozyten (Enk and
Katz 1992) und dendritischen Zellen produziert. Das reife, etwa 18 kDa schwere,
nicht-glykosilierte humane IL-10 Protein besteht aus 178 Aminosduren und ist sehr
saurelabil. Die Homologie der Aminosdurensequenz betrdgt zwischen Maus und
Mensch ca. 73 %. Die biologisch aktive Form von IL-10 ist ein Homodimer, welches
aus zwei nicht-kovalent gebundenen Untereinheiten besteht. Dariiber hinaus besitzt
IL-10 eine hohe Sequenzhomologie zum BCRFI1 Protein des Epstein-Barr-Virus
(Hsu et al. 1990; Moore et al. 1990; Vieira et al. 1991). Lokalisiert ist das humane
IL-10 Gen auf Chromosom 1q31-q32 (Eskdale ef al. 1997; Kim et al. 1992) und

besteht aus 5 Exons.

Abbildung 1:  Struktur des IL-10 Homodimers: Béanderdarstellung eines IL-10 Dimers.

Disulfidbriicken sind in gelb dargestellt nach Zdanov et al., Fig.1 (Zdanov
et al. 1996).

IL-10 Rezeptor und Signaltransduktion

Der Effekt von IL-10 wird durch die Bindung an einen spezifischen Transmembran-
rezeptor, den IL-10 Rezeptor (IL-10R), vermittelt (Liu et al. 1994). Dieser besteht
aus den zwei, zur Familie der Klasse II-Zytokinrezeptoren gehérenden Unterein-

heiten IL-10R1 und IL-10R2 (oder IL-10Ra und IL-10Rp). Die den Liganden mit
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hoher Affinitit bindende Untereinheit IL-10Ra wird von den meisten hdmato-
poetischen Zellen exprimiert (Ho et al. 1993).

Der am besten charakterisierte IL-10 Signalweg ist der Januskinase/Signaliibertriger
und Aktivatoren der Transkription (Jak/Stat) Signalweg. Zu den iiber diesen Weg
regulierten Genen zdhlen z.B. die Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS)
SOCS-1 und SOCS-3. Die Induktion von SOCS-3 iiber Stat3, induziert durch IL-10,
bewirkt neben einer negativen Feedback Regulation von IL-10 selbst wahrscheinlich
auch die Hemmung des IFN-y Signalwegs (Moore et al. 2001). Neben Stat3 spielen
auch Statl und Stat5 eine Rolle in der IL-10 vermittelten Signaltransduktion, sie sind
jedoch nicht an der inhibitorischen Wirkung von IL-10 beteiligt (Wehinger et al.
1996). Dariiber hinaus beeinflusst IL-10 die Wirkung des Transkriptionsfaktors
NF-xB. In Makrophagen und CD4" T-Zellen inhibiert IL-10 NF-«kB, in CDS8"
T-Zellen fiihrt es zu einer Induktion dieses Transkriptionsfaktors (Mocellin et al.
2004). Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase) Signalweg kann ebenfalls
durch IL-10 aktiviert werden (Crawley et al. 1996). Die molekularen Mechanismen

dieser zusitzlichen IL-10 Signalwege sind weitgehend ungeklart.

Biologische Wirkung von IL-10

Die Hauptfunktion von IL-10 ist es, die Entziindungsreaktion einzuddmmen, d. h.
immunsuppressiv zu wirken. Wie wichtig IL-10 dabei ist, wird an IL-10 Knock-out-
Mausen deutlich, die chronische Darmentziindungen entwickeln (Kuhn et al. 1993).

IL-10 wirkt anti-inflammatorisch indem es die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine (IL-1la, IL-1pB, IL-6, IL-10 selbst, TNF, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, LIF,
PAF), CC Chemokine (z. B. MCP-1, MCP-5, Rantes) und CXC Chemokine (IL-8,
IP-10, MIP-2) durch Makrophagen und Monozyten inhibiert. Daneben reduziert
IL-10 die Expression von MHC II Molekiilen und der kostimulatorischen Faktoren
CD86 und CD80 auf antigenprésentierenden Zellen (APC). Dadurch konnen diese
weniger Antigen prisentieren, was zu einer verminderten Aktivierung von T-Zellen
fiihrt. Als Folge bleibt die Zytokinexpression und Proliferation von CD4" T-Zellen
aus. Die Inhibierung des CD28 Signalwegs durch IL-10 fiihrt auBerdem zur Anergie
dieser Zellen. Damit ist IL-10 ein starker Inhibitor der antigenvermittelten T-Zell

Antwort. Auf CD8" T-Zellen wirkt IL-10 aktivierend, indem es ihre Zytotoxizitit
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und Proliferation steigert. IL-10 fordert durch die Induktion der Expression des anti-
apoptotischen Gens bcl-2 das Uberleben von B-Zellen. Daneben fiihrt es zu einer
gesteigerten Antikorperproduktion dieser Zellen (Moore et al. 2001). In der B-Zell-
Proliferation stellt IL-10 einen wichtigen Kofaktor dar, da es die Expression des hoch
affinen Rezeptors fiir IL-2 auf B-Zellen induziert. AuBerdem ist es am Isotypwechsel
beteiligt. In humanen Zellen konnte andererseits eine Blockade der IgE-Produktion
durch IL-10 gezeigt werden (Punnonen et al. 1993). Auch ist die Desensibilisierung
bei Allergikern, die eine IgE-vermittelte Reaktion zeigen, mit einer erhohten IL-10
Produktion verbunden (Akdis et al. 1998).

IL-10 inhibiert die IFN-y und TNF Produktion durch NK Zellen. Weiter induziert es
die Lyse von infizierten Zellen (Mocellin et al. 2004).

IL.-10 und Erkrankungen

IL-10 spielt aufgrund seiner anti-inflammatorischen Eigenschaften bei der Ent-
wicklung von Infektionen eine wichtige Rolle. Sowohl zu viel als auch zu wenig
IL-10 fithren zu einer unausgeglichenen Immunantwort und damit zur Krankheit. In
IL-10-transgenen Méusen bzw. Maiusen, denen IL-10 verabreicht wurde, ist die
Immunantwort auf Pathogene stark beeintridchtigt. Die Neutralisation von IL-10
durch Antikorper fiihrt in den Tieren jedoch wieder zu einer Immunantwort, bei der
die Erreger beseitigt werden. Patienten mit chronischen Entziindungen, wie z. B.
AIDS, Malaria und Candidiasis, besitzen hohe Mengen an IL-10 in Blut und
Gewebe, was dazu fiihrt, dass ihre Leukozyten nicht hinreichend auf eine Infektion
reagieren. Ebenfalls triagt IL-10 zur Toleranz von Selbstantigenen bei. In Auto-
immunerkrankungen, wie z. B. der Insulinabhingigen Diabetes mellitus (IDDM) und
der rheumatoiden Arthritis (RA), die durch eine Hyperaktivitit von Thl Zellen
verursacht wird, wirkt IL-10 durch seinen hemmenden Effekt auf Thl Zellen
protektiv. Auch bei Transplantationen spielt IL-10 eine wichtige Rolle. Zahlreiche
Studien haben gezeigt, dass IL-10 eine AbstoBung des Transplantates verhindert.
Asthma und Allergien sind durch eine von Th2 Zellzytokinen verursachte Infiltration
von Eosinophilen, Basophilen und Mastzellen in die Schleimhaut und einer erhohten
Produktion von IgE Antikorpern gekennzeichnet. Betroffene exprimieren weniger

IL-10 als Gesunde. IL-10 Knock-out-Miuse entwickeln eine experimentelle
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allergische Encephalomyelitis (EAE) und sind gegen Infektionen resistent (Bettelli et
al. 1998; Dai et al. 1997). SchlieBlich treten bei Karzinomen, Melanomen und
Lymphomen erhohte IL-10 Expressionsspiegel auf, die moglicherweise die Immun-
abwehr gegen die maligne Erkrankung inhibieren und so das Tumorwachstum

fordern (Mocellin et al. 2004; Zhou et al. 2005).

1.3 Regulation der Zytokingenexpression

Die Regulation der Zytokinexpression kann a) transkriptionell, b) durch Beein-
flussung der mRNA Stabilitit oder c) post-translational wie z.B. durch
proteolytische Spaltung erfolgen (Black et al. 1991 ; Powell et al. 2000). Dabei
erfolgt die Transkriptionsregulation vieler pro-inflammatorischer Gene (z. B. TNF,
IL-1B8, GM-CSF) und induzierbarer Enzyme (z. B. COX-2 und iNOS) iiber den
ubiquitdr exprimierten Transkriptionsfaktor Nuclear Factor-kB (NF-xB). Weitere
Signaltransduktionswege durch die die Transkription von Zytokinen erfolgt sind der
Smad- und der Januskinase/Signaliibertriger und Aktivatoren der Transkription

(Jak/Stat) Signaltransduktionsweg (Hanada and Yoshimura 2002).

1.3.1 Der humane IL-10 Promotor

Die Expression von IL-10 wird weitgehend iiber seinen Promotor geregelt. Die
Arbeitsgruppe von Kube veroffentlichte 1994 die 2700 bp lange Promotorsequenz
des humanen 1L-10 Gens (hIL-10). Bei ihrer Suche nach Sequenzmotiven, die fiir die
Regulation der Transkription von Bedeutung sein konnten, fanden sie eine Reihe
potenzieller Bindemotive, wie z. B. AP-1, PEA1, YY1, SP1 und GRE. Dariiber
hinaus definierten sie durch die Untersuchung der konstitutiven IL-10 Expression im
Burkitt Lymphom den MinimalPromotor und zwei weitere regulatorische Sequenz-
bereiche (Kube ef al. 1995). Im gleichen Jahr untersuchten Platzer et al. den hIL-10
Promotor. Da sie keine NF-kB Bindestelle finden konnten, beschrieben sie einen
NF-«B unabhingigen Mechanismus fiir die Induktion des 1L-10 Gens durch TNF.
Sie beobachteten jedoch, dass Substanzen, die die intrazellulire cAMP Menge
erhohen, in LPS stimulierten Makrophagen zu einer gesteigerten 1L-10 Expression

fiihrten (Platzer et al. 1995). In einer spdteren Arbeit beschrieben sie vier cyclische
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Adenosin-Monophosphat (cAMP)-Responsive Elements (CRE1-4) im IL-10
Promotor. Sie postulierten, dass die durch intrazellulires cAMP aktivierten Tran-
skriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 an die CRE1 und CRE4 Bindemotive im IL-
10 Promotor binden und dadurch die Genexpression beeinflussen (Platzer et al.
1999). Bondeson et al. stiitzten durch ihre Studie, in der sie den Transkriptionsfaktor
NF-kB durch adenovirales IxBa in Makrophagen hemmten, die These einer NF-xB
unabhidngigen Induktion der IL-10 Genexpression (Bondeson et al. 1999). Erstmals
zeigten Benkhart et al., dass in der B-Zelllinie RPMI 8226.1, die Expression von
IL-10 nach Stimulation mit LPS durch den Transkriptionsfaktor Stat3 reguliert wird,
der direkt an eine Sequenz bei -120 bp im Promotor an die DNA bindet. Die
Induktion erfolgte auch hier ohne die Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-kB.
Der Promotor enthilt ein SP1 Bindemotiv bei -145 bp vom Transkriptionsstart.
Mutationsanalysen zeigen jedoch, dass dieses keine Rolle fiir die Induktion von IL-
10 in der B-Zelle spielt (Benkhart et al. 2000). Die Beteiligung von Spl an der
Induktion von IL-10 scheint speziesabhingig und gewebsspezifisch zu sein. Ma et al
zeigten kurze Zeit spiter in Transfektionsexperimenten in der myelo-monozytédren
Zelllinie THP-1, dass der Transkriptionsfaktor SP1 maBgeblich an der Induktion des
hIL-10 Promotors durch LPS beteiligt ist (Ma et al. 2001). In der gleichen Zelllinie
beschrieben Huang et al., dass nach Stimulation mit LPS IRAK1 den Transkriptions-
faktor Stat3 aktiviert und dieser dann vermehrt an den Promotor bindet. Auch IRAK1
selbst kann an den Promotor binden (Huang et al. 2004). Brenner et al. zeigten in
einer ihrer Arbeiten, dass die durch B-Adrenergika induzierte Transkription von
IL-10 stark von c/EBP-a abhingig ist (Brenner et al. 2003). Wihrend IFN-y die
IL-10 Genexpression inhibiert (Chomarat et al. 1993), wird sie durch IFN-a induziert
(Aman et al. 1996). Hierbei wirkt IFN-o hauptsédchlich iiber den Transkriptions-
faktorkomplex ISGF (Statl + Stat2 + p48) und den IFN regulatorischen Faktor-1
(IRF-1) (Darnell et al. 1994). Daneben wurde aber auch gezeigt, dass IFN-a Stat3
durch Phosphorylierung am Tyrosin-Rest aktiviert und in Folge Protein-DNA-
Komplexe entstehen, welche Stat3 enthalten (Yang et al. 1996). Cao et al, identi-
fizierten c-Maf als einen indirekter Faktor, der die IL-10 Genexpression nach
Stimulation mit IFN-y bzw. LPS iiber andere Transkriptionsfaktoren beeinflusst (Cao
et al. 2002). An diese Ergebnisse ankniipfend, identifizierten Ziegler-Heitbrock et al.
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im IL-10 Promotor ein IRF-1 Bindemotiv (-180 bp vom Transkriptionsstart).
Aufgrund der Induktion der B-Zelllinie RPMI 8226.1 durch IFN-a, binden die
Transkriptionsfaktoren IRF und Stat3 an den IL-10 Promotor. IRF allein kann jedoch
den Promotor nicht transaktivieren, da eine Transaktivierung nur in Kooperation mit

Stat3 erfolgt (Ziegler-Heitbrock et al. 2003).

1.4 Der Jak/Stat Signaltransduktionsweg

Der Januskinase/Signaliibertrager und Aktivatoren der Transkription (Jak/Stat)
Signalweg {iibertrdgt die Signale vieler Zytokine und Wachstumsfaktoren und ist
deshalb von grofer Bedeutung fiir die Regulation des Immunsystems. Im einfachsten
Fall setzt er sich aus den folgenden drei Komponenten zusammen: einem membran-
gebundenen Zelloberflachenrezeptor der Zytokinrezeptor-Superfamilie, einer
rezeptorassoziierten Tyrosinkinase der Familie der Januskinasen (Jaks) und einem
Stat (Signal transducers and activators of transcription) Transkriptionsfaktor
(Abbildung 2). Die membrangebundenen Zelloberfldchenrezeptoren der Zytokinre-
zeptor-Superfamilie bestehen aus mehreren Untereinheiten, die als Homodimere oder
Heteromultimere vorliegen und an ihrer ins Zytoplasma reichenden Doméne mit
Januskinasen assoziiert sind. Durch die Bindung eines Liganden multimerisieren die
Rezeptoruntereinheiten, die Kinasen phosphorylieren sich gegenseitig. Die so
aktivierten Kinasen phosphorylieren im Anschluss weitere Proteine, darunter
hauptsidchlich Stat Transkriptionsfaktoren, die im Zytoplasma vorliegen. Diese
konnen im Anschluss dimerisieren, in den Kern wandern, an spezifische regulatori-
sche Sequenzen binden und die Transkription ihrer Zielgene aktivieren oder repri-

mieren (Hanada and Yoshimura 2002; Rawlings et al. 2004).
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Abbildung 2:  Der Jak/Stat Signalweg nach Aktivierung durch ein Zytokin.

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Ziegler-Heitbrock.

1.4.1 Die Stat Proteine

Die Familie der Stat Transkriptionsfaktoren umfasst sieben Mitglieder (Statl, -2, -3,
-4, -5a, -5b und -6). Alle Mitglieder sind zwischen 750 und 800 Aminosduren lang
und bestehen aus fiinf Dominen (Abbildung 3). Die N-terminale Doméne ist an
Wechselwirkungen mit Koaktivatoren der Transkription, wie z. B. CBP/p300, und
dem nukledren Import beteiligt. Die coiled-coiled Doméne ist fiir Protein-Protein
Interaktionen, die Bindung an den Rezeptor und den nukledren Export wichtig. Fiir
die Bindung der Stat Molekiile an die DNA in der Promotorregion der Zielgene ist
die DNA-Bindedoméne (DBD) unerlésslich. Die sich anschlieende Linker-Doméne
ist fiir die Tertidrstruktur verantwortlich. Die SH2-Domiine vermittelt zusammen mit
der Phosphorylierung eines konservierten Tyrosinrests durch Jaks die Dimerisierung
von Stat Proteinen. Daneben vermittelt die SH2-Doméne die Bindung an den
Rezeptor. Die C-terminale Transaktivierungsdomine ist an der Aktivierung der
Transkription beteiligt. Vermutlich ist die Phosphorylierung eines konservierten
Serinrests in dieser Domédne mit an der Regulation der Transkription beteiligt. Ob
dies jedoch fiir alle Stat Proteine gilt, ist noch unklar (Imada and Leonard 2000;
Kisseleva et al. 2002).

11
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Abbildung 3:  Stat Protein Struktur nach Stephanou, Fig. 1 (Stephanou 2004).

Das fiir diese Arbeit wichtige Stat3 Protein wird von den meisten Zelltypen ex-
primiert und durch eine Vielzahl verschiedener Zytokine (Mitglieder der IL-6
Familie, Leptin, IL-10, IFNs), Wachstumsfaktoren und Onkogene aktiviert. Je nach
Zelltyp werden unterschiedliche Gensets durch Stat3 aktiviert. Besonders wichtig
scheint der Transkriptionsfaktor in der embryonalen Entwicklung zu sein, da Stat3
Knock-out-Méuse nicht lebensfihig sind. Es existieren zwei Isoformen von Stat3, die
durch alternatives Splicen entstehen: Stat3a und Stat3p. Letzteres ist um die
C-terminale Aktivierungsdoméine verkiirzt. Dennoch zeigten Maritano et al., dass
beide Isoformen in der Lage sind, die Transkription zu aktivieren (Maritano et al.

2004).

1.5 Glukokortikoide

Glukokortikoide (GC) sind fiir die Behandlung vieler Krankheitsbilder von grofer
Bedeutung. Sie werden in den Zellen der Nebennierenrinde aus Cholesterol syntheti-
siert. Aufgrund ihrer entziindungshemmenden und immunsuppressiven, bzw. immun
modulierenden Eigenschaften spielen sie bei der Eindammung der Ent-
ziindungsreaktion eine bedeutende Rolle. Daneben regulieren sie weitere physio-
logische Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Zusammen mit
den Gestagenen, den Androgenen, den Ostrogenen und den Mineralkortikoiden
gehoren Glukokortikoide zu den fiinf Hauptklassen der Steroidhormone. Ihre
Wirkung entfalten Glukokortikoide, die aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaft durch
die Plasmamembran diffundieren, iiber die Bindung an Glukokortikoidrezeptoren

(GR) im Zytoplasma der Zelle.
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Das in dieser Arbeit verwendete Methylprednisolon ist ein synthetisch hergestelltes
Cortisolanalogon. Prednisolon unterscheidet sich von Cortisol durch eine zusétzliche
Doppelbindung im Ring A (A’-Dehydrocortisol). Durch Methylierung entsteht
Methylprednisolon (Abbildung 4).

CH,

Abbildung 4:  Strukturformel des verwendeten 6a-Methylprednisolons.

1.5.1 Der Glukokortikoidrezeptor

Der Glukokortikoidrezeptor (GR) ist ein nukledrer Rezeptor und gehort zur Familie
der Steroidhormonrezeptoren. Die zwei Isoformen GRa und GRp entstehen durch
alternatives Splicen desselben Gens. GRa besteht aus 777 Aminosduren, kann
Glukokortikoide binden und in Folge die Transkription von Genen beeinflussen. Im
Gegensatz dazu bindet der nur 742 Aminoséduren lange GRp keine Glukokortikoide.
Die genaue Funktion von GRJ ist noch unklar, es gibt aber Hinweise darauf, dass er
die Wirkung von GRa blockiert und somit zu einer Glukokortikoid Resistenz beitrigt
(Smoak and Cidlowski 2004). GRa wird von fast jeder Saugetierzelle exprimiert und
besteht aus drei Doménen (Abbildung 5). Die Transaktivierungsdomédne am
N-Terminus, die eine Aktivierungsdomine (AF-1) enthilt, eine DNA-Bindedomine
in der Mitte, die unter den Rezeptoren hoch konserviert ist und zwei Zinkfinger-
motive enthilt und eine Hormon-Bindedoméne am C-Terminus. Letztere ist fiir die
Bindung von Heatshockproteinen verantwortlich, die den Rezeptor in einem
inaktiven Zustand halten. Daneben enthilt sie auch eine Kernlokalisierungssequenz
und eine Liganden abhingige Aktivierungsdomine (AF-2) (Kumar and Thompson

1999).

13
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Abbildung 5:  Struktur des GRa Proteins nach Smoak et al. Fig 1 (Smoak and Cidlowski
2004).

1.5.2 Transkriptionsregulation durch Glukokortikoide

In Abwesenheit eines Liganden liegt der Glukokortikoidrezeptor im Zytoplasma in
einem inaktiven Multiproteinkomplex vor, der aus den Heatshockproteinen 90
(hsp90), hsp70, hsp56, hsp40, einem niedrig molekularen Protein (p23) und einigen
Immunophilinen besteht (Pratt and Toft 1997). Die Bindung des Liganden (GC)
verursacht eine Konformationsidnderung des Rezeptors, der daraufhin vom be-
schriebenen Komplex dissoziiert und in den Kern wandert. Dort bindet er entweder
als Homodimer allein oder zusammen mit anderen Proteinen (Koaktivatoren) direkt
an eine als Glukokortikoid Responsive Element (GRE) bezeichnete DNA Sequenz in
der Promotor Region des zu regulierenden Gens. Das GRE ist eine palindromische
Sequenz aus 15 bp (AGAACAnnnTGTTCT; n steht fiir ein beliebiges Nukleotid)
(Almawi and Melemedjian 2002). Fiir die Aktivierung der Transkription durch
Glukokortikoide ist die Anzahl der GREs und ihr Abstand zur TATA-Box von
Bedeutung (Jantzen et al. 1987; Wieland et al. 1990). Die zusitzliche Bindung von
Koaktivatoren wie CBP/p300, P/CAF und SRC-1 vermitteln die Bindung an die
basale Transkriptionsmaschinerie und erleichtern so die Transkription.

Die Inhibierung der Transkription durch GC kann wie im Fall des Osteocalcin Gens
durch die Bindung an negative GRE Elemente (nGRE) erfolgen. Dadurch wird die
Bindung des TATA Box Binding Proteins (TBP) verhindert, da dessen Bindestelle
mit dem nGRE iiberlappt. Nur wenige durch GC regulierte pro-inflammatorische
Gene enthalten jedoch ein nGRE (Meyer et al. 1997; Morrison and Eisman 1993).
Haufiger erfolgt die Inhibierung der Transkription aber durch Protein-Protein

Wechselwirkungen zwischen dem GRa und Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und
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NF-kB. Auf diesem Weg werden die Zytokine TNF, GM-CSF, IL-1p, IL-2, IL-3,
IL-6, IL-8 und IL-11 (Almawi and Melemedjian 2002), die Chemokine MIP und
Rantes, die Enzyme iNOS und Cox-2 sowie die Adhédsionsmolekiile ICAM-1 und
VCAM-1 reguliert. Dariiber hinaus konnen Glukokortikoide auch die Signaltrans-
duktion iiber andere Signalwege wie z. B. den p38/MAPK Signalweg (Lasa et al.
2002; Shuto et al. 2002) beeinflussen. Durch die Interaktion des GRo mit Mit-
gliedern der Stat Familie konnen GC neben einer Repression auch zu einer
Aktivierung von Genen der Immunantwort fithren. Daneben konnen Glukokortikoide
zusammen mit dem GR die Phosphatidylinositol-3-hydroxykinase (PI3K) aktivieren
(Hafezi-Moghadam et al. 2002). SchlieBlich konnten Interaktionen des GRo mit
Transkriptionsfaktoren der Smad Familie, die hiufig durch den TGF-} Signaltrans-

duktionsweg aktiviert werden, nachgewiesen werden (Smoak and Cidlowski 2004).
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Abbildung 6:  Aktivierung und Repression der Transkription durch GRa nach Smoak et
al. Fig 2 (Smoak and Cidlowski 2004)
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1.6 Einfluss von Glukokortikoiden auf die IL-10 Genexpression

Gayo et al. konnten in ihrer Studie an Patienten mit Multipler Sklerose zeigen, dass
die Verabreichung von Steroiden (Methylprednisolon) zu einer Induktion von IL-10
mRNA in den PBMC, sowie zu einer erhohten Menge von IL-10 Protein im Serum
der Patienten fiihrt. Die Induktion von IL-10 mRNA und Protein konnten sie
ebenfalls in vitro an PBMC von gesunden Personen, nach Stimulation mit Methyl-
prednisolon zeigen (Gayo et al. 1998). In in vitro Experimenten von Richards et al.
wurde demonstriert, dass Glukokortikoide (Dexamethason) die Produktion von IL-10
mRNA und Protein in menschlichen CD4" und CD8" T-Zellen induzieren. Verstirkt
wird der Effekt durch Zugabe von IL-4 (Richards et al. 2000). Barrat et al. zeigten,
dass naive CD4" T-Zellen, die mit Vitamin D3 und Dexamethasone stimuliert
werden, zu IL-10 produzierenden regulatorischen T-Zellen differenzieren (Barrat et
al. 2002). In LPS stimulierten Alveolarmakrophagen induzierte inhaliertes Budeso-
nid sowohl IL-10 Protein als auch IL-10 mRNA (John er al. 1998). Visser et al.
beschrieben in ihrer Arbeit, abhidngig vom jeweiligen Spender, einen
stimulatorischen Effekt von physiologischen Mengen an Glukokortikoiden auf IL-10
nach LPS Stimulation der PBMC (Visser ef al. 1998). Mozo et al. konnten zeigen,
dass in PBMC und Monozyten, nicht aber in T- und B-Zellen, nach Vorinkubation
mit Dexamethasone eine erhohte IL-10 Proteinmenge nachweisbar war. In Mono-
zyten konnte auch eine Induktion der IL-10 mRNA Menge nachgewiesen werden.
Diese Effekte wurden auch fiir andere Glukokortikoide, darunter Methylprednisolon,
gezeigt (Mozo et al. 2004). Hodge et. al. zeigten, dass hohe Prednisolon-
konzentrationen (10> M) in mit LPS stimulierten Makrophagen zu einer Unter-
driickung der IL-10 Genexpression fithren. Im Gegensatz dazu fiithren jedoch
niedrige Prednisolonkonzentrationen (10'9 M und 107" M) zu einer Induktion der
Expression von IL-10 (Hodge ef al. 1999). Alveolarmakrophagen, die mit Methyl-
prednisolon inkubiert wurden, zeigten nach Stimulation mit LPS eine deutlich
erhohte Menge an IL-10 Protein und IL-10 mRNA. Allein durch die Induktion durch
Methylprednisolon konnte aber nur eine erhohte IL-10 mRNA, nicht jedoch IL-10

Protein Produktion nachgewiesen werden (Frankenberger et al. 2005). Bei all diesen
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Untersuchungen bleibt unklar, iiber welchen molekularen Mechanismus Glukokorti-

koide das IL-10 Gen induzieren.

1.7 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den Mechanismus der Induktion von IL-10 durch Gluko-
kortikoide anhand des Modells einer B-Zelllinie ndher zu charakterisieren. Dabei
sollen die an der Induktion durch Glukokortikoide beteiligten Transkriptionsfaktoren

und DNA Motive identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Gerit

Firma

Bakterienschiittler (Thermoshake)
- Counter (2100TR)

Brutschrank
Elektrophoresekammer Horizon® 11 14
Elektrophoresekammer (15-17)
ELISA Reader (Spectra Count™)
Geltrockner (583)

Kamera (MP-4)

LightCycler

Luminometer

Mikroskop (ID 03)
Rontgenfilmkassette
Spannungsgerit (LNG 350-03)
Spannungsgerit (ST606T)
Spectrophotometer (ND-1000)
Thermomixer (S436)
Thermocycler Touch Down
Ultraschallgerit (Sonopuls GM70)
Ultraschall Wasserbad (Sonarex RK 100H)
UV-Transilluminator (TS-20E)
Vortexer (MS 2 Minishaker)
Zihlkammer

Zentrifuge (3K15)
Zentrifuge (1K15)
Zentrifuge (1-15)
Zentrifuge (Avanti J-25)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Gerhardt, Konigswinter
Packard, Leipzig

Binder, Tuttlingen

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Packard, Leipzig

Bio Rad, Miinchen

Polaroid, Dreieich-Sprendlingen
Roche, Mannheim

Berthold, Pforzheim

Zeiss, Jena

Kisker, Steinfurt

Heinzinger, Rosenheim
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
NanoDrop®, Kisker, Steinfurt
Eppendorf, Hamburg
Hybaid, Heidelberg
Bandelin, Berlin

Bandelin, Berlin

Uniequip, Martinsried

IKA®, Staufen

Neubauer improved, Hecht Assistent,
Sondheim

Sigma, Osterode

Sigma, Osterode

Sigma, Osterode

Beckmann Coulter, Krefeld

Material Bestellnummer Firma

Blotting-Papier #3030-347 Schleicher & Schuell,
Wiirzburg

Einmalreaktionsgefi3 0,5 ml  #0030120086 Eppendorf, Hamburg

Einmalreaktionsgefid3 1,5 ml  #0030121023 Eppendorf, Hamburg

Einmalreaktionsgefi 15 ml #188261 Greiner, Frickenhausen

Einmalreaktionsgefif3 50 ml #227.261 Greiner, Frickenhausen
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Einmalspritze 20 ml

Einmalspritze 50 ml
LightCycler Kapillaren

#4200.000V0

#300865
#11909339001

Henke Sass Wolf GmbH,
Tuttlingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Roche, Mannheim

LS Sédule (MidiMACS) #130-042-401 Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach
Nylonsieb (100 um) #35236 BD Falcon, Heidelberg
Rontgenfilm (18 x 24 cm) #XA09.180240100 Dieter Lindhardt, Miinchen
Polaroid Film #F4638-2EA Sigma, Taufkirchen
Ultrafilter (Ultra Steriset) #8394189 Gambro Hospal GmbH,
Martinsried
Zellkulturflaschen (75cm®) #3275 Costar, Bodenheim
Zellkulturlochplatten 6-Loch #3506 Costar, Bodenheim
Zellschaber #3010 Costar, Bodenheim
2.1.3 Chemikalien
Chemikalien Bestellnr. Firma
Aquageg. #82479E B. Braun, Melsungen
Acrylamid/Bisacrylamid #130301 Appligene, Heidelberg
Agarose #161-3102 BioRad, Miinchen
ALLN (Calpain Inhibitor 1) #A-6185 Sigma, Taufkirchen
Antipain #A-6191 Sigma, Taufkirchen
Aprotinin #A-6279 Sigma, Taufkirchen
APS (=Ammoniumperoxodisulfat)  #1.01201.01400  Merck, Darmstadt
Borsidure #B-6768 Sigma, Taufkirchen
Bradford-Reagenz #500-0006 BioRad, Miinchen
BSA (Bovines Serum Albumin) #A-2153 Sigma, Taufkirchen
Chloroform #C-2432 Sigma, Taufkirchen
Chloroform/Isoamylalkohol #P-2069 Sigma, Taufkirchen
DEPC (= Diethylpyrocarbonat) #D-5758 Sigma, Taufkirchen
DMSO (= Dimethylsulfoxid) #D-8418 Sigma, Taufkirchen
DNA Marker VI 0,15-2.1 kbp #1062590 Roche, Mannheim
DNA Marker XVII 500 bp ladder #1855646 Roche, Mannheim
DTT (=Dithiothreitol) #19474 Merck, Darmstadt
ECL™ Western Blotting #RPN2106 Amersham
Detection Reagents Biosciences, Freiburg
EDTA (=Ethylendiamintetra- #E-5143 Sigma, Taufkirchen
essigsdure)
EGTA #E-3889 Sigma, Taufkirchen
Ethanol #1.00983.1000 Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid #E-2515 Sigma, Taufkirchen
FCS (= Fotales Kilberserum #S 0115 Biochrom, Berlin
Lot 3718, 477U)
Formaldehyd #F-8775 Sigma, Taufkirchen
dATP #58002027-01 Roche, Mannheim
dCTP #58002028-01 Roche, Mannheim
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dGTP

dTTP

Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder
Glycerin

Glycine

Glycogen

Heparin-Natrium

HEPES

Hyperfilm™ ECL, 18 x 24 cm

Igepal CA-630

Isopropanol

KH,POg4

Leupeptin- Acetat

Leupeptin- Propionyl
L-Glutamin

LiCl

LPS (=Lipopolysaccharid, aus
S. minnesota)

LymphoPrep
2-Mercaptoethanol
6a-Methylprednisolon
Magermilchpulver

Methanol

MgCl, Solution

Mifepristone (= RU-486)
Mineralol

NaAc

NaCl

NaDOC

NaHCO;3
Nicht-essenzielle-Aminosiduren
Nitrocellulosemembran
Hybond™ECL™

N,N,N",N" Tetramethylethylene-
diamine (TEMED)

NuPage™ Bis-Tris-Gele (4-12 %)
NuPage™ MOPS-SDS Puffer
NuPage™ Transferpuffer
Oligo d(T)6

OPI-Supplement

10 x PCR Buffer II

PCR Reagent iQ™ SYBR® Green
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin A

Phenol Solution

#58002030-01
#58002031-01
#SM0243
#G-5516
#G-7403
#G-0885
#2047217 N1
#1.10110.0025
#RPN3103,

#I-3021
#1-9516
#04873
#1.-2023
#L.-3402
#25030-024
#L-9650
#1.-6261

#1053980
#M-3148
#M-0639
#1.15363
#1.06009.2500
#E05274
#M-8046
#M-5904
#S-5636
#S-9625
#D-6750
#S-8875
#11140-35
#RPN78D

#T-9281

#NP0329BOX
#NP00O1
#NP0006
#N8080128

#0-5003
#D03434

#10003253RevA

#15140-114
#P-4265
#P-4557
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Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leonrot
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Amersham
Biosciences, Freiburg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Gibco®, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Nycomed Pharma, Oslo
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Gibco®, Karlsruhe
Amersham Biosciences,
Freiburg

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Applera Deutschland
GmbH, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
BioRad, Miinchen
Gibc0®, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
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Protease Inhibitor Cocktail (=PIC)  #11697498001 Roche, Mannheim

PMSF (= Phenylmethylsulfonyl- #P-7626 Sigma, Taufkirchen

fluorid)

Poly(dI-dC) #27-7880-02 Amersham,Freiburg

Polymyxin B Sulfate #P-1004 Sigma, Taufkirchen

Protein A/G Plus-Agarose Sc-2003 Santa Cruz Biotec,
Heidelberg

Puffer B (10 x) #1417967 Roche, Mannheim

RNase Inhibitor #58002110-01 Roche, Mannheim

Rontgen-Entwickler-Konzentrat #00011 Adefo Chemie GmbH,
Niirnberg

Rontgen-Fixierer-Konzentrat #00064 Adefo Chemie GmbH,
Niirnberg

RPMI 1640-Medium #F1415 Biochrom KG, Berlin

SDS #1.-5750 Sigma, Taufkirchen

SeeBlue® Plus2-Marker LC5925 Invitrogen, Karlsruhe

TRI Reagent #1-9424 Sigma, Taufkirchen

TRIS-Base (= Tris (hydroxymehyl)- #T-6791 Sigma, Taufkirchen

aminomethan)

Triton X-100 (= Octyl Phenoxy #T-6878 Sigma, Taufkirchen

Poly-ethoxyethanol)

Trypanblau #T-8154 Sigma, Taufkirchen

Tween® 20Atlas #2323003 Wasserfuhr, Bonn

2.1.4 Kommerzielle Komplettsysteme

Kits Firma

Dual-Luciferase® Reporter Assay System #E1910 Promega, Mannheim
LightCycler FastStart DNA Master

SYBR Green I Kit #12239264004 Roche, Mannheim
PeliKine CompactTM Human IL-10 #M1910 Sanquin, Amsterdam
ELISA Kit

ProFection®Mammalian Transfection

System

DEAE-Dextran #E1210 Promega, Mannheim
QIAquick Nucleotide Removal Kit #28304 Quiagen, Hilden
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2.1.5 Enzyme

Enzym Bestellnr. Firma

Klenow-Enzym #1008404 Roche, Mannheim

MuLV Reverse Transkriptase ~ #G00272 Roche, Mannheim

RNase Inhibitor #E12852 Roche, Mannheim

Restriktionsenzyme: BamH 1 #220612 Roche, Mannheim
Eco RI #1175084 Roche, Mannheim
Hind III #656313 Roche, Mannheim
Kpn I #899186 Roche, Mannheim
Pvu I1#650137 Roche, Mannheim
Sal 1#348783 Roche, Mannheim
Xho I #R6161 Promega, Mannheim

2.1.6 Radionukleotide

Radionukleotid Bestellnr. Firma

[a-"P]-dATP #AA0004 Amersham, Freiburg

2.1.7 Antikorper

Antikorper Bestellnr. Firma

anti-Actin, anti-human, Kanin- #A-2066 Sigma, Taufkirchen

chen, polyclonal

anti-Kaninchen IgG (ganzes #A-0545 Sigma, Aldrich

Molekiil)

anti-mouse CD19 MicroBeads 130-052-201  Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch-Gladbach

130-092-042  Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch-Gladbach

130-050-301  Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch-Gladbach

BD Pharmingen™, Heidelberg

anti-mouse CD19-FITC
anti-human CD19 MicroBeads

anti-mouse CD19-FITC IgG,x #555412

anti-IgG sc-2027 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

anti-Stat3 (C-20): sc-482 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

anti-TATA Box binding protein
(anti-TBP)

(Ruppert et al. 1996)
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2.1.8 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von AG BIODV an der GSF in Neuher-

berg bzw. von der Firma MWG in Ebersberg synthetisiert. Das Lyophilisat wurde in

200 pl HyOgest gelost und auf 15 uM verdiinnt.

Anwendung

Sequenz in 5°->3" Orientierung

Produktliinge

ChIP

EMSA

LightCycler PCR

human H2B Promotor
TTGCATAAGCGATTCTATATAAAAGCG
ATAAAGCGCCAACGAAAAGG

human IL-10 Promotor

TAG AGA AGG AGG AGC TCT AAG CAG
AGG CCT CTT CATTCA TTA AAA AGCC
human Myoglobin

AAG TTT GAC AAG TTC AAG CAC CTG
TGG CAC CAT GCT TCT TTA AGT C

LS4

AGC TAT CCT GTG CCG GGA AACC
TCG AGG TTT CCC GGC ACAGGAT
o-Enolase

GTT AGC AAG AAA CTG AAC GTC ACA
TGA AGG ACT TGT ACA GGT CAG

IL-10

GCC TAA CAT GCT TCG AGA TC

TGA TGT CTG GGT CTT GGT TC

2.1.9 Bakterienstaimme und Zelllinien

XL1-Blue Supercomptent ~ #200236 Stratagene

Cells
RPMI 8226.1

76 bp

80 bp

76 bp

619 bp

204 bp

Humane B-Zelllinie aus einem Patienten

mit multiplem Myelom.

Die A- leichte Kette positiven Zellen

wachsen adhirent.
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2.1.10 Plasmide

Alle Konstrukte sind in Benkhart et al. und Ziegler-Heitbrock et al. (Benkhart et al.
2000; Ziegler-Heitbrock et al. 2003) beschrieben.

Plasmid eingesetzte Konzentration
phRG-TK Vector 200 ng/ml
pIL-10(-1044).luci 500 ng/ml
L.S4(Stat3 Trimer) 1 pg/ml
pIL-10(-195)wt.luci 1 pg/ml
pIL-10(-195)Stat,.luci 1 pg/ml
pIL-10(-195)IRF,,.luci 1 pg/ml
pIL-10(-195)Stat,,+IRFy,.luci 1 pg/ml
pIL-10(-150)wt.luci 1 pg/ml
3xkB.luci 200 ng/ml
pIL-10(-150 (LS 1m-LS9m).luci 1 pg/ml

2.1.11 Losungen und Puffer

Losung / Puffer Zusammensetzung
Ablosepuffer (Western Blot) 62,5 mM Tris/HCL
2 % SDS
H,O reinst

pH 6,7, vor Gebrauch autoklavieren
2-Mercaptoethanol 800 ul/100 ml Ablosepuffer

Bindepuffer (10 x BB) 1 M TrisHCI pH 7,5
5 M NaCl
0,5 M EDTA
50 % Glycerol
autoklavieren

ChIP Puffer A 0,1 M NaCl
1 mM EDTA pH 8
0,5 mM EGTA pH 8
50 mM HEPES pH 7,6
ad 200 ml HyOge
vor Gebrauch HCHO (Endkonz. 11 %) zufiigen
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ChIP Puffer B 0,25 % Triton X-100
10 mM EDTA pH 8
0,5 mM EGTA pH 8
20 mM HEPES pH 7,6
ad 1000 ml Hzodest

ChIP Puffer C 0,15 M NaCl
1 mM EDTA pH 8
0,5 mM EGTA pH 8
50 mM HEPES
ad 1000 ml Hzodest

ChIP Waschpuffer 1 0,1 % SDS
0,1 % NaDOC
1 % Triton X-100
0,15 mM NaCl
1 mM EDTA pH 8
0,5 mM EGTA pH 8
20 mM HEPES pH 7,6
ad 400 ml HyOgeg

ChIP Waschpuffer 2 0,1 % SDS
0,1 % NaDOC
1 % Triton X-100
0,5 M NaCl
1 mM EDTA pH 8
0,5 mM EGTA pH 8
20 mM HEPES pH 7,6
ad 200 ml Hzodest

ChIP Waschpuffer 3 0,25 M LiCl
0,5 % NaDOC
0,5 % Igepal
1 mM EDTA pH 8
0,5 mM EGTA pH 8
20 mM HEPEs pH 7,6
ad 200 ml HyOges

ChIP Waschpuffer 4 (10x) 10 mM EDTA pH 8
5 mM EGTA pH 8
200 mM HEPES pH 7,6
ad 200 ml H,Oyesr; vor Gebrauch verdiinnen

ChIP Elutionspuffer 1 % SDS

0,1 M NaHCO;
ad 200 ml Hzodest
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ChIP Inkubationspuffer (5x) 0,75 % SDS
5 % Triton X-100
0,75 M NaCl
5 mM EDTA pH 8
2,5 mM EGTA pH 8
100 mM HEPES pH 7,6
ad 50 ml H»Oyest; vor Gebrauch verdiinnen

D-PBS PBS
0,5 mM EDTA
0,025 % Humanserum

EDTA 0,5 M 18,6 g EDTA
ad 100 ml HyOgeg; pH 8,0
vor Gebrauch autoklavieren

H>0/ 0,1 % DEPC tiber Nacht bei RT inkubieren
vor Gebrauch autoklavieren

Kernextraktionspuffer A 10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCL
1,5 mM MgCl,
ad 100 ml Hzodest
autoklavieren

Kernextraktionspuffer B 20 mM HEPES pH 7,9
25 % Glycerol
0,42 M NaCl
1,5 mM MgCl,
0,2 mM EDTA pH 8
ad 100 ml HyOygeg
autoklavieren

Kernextraktionspuffer D 20 mM HEPES pH 7,9
25 % Glycerol
0,1 M KCL
0,05 mM EDTA pH 8
ad 100 ml HyOgeg;

autoklavieren

Kernextraktionspuffer D* 5 ml Puffer D
0,2 % Igepal

Laufpuffer (Western Blot) 50 ml MOPS-SDS Puffer, Invitrogen
ad 1 1 H,O

Mix A je 0,5 mM dTTP, dGTP und dCTP
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NF-kB Dye 50 ul 10 x BB
50 ul D*
20 ul Bromphenolblau
20 ul Xylenxyanol
360 }.11 Hzodest

PBS (1 x) Na,HPO, x 2 H,O 57 mM
18 mM KH,PO,
75 mMNaCl
H,O/reinst
pH 7.4, vor Gebrauch autoklavieren

TBE Puffer (10x) 108 g Tris/Base
55 g Borséure
40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
ad 11 Hzodest
autoklavieren

TEN/50 mM NaCl 10 mM Tris HCL pH 8
1 mM EDTA pH 8
50 mM NaCl
autoklavieren

Transferpuffer (Western Blot) 17 ml Transferpuffer, Invitrogen
33,5 ml Methanol

Ad 330 ml H,O
Trypanblau Trypanblau 1:2 in PBS
2.1.12 Nihrmedien
Néihrmedium Zusammensetzung

Mono Mac 6-Medium RPMI 1640 (1 1)
2 mM L-Glutamin
200 U/ml Penicillin
200 pg/ml Streptomycin
1 vial/l OPI-Supplement
5 ml Nicht-essenzielle Aminosduren (1-2 X)
Das Medium wird iiber eine Gambro-Siule ultrafiltriert.
10 % FCS

LB-Medium 40 g Pepton
20 g Hefeextrakt
40 g NaCl
ad41 Hzodest
autoklavieren
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2.2 Arbeiten mit Zellen

2.2.1 Die humane B-Zelllinie RPMI 8226.1

Die humane B-Zelllinie RPMI 8226.1 (Matsuoka et al. 1967; Ziegler-Heitbrock et al.
1994), stammt von einem Patienten mit multiplem Myelom. Die Zellen sind
A~ leichte Kette positiv und wachsen leicht adhérent.

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in 75 cm?-Zellkulturflaschen im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO,. Zweimal wochentlich werden die Zellen mithilfe eines Zell-
schabers vom Flaschenboden gelost und fiir 6 min bei 400 g pelletiert. AnschlieSend
wird die Zellzahl bestimmt. Zur weiteren Kultivierung werden 5 x 10° Zellen in 25
ml Mono Mac 6 (MM6) -Medium + 10 % FCS aufgenommen. Die restlichen Zellen
konnen fiir Versuche (Stimulation, RNA-Isolierung, Transfektion, Kernextraktion)

verwendet werden.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl werden die Zellen 1:16 mit Trypanblau verdiinnt und
in eine Neubauer Zihlkammer gegeben. Diese ist in vier GroBquadrate, die wieder-
um aus je 16 Kleinquadraten mit einem Gesamtvolumen von 0,1 pl bestehen,
unterteilt. Da Trypanblau nur in tote Zellen eindringen kann, werden zur Be-
stimmung der Lebendzellzahl die ungefarbten Zellen gezdhlt. Die Zellzahl pro
Milliliter Zellsuspension berechnet sich nun nach der Formel:

Mittelwert x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl x 10*/ml

2.2.3 Stimulation von Zellen

Zur Untersuchung der Regulation der IL-10 Expression durch MP werden die IL-10
mRNA, die IL-10 Proteinexpression und die IL-10 Promotoraktivitit in stimulierten
und unstimulierten Zellen untersucht. Dazu werden 1 x 10° Zellen in 1 ml MM6-
Medium + 10 % FCS aufgenommen und fiir definierte Zeiten mit verschiedenen
Stimuli inkubiert. Die genauen Bedingungen sind in den jeweiligen Versuchs-

beschreibungen im Abschnitt Ergebnisse aufgefiihrt.
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2.2.4 Anfertigen von Lysaten

Die Isolierung von RNA erfolgt aus stimulierten und unstimulierten Zellen. Dem
Stimulationsansatz (1 x 10° Zellen in 1 ml MM6-Medium + 10 % FCS) werden zum
gewiinschten Zeitpunkt 20 pl (2 x 10* Zellen) entnommen und in 200 ul TRI Reagent

gegeben. Nach Durchmischen des Lysats kann dieses bei -20 °C gelagert werden.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung der mRNA

Zur Isolierung der mRNA werden dem Lysat 3 ul tRNA (5,67 ug/ul) zugegeben.
Nach Zugabe von 40 pul Chloroform (1/5 Vol) wird der Ansatz fiir 15 sek gemischt.
Nach 10-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wird die Probe fiir 15 min bei
12000 g zentrifugiert. Die farblose, wissrige Phase die die RNA enthilt, wird in ein
neues Gefdl iiberfithrt und unter Zugabe von 110 pl Isopropanol (1 Vol) fiir 10 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach Zentrifugation des Ansatzes fiir 12 min
bei 12000 g wird der Uberstand abgenommen, das RNA-Pellet mit 150 ul EtOH
75 % versetzt und bei 12000 g fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut
abgenommen und das Pellet getrocknet. Anschlieend wird es in 20 ul H,0/0,1 %
DEPC gelost. Die gesamte Isolierung erfolgt auf Eis bzw. in einer gekiihlten
Zentrifuge. Um RNAse-Kontaminationen zu vermeiden, wird mit speziell fiir diesen
Zweck autoklavierten GefidBlen und Spitzen gearbeitet. Zusitzlich wird ein ebenfalls
nur zur Isolierung der mRNA verwendeter Pipettensatz benutzt.

Die isolierte mRNA wird nach Bestimmung der Konzentration revers transkribiert.

Die so gewonnene cDNA kann fiir LightCycler Analysen verwendet werden.

2.3.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiuren

Die Menge isolierter mRNA wird fotometrisch bestimmt. Einzelne biologische
Substanzen, bzw. einzelne Atomgruppen oder Bindungen absorbieren Licht unter-
schiedlicher Wellenldngen. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt im
UV-Bereich bei 260 nm. Wie viel Licht adsorbiert wird, ist abhéngig von der

eingesetzten Substanz und der Molekiilmenge. Mithilfe des NanoDrop Spektrofoto-
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Spektrofotometers wird die Absorption von 1 ul RNA bei 260 nm gemessen. Da eine
Extinktion (= OD, MaB} der Abschwichung einer Strahlung infolge von Absorption
und Streuung) von eins, 0,04 pg/ul RNA entspricht, wird die gemessene Extinktion

mit 0,04 multipliziert, um die RNA-Menge zu berechnen.

2.3.3 Reverse Transkription: Umschreiben der mRNA in cDNA

Fiir den Nachweis einer spezifischen mRNA wird die aus den Zellen isolierte mRNA
mit dem Enzym reverse Transkriptase in komplementire DNA (cDNA) um-
geschrieben. Damit von jeder Probe gleich viel mRNA in ¢cDNA umgeschrieben
wird, wird vorher die Konzentration fotometrisch bestimmt. In die Reaktion werden
4 ul der Probe, in der am wenigsten mRNA enthalten war, eingesetzt. Die anderen
Proben werden in der gleichen Konzentration eingesetzt (Volumenausgleich mit
H,0/0,1 % DEPC).
Um die Bildung von Sekundéirstrukturen zu unterbinden wird die mRNA, bevor ihr
17 ul des Transkriptionsmixes zugegeben werden, in einem Heizblock fiir 20 min bei
67 °C denaturiert.
Transkriptionsmix: 4 ul MgCl,

2 ul 10xPCR

I ul Oligo d(T);6

8 ul dNTP

1 ul RNAse Inhibitor

1 ul reverse Transkriptase
Der Ansatz wird mit 35-40 pl Mineraldl iiberschichtet und im Thermoblock bei
42 °C fiir 30 min umgeschrieben. Das Enzym wird am Ende der Reaktion bei 99 °C
fiir 5 min denaturiert und dabei inaktiviert. Die cDNA kann bei -20 °C fiir eine

spatere quantitative PCR aufbewahrt werden.

2.3.4 Quantitative PCR (LightCycler PCR)

Die Real-time PCR, auch ,,quantitative PCR*, beruht auf dem Prinzip der Polymera-
se-Kettenreaktion. Mit ihrer Hilfe ist es im Gegensatz zur herkommlichen PCR

moglich, eine exakte Quantifizierung der in einer Probe vorhandenen Ziel-DNA
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vorzunehmen. So kann die relative mRNA-Menge eines bestimmten Gens aus
stimulierten Zellen nach Umschreiben in cDNA mit der von unstimulierten Zellen
verglichen werden. Auf diese Weise kann eine Anderung der Genexpression
aufgrund eines definierten Stimulus festgestellt werden.
Der PCR-Ansatz enthilt den an Doppelstrang-DNA bindenden Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green I. SYBR Green I bindet mit hoher Affinitit an Doppelstrang-DNA,
wodurch seine Fluoreszenzintensitit in der Probe mit steigender DNA-Menge
zunimmt. Am Ende jeder Elongationsphase erfolgt eine Messung des Fluoreszenz-
signals. Diese wird bei einer Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur der
Amplifikate durchgefiihrt, so dass nur das Produkt doppelstringig vorliegt. Je mehr
dsDNA am Anfang der Reaktion vorhanden ist, desto weniger PCR-Zyklen sind
notwendig um einen Punkt zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal signifikant
hoher ist als der Fluoreszenzhintergrund. Diesen Punkt bezeichnet man als Threshold
Cycle (Ci-Wert). Das Fluoreszenzsignal ist proportional zur zunehmenden Menge an
doppelstriangiger DNA in der Probe. In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitati-
ve Real-time PCR mit dem LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Kit
von Roche durchgefiihrt.
PCR-Ansatz: 10,8 ul H,O

3,2 ul MgCl, (25 mM)

0,5 pul 3"Primer (15 uM)

0,5 ul 5 Primer (15 uM)

2 ul SYBR Green I Master-Mix
17 ul des PCR-Ansatzes werden auf je 3 ul cDNA in eine Kapillare pipettiert. Der
Ansatz wird zentrifugiert, in das LightCycler Karussell eingeordnet und nach-

stehendes Programm gestartet.

Vorgang Zyklus Temperatur (°C) Zeit (sek)
Denaturierung 1 95 600
Amplifikation 40 95 0

60 10

72 25
Schmelzen 1 95 0

60 10

95 0
Kiihlen 1 40 30
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Auswertung

Als externe Kontrolle wird stets das Haushaltsgen a-Enolase amplifizert. Unter-
schiede in der Genexpression werden bestimmt, in dem die Differenz der Zykluszahl
der unstimulierten und der stimulierten Probe als Potenz von 2 berechnet wird, da
man von einer Verdopplung der DNA nach jedem Zyklus ausgeht. Anschlie3end
werden die Ergebnisse den Schwankungen der Zykluszahlen fiir die o-Enolase
angeglichen, da angenommen wird, dass in jeder Probe die gleiche Menge an

o-Enolase enthalten ist.

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente ihrer GroBle nach aufzutrennen, wird eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Zur Herstellung des Gels wird 2 % Agarose in 0,5 x TBE Puffer geschmolzen. Nach
kurzem Abkiihlen des Gemisches gibt man Ethidiumbromid (10 pg/ml), das in die
DNA interkaliert und im UV-Licht orange fluoresziert, zu und gief3t die Fliissigkeit
in die Plastikwanne einer Gelkammer. Wenn die Agarose, die aus glykosidisch
verbundener D-Galaktose und 3,6-Anhydrogalaktose besteht, erkaltet, bildet sie ein
engmaschiges Netzwerk. Die Dichte des Netzwerkes kann durch die eingesetzte
Agarosemenge variiert werden. Um kleine DNA-Fragmente aufzutrennen, wihlt man
ein hochprozentiges, um grofe DNA-Fragmente aufzutrennen ein niedrigprozentiges
Agarosegel.

Das erkaltete Gel wird mit Laufpuffer (0,5 x TBE Puffer) bedeckt und 10 - 20 pl der
Probe, werden vermischt mit 2 ul Auftragspuffer in die Taschen des Gels gegeben.
Die Auftrennung der DNA-Molekiile erfolgt in einem elektrischen Feld (ca. 120 V).
Da die DNA negativ geladen ist, wird sie in Richtung der positiv geladenen Anode
durch das Gel gezogen. Kleine Molekiile wandern dabei schneller als groB3e Molekii-
le. Unter UV-Licht werden die Banden sichtbar, wobei jede Bande einem DNA-
Fragment bestimmter Linge entspricht. Anhand des aufgetragenen Fragment-
lingenstandards kann diese genau bestimmt werden. Es wird ein Foto vom Banden-

muster angefertigt.
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2.4 Arbeiten mit Bakterien

2.4.1 Anfertigen von Agarplatten

Fiir 250 ml Agar werden 8 g LB-Agar (Lenox L Agar) in 250 ml HyOges gelost.
Wenn das Gemisch nach dem Autoklavieren auf ca. 60 °C abgekiihlt ist, wird das fiir
die Selektion wichtige Ampicillin (Endkonz. 100 mg/ml) zugefiigt und je 25-30 ml in
eine Petrischale (9 cm Durchmesser) gegossen. Nach Erkalten des Agars werden die

Schalen mit Parafilm verschlossen und mit Deckel nach bei 4 °C gelagert.

2.4.2 Transfer von Plasmid DNA in Bakterien

Fiir den Transfer von Plasmid DNA in Bakterien werden superkompetente Bakterien
(XL1-Blue supercompetent cells) der Firma Stratagene verwendet. Wie im mit-
gelieferten Protokoll beschrieben, werden diese auf Eis aufgetaut und geschiittelt.
Anschliefend werden pro Transformationsansatz 100 ul der Bakteriensuspension in
ein 25-ml-Rohrchen mit rundem Boden iiberfithrt und 0,8 pl 1,42 M
B-Mercaptoethanol (25 mM Endkonzentration) zugegeben, sanft gemischt und fiir 10
min auf Eis inkubiert, wobei alle 2 min geschiittelt wird. Anschlieend werden 50 ng
DNA auf die Zellen gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die eigentliche
Transformation erfolgt fiir 45 sek bei 42 °C im Wasserbad. Hinterher werden die
Zellen erneut fiir 2 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien werden in unterschiedlichen
Konzentrationen auf die Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht im Brutschrank bei
37 °C inkubiert. Wenn die Transformation erfolgreich war, kommt es im Brut-

schrank iiber Nacht zur Koloniebildung.

2.4.3 Anzucht von Bakterien in LB-Medium

Mithilfe einer Pipettenspitze wird eine Kolonie von der Agarplatte gepickt, in 5 ml
kaltes LB-Medium + 50 ul Ampicillin (100 mg/ml) iiberfiihrt und fiir ca. 8 h bei
37 °C geschiittelt. Diese Vorkultur wird anschlieBend in 250 ml LB-Medium + 2,5
ml Ampicillin (100 mg/ml) aufgenommen und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

Durch das Schiitteln wird das Medium mit Sauerstoff durchmischt.
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2.4.4 Isolierung von Plasmid DNA

Die Isolierung der DNA aus der Bakteriensuspension erfolgt mithilfe des EndoFree
Plasmid Maxi Kits von Quiagen® unter Anwendung des mitgelieferten Protokolls.
Da das fertig isolierte Plasmid spiter in B-Zellen transfiziert werden soll und es
durch LPS zu einer Stimulation der Zellen kommen kann, muss unter LPS-freien
Bedingungen gearbeitet werden. Dazu wird ein Endotoxin bindender Puffer ver-
wendet.

Die Zellen werden durch alkalische Lyse aufgeschlossen. Die Plasmid DNA bindet
an eine Anionenaustauschersidule bei niedrigem Salzgehalt und pH-Wert. Die
Bindung entsteht durch die Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA und des positiven DEAE auf der Oberflache der Sédule. In
mehreren Waschschritten werden Proteine, RNA und Verunreinigungen niedrigen
Molekulargewichts bei mittlerem Salzgehalt entfernt. Die DNA wird schlieBlich mit
einem Hochsalzpuffer eluiert. Die Isolierung der DNA erfolgt nach den Angaben des

Herstellers.

2.4.5 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme sind Enzyme bakteriellen Ursprungs, die spezifisch 4-8 bp lange
Sequenzen (Restriction sites) erkennen und die DNA-Stringe an diesen Stellen
schneiden. Mithilfe dieser Enzyme kann z. B. iiberpriift werden, ob aus Bakterien das
richtige Plasmid isoliert wurde, da man aufgrund von Plasmidkarten weil3, wie grof3
das jeweilige Plasmid ist und an welchen Stellen es von welchen Restriktions-
enzymen geschnitten wird.

Der Verdau findet in einem Gesamtvolumen von 25 ul statt. Es werden 1 ug DNA,
der entsprechende Puffer (1/10 Endvol.), 10 U/ul Restriktionsenzym und, je nach
Enzym, BSA zugefiigt. Mit H,O wird auf 25 pl aufgefiillt. Der Ansatz wird fiir 1 h
bei 37 °C inkubiert und anschlieend, um den Verdau zu stoppen, auf Eis gestellt.
Ein Verdau mit mehreren Restriktionsenzymen ist in einem Ansatz moglich, wenn
alle verwendeten Enzyme im gleichen Puffer aktiv sind. Ist dies nicht der Fall,
miissen unabhingige Verdauansitze durchgefiihrt und die Plasmid DNA nach jedem

Verdau gefillt werden.

34



2 Material und Methoden

2.5 Reportergenanalyse

Die Aktivitit eines Promotors kann mithilfe eines Reportergens untersucht werden.
Als Reportergen werden artfremde Gene bezeichnet, die fiir gut detektierbare, bzw.
quantifizierbare Produkte, wie z. B. Luziferase, codieren. In einem geeigneten
Vektor wird das Gen, das der Transkriptionsregulation des zu untersuchenden
Promotors unterliegt, durch ein Reportergen ersetzt. Nach der Transfektion des
Promotor-Reportergenkonstruktes in die Zielzellen reguliert der zu untersuchende
Promotor die Transkription des Reportergens. Die dazu nétigen Transkriptions-
faktoren liegen im Kern der Zellen vor. Nach der Transkription wird die mRNA
prozessiert und ins Zytoplasma transportiert, wo sie dann translatiert wird. Fiir den
Nachweis der Promotoraktivitit werden die Zellen lysiert und das Enzym iiber
Biolumineszenz nachgewiesen. Die Stirke des Signals ldsst Riickschliisse auf die
Stiarke des Promotors zu. Als interne Kontrolle der Transfektionseffizienz wird

zusitzlich ein Plasmid mit einem Luziferase Enzym anderen Ursprungs transfiziert.

2.5.1 Transfektion der Reportergenkonstrukte

Transfektion der Zellen

In dieser Arbeit wird mittels transienter Transfektion Fremd-DNA in eukaryotische
Zellen eingeschleust. Die Transfektion der B-Zelllinie RPMI 8226 mit unterschied-
lichen Plasmiden erfolgt nach Shakov et al. (Shakhov et al. 1990). Danach wird
mithilfe von Diethylaminoethyldextran (DEAE-Dextran) transfiziert. Durch Inkuba-
tion von DNA mit DEAE-Dextran werden DNA-haltige Komplexe erzeugt, die sich
an die Zelloberfliche heften und von der Zelle durch Endozytose aufgenommen
werden.

Am Tag 0 werden die Zellen geerntet und die Zellzahl bestimmt. Pro Transfektion-
sansatz werden 1 x 10’ Zellen in 1 ml Transfermedium, bestehend aus 5 ml LPS-
freiem RPMI 1640 Medium, 2 mM L-Glutamin und 66,6 ug/ml DEAE-Dextran,
aufgenommen. Der Ansatz wird in ein 10-ml-Reaktionsgefdll gegeben, das bereits
das zu testende IL-10 Promotor Reportergenkonstrukt (enthilt Firefly Luziferase)
und das Kontrollplasmid (pRL-CMV; codiert fiir Renilla Luziferase) enthélt und zur
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enthélt und zur Durchmischung einmal kriftig geschiittelt. Der Ansatz wird fiir 90
min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, wobei jeweils nach 30 und nach 60 min zur
Durchmischung von Zellen und Plasmid geschiittelt wird. Anschlieend werden fiir
2,5 min 100 ul DMSO (10 % Endkonzentration) zugegeben, um die
Transfektionseffizienz durch ein kurzes Offnen der Zellporen zu erhohen. Um das
DMSO, das fiir die Zellen toxisch ist, schnell wieder zu verdiinnen, werden 9 ml
Medium (10 ml RPMI 1640 und 2 mM L-Glutamin) auf den Ansatz gegeben und
dieser fiir 5 min bei 400 g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 4 ml MM6-Medium +
10 % FCS aufgenommen. Nun wird je 1 ml Zellsuspension in je eine Vertiefung
einer 6 Well Platte gegeben und je Well 4 ml MM6-Medium + 10 % FCS zugegeben.

Der Ansatz wird fiir 3 Tage im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Aufarbeitung transfizierter Zellen

Nachdem man die Reportergenkonstrukte mittels der DEAE-Dextran Methode in die
Zellen gebracht hat, werden die Zellen am dritten Tag fiir 6 h stimuliert.

Um am Ende des Versuches die konstitutive Expression von unstimulierten Zellen
mit der von stimulierten Zellen vergleichen zu konnen, wird eines der Wells bereits
zum Zeitpunkt O geerntet und mit der Aufarbeitung dieser Zellen begonnen. Das
Lysat der Zellen bleibt, bis alle Proben aufgearbeitet sind, auf Eis stehen.

Die restlichen Zellen in den verbleibenden 3 Wells werden, nachdem die Hilfte des
Mediums (2,5 ml) durch Neues ersetzt wurde, stimuliert. Ein Well bleibt ohne
Stimulus und gibt Auskunft {iber die Expression nach 6 h.

Die Zellen werden mit einem Zellschaber vorsichtig von der Platte gelost und bei
400 g fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 100 ul Lysepuffer (1 ml Passive-
Lysis-Puffer von Promega + 4 ml HyOge) resuspendiert und in ein Eppendorf Gefil3
tiberfiihrt. Die Lyse erfolgt durch 3-maliges, abwechselndes Einfrieren der Zellen in
flissigem Stickstoff und Auftauen im Wasserbad bei 37 °C. Die Zellwandbestand-
teile werden durch kurzes Abzentrifugieren sedimentiert und je 20 ul vom Uberstand

in Duplikaten fiir die Messung am Luminometer eingesetzt.
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Nachweis der Luziferaseaktivitit

Die Reportergenexpression wird mithilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assay
Systems von Promega nachgewiesen. Als interne Kontrolle wird neben den zu
testenden Reportergenkonstrukten der Kontrollvektor Renilla Luziferase (phRG-TK
Vector, #E6291, Promega) transfiziert. Durch das Verhiltnis des Reporters Firefly
(Leuchtkéfer) Luziferase zur internen Kontrolle Renilla (Seefeder) Luziferase
konnen experimentelle Schwankungen rechnerisch ausgeglichen werden. Die
Unterscheidung beider Enzyme in einem Reaktionsgefidl gelingt aufgrund ihrer
Struktur und Substratspezifitit. Das Translationsprodukt Leuchtkifer Luziferase
katalysiert die Oxidation von Luziferin in Gegenwart von ATP, Magnesium und

Sauerstoff unter Freisetzung eines Photons:

Luziferin- ATP+0, —Oxy—ettiehwinse o7 1y7iferine AMP+PPi+CO, +Licht(562nm)

Das Translationsprodukt Renilla Luziferase im Kontrollvektor katalysiert die

Oxidation von Coelenterazine ebenfalls unter Freisetzung eines Photons:

Coelenterazine + O, — 2 LAEwe s Coelenteramide + CO, + Licht (460 nm)

Da die Umsetzung des Substrates durch das Enzym sehr schnell in Form eines
kurzen Lichtblitzes erfolgt, wird fiir die Messung der Photonenproduktion ein
automatisches Injektionsluminometer verwendet.

Zu den 20 pl der Probe (entspricht 5 x 10° Zellen), bzw. des Passive-Lysis-Puffers
(als Leerwert) werden vom Luminometer hintereinander fiir beide Enzyme 150 pl

Kit-Substrat injiziert. Die Messung erfolgt fiir 10 sek im Dunkeln.

Auswertung

Bei der Versuchsauswertung werden die Ergebnisse fiir die zu testenden Plasmide an
die Schwankungen des Kontrollplasmids angeglichen. Der Stimulationsfaktor wird
berechnet in dem zunichst der RLU/5 x 10° Zellen Wert der unstimulierten Probe
zum Zeitpunkt O h von dem, der unstimulierten Probe nach 6 h abgezogen wird
(= Anstieg des unspezifischen Hintergrundes nach 6 h). AnschlieBend wird der

RLU/5 x 10° Zellen Wert der unstimulierten Probe zum Zeitpunkt 0 h vom RLU/5 x
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10° Zellen Wert der stimulierten Probe abgezogen. Dieser Wert wird dann durch den,

des unspezifischen Hintergrundes nach 6 h geteilt.

2.6 Proteinnachweis

2.6.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Zur Bestimmung der IL-10 Proteinmenge im Zellkulturiiberstand wird ein ELISA
durchgefiihrt. Hierzu wird der PeliKine compact'™ human IL-10 ELISA Kit der
Firma Sanquin verwendet. Die mitgelieferten Platten sind mit einem humanen IL-10
Antikorper beschichtet. Das IL-10 Protein aus dem Zelliiberstand bindet an den
Antikorper, nicht gebundenes Material wird durch Waschen entfernt. AnschlieBend
wird ein an Biotin gebundener Sekundirantikérper zugegeben, der an den Anti-
korper-Proteinkomplex bindet, wobei iiberschiissiger Antikorper erneut durch
Waschen entfernt wird. Nun wird die an Streptavidin, das an Biotin bindet, ge-
koppelte Meerrettich Peroxidase (HRP) zugegeben. Durch Zugabe einer Substrat-
I6sung entsteht ein farbiges Produkt, dessen Intensitdt vom IL-10 Proteingehalt der
Probe abhingig ist. Parallel wird immer eine Standardreihe mit rekombinanten IL-10
mitgefiihrt. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgt im Spectra Count™ der
Firma Packard bei 450 nm.

Alle verwendeten Losungen wurden vom Hersteller geliefert. Die Durchfiihrung des

ELISAs erfolgt genau wie im Protokoll des Herstellers beschrieben.

2.6.2 Kernextraktion

Die Isolierung von Proteinen aus dem Kern erfolgt nach der Methode von Dignam et
al. (Dignam et al. 1983). Um einem Proteinabbau durch Proteasen vorzubeugen, wird
den verwendeten Puffern ein Protease-Inhibitor-Mix (PIC) zugefiigt. Zusitzlich
erfolgen alle Arbeitsschritte auf Eis. Soll die konstitutive Expression eines nukleédren
Faktors bestimmt werden, bleiben die Zellen unbehandelt. Soll aber die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren auf bestimmte Reize untersucht werden, werden die

Zellen entsprechend stimuliert.
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Protease-Inhibitor-Mix (PIC): Aprotinin (10 pg/ml)
PMSF (1 mM)

Leupeptin-Propionyl (40 pug/ml)

Leupeptin-Acetat (20 pg/ml)

Antipain (20 pg/ml)

Pepstatin (20 pg/ml)

ALLN (400 uM)

DTT (2 mM)
In je 5 ml Puffer A, B und D" werden 336 ul PIC gegeben. Vor Gebrauch werden
dem Puffer D 10 ul Igepal CA-630 zugefiigt (= Kernextraktionspuffer D).
Zur Anfertigung von Kernextrakten werden 5 x 10° Zellen bei 400 g sedimentiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wird das trockene Pellet in einem vierfachen
Volumen Puffer A (entspricht 100 pl bei einer Zellzahl von 5 x 10° Zellen) auf-
genommen, resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Durch die hypotone
Pufferlosung quellen die Zellen in dieser Zeit auf. Um die Zellen aufzuschlieen,
werden die Reaktionsgefidfle einmal 5 sek und einmal 3 sek in ein Ultraschallwasser-
bad getaucht. Die Proben werden nun bei 14000 g fiir 10 sek zentrifugiert und der
Uberstand (Zytosol) abgenommen. Das verbliebene Zellkern-Pellet wird mit einem
halben Volumen der urspriinglichen Puffer A-Menge (100 ul) mit Puffer B (50 ul)
versetzt und 30-60 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 8000 g
befinden sich die Kernproteine im Uberstand. Dieser wird in ein neues Gefil
tiberfiihrt und mit dem gleichen Volumen an Puffer D" (50 ul) versetzt. Der Kern-
extrakt kann nun bei -80 °C aufbewahrt oder gleich weiterverarbeitet werden. Zuletzt

wird die Proteinkonzentration bestimmt.

2.6.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt nach der Methode von Bradford.
Bei dieser Methode macht man sich zunutze, dass das Adsorptionsmaximum von
Coomassie brillant blue G-250 im sauren Milieu bei 465 nm liegt und sich, wenn
Protein an die Farblosung gebunden ist, auf 595 nm verschiebt. Die Zunahme der

Absorption bei 595 nm nimmt man als MaB fiir die Proteinkonzentration der Losung.
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Zu 2 pl Probe werden 150 pl Farblosung gegeben und nach 10 min bei Raum-
temperatur deren Absorption bei 595 nm im Spektralfotometer gemessen.
Gleichzeitig wird als Referenz BSA gemessen. Dazu wird die erste Reihe einer 96-
Loch-Platte mit einem Standard nach folgendem Muster belegt: 0, 2, 4, 6 und 10 ul
BSA 1 mg/ml, in 150 pl BioRad Farblésung (jeweils in Doppelwerten). Die nach-
folgenden Reihen werden mit den zu messenden Proben, ebenfalls mit Doppel-

werten, belegt.

2.6.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Aneinanderlagern (annealing) von Oligonukleotiden

Oligonukleotide, die in Gelshift Experimente eingesetzt werden sollen, miissen
doppelstriangig sein, da Transkriptionsfaktoren nur an dsDNA binden konnen. Dies
wird durch das Aneinanderlagern (annealing) zweier komplementidrer ssDNA
Stringe erreicht. Die lyophilisierten Oligonukleotide werden in 200 ul TEN/50 mM
NaCl gelost. AnschlieBend wird die Konzentration bestimmt. Fiir das Annealing
werden 20 pg des codierenden und 20 pg des nicht codierenden Stranges in ein
Reaktionsgefidll gegeben und fiir 5 min in einem Heizblock bei 95 °C inkubiert.

Anschliefend werden die Proben im Heizblock iiber Nacht auf RT abgekiihlt.

Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Vom doppelstriangigen Oligo werden 100 ng mit nachstehendem Markierungsansatz
versetzt und fiir 30-60 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von
50 ul TEN/50 mM NaCl gestoppt. Uberschiissiges [0->"P]-dATP wird mithilfe des
QIAquick Nucleotide Removal Kits entfernt. Dabei wird das Oligo im letzten Schritt
in 80 pl Elutionspuffer eluiert. Die Messung der radioaktiven Markierung des Oligos
erfolgt im B-Counter mithilfe von Szintillationsfliissigkeit. Hierzu werden 2 ul des
markierten Oligos in 2 ml der Fliissigkeit gegeben. Das Ergebnis wird in Counts per

Minute (= cpm) angegeben.
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Markierungsansatz: 100 ng Oligo (50 ng/ul)
1 ul 10 x BB
3 ul Mix A
4 ul [0->*P]-dATP (10 mCi/ml)

1 pl Klenow-Enzym

Durchfithrung eines Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)

Fiir den Nachweis sequenzspezifischer Bindung eines Proteins an die DNA wird
beim EMSA der Zellkernextrakt mit dem radioaktiv markierten Oligo inkubiert. Um
unspezifische Bindungen zu blockieren, wird ein synthetischer repetitiver DNA-
Strang (Poly(dl/dC)) hinzugefiigt. Die Proben werden auf ein natives, nicht-
denaturierendes 4 %-iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Radioaktiv markierte DNA-
Fragmente, an die Proteine gebunden sind, sind elektrophoretisch weniger mobil,
d. h., sie laufen langsamer im Gel als markierte DNA-Fragmente ohne Protein.
Polyacrylamidgel (4 %): 6 ml 40 % Polyacrylamid

1,5ml 10 x TBE

51,92 ml HyOgest

540 ul 10 %APS

42 ul TEMED

Der Ansatz wird luftblasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm fiir
die Auftragstaschen gesteckt. Nach 30 min ist das Gel auspolymerisiert. Die
radikalische Polymerisierung der AA Monomere zu einem dreidimensionalen
Maschennetzwerk wird durch APS und TEMED Kkatalysiert. TEMED Kkatalysiert die
Bildung von Radikalen aus Persulfat (Szng' -> 25042'). Diese katalysiert dann die
radikalische Polymerisierung der AA Monomere. Das Gel wird vertikal in der
zugehorigen Kammer befestigt, die beiden Puffertanks werden mit Laufpuffer
(0,25 x TBE) gefiillt. AnschlieBend wird der Kamm gezogen und die Taschen
werden mit Puffer ausgespiilt. Bevor die Proben aufgetragen werden, ldsst man das

Gel fiir 10 min bei 115 V und 16 mA vorlaufen.
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Probenansatz: 3 ug Protein des Kernextrakts

0,5 pl Poly(dI/dC) 1 mg/ml

2 ul 10 mg/ml BSA

2ul 10 % D*

2ul 10 x BB
Pro Ansatz werden 50000 cpm radioaktiv markiertes Oligonukleotid mit TEN 50 auf
11 pl aufgefiillt. Das Gesamtvolumen von 20 ul wird durch Zugabe von H;Oges
erreicht. Zusitzlich werden dem Gesamtansatz fiir alle Auftragstaschen noch 3 pul
DTT, 4 pl Aprotinin und 4 ul PMSF zugefiigt. Der Ansatz wird fiir 20 min bei RT
inkubiert, auf das Gel geladen und anschlieend bei 16 mA und 115 V ca. 2 h
elektrophoretisch getrennt. Der Gellauf wird gestoppt, wenn der Bromphenolblau-
marker 10 cm Weg zuriickgelegt hat. Auf diese Weise konnen spiter
unterschiedliche Gele miteinander verglichen werden, da bestimmte Banden im
Bezug auf den Marker immer gleiche Strecken zuriicklegen. Das Gel wird an-
schlieend auf ein Filterpapier gelegt, mit einer Frischhaltefolie bedeckt und unter
Vakuum in einem Geltrockner fiir 1 h bei 80 °C getrocknet. Die Autoradiografie
erfolgt iiber Nacht bei -80 °C nach Auflegen eines XRay 90 Films und einer

Verstarkerfolie.

2.6.5 Supershiftanalysen

Um zu kldren, welches Protein wirklich an ein bestimmtes Stick DNA bindet, wird
eine Supershiftanalyse durchgefiihrt. Hierzu werden kommerziell erhiltliche mono-
und polyklonale Antikorper eingesetzt. Bindet ein Transkriptionsfaktor an die DNA,
erhdlt man nach Zugabe des fiir diesen Faktor spezifischen Antikorpers einen
groferen Protein/DNA-Komplex. Im Gel ist dieser Komplex als Bande oberhalb des
urspriinglichen Komplexes zu erkennen. Bei der Wahl des Antikorpers ist es wichtig,
dass dieser nicht die DNA-Bindungsstelle des Proteins blockiert. Ist dies der Fall,
verschwindet die gesamte Bande. Um auch ein durch unspezifische Antikorper-
bindungen verursachtes, falsch positives Ergebnis zu vermeiden, werden stets Proben
mit Kontrollantikorpern mitgefiihrt.

Die Supershiftanalyse unterscheidet sich von der Gelshiftanalyse in der Zusammen-

setzung und der Inkubation des Probenansatzes:
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Probenansatz (Supershift): 3 ug Protein aus dem Kernextrakt

1 ul Antikorper

ad 11 pl HyOgest
Der Ansatz wird fiir 30 min auf Eis inkubiert, anschlieBend werden noch zugefiigt:

0,5 pl Poly(dlI/dC) 1 mg/ml

2 ul 10 mg/ml BSA

2ul 10 % DY

2ul 10 x BB

1 ul (50000 cpm) **P-Oligo
Dem ganzen Ansatz werden wie im EMSA 3 ul DTT, 4 ul Aprotinin und 4 ul PMSF
zugefiigt. Der gesamte Ansatz wird nun fiir 20 min bei RT inkubiert und dann auf
das Gel aufgetragen und bei 115 V fiir ca. 3 h elektrophoretisch getrennt. Gestoppt

wird, wenn der Marker am unteren Ende des Gels angelangt ist.

2.6.6 Chromatin-Immunprizipitation (ChIP)

Mithilfe der ChIP Methode konnen in Zellen in vivo-Bindungen von Proteinen an
genomische Kern-DNA nachgewiesen werden. Durch die Fixierung mit Form-
aldehyd werden Nukleinsduren mit Proteinen und Proteine mit Proteinen kovalent
verkniipft. Die durch Formaldehyd induzierten kovalenten Bindungen kénnen durch

Erhitzen in Tris/HCIl-Puffern revertiert werden (Orlando et al., 1997).

Herstellung von Chromatin

Zu Beginn eines ChIP Experimentes werden je 2 x 10’ RPMI 8226.1 Zellen mit und
ohne 6a-Methylprednisolon fiir 2 h in 5 ml Medium stimuliert. Der Stimulations-
ansatz wird anschlieend in ein 50-ml-Rohrchen iiberfithrt und durch Zugabe von
500 ul Puffer A + 11 % Formaldehyd (Endkonz. 1 % Formaldehyd) fiir 30 min auf
einem Schiittler bei RT fixiert. Durch Zugabe von 2 M Glycin (Endkonzentration
125 mM) und Inkubation fiir 5 min bei RT wird die Fixierungsreaktion gestoppt. Das
fixierte Material wird mit 25 ml kaltem PBS gewaschen. Anschlieend wird es fiir 10
min mit 25 ml Puffer B bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert, fiir 6 min mit 1600 g

zentrifugiert, in 25 ml Puffer C aufgenommen, fiir 10 min bei 4 °C auf einem
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Schiittler inkubiert und fiir 6 min bei 1600 g zentrifugiert. Das Pellet wird in 1 ml
ChIP Inkubationspuffer + 40 ul/ml PIC aufgenommen und in ein 15-ml-Réhrchen
tiberfiihrt. Mit dem Bioruptor der Firma Diagenode wird das Chromatin anschlieend
fiir 15 min (30 sek an, 30 sek Pause) bei 4 °C fragmentiert. Unl6sliche Zellbestand-
teile wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm, 4 °C fiir 5 min, pelletiert. Der
Uberstand wird abgenommen, in ein neues Gefdll {iiberfiihrt und in fliissigem

Stickstoff Schock gefroren. Das Chromatin kann bei -80 °C aufbewahrt werden.

Immunprizipitation (IP)

Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, werden pro ChIP Ansatz 50 ul
Beadsuspension (Protein A und G Plus-Agarose) zweimal mit je 200 ul Inkubations-
puffer + 0,1 % BSA gewaschen und anschlieend in 1 ml desselben Puffers auf-
genommen und fiir 2 h bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Danach werden die
Beads in 25 pl Inkubationspuffer + BSA 0,1 % pro IP Ansatz aufgenommen. Die
Immunprizipitation erfolgt iiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler.
IP Ansatz: 6 ul BSA

10 ul PIC

97 ul H,O

36 ul 5 x Inkubationspuffer

120 pl Chromatin

1-2 pg/ul Antikoérper

30 ul Protein A und G Beads
Vom Chromatin werden zusitzlich 100 ul (fiir die Input-Kontrolle) bei 4 °C aufbe-
wahrt. Der Antikorper anti-Stat3 (c-20) von Santa Cruz Biotechnologie wird in einer
Konzentration von 6 pg/ul eingesetzt, wobei der Volumenausgleich iiber H,O
erfolgt. Vom Antikorper anti-TATA Box binding Protein wird 1 pg/ul eingesetzt.
Am nichsten Tag werden die Beads fiir je 5 min mit 400 ul des jeweiligen Wasch-
puffers (siehe Tabelle) bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Sedimentiert werden

die Beads nach jedem Waschschritt durch Zentrifugation bis max. 8000 rpm.
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Waschprotokoll: 2 x Waschpuffer 1
1 x Waschpuffer 2
1 x Waschpuffer 3
2 x Waschpuffer 4

Eluieren des Chromatins und Losen der Vernetzung durch Formaldehyd

Fiir die Elution von Protein-DNA-Komplexen werden die Beads in 400 ul Elutions-
puffer aufgenommen und fiir 20 min bei RT geschiittelt. Nach Zentrifugation fiir 1
min bei 13000 rpm wird der Uberstand (Protein-DNA-Komplexe) abgenommen, in
ein neues Gefdl} tiberfithrt und anschlieBend die durch Formaldehyd verursachte
Vernetzung der Proteine mit der DNA durch Inkubation fiir 5 h bei 65 °C unter
Schiitteln gelost. Fiir die Input Kontrolle werden 100 pul Chromatin mit 300 pl
Elutionspuffer versetzt und ebenfalls fiir 5 h bei 65 °C inkubiert.

Isolierung der DNA durch Phenol/Chloroform

Den Proben (incl. Input) wird 1 Volumen (400 pl) Phenol/Chloroform Isoamyl-
alkohol zugegeben. Nach kurzem Mischen und 10-miniitiger Rotation bei RT werden
sie fiir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wird ab-
genommen, in ein neues Gefd} {iberfithrt und mit 1 Volumen (400 ul) Chloro-
form/Isoamylalkohol fiir 10 min unter Rotation inkubiert. Nach erneuter Zentrifuga-
tion fiir 5 min bei 13000 rpm wird die obere Phase abgenommen und in ein neues
GefiB tiberfiihrt. Nach Zugabe von 2 pug/ul Glycogen, 40 ul 3 M NaAc pH 5,2 und
Iml 100 % EtOH wird die DNA iiber Nacht bei -20 °C gefillt.

Am nichsten Tag wird die DNA in 70 % EtOH gewaschen und anschlieBend in 100
pl (Input) und 200 pl (Probe) H,0/0,01 % DEPC fiir 1,5 h bei RT gelost.

PCR Analyse und Auswertung

Die PCR erfolgt mit dem ,,single-colour detection MylQ iCycler von BioRad
entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die Primer wurden so gewihlt, dass
die Bindungsstelle des untersuchten Transkriptionsfaktors eingeschlossen wurde.

Mithilfe der Zykluszahl (Ct Wert) wurde fiir jede Probe berechnet, wieviel der
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urspriinglich eingesetzten Input DNA nach Immunprizipitation wieder gewonnen

werden konnte (Recovery [%]).

1
X Verdiinnungsfaktor(Input | IP)

x100 = Recov ery[%]

2(C, IP—C,Input)

Als Negativkontrolle wurde das humane Myoglobin Gen im gleichen Ansatz
amplifiziert. Die Immunprézipitation mit dem Antikorper gegen das TATA Box
binding Protein (TBP) und dem anschlieBenden Nachweis dessen Bindung an den
H2B Promotor, dient als Positivkontrolle. Die Detektion der Produkte in einem 2 %-

igen Agarosegel erfolgte nach 30 Zyklen mit Ethidiumbromid unter UV-Licht.

2.6.7 Western Blot Analyse

Fiir diese Methode werden RPMI 8226.1 Zellen fiir 2 h mit und ohne 6a-MP
inkubiert und anschlieBend Kernextrakte angefertigt. Zwanzig pug der Kernextrakte
werden zusammen mit einem viertel Volumen Sample Puffer fiir 10 min auf 70 °C
erhitzt und anschlieBend auf ein NuPage™ Bis-Tris-Gel (4-12 %, Invitrogen)
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt in einer NOVEX EI9001-XCELL™ II Mini
Cell mit NuPage™ MOPS-SDS Laufpuffer. Als Marker wird SeeBlue® Plus2 von
Invitrogen eingesetzt. Das Blotten des Gels erfolgt fiir 1,5 h auf eine Nitrocellulose-

membran (Hybond™ECL™) mit NuPage™ Transferpuffer.

Immundetektion von Stat3 und pStat3

Die getrocknete Membran wird zum Blocken iiber Nacht in PBS/0,1 % Tween 20
und 5% Magermilchpulver bei 4 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wird der Primér-
antikorper fiir 1 h im Verhiltnis 1:1000 zugegeben (10 ul auf 10 ml frisches PBS/0,1
% Tween 20 1 % und 5 % Magermilchpulver). Um Antikorper zu entfernen, die
nicht gebunden haben, wird die Membran 3-mal fiir 20 min mit PBS/0,1 % Tween 20
gewaschen. Im Anschluss wird die Membran fiir 30 min in PBS/0,1 % Tween 20 und
5 % Magermilchpulver geblockt und der Sekundérantikdrper im Verhéltnis 1:2000
fiir 1 h zugegeben. Nach erneutem 3-maligen Waschen mit PBS/0,1 % Tween 20
erfolgt die Detektion mit dem ECL™ Western Blotting Detection Reagents nach
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Anleitung. Die Exposition des Hyperfilm™ ECL auf der Membran erfolgt im

Dunkeln in einer Rontgenfilmkassette.

Entfernen der Antikorper von der Membran

Zum Entfernen der Antikorper von der Nitrocellulosemembran wird diese fiir 30 min
bei 80° C in Ablosepuffer mit 2-Mercaptoethanol (800 ul auf 100 ml Ablosepuffer)
inkubiert. AnschlieBend wird dreimal fiir 20 min mit PBS/0,1 %Tween 20 ge-

waschen.

2.7 Isolierung primérer B-Zellen

2.7.1 Isolierung von PBMC aus humanem Blut

Die peripheren mononukleédren Zellen (PBMC) werden iiber Dichtegradientenzentri-
fugation aus 50 ml Heparin-Blut von gesunden Spendern isoliert. In ein 50 ml
Rohrchen werden 13 ml LymphoPrep vorgelegt. Das Heparin-Blut wird mit einem
gleichen Volumen an LPS-freien PBS [im Verhiltnis 1:2] gemischt. Von diesem
Gemisch werden 26 ml vorsichtig iiber das LymphoPrep geschichtet. Damit es zur
Ausbildung eines Gradienten kommt, wird das Rohrchen bei 20 °C mit 800 g
(Beschleunigung 5 und Bremse 2) fiir 30 min zentrifugiert. An der Grenzschicht
zwischen LymphoPrep und verdiinntem Blut wird nach Zentrifugation ein weiller
Ring sichtbar, der aus Lymphozyten und Monozyten besteht. Dieser wird abgenom-
men, in ein neues Gefil tiberfiihrt und erneut fiir 10 min bei 800 g zentrifugiert. Die
Zellen werden anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen, das Zellpellet in D-PBS
(PBS + 0,2% EDTA) aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

2.7.2 Isolierung von B-Zellen mithilfe der magnetischen Zellseparation

Mithilfe der magnetischen Zellseparation (MACS) konnen Zellen, die gleiche
Oberflaichenmolekiile tragen, aus einer heterogenen Zellsuspension mit hoher
Reinheit angereichert werden. Den Zellen werden monoklonale Antikorper, die
direkt an paramagnetische Mikropartikel (MACS MicroBeads) gebunden sind,

zugegeben. AnschlieBend wird der Ansatz auf eine Trennsdule gegeben, die sich in
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einem Permanentmagnetfeld befindet. In der Matrix der Siule entsteht ein starkes
Magnetfeld welches markierte Zellen zuriickhilt, wohingegen nicht markierte Zellen
durch die Saule laufen. Nach Entfernen der Sédule aus dem Magnetfeld konnen die
zuriickgehaltenen Zellen eluiert werden (= positive Selektion).

Zur Isolierung von B-Zellen wird der CD19 MicroBead Antikérper (CD 19 MB)
gewiihlt, da CD19 ein fiir B-Zellen spezifisches Oberflichenmolekiil ist. Je 15 x 10°
PBMC werden in 80 ul D-PBS (PBS + 0,4 % EDTA) aufgenommen, mit 20 ul
CD19-MB Antikorper versetzt und fiir 30 min auf Eis im Kiihlschrank inkubiert.
Nach Waschen der Probe mit PBS wird diese fiir 5 min bei 400 g zentrifugiert. Das
Pellet wird in 1,5 ml entgasten D-PBS aufgenommen. Die LS-Sédule wird im
Magneten plaziert und mit 2 ml D-PBS vorequilibriert. AnschlieBend wird die
Zellsuspension auf die Sdule gegeben. Wenn diese vollstindig durch die Séaule
gelaufen ist, wird die Sdule 4-mal mit je 2 ml D-PBS nachgespiilt. Um die CD 19
positiven Zellen aus der Sdule zu 16sen, wird diese aus dem Magnetfeld entfernt und
die Zellen mit Druck aus der Sédule gewaschen (mit dem Stempel 5 x je 2 ml PBS
durch die Séule driicken). Nach Zentrifugation wird die Zellzahl bestimmt. Die

Reinheit wird anschlieBend im Durchflusszytometer bestimmt.

2.7.3 Zellanalyse mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Mithilfe des FACS-Gerites (Fluorescence Activated Cell Sorter) konnen Zellen nach
Grofle, Granularitit und Fluoreszenzintensitdt quantifiziert und aufgetrennt werden.
Die Zellen werden mit Antikorper, die an unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe,
wie z. B. FITC (Fluorescin-Isothiocyanat) und PE (Phycoerythrin), gekoppelt sind,
gefiarbt. So konnen auch bestimmte Zellpopulationen innerhalb eines Gemisches
detektiert werden. Die Zellen werden von einer Kapillare angesaugt und durch diese
hindurchgedriickt, wobei ein feiner Fliissigkeitsstrahl entsteht, in dem die Zellen
einzeln vorliegen. Wihrend dieser Fliissigkeitsstrahl einen Laserstrahl passiert,
kommt es an den Zellen zu einer Lichtstreuung und die Farbstoffmolekiile, die iiber
die monoklonalen Antikorper an die Zelle gebunden sind, werden zur Fluoreszenz
angeregt. Empfindliche Photodetektoren messen sowohl das gestreute als auch das
emittierte Licht, wobei Ersteres Informationen iiber die Grofle und Granularitit der

Zelle liefert. Die Fluoreszenz ermoglicht dagegen Aussagen iiber die Bindung der
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monoklonalen Antikdrper und damit iiber die Expression der Oberflichenproteine
auf jeder untersuchten Zelle. Fiir die Bestimmung der Reinheit der isolierten B-
Zellen wird ein mit FITC markierter Antikorper gegen das Oberflichenmolekiil
CD19 verwendet. Dieser wird den Zellen fiir 20 min im Verhéltnis 1:20 zugegeben.
Nach Waschen der Zellen werden diese in 750 pl PBS + 2 % FCS aufgenommen und
am Epics XL-Durchflusszytometer gemessen. Die Fidrbung der Negativkontrolle

erfolgt mit dem entsprechenden Isotyp.

2.8 Statistische Auswertungen

2.8.1 T-Test

Zur Berechnung der Signifikanz wurde mithilfe des Excel Programms ein Student's

t-Test durchgefiihrt.

49



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Induktion von IL-10 durch Methylprednisolon

3.1.1 Induktion von IL-10 Protein

Zunichst wurde untersucht, ob Zellen der B-Zelllinie RPMI 8226.1, die fiir 24 h mit
dem Glukokortikoid 6a-Methylprednisolon (MP) in einer Konzentration von 10°M
stimuliert wurden, mehr IL-10 Protein synthetisieren als unstimulierte Zellen. Da
fertig synthetisierte Proteine von der Zelle abgegeben werden, wurde die IL-10
Proteinmenge mithilfe eines ELISAs aus dem Zelliiberstand bestimmt. Zur weiteren
Analyse wurde ein gepaarter Student’s t-Test durchgefiihrt. Unstimulierte Zellen
produzierten nach 24 h im Mittel 93 £ 58 pg/ml IL-10 Protein wohingegen die mit
MP stimulierten Zellen im Mittel 2122 + 508 pg/ml IL-10 Protein produzierten. Die
Sensitivitit des Assays betrug 2 pg/ml. Die mit MP stimulierten Zellen synthetisier-
ten nach 24 h ca. 23-mal mehr IL-10 Protein als unstimulierte Zellen. Die Induktion
war gegeniiber der unstimulierten Probe signifikant erhoht. In Abbildung 7 ist der

Mittelwert aus fiinf unabhéngigen Experimenten dargestellt.
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Abbildung 7:  Induktion von IL-10 Protein durch MP
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Legende zu Abbildung 7:

Zellen der Zelllinie RPMI 8226.1 wurden fiir 24 h mit MP 10° M stimuliert.
AnschlieBend wurde wie im Methodenteil beschrieben ein ELISA Assay durch-
gefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD aus fiinf unabhéngigen Versuchen. Zur
weiteren Analyse wurde ein gepaarter t-Test durchgefiihrt. Die Induktion ist im Ver-

gleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05) signifikant.

3.2 Kinetik der IL-10 mRNA Induktion

Um herauszufinden, ob und nach welcher Zeit, eine deutliche Induktion der IL-10
mRNA Menge durch MP zu beobachten ist, wurde eine Kinetik erstellt. Dazu
wurden die Zellen der B-Zelllinie RPMI 8226.1 fiir 1, 2, 4, 6 und 24 h mit MP
stimuliert. Das Cortison wurde in einer physiologischen Konzentration von 10° M
eingesetzt. Nach den entsprechenden Zeiten wurden je 2 x 10* Zellen entnommen
und mithilfe von TRI-Reagent Lysate angefertigt. Nach isolieren der RNA und
umschreiben dieser in cDNA, wurde eine quantitative PCR fiir IL-10 und das
Haushaltsgen o-Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an o-Enolase an-
geglichen und relativ zum unstimulierten 0 h Wert (= 1) unter Verwendung der
LightCycler Relquant Software angegeben. Zur weiteren Analyse wurde ein
gepaarter Student's t-Test durchgefiihrt. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse aus 3
verschiedenen Experimenten zusammengefasst. Nach einer Stunde konnte 11,3-fach
*+ 5,7 mehr IL-10 mRNA nachgewiesen werden als nach O h. Nach 2 und 4 h stieg
die produzierte IL-10 mRNA um das 15,5-fach £ 11,4 (nach 2 h) und * 10,3 (nach 4
h) an. Nach 6 h betrug die fache Steigerung gegeniiber der unstimulierten Probe nur
noch 7,3 = 4,9 und nach 24 h nur noch 0,3 £ 0,1. Die optimale Inkubationszeit fiir
MP 10° M liegt folglich zwischen 2 und 4 h.
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Abbildung 8:  Kinetik der IL-10 mRNA Induktion durch MP
Zellen der Zelllinie RPMI 8226.1 wurden fiir 0, 1, 2, 4, 6 und 24 Stunden mit MP
10° M stimuliert. Die mRNA wurde wie im Methodenteil beschrieben isoliert, in
cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR fiir IL-10 und Enolase durch-
gefithrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase angeglichen und relativ zum un-
stimulierten 0 Stunden Wert (= 1) unter Verwendung der Light Cycler Relquqant
Software angegeben. Dargestellt ist der Mittlewert aus drei Experimenten +/- SD.
Der mit * markierte Wert ist im Vergleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05)

signifikant.

3.2.1 Dosis-Wirkungsbeziehungen der IL-10 mRNA Induktion

Im anschlieenden Experiment wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen von MP (10° M, 107 M und 10® M) fiir 4 h stimuliert. Dadurch sollte
ermittelt werden, bis zu welcher Konzentration das Cortison noch zu einer Induktion
der IL-10 mRNA fiihrt. In Abbildung 9 sind die Ergebnisse aus 4 unabhingigen
Experimenten zusammengefasst. Das Ergebnis der quantitativen PCR zeigte nach
einer 4-stiindigen Stimulation mit MP in einer Konzentration von 10°¢ M, eine 17,4-
fache = 13 Induktion der IL-10 mRNA Menge im Vergleich zur unstimulierten
Probe. Die Induktion ist gegeniiber dem unstimulierten Wert signifikant erhoht. Bei
einer Konzentration von MP 107 M betrug die fache Induktion 8,3 * 4,4 und bei
einer Konzentration von MP 10® M nur noch 4,7 + 4,8. Die groBite Induktion ist

folglich nach einer Stimulation mit MP 10" M zu beobachten.
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Abbildung 9:  Titration: Induktion von IL-10 mRNA nach Stimulation mit unterschied-
lichen MP Konzentrationen
Zellen der Zelllinie RPMI 8226.1 wurden fiir 4 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von MP stimuliert. Die mRNA wurde wie im Methodenteil be-
schrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR fiir IL-10 und
Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase angeglichen und relativ
zum unstimulierten O Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2 berechnet. Dargestellt
ist der Mittlewert aus vier Experimenten +/- SD. Die mit * markierten Werte sind im

Vergleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05) signifikant.

Da das verwendete MP in EtOH gel6st ist, muss eine EtOH vermittelte Stimulation
der Zellen ausgeschlossen werden. Dazu wurden die Zellen mit einer EtOH Konzen-
tration von 0,01 %, welche der EtOH Konzentration im Stimulationsansatz mit MP
10° M entspricht, fiir 4 h stimuliert und Lysate genommen. Die Ergebnisse wurden
in Prozent, relativ zum LPS-Wert (100 %), angegeben. Abbildung 10 zeigt die
Mittelwerte von fiinf unabhingigen Experimenten. Nach Stimulation mit MP 10° M
wurden 54 * 19,3 % der IL-10 mRNA Menge, die nach der Stimulation mit
LPS 1 pug/ml fiir 4 h beobachtet werden konnte, erhalten. Wie aus Abbildung 10
hervorgeht, konnte nach Stimulation mit EtOH 0,01 % nur 2,2 £ 3,7 % der mRNA
nachgewiesen werden. In der unstimulierten Probe konnten nach 4 h 2 + 33 %
beobachtet werden. Diese Daten zeigen, dass die Stimulation durch EtOH 0,01 %
nicht zu einer Induktion der IL-10 mRNA fiihrt. Die im Experiment durch MP 10° M

erzielte Induktion ist also auf MP selbst zuriickzufiithren.
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Abbildung 10: Qualititskontrolle: Die Induktion der IL-10 mRNA erfolgt nicht durch
EtOH, in dem MP gelGst ist.
Zellen der Zelllinie RPMI 8226.1 wurden fiir 4 Stunden mit Lipopolysaccharid
(LPS) 1 pg/ml, EtOH 0,01 % und MP 10 M stimuliert. Die mRNA wurde wie im
Methodenteil beschrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine quantitative
PCR fiir IL-10 und Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase an-
geglichen und relativ zum unstimulierten O Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2
berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert von drei Experimenten +/- SD. Die mit *
markierten Werte sind im Vergleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05) signi-

fikant.

3.2.2 Ausschluss einer durch LPS vermittelten IL-10 mRNA Induktion

Daneben sollte ausgeschlossen werden, dass die Stimulation mit MP durch eine
mogliche Kontamination mit LPS verursacht wurde. Dies kann untersucht werden,
indem man dem Stimulationsansatz Polymyxin B (PMB), das LPS neutralisiert,
zugibt. Um die Wirkung von PMB zu iiberpriifen, wurden die Zellen mit LPS 1
pg/ml bzw. 100 ng/ml plus PMB 10 pg/ml fiir 4 h stimuliert und Lysate gewonnen.
Abbildung 11 fasst die Ergebnisse aus drei Versuchen in Prozent, relativ zu LPS
Ipg/ml (100 %), zusammen. Durch die Stimulation mit der niedrigeren LPS
Konzentration von 100 ng/ml, reduzierte sich die IL-10 mRNA-Menge auf 78 £ 13,4
%. In dem Probenansatz, der zusitzlich PMB 10 pg/ml enthielt, konnten nur noch
0,3 £ 0,3 % der mRNA Menge nachgewiesen werden. PMB erwies sich folglich als

wirksamer Neutralisator von LPS.
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Abbildung 11: Polymyxin B (PMB) ist ein wirksamer Neutralisator von Lipopolysaccharid
(LPS)
Zellen der Zelllinie RPMI 8226.1 wurden fiir 4 Stunden mit LPS 1 pg/ml bzw. 100
ng/ml und PMB 10 pg/ml stimuliert. Die mRNA wurde wie im Methodenteil be-
schrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR fiir IL-10 und
Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase angeglichen und relativ
zum unstimulierten O Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2 berechnet. Dargestellt
ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD. Die mit * markierten Werte sind im

Vergleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05) signifikant.

Um zu zeigen, dass die Induktion von IL-10 mRNA durch MP und nicht durch eine
Kontamination mit LPS zustande kommt, wurden die Zellen zusétzlich zu MP 10°M
mit PMB 10 pug/ml fiir 4 h stimuliert. Abbildung 12 zeigt die Mittelwerte aus drei

Experimenten in Prozent, relativ zum LPS-Wert (100 %).
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Abbildung 12: Qualititskontrolle: MP ist nicht mit LPS kontaminiert.
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit LPS 1ug/ml und MP 10° M ohne
bzw. mit PMB 10 pg/ml stimuliert. Die mRNA wurde wie im Methodenteil be-

schrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR fiir IL-10 und
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Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase angeglichen und relativ
zum unstimulierten O Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2 berechnet. Dargestellt
ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD. Die mit * markierten Werte sind im

Vergleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05) signifikant.

Die Induktion durch die Kombination von MP 10® M und PMB 10 ug/ml, betrug 53
+ 20,1 % der Induktion durch LPS 1 pg/ml. Damit war diese der 54 + 19,3 %-igen
Induktion durch MP 10° M in etwa gleich. Eine in diesem Fall mégliche, durch
PMB 10 pg/ml verursachte Induktion konnte ausgeschlossen werden, da nach
Stimulation mit dem Inhibitor allein nur eine 1,5 + 2 %-ige Induktion der IL-10
mRNA erfolgte, die der konstitutiven Expression nach 4 h entspricht. Auch mithilfe
dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass die Induktion der IL-10 mRNA

allein auf die Wirkung von MP zuriickzufiihren ist.

3.3 Induktion des IL-10 Promotors

Transkriptionsfaktoren binden im Promotor entweder direkt an die DNA oder an
andere DNA-bindende Proteine und beeinflussen so die Transkription. Um die fiir
die Transkription des IL-10 Promotors durch Glukokortikoide essenziellen Faktoren
im Promotor zu identifizieren, wurden die Zellen mit unterschiedlich langen
Luziferase Promotorkonstrukten getestet. Die Konstrukte wurden in allen be-
schriebenen Experimenten mithilfe von DEAE-Dextran in die Zelllinie RPMI 8226.1
eingebracht. Als interne Kontrolle wurde gleichzeitig zum Reporter Firefly
Luziferase ein Kontrollvektor mit einer Renilla Luziferase transfiziert. Nach 70 h
wurden die Zellen fiir 6 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von MP (von 10°°
M — 10" M) oder mit LPS 1pg/ml stimuliert, wobei immer eine unstimulierte Probe
mitgefiihrt wurde. Die Luziferase-Aktivitdt wurde anschlieBend in relativen Licht-
einheiten (RLU) gemessen und an Renilla Luziferase angeglichen. Die gemessenen
RLUs beziehen sich auf eine Zellmenge von 5 x 10° Zellen. Die Auswertung erfolgte

wie unter Punkt 2.5.1 beschrieben.
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3.3.1 Transaktivierung des pIL-10(-1044).luci Promotorkonstrukts

Zunichst wurde untersucht, ob nach Transfektion des pIL-10(-1044).luci Konstrukts,
das den ganzen IL-10 Promotor umfasst, eine Transaktivierung durch MP erfolgt.
Das 1044 bp lange Promotorkonstrukt enthilt Bindemotive fiir den Transkriptions-
faktor Specificity Protein 1 (SP1) bei -601 bp, fiir den Glukokortikoidrezeptor-
Komplex, das sogenannte Glukokortikoid Responsive Element (GRE), bei -316 bp,
fiir den Interferon Regulatory Factor (IRF) bei -181 bp und fiir den Signal transducer
and activator of transcription3 (Stat3) bei -120 bp, berechnet vom Transkriptionsstart

(Abbildung 13).

SP1 GRE IRF Stat TATA-Box
(-601) (-316) (-181) (-120)

_* i O O o |_> Luziferase

Abbildung 13: Schematische Darstellung des plIL-10(-1044) Luziferase Reportergen-

konstrukts mit potentiellen Bindemotiven.

Abbildung 14 fasst die Mittelwerte aus 5 unabhingigen Experimenten zusammen.
Nach Stimulation der RPMI 8226.1 Zellen mit MP 10° M konnten 73233 * 35613
RLU/5 x 10° Zellen gemessen werden. Die Zahl der RLU/5 x 10° Zellen betrug in
der unstimulierten Probe 5347 + 3303. Folglich konnte eine um Faktor 18,5 ge-
steigerte Transaktivierung des IL-10 Promotors durch MP demonstriert werden. Im
Vergleich dazu, konnte mit MP 107 M mit 46432 + 24050 RLU/5 x 10° Zellen im
Mittel nur eine 11,2-fache, und mit 18067 * 14450 RLU/5S x 10° Zellen nach
Stimulation mit MP 10® M nur eine 2,5-fache Steigerung der Transkription erzielt
werden. Diese Daten belegen eine deutliche und schnelle Induktion des IL-10

Promotors durch MP.
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Abbildung 14: Titration: Transaktivierung des plL-10(-1044) Luziferase Reportergen-
konstrukts durch verschiedene MP Konzentrationen.
RPMI 8226.1 Zellen wurden mit dem pIL-10(-1044) Luziferase Reportergen-
konstrukt und dem Renilla Luziferase Kontrollvektor kotransfiziert. Nach 70
Stunden wurden die Zellen fiir 6 h mit verschiedenen Konzentrationen von MP
stimuliert. Die Luziferaseaktivitit wurde in RLU gemessen und an Renilla
Luziferase angeglichen. Dargestellt ist der Mittelwert aus fiinf Experimenten +/- SD.

Die mit * gekennzeichneten Ergebnisse sind mit (p < 0.05) signifikant.

3.3.2 Transaktivierung der pIL-10(-195).luci Promotorkonstrukte

Um herauszufinden, ob das GRE Bindemotiv fiir die Transaktivierung des IL-10
Promotors durch GCs von Bedeutung ist, wurden die Zellen im nachfolgenden
Experiment mit einem 195 bp langen IL-10 Promotorkonstrukt transfiziert, das kein

potentielles GRE enthilt, aber die IRF und Stat Bindemotive (sieche Abbildung 15).

IRF Stat TATA-Box
O ‘ o |_’ Luziferase
Abbildung 15: Schematische Darstellung des pIL-10(-195) Luziferase Reportergen-
konstrukts
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Abbildung 16: Deletionsserie: Transaktivierung der pIL-10(-195) LuziferaseReportergen-

konstrukte mit und ohne Mutation durch MP.

RPMI 8226.1 Zellen wurden mit dem pIL-10(-195) Luziferase Reportergen-
konstrukt mit und ohne Mutation und dem Renilla Luziferase Kontrollvektor
kotransfiziert. Nach 70 Stunden wurden die Zellen mit MP in den Konzentrationen
10° M und 107 M fiir 6 Stunden stimuliert. Die Luziferaseaktivitit wurde in RLU
gemessen und an Renilla Luziferase angeglichen. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei Experimenten +/- SD. Die mit * gekennzeichneten Ergebnisse sind mit (p <
0.05) signifikant. () 0 h unstimuliert, (£4) 6 h unstimuliert, (CI) 6 h MP 10° M und
(@) 6 hMP 107 M.

Wie Abbildung 16 zeigt, war das Wildtyp Konstrukt (pIL-10(-195)wt) durch
Glukokortikoide gut induzierbar. Es zeigte in drei Experimenten im Mittel 18761 +
12215 RLU/5 x 10° Zellen. Im Vergleich zur unstimulierten Probe, in der im Mittel
929 + 487 RLU/5 x 10° Zellen messbar waren, bedeutet dies eine 8,8-fache
Steigerung der Promotoraktivitit nach Stimulation mit MP 10° M. In der mit MP
107 M stimulierten Probe konnten 12322 + 7817 RLU/5 x 10’ Zellen gemessen
werden und damit eine 5,6-fache Steigerung gezeigt werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass das GRE keine grofle Bedeutung
fiir die Transaktivierung des IL-10 Promotors durch GCs hat.

Um herauszufinden, welches der beiden verbliebenen Motive fiir die Trans-

aktivierung durch GCs von Bedeutung ist, wurden die Zellen mit 195 bp langen
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IL-10 Promotorkonstrukten transfiziert, die Mutationen im IRF Motiv, bzw. im Stat3
Motiv oder in beiden enthalten.

Das Konstrukt mit der Mutation im IRF Bindemotiv (pIL-10(-195)IRFm) ist mit MP
10° M 14-fach und durch MP 107 M 8,5-fach induzierbar. Dabei betrugen die
maximalen Absolutwerte der RLU/5 x 10° Zellen nach Stimulation mit MP 10° M
im Mittel 25133 + 11106 RLU/5 x 10’ Zellen und mit MP 107 M 15428 + 4876
RLU/5 x 10° Zellen, wihrend der Mittelwert der RLU/S x 10° Zellen der un-
stimulierten Probe bei 474 *+ 130 lag. Somit scheint das IRF Bindemotiv fiir die
Transaktivierung des IL-10 Promotors durch Glukokortikoide nicht relevant zu sein.
Das Konstrukt mit der Mutation des Stat Motivs (pIL-10(-195)Statm) zeigte nach
Stimulation mit MP 10 M mit im Mittel 2852 + 3407 RLU/5 x 10’ Zellen nur noch
eine 5,4-fache und durch MP 107 M mit im Mittel 2089 + 2105 RLU/5 x 10° Zellen
nur noch eine 2,5-fache Steigerung gegeniiber der unstimulierten Probe, in der im
Mittel 386 + 94 RLU/5 x 10° Zellen messbar waren. Aus dem deutlich reduzierten
Induktionsniveau kann man schlieBen, dass das Stat3 Bindemotiv fir die Trans-
aktivierung eine wichtige Rolle spielt.

In dem Konstrukt mit der Doppelmutante (pIL-10(-195)IRFm+ Statm) waren nach
Stimulation mit MP 10° M im Mittel 3953 + 2825 RLU/5 x 10° Zellen und nach
Stimulation mit MP 107 M im Mittel 2488 + 1490 RLU/5 x 10> Zellen messbar. Da
in der unstimulierten Probe im Mittel nur 412 + 311 RLU/5 x 10° Zellen nach-
gewiesen werden konnten, ergibt sich durch MP 10° M eine 8,3-fache Steigerung
und durch MP 107 M eine 5-fache Steigerung der Promotoraktivitit. Dies findet
jedoch ebenfalls auf einem stark reduzierten Niveau statt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass das GRE fiir die Induktion des IL-10
Promotors nicht unbedingt gebraucht wird und dass das Stat Motiv eine wichtige
Rolle zu spielen scheint. Bemerkenswert ist, dass GCs auch in Abwesenheit eines
Stat Motivs den Promotor immer noch induzieren, wenn auch auf niedrigen Aktivi-

tdtsniveau.
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3.3.3 Transaktivierung des pIL-10(-150) Promotorkonstrukts

Da im vorangegangenen Versuch eine Induktion nach Transfektion des 195 bp
langen IL-10 Promotor Konstrukts nachgewiesen werden konnte und Stat3 eine
wichtige Rolle bei der Induktion von IL-10 durch Glukokortikoide zu spielen
scheint, wurde im folgenden Versuch ein 150 bp langes IL-10 Promotorkonstrukt,
das nur noch das Stat3 Bindemotiv enthilt, transfiziert (Abbildung 17). Dieses sollte

aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse durch MP induzierbar sein.

Stat TATA-Box

(-120)
<> o |_> Luziferase

Abbildung 17:  Schematische Darstellung des pIL-10(-150) Luziferase Reportergen-

konstrukts
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Abbildung 18: Transaktivierung des pIL-10(-150) Luziferase Reportergenkonstrukts durch
MP und LPS
RPMI 8226.1 Zellen wurden mit dem pIL-10(-150) Luziferase Reportergen-
konstrukt und dem Renilla Luziferase Kontrollvektor kotransfiziert. Nach 70
Stunden wurden die Zellen mit MP 10° M und LPS 1 pg/ml fiir 6 Stunden
stimuliert. Die Luziferaseaktivitit wurde in RLU gemessen und an Renilla
Luziferase angeglichen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD.

Das mit * gekennzeichneten Ergebnis ist mit (p < 0.05) signifikant.
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Abbildung 18 ist zu entnehmen, dass das Konstrukt durch Glukokortikoide gut
induzierbar ist. Nach Stimulation der RPMI 8226.1 Zellen mit MP in einer Konzent-
ration von 10® M konnten in 3 Experimenten im Mittel 3592 + 2069 RLU/5 x 10°
Zellen gemessen werden und damit eine um den Faktor 2,7 gesteigerte Transaktivie-
rung des IL-10 Promotors im Gegensatz zur unstimulierten Probe mit im Mittel
1112 + 411 RLU/5 x 10° Zellen gezeigt werden. Als Kontrolle fiir die Induktion
wurde eine Probe mit LPS 1 pg/ml stimuliert, in der im Mittel 5298 + 2493 RLU/S x
10° Zellen messbar waren. Folglich konnte durch Stimulation mit LPS im Mittel eine

4,5-fache Steigerung der Transkription erzielt werden.

3.3.4 Analyse des 150 bp langen IL-10 Promotors

Da trotz der Mutation des Stat Motivs noch immer eine Induktion des IL-10 Promo-
tors zu sehen war, wurden im nichsten Versuch Plasmide transfiziert, die eine 10 bp
lange Linkersequenz an unterschiedlichen Stellen im  pIL-10(-150).luci
Promotorkonstrukt enthalten. Auf diese Weise sollten weitere Motive entdeckt

werden, die an einer GC Induktion des Promotors beteiligt sind.

-59
-150 TA%A. 59

-150/-141

-140/-131

-130/-121

.

-120/-111

-110/-101

-100/-91

-90/-81

-80/-71

-70/-61

Abbildung 19:  Schematische Darstellung der Linkerscanningserie
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Abbildung 20: Transaktivierung der Linkerscanninserie durch MP
Eine 10 bp lange Linkersequenz wurde an unterschiedlichen Stellen in das -150
Konstrukt eingefiigt und anschielend in pBTATA.Iuci kloniert. 70 Stunden nach der
Transfektion in RPMI 8226.1 Zellen wurden diese fiir 6 Stunden mit MP 10° M
stimuliert. Die Luziferaseaktivitit wurde in RLU gemessen und an Renilla
Luziferase angeglichen. Dargestellt sind die Mittelwerte der fachen Steigerung, be-
rechnet aus drei unterschiedlichen Experimenten. Das mit * gekennzeichnete Ergeb-

nis ist mit (p < 0.05) signifikant.

Nach Transfektion des pIL-10(-150)wt und des pIL-10 LS1 Konstruktes konnte eine
7,7 £ 4,1-fache (fiir wt) und + 2,4 (fiir LS1) Steigerung der Promotoraktivitit
beobachtet werden. Mit der Transfektion des pIL-10 LS2 Konstrukts konnte eine 5,8
+ 1,8-fache und mit pIL-10 LS3 eine 13,2 + 7,7-fache Steigerung nachgewiesen
werden. Einen deutlichen Riickgang der Promotoraktivitidt konnte mit dem pIL-10
LS4 Konstrukt beobachtet werden, das nur noch zu einer 2,2 + 0,6-fachen Steigerung
fiihrte. Mit dem pIL-10 LS5 Konstrukt konnte wieder eine 6,7 + 1,9-fache, mit dem
pIL-10 LS6 Konstrukt eine 8,1 + 4-fache, mit dem pIL-10 LS7 Konstrukt eine 9,4
+3,2-fache, mit dem pIL-10 LS8 Konstrukt eine 5 + 1,4-fache und mit dem pIL-10
LS9 Konstrukt eine 6 + 2,5-fache Induktion beobachtet werden.

Diese Daten zeigen deutlich, dass nur die Mutation im LS4 Konstrukt, welche das
Stat Motiv umfasst, die Promotoraktivitit senkt. Es wurden also keine weiteren cis-

Elemente, die an der GC Aktivierung des IL-10 Gens beteiligt sind, gefunden.
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3.3.5 Transaktivierung des LS4 (3x Stat3) Promotorkonstrukts

Um die Rolle des Stat3 Bindemotivs genauer zu untersuchen, wurde das Plasmid
pLS4 (3x Stat3) eingesetzt, welches drei hintereinander klonierte Stat3 Bindemotive

enthdlt.

Stat Stat Stat

— OO o< '_’Luziferase

Abbildung 21:  Schematische Darstellung des LS4(3x Stat3) Luziferase Reportergen-

konstrukts
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Abbildung 22: Transaktivierung des LS4 Trimers durch MP
RPMI 8226.1 Zellen wurden mit dem LS4 Trimer, das drei Stat3 Bindemotive aus
dem humanen IL-10 Promotor enthilt und dem Renilla Luziferase Kontrollvektor
kotransfiziert. Nach 70 Stunden wurden die Zellen mit MP 10" M fiir 6 h stimuliert.
Die Luziferaseaktivitit wurde in RLU gemessen und an Renilla Luziferase an-

geglichen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD.

Abbildung 22 zeigt die Mittelwerte von 3 unabhingigen Experimenten. Nach
Stimulation mit MP 10 M erfolgte eine 28,8-fache, mit MP 107 M eine 17-fache
und mit MP 10° M eine 2,4-fache Transaktivierung des Promotors. Dabei waren
nach Stimulation mit MP 10 M 42452 + 16965 RLU/5 x 10° Zellen, nach Stimula-
tion mit MP 10”7 M 25321 + 16966 RLU/5 x 10° Zellen und nach Stimulation mit
MP 10° M 4053 % 3915 RLU/5 x 10° Zellen messbar. In der unstimulierten Probe
waren nur 497 + 434 RLU/5 x 10° Zellen messbar. Wie auch schon in den
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Transferexperimenten mit den anderen Konstrukten, zeigte auch hier MP 10° M die
stiarkste Induktion. Das Experiment verdeutlicht nochmals die Bedeutung des Stat3

Bindemotivs.

3.4 Analyse des LS4 Bindeproteins

Mithilfe eines EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) soll nun die Bindung
von Stat3 an die LS4 Sequenz nachgewiesen werden. Fiir dieses Experiment wurden
die Zellen ohne und mit LPS 1 pg/ml bzw. MP 10-6 M fiir 1, 2 und 4 h stimuliert
und die Kernextrakte gewonnen. Diese wurden anschlieBend mit einem radioaktiv
markierten Oligonukleotid mit der LS4 Sequenz inkubiert. DNA-Molekiile, an die
ein Protein gebunden hat, wandern im anschlieBenden Polyacrylamidgel langsamer
als freie Fragmente. Kommt es durch die Stimulation mit Methylprednisolon zu einer
gesteigerten Transkription, an der Stat3 im Wesentlichen beteiligt ist, miisste im
Kernextrakt mehr Stat3 Protein vorhanden sein - folglich mehr Protein an das
Oligonukleotid binden und dies im Gel durch eine stirkere Bande zu sehen sein. Die
Stimulation mit LPS dient als Positivkontrolle. Abbildung 23 zeigt einen von drei

reprasentativen EMSA.

1h 2h 4h

O LPS MP O LPSMP O LPS MP
g b - v @0

& = Sta3

Abbildung 23: Gelshiftanalyse: Stat3 bindet nach Stimulation mit LPS und MP vermehrt an

die LS4 Sequenz im IL-10 Promotor

RPMI Zellen wurden fiir 1, 2 und 4 Stunden mit LPS 1 pug/ml und MP 10° M
stimuliert. AnschlieBend wurden wie im Methodenteil beschrieben Kernextrakte an-
gefertigt und mit dem radioaktiv markierten LS4 Oligonukleotid inkubiert. Die

Proben wurden auf einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und
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ein Rontgenfilm aufgelegt. Gezeigt ist eines von insgesamt drei reprédsentativen

Experimenten.

Wie aus Abbildung 23 zu lesen ist, lieB sich nach 1 h weder in der mit LPS 1 ug/ml
noch in der mit Methylprednisolon in einer Konzentration von 10° M stimulierten
Probe eine starke Bindeaktivitdt nachweisen. Nach 2 h jedoch lésst sich in der mit
Methylprednisolon 10° M stimulierten Probe eine starke Bindeaktivitiit zeigen, die
nach 4 h jedoch wieder deutlich zuriickgeht. Anders verhielt sich die mit LPS 1
pg/ml stimulierte Probe, in der erst nach 4 h eine erhohte Bindeaktivitidt beobachtet
werden konnte.

Um zu zeigen, dass wirklich Stat3 an die DNA bindet, wurde eine Supershiftanalyse
durchgefiihrt. Die Kernextrakte von RPMI Zellen, die fiir 2 und 4 h mit und ohne 60a-
Methylprednisolon stimuliert wurden, wurden ohne Antikorper, mit einem Stat3
Antikorper oder mit einem unspezifischen IgG, als Kontrolle, fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe des radioaktiv markierten Oligos werden die Proben auf
einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch die Bindung eines
Antikorpers an den DNA-Protein-Komplex wird dieser grofler und die Bande im Gel

verschiebt sich nach oben. Abbildung 24 zeigt ein Reprisentatives von drei Experi-

menten.
2h 4h
MP- - - 4+ + + - - - + + +
AB / stat3 ctl / stat3ctl / stat3ctl / stat3 ctl
ww pey wo W L g @O Gy L
. s bl | <mm Stat3 + AB
o e e TR R i 9

Abbildung 24: Supershiftanalyse: Stat3 bindet an die LS4 Sequenz im IL-10 Promotor
RPMI Zellen wurden fiir 2 und 4 Stunden mit MP 10® M stimuliert und an-
schlieBend wie im Methodenteil beschrieben Kernextrakte angefertigt. Vor der
Inkubation mit dem radioaktiv markierten LS4 Oligonukleotid werden die Extrakte

mit einem Anti-Stat3 Antikorper (AB) (stat3) und einem Kontrollantikérper (ctl)
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inkubiert. Daneben wurde eine Probe ohne AK (/) mitgefiihrt. Im Anschluss wurden
die Proben auf einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und ein
Rontgenfilm aufgelegt. Gezeigt ist eines von insgesamt drei repriasentativen Experi-

menten.

Nach zwei Stunden war in der unstimulierten Probe ohne die Zugabe von Antikorper
eine schwache Bande zu erkennen. Diese zeigte die konstitutive Bindeaktivitit von
Stat3. Dass es sich hierbei wirklich um Stat3 handelt, wurde in der Probe deutlich,
der zusitzlich der Stat3 Antikorper zugegeben wurde. Die Bande ist nach oben
verschoben. In der Kontrollprobe mit dem unspezifischen IgG war die Bande auf
gleicher Hohe wie in der Probe ohne Antikorper, da dieser nicht an Stat3 bindet. Die
Bindeaktivitit in den fir 2 h mit MP stimulierten Proben war, wie bereits im EMSA
Experiment gezeigt wurde, deutlich stirker. Nach Stimulation mit 6a-
Methylprednisolon hatte mehr Stat3 an die LS4 Sequenz gebunden als in der
unstimulierten Probe. Dass es sich auch hierbei um Stat3 handelt, zeigte sich im Gel
durch die nach oben verschobene Bande in der Probe mit dem Stat3 Antikorper.

Das gleiche Experiment wurde auch fiir eine Stimulation von 4 h durchgefiihrt.
Insgesamt war nach 4 h, wie auch im EMSA Experiment bereits gezeigt, eine
geringere Bindeaktivitidt von Stat3 zu beobachten als nach 2 h. Doch auch nach 4-
stiindiger Stimulation konnte durch die Verschiebung der Bande in der Probe mit
dem Stat3 Antikorper gezeigt werden, dass es sich um Stat3 handelt, das an die LS4

Sequenz bindet.

3.5 Nachweis der Bindung von Stat3 an den IL-10 Promotor durch ChIP

Mithilfe der ChIP (Chromatin-Immunprizipitation) Methode sollte die Bindung von
Stat3 an die LS4 Sequenz im IL-10 Promotor in vivo nachgewiesen werden. Aus den
fiir 2 h mit und ohne 6a-Methylprednisolon in einer Konzentration von 10° M
stimulierten Zellen wurde nach Vernetzung der Proteine mit der DNA durch
Formaldehyd das Chromatin gewonnen. Uber Nacht wurde dieses dann, durch
Zugabe des anti-Stat3 Antikorpers oder des anti-TATA binding Protein Antikorpers
(Positivkontrolle) und der Agarose Beads, prizipitiert. Nach Waschen der Beads

wurden die Vernetzungen gelost und die DNA isoliert. Zusitzlich wurde eine
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Chromatin-Probe mitgefiihrt, die nicht prézipitiert wurde, und so Auskunft iiber die
eingesetzte Chromatinmenge gibt (Input). Durch eine quantitative PCR mit einem
Primerpaar, das die LS4 Sequenz umschlie3t, wurde anschlieBend nachgewiesen, wie
viel Stat3 an die DNA gebunden war. Die zusitzliche Amplifikation des Myoglobin
Gens diente als Negativkontrolle. Fiir die Positivkontrolle wurde der humane H2B
Promotor amplifiziert. Abbildung 25 fasst die Ergebnisse aus 3 ChIP Experimenten
zusammen. Angegeben ist jeweils, wie viel Prozent der eingesetzten Chromatin-
menge nach Prizipitation mit dem spezifischen Antikorper wieder gewonnen werden

konnte.
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Abbildung 25: ChIP-Analyse: MP induziert die Bindung von Stat3 an die LS4 Sequenz im
IL-10 Promotor
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 2 h mit MP 10° M stimuliert. Die Chromatin-
immunprizipitation (ChIP) wurde wie im Methodenteil beschrieben fiir stimulierte
und unstimulierte Zellen mithilfe eines Anti-Stat3 Antikorpers durchgefiihrt. Mittels
einer quantitativen PCR mit Primern, die die LS4 Sequenz umschliefen wurde die
Bindung von Stat3 im IL-10 Promotor nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurde
das Myoglobin Gen amplifiziert. Gezeigt ist eines von insgesamt drei
reprisentativen Experimenten. Der mit * markierte Wert ist im Vergleich zum un-

stimulierten Wert mit (p < 0.05) signifikant.

Nach Stimulation mit 6a-Methylprednisolon in einer Konzentration von 10° M fiir 2
h konnten 0,83 + 0,2 % der eingesetzten Chromatinmenge wieder gewonnen werden.
In der unstimulierten Probe hingegen nur 0,24 + 0,11 %. Durch die Stimulation mit

dem Glukokortikoid ist folglich in vivo um Faktor 3,4 mehr Stat3 an die DNA
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gebunden als in der unstimulierten Probe. Am Myoglobin Gen (Negativkontrolle)
war, wie erwartet, keine Bindung von Stat3 nachweisbar. In der unstimulierten Probe
konnten 0,03 + 0,01 % und in der stimulierten Probe 0,04 £ 0,01 % des eingesetzten
Chromatins durch Immunprézipitation wieder gewonnen werden.

Um die Induktion der Stat3 Bindung auf einem Agarosegel (2 %) zu veranschau-
lichen, wurde erneut eine PCR fiir die nach einem ChIP Experiment isolierte DNA

durchgefiihrt, die bei Zyklus 30 gestoppt wurde.

anti-Stat3

Input

2h

Abbildung 26: Induktion von Stat3 durch MP (ChIP)
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 2 h mit MP 10° M stimuliert. Die Chromatin-
immunprizipitation (ChIP) wurde wie im Methodenteil beschrieben mithilfe eines
Anti-Stat3 Antikorpers fiir stimulierte und unstimulierte Zellen durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde eine PCR mit Primern, die die LS4 Sequenz umschlieBen durch-
gefiihrt und bei Zyklus 30 unterbrochen. Die Amplifikate wurden auf ein 2 %-iges
Agarosegel aufgetragen. Als Kontrolle wurde eine 1:15 Verdiinnung des in das
Experiment eingesetzten Gesamtchromatins mitamplifiziert (Input). Im Vergleich
zur unstimulierten Probe (0) war nach Stimulation mit MP mehr Stat3 an die DNA

gebunden.

Auch auf dem Gel ist die Induktion von Stat3 durch 6a-Methylprednisolon gut zu
sehen (obere Spalte). Fiir das Experiment wurde fiir die unstimulierte und die
stimulierte Probe gleich viel Chromatin eingesetzt (sieche Input, untere Zeile). Die
densitometrische Analyse zeigte fiir die stimulierte Probe eine 2,6-fache Induktion

der LS4 DNA-Menge nach Prézipitation mit anti-Stat3.
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3.6 Phosphorylierung von Stat3 Protein vor und nach Induktion durch MP

Um zu kldren, ob und an welchen Aminosdureresten Stat3 nach der Induktion durch
MP phosphoryliert vorliegt, wurden Kernextrakte aus Zellen, die fiir 2 h mit MP 10°°
M stimuliert wurden, gewonnen und im Western Blot analysiert. Aktin diente dabei
als Kontrolle und war fiir alle Proben gleich. Die Menge an unphosphoryliertem

Stat3 war in beiden Proben (stimuliert und unstimuliert) gleich. Das Gleiche konnte

727 705

fiir das am Ser’”’ und Tyr"™" phosphorylierte Stat3 Protein beobachtet werden. Es war

jedoch mehr Stat3 Protein, das am Tyr'”

727

phosphoryliert ist nachweisbar, als
welches, das am Ser phosphoryliert ist. Fiir keinen der untersuchten
Phosphorylierungszustinde von Stat3 war eine Veridnderung durch MP zu be-

obachten.

MP -+ - + -+
— — SN B Stat3

Ser-727 Tyr-705

> Aktin

Abbildung 27: Western Blot Analyse: Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von
Stat3 nach Stimulation mit MP
RPMI Zellen wurden fiir 2 Stunden mit MP 10° M stimuliert. Im Anschluss wurde

wie im Methodenteil beschrieben eine Western Blot Analyse durchgefiihrt. Fiir die

727

Immundetektion wurden Antikorper gegen Stat3, den Phospho-Ser’”" und den

phospho-Tyr™® Rest von Stat3 verwendet. Als Kontrolle wurde ein Antikorper
gegen Aktin verwendet. Die Detektion erfolgte mittels Chemolumineszenz.

Gezeigt ist eines von insgesamt drei repridsentativen Experimenten.

3.7 Beteiligung des Glukokortikoidrezeptors an der Induktion durch MP

Um zu priifen, ob die Induktion von IL-10 durch Glukokortikoide durch den
nukledren Glukokortikoidrezeptor oder durch einen Oberfldchenrezeptor vermittelt
wird, wurden RPMI 8226.1 Zellen mit MP in einer Konzentration von 10° M und
mit, bzw. ohne Mifepristone (RU-486) in einer Konzentration von 3 uM fiir 4 h
stimuliert. Mifepristone ist ein Steroidhormonrezeptor Agonist, der an den Rezeptor

bindet und somit die Bindung von Glukokortikoiden verhindert. Mithilfe von TRI-
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Reagent wurde anschlieBend die mRNA isoliert. Nach Umschreiben in cDNA wurde
eine LightCycler PCR fiir IL-10 und o-Enolase durchgefiihrt. Die Daten wurden
unter Annahme von einer Basis von 2 berechnet, an Enolase angeglichen und relativ
zum unstimulierten 0 h Wert (= 1) berechnet. Nachfolgende Abbildung fasst die

Mittelwerte aus 4 voneinander unabhingigen Experimenten zusammen.
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Abbildung 28: Blockade des Glukokortikoidrezeptors durch RU-486
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 4 h mit MP 10° M und mit 3 uM des Steroid-
rezeptor Anatagonisten RU-486 stimuliert. Die mRNA wurde wie im Methodenteil
beschrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR fiir IL-10
und Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase angeglichen und
relativ zum unstimulierten O Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2 berechnet.

Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD.

Die Stimulation mit MP 10° M fiihrte zu einer 61 * 44-fachen Induktion der IL-10
mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe. Die Stimulation der Zellen
mit MP 10°® M und RU-486 3 uM fiihrte, wie auch die Stimulation mit RU-486 3
uM allein, zu keiner Induktion der IL-10 mRNA. Das Ergebnis lédsst darauf schlie-
Ben, dass der Glukokortikoidrezeptor bei der Induktion der IL-10 mRNA maBgeblich
beteiligt ist.

Um eine Beteiligung des Glukokortikoidrezeptors auch auf Promotorebene nach-
weisen zu konnen, wurde das pIL-10(-195).luci Konstrukt in RPMI 8226.1 Zellen
transfiziert und fiir 6 h mit und ohne RU-486 3 uM und MP 10° M stimuliert. In
Abbildung 29 ist der Mittelwert von drei voneinander unabhingigen Experimenten

dargestellt.

71



3 Ergebnisse

80000
70000
60000
50000
40000
30000

20000 -
iR -
ol mm
0 6
0 0
0 0

Luziferase-Aktivitat [RLU]

Zeit [Nn] 6 6 6

MP 10 E-6 M|MP 10 E-6 M 0
0 + RU-486 3 |RU-486 3 uM

Stimulus

Abbildung 29: Blockade der Transaktivierung des pIL-10(-195) Luziferase Reportergen-
konstrukts durch RU-486 nach Stimulation mit MP
RPMI 8226.1 Zellen wurden mit dem pIL-10(-195) Luziferase Reportergen-
konstrukt und dem Renilla Luziferase Kontrollvektor kotransfiziert. Nach 70
Stunden wurden die Zellen mit MP 10® M und RU-486 3 uM fiir 6 h stimuliert und
die Luziferaseaktivitdt in RLU gemessen und an Renilla Luziferase angeglichen.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD. Das mit * markierte Er-

gebnis ist mit (p < 0.05) signifikant.

Nach Stimulation mit MP 10 M konnte eine Lichtintensitit von 51839,2 + 25675,9
RLU/5 x 10° Zellen gemessen werden. Damit konnte im Gegensatz zur un-
stimulierten Probe, in der 6213,6 + 7051,1 RLU/S x 10° Zellen messbar waren, eine
um Faktor 10 gesteigerte Transaktivierung des Konstruktes gezeigt werden. In der
mit MP 10® M und RU-486 3 uM stimulierten Probe war mit 12788 + 7354 RLU/5 x
10° Zellen hingegen nur eine um Faktor 1,5 gesteigerte Transaktivierung zu be-
obachten. Es konnte keine Stimulation der Zellen durch RU-486 3 uM alleine
festgestellt werden.

Ohne die Beteiligung des Glukokortikoidrezeptors kommt es also zu keiner Trans-
aktivierung des pIL10-(-195) Konstruktes durch Glukokortikoide. Der Glukokortiko-
idrezeptor ist an der durch Glukokortikoide vermittelten Induktion von IL-10

mafgeblich beteiligt.
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3.8 Blockade der PI3K durch Ly 294,000 und Wortmannin

Da bekannt ist, dass Glukokortikoide die Phosphatidylinositol-3-hydroxykinase
(PI3K) iiber den Glukokortikoidrezeptor aktivieren konnen (Hafezi-Moghadam et al.
2002), wurden die Zellen im nachfolgenden Versuch vor der Stimulation mit MP
10° M fiir 4 h mit den PI3-Kinase Inhibitoren Ly 294,002 und Wortmannin fiir 20
min vorinkubiert. Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob die PI3-Kinase an

der Induktion von IL-10 durch MP beteiligt ist.
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Abbildung 30: Die Induktion der IL-10 mRNA durch MP kann durch die PI3-Kinase
Inhibitoren Ly 294,002 und Wortmannin nicht beeinflusst werden
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit MP 10° M und den PI3-Kinase In-
hibitoren Ly 294,002 100 um und Wortmannin 100 nM stimuliert. Die mRNA
wurde wie im Methodenteil beschrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine
quantitative PCR fiir IL-10 und Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an
Enolase angeglichen und relativ zum unstimulierten 0 Stunden Wert (= 1) mit der

Basis von 2 berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert aus fiinf Experimenten +/- SD.

Nach Stimulation mit MP 10°® M wurde um Faktor 20,6 + 14,8 mehr IL-10 produ-
ziert als in der unstimulierten Probe (nicht gezeigt). Trotz Vorinkubation der Zellen
mit Ly 294,002 100 uM konnte nach Stimulation mit MP 10° M fiir 4 h keine
deutliche Abnahme der IL-10 mRNA Menge beobachtet werden. Der Faktor der
Induktion betrug 18,9 + 15. Nach Vorinkubation der Zellen mit Wortmannin 100 nM

konnte gegeniiber der unstimulierten Probe eine Induktion um Faktor 41,6 + 38,7
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beobachten werden. Diese liegt damit noch iiber der, die durch MP alleine erzielt
werden konnte. Da beide Inhibitoren in DMSO gelst wurden, wurden Kontrollen
mitgefiihrt, die den eingesetzten DMSO Konzentrationen entsprachen. Ebenso wurde
ausgeschlossen, dass die Inhibitoren ohne MP zu einer Induktion fiihren (Daten nicht

gezeigt).

3.9 Induktion von IL-10 mRNA in priméiren humanen B-Zellen

Aus 50 ml humanem Blut von gesunden Spendern wurden zunichst PBMC, danach
mittels MACS-Separation B-Zellen isoliert. Die isolierten B-Zellen wurden im
FACS auf ihre Reinheit tiberpriift (> 95 % CD 19* Zellen), in MonoMac6-Medium +
10 % FCS aufgenommen und fiir 24 h ohne und mit LPS 1 pg/ml und MP 10° M
stimuliert. Aus den Lysaten wurde die mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und
die relative IL-10 mRNA im LightCycler quantitativ bestimmt. Als interne Kontrolle
wurde erneut das Haushaltsgen a-Enolase amplifiziert. Abbildung 31 fasst das

Ergebnis von 6 Spendern zusammen.

relative IL-10 mRBNA
O = N W N O1 O
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Abbildung 31: Induktion der IL-10 mRNA durch MP in humanen B-Zellen
Primdre humane B-Zellen, die mithilfe der MACS Methode separiert wurden,
wurden fiir 24 h mit LPS 1 pg/ml bzw. MP 10° M stimuliert. Die mRNA wurde wie
im Methodenteil beschrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine quantitative
PCR fiir IL-10 und Enolase durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden an Enolase an-
geglichen und relativ zum unstimulierten O Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2
berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD. Der mit *
gekennzeichnete Wert ist im Vergleich zum unstimulierten Wert mit (p < 0.05)

signifikant.
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Nach 24 h wurde in der mit LPS 1 pg/ml stimulierten Probe 1,3 + 0,7-fach mehr IL-
10 mRNA synthetisiert als in der unstimulierten Probe. In der mit MP 10° M
stimulierten Probe wurde um Faktor 3,4 + 2,3 mehr IL-10 mRNA produziert als in
der unstimulierten Probe. Die IL-10 mRNA I&sst sich in primédren humanen B-Zellen

durch MP induzieren.

3.10 Methylprednisolon transaktiviert nicht jeden Promotor

Um zu zeigen, dass Glukokortikoide nicht jedes transfizierte Konstrukt trans-
aktivieren, wurde das 3xkB.luci Konstrukt als Negativkontrolle transfiziert. Das
transfizierte Konstrukt enthilt drei hintereinander klonierte Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor NF-kB. Die Ergebnisse aus drei unabhiingigen Experimenten

sind in Abbildung 32 zusammengefasst.
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Abbildung 32: Das 3xxB Luziferase Reportergenkonstrukt kann durch Stimulation mit LPS,
nicht aber durch MP transaktiviert werden
Das 3xxB Luziferase Reportergenkonstrukt wurde zusammen mit Renilla Luziferase
Kontrollvektor in RPMI 8226.1 Zellen transfiziert. Nach 70 Stunden wurden die
Zellen mit MP 10° M und LPS 1 pg/ml fiir 6 Stunden stimuliert. Die Luziferase-
aktivitidt wurde in RLU gemessen und an Renilla Luziferase angeglichen. Dargestellt
ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD. Die mit * gekennzeichneten Ergeb-

nisse sind mit (p < 0.05) signifikant.

Durch Glukokortikoide erfolgte nach 6 h nur eine 1,7-fache Transaktivierung des
3xkB.luci Konstrukts. Dabei konnten in der unstimulierten Probe 6678,1 + 30034,8
RLU/5 x 10° Zellen und in der stimulierten Probe 274643,7 + 120716,4 RLU/5 x 10°
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gemessen werden. Im Gegensatz dazu konnte durch die Stimulation mit LPS 1 pg/ml
mit messbaren 1438566,7 + 508250,8 RLU/S x 10° eine 11-fache Transaktivierung
des 3xxB.luci Konstrukts beobachtet werden. Diese Daten zeigen, dass die Transfek-
tion erfolgreich war und dass das Konstrukt durch LPS transaktiviert werden konnte,

wihrend die Glukokortikoide keine relevante Aktivitit hatten.

3.11 Vergleich der Induktion durch MP und LPS

Sowohl fiir LPS, als auch wie hier gezeigt, fiir GC ist Stat3 der entscheidende
Transkriptionsfaktor fiir die Induktion des IL-10 Gens. Daher tauchte die Frage auf,
ob beide Stimuli im direkten Vergleich dieselbe Antwort ausldsen. Fiir den Vergleich
der von der Zelllinie RPMI 8226.1 produzierten IL-10 Proteinmenge nach Stimulati-
on mit LPS und Methylprednisolon wurden die Zellen fiir 24 h mit, und ohne MP 10
®M und LPS 1 pg/ml inkubiert. Nach 24 h wurden die Zelliiberstinde geerntet und
die IL-10 Proteinmenge im ELISA gemessen. Abbildung 33 fasst die Ergebnisse aus

fiinf Versuchen zusammen.
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Abbildung 33: Induktion von IL-10 Protein nach Stimulation mit LPS und MP
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 24 h mit MP 10° M und LPS 1 pg/ml stimuliert.
Die IL-10 Proteinmenge wurde wie im Methodenteil beschrieben mithilfe eines
ELISAs gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD aus fiinf unabhéingigen Ver-
suchen. Zur weiteren Analyse wurde ein gepaarter t-Test durchgefiihrt. Die mit *

gekennzeichneten Ergebnisse sind mit (p < 0.05) signifikant.
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Nach Stimulation der Zellen mit LPS 1 pg/ml konnten 17791 + 11939,7 pg/ml 1L-10
Protein gemessen werden. Da in der unstimulierten Probe nur 92,8 + 57,6 pg/ml
gemessen werden konnten, entspricht dies einer Steigerung der IL-10 Proteinmenge
durch LPS um Faktor 191. Wie schon in Abbildung 7 gezeigt, produzieren mit MP
stimulierte Zellen 23-mal mehr IL-10 Protein als unstimulierte. Folglich wird nach
Stimulation mit LPS 8-mal so viel IL-10 Protein synthetisiert wie nach Stimulation
mit MP.

Um zu iiberpriifen, ob entsprechend der IL-10 Proteinmenge auch die IL-10 mRNA
Transkription in mit LPS stimulierten RPMI 8226.1 Zellen hoher ist als in mit MP
stimulierten Zellen, wurden diese fiir 4 h mit und ohne LPS 1 pg/ml und MP 10° M

stimuliert. Abbildung 34 zeigt den Mittelwert aus 4 unabhingigen Experimenten.
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Abbildung 34: Vergleich der Induktion von IL-10 mRNA nach Stimulation mit LPS und
MP
RPMI 8226.1 Zellen wurden fiir 4 Stunden mit LPS 1 pg/ml und MP 10° M
stimuliert. Die mRNA wurde wie im Methodenteil beschrieben isoliert, in cDNA
umgeschrieben und eine quantitative PCR fiir IL-10 und Enolase durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden an Enolase angeglichen und relativ zum unstimulierten O
Stunden Wert (= 1) mit der Basis von 2 berechnet. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei Experimenten +/- SD. Der mit * markierte Wert ist im Vergleich zum un-

stimulierten Wert mit (p < 0.05) signifikant.

Die Induktion der mRNA durch LPS 1 pg/ml war 52 + 60-fach, mit MP 10°M 17 +
13-fach hoher als in der unstimulierten Probe und damit der konstitutiv exprimierten
IL-10 mRNA. In der mit LPS 1 pg/ml stimulierten Probe wurde so um Faktor 3 mehr
IL-10 mRNA transkribiert als in der mit MP 10° M stimulierten Probe. Somit ist
LPS beziiglich der Induktion von IL-10 mRNA und Protein, dem MP iiberlegen.
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Zuletzt wurde in Transferexperimenten untersucht, ob die Induktion des
pIL-10(-1044).luci Promotorkonstrukts durch LPS ebenfalls hoher ist als die durch
MP, oder ob der beobachtete Effekt durch z. B. eine langere Stabilitdt der IL-10

mRNA zustande kommen konnte.
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Abbildung 35: Vergleich der Transaktivierung des pIL-10(-1044) Luziferase Reportergen-
konstrukts durch LPS und MP.
RPMI 8226.1 Zellen wurden mit dem pIL-10(-195) Luziferase Reportergen-
konstrukt und dem Renilla Luziferase Kontrollvektor kotransfiziert. Nach 70 Sunden
wurden die Zellen mit MP10® M und LPS 1 pg/ml fir 6 h stimuliert. Die
Luziferaseaktivitit wurde in RLU gemessen und an Renilla Luziferase angeglichen.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Experimenten +/- SD. Das mit * gekenn-

zeichnete Ergebnis ist mit (p < 0.05) signifikant.

Nach Stimulation mit LPS 1 pg/ml konnten 43588,7 + 27535,9 RLU/S x 10° Zellen
gemessen werden. In der Unstimulierten Probe waren 4364,8 £ 1899,1 RLU/5 x 10°
Zellen messbar. Damit konnte eine 6-fache Transaktivierung des Konstrukts durch
LPS beobachtet werden. Durch MP konnte eine 12-fache Transaktivierung des
pIL-10(-1044).luci Konstrukts nach einer Stimulation fiir 6 h gezeigt werden
(81881,1 +40711,3 RLU/5 x 10° Zellen). Durch das Glukokortikoid MP konnte das

Konstrukt 2-mal stirker transaktiviert werden als durch LPS.
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4 Diskussion

4.1 Induktion von IL-10 in der B-Zelllinie RPMI 8226.1

Dass Glukokortikoide IL-10 induzieren konnen und diese Induktion zu deren anti-
inflammatorischen Wirkung beitrégt, ist schon lidnger bekannt. Bereits 1998 zeigten
Gayo et al., dass die Verabreichung von Glukokortikoiden in Multiple Sklerose (MS)
Patienten zu einer erhohten IL-10 mRNA Expression in den PBMC und zu einer
erhohten IL-10 Proteinmenge im Serum der Patienten fiihrt. Diese Ergebnisse
konnten sie in in vitro Experimenten mit PBMC von Gesunden, in denen sie nach
Stimulation mit GCs sowohl eine Induktion der IL-10 mRNA als auch der IL-10
Proteinmenge zeigen konnten, bestitigen (Gayo et al. 1998). Dandona et al. be-
schrieben ebenfalls eine erhohte IL-10 Proteinmenge im Serum von mit GC be-
handelten Patienten (Dandona et al. 1999). Eine Induktion von IL-10 durch GC
konnten John et al. in ihrer Arbeit an Alveolarmakrophagen von Asthma Patienten
zeigen, die mit LPS stimuliert wurden (John et al. 1998). Daneben konnte in in vitro
Experimenten gezeigt werden, dass GC zu einer Induktion von IL-10 in Monozyten
(Mozo et al. 2004) und Makrophagen (Frankenberger et al. 2005) fithren. Auch in
primédren T-Zellen (Karagiannidis ef al. 2004) und T-Zell Kulturen fithren GCs zu
einer Induktion von IL-10 (Barrat et al. 2002; Richards et al. 2000). Es gibt jedoch
bisher keine Daten, die eine Induktion von IL-10 durch GC in B-Zellen belegen.
Ebenso waren die molekularen Mechanismen, die dieser Induktion zugrunde liegen
weitestgehend unbekannt.

Fiir die Untersuchung der Fragestellung, ob Glukokortikoide in B-Zellen das Zytokin
IL-10 induzieren konnen und welche molekularen Mechanismen dieser Induktion
zugrunde liegen, wurde in dieser Arbeit die B-Zelllinie RPMI 8226.1 als Modell-
system verwendet. Fiir die Verwendung dieser B-Zelllinie als Modellsystem spricht,
dass diese bereits in fritheren Arbeiten zur Untersuchung des IL-10 Promotors
verwendet wurde. So konnte eine Induktion von IL-10 durch LPS (Benkhart et al.
2000; Ziegler-Heitbrock et al. 1994) und IFN-a (Ziegler-Heitbrock et al. 2003) in
dieser Zelllinie gezeigt werden. Daneben zdhlen eine hohe Wachstumsrate, eine

leichte Handhabung und eine schnelle Verfiigbarkeit zu den Vorteilen dieser
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Zelllinie. Gegen die Verwendung einer Zelllinie als Modellsystem spricht im
Allgemeinen, dass ithr Genom von dem von primédren Zellen abweichen kann.
Deshalb ist es wichtig, die erhaltenen Ergebnisse in priméren Zellen zu bestétigen.
IL-10, das von B-Zellen produziert wird, {ibt aber auch starke Effekte auf diese aus.
Es induziert die Proliferation und Differenzierung von aktivierten humanen B-Zellen,
aber auch die Apoptose von leukidmischen B-Zellen. Daher scheint die Untersuchung
seiner Regulation in dieser Zellart besonders interessant. Grundsatzlich wéren die
Untersuchungen jedoch auch in einer anderen Zellpopulation moglich gewesen. Von
groBem Interesse wire es zu untersuchen, ob die in der Arbeit gemachten Be-
obachtungen zum Regulationsmechanismus auch auf andere Zellarten iibertragbar
sind.

Als Glukokortikoid wurde das synthetisch hergestellte 6a-Methylprednisolon
verwendet, das problemlos tiber mehrere Monate gelagert werden kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass IL-10 in der B-
Zelllinie RPMI 8226.1 durch 60-Methylprednisolon (MP) induzierbar ist. Nach
Stimulation der Zellen mit MP 10 M fiir 24 h konnte mithilfe einer ELISA Analyse
eine 23-fache Steigerung der IL-10 Proteinmenge im Uberstand der Zellen im
Vergleich zu unstimulierten Zellen gemessen werden. Eine Induktion der IL-10
Proteinmenge durch GC konnten auch Gayo et al. in ihren Experimenten bestitigen.
Sie beobachteten in PBMC nach Stimulation mit MP 10°® M einen 1,2-fachen
Anstieg und nach Stimulation mit MP 10° M einen 1,7-fachen Anstieg der IL-10
Proteinmenge (Gayo et al. 1998). Auch Mozo et al. beschrieben in Monozyten eine
8-fache Induktion der IL-10 Proteinmenge nach Inkubation dieser mit Dexamethason
(Dex) 10® M fiir 12 h. Die Glukokortikoide Deflazacort und Cortison (Hydro-
cortison) fiihrten in ihrer Studie ebenfalls zu einer Induktion der IL-10 Proteinmenge
(Mozo et al. 2004). Die Untersuchungen beider Arbeitsgruppen stimmen mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit iiberein. Das abweichende Induktionsniveau ist
vermutlich auf die angewendeten Zellen und Bedingungen zuriickzufiihren.
Abweichend von unseren Ergebnissen, konnten Mozo et al. jedoch keine Ver-
dnderung der IL-10 Proteinmenge in B- und T-Zellen feststellen (Mozo et al. 2004).
Um den molekularen Mechanismen der beobachteten Induktion der IL-10 Protein-

menge nidher zu kommen, wurde im Anschluss untersucht, ob neben der Induktion
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der Proteinmenge auch eine Induktion der IL-10 mRNA Menge zu beobachten ist. Ist
dies nicht der Fall, wire dies ein Hinweis darauf, dass die Regulation ausschlielich
post-transkriptionell erfolgt. Es konnte aber ein Anstieg der IL-10 mRNA nach
Stimulation mit MP beobachtet werden. Dieses Ergebnis spricht fiir einen
Regulationsmechanismus auf Ebene der Transkription. In der durchgefiihrten
Zeitkinetik war die Induktion durch MP 10° M nach 2 und 4 h am hdchsten.
Aufgrund der hohen Standardabweichung war diese im Mittel 15,5-fache Steigerung
jedoch nicht signifikant. Es wiren weitere Experimente notwendig um die Signi-
fikanz der Induktion zu sichern. Darauf wurde jedoch verzichtet, da fiir die weiteren
Experimente zur Analyse der molekularen Mechanismen der IL-10 Induktion durch
GC nur bedeutend ist, dass die IL-10 mRNA nach Stimulation mit MP deutlich
ansteigt und dass dies in einem Zeitrahmen von 2 bis 4 h gut nachweisbar ist. Eine
Induktion der IL-10 mRNA ist auch nach Stimulation der Zellen mit geringeren MP
Konzentrationen (MP 10”7 M und 10 M) zu sehen. Die Induktion mit MP 10° M
fiihrte jedoch mit Faktor 17,4 zur hochsten Induktion unter den eingesetzten Kon-
zentrationen. Dieses Ergebnis zeigt, dass der Effekt fiir MP spezifisch ist, da mit
abnehmender MP Konzentration auch eine Abnahme der IL-10 mRNA beobachtet
werden konnte. Der Anstieg der IL-10 mRNA nach Stimulation mit Glukokortiko-
iden wird durch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestitigt. Gayo et al.
beschrieben in PBMC einen Anstieg der IL-10 mRNA Menge um Faktor 2,5 nach
Stimulation mit MP 10° M und um Faktor 3,2 nach Stimulation mit MP 10” M fiir
48 h (Gayo et al. 1998). Eine Vorinkubation von Monozyten mit Dex 10 M fiihrte
auch in den Untersuchungen von Mozo et al. zu einer um Faktor 4,2 erhohten IL-10
mRNA Menge (Mozo et al. 2004).

Da das verwendete MP in EtOH gel6st ist, wurde durch die Stimulation der Zellen
mit EtOH 0,01 %, welche der EtOH Konzentration im Stimulationsansatz mit MP
10° M entspricht, ausgeschlossen, dass die Induktion von IL-10 Protein und mRNA
auf EtOH und nicht auf MP zuriickzufiihren ist. Das Ergebnis spricht eindeutig fiir
eine Induktion durch MP.

In der Literatur existieren zahlreiche Beispiele, in denen die Induktion von Genen
nicht auf den jeweils eingesetzten Stimulus, sondern auf eine Kontamination mit LPS

zuriickzufithren war. Gao et al. beschrieben z. B., dass die Induktion von TNF in
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Makrophagen und Monozyten nicht wie urspriinglich beobachtet durch das humane
Heat Shock Protein 70 (rhHsp70) verursacht wurde, sondern durch LPS, mit dem
dieses kontaminiert war (Gao and Tsan 2003). Um fiir das in dieser Arbeit ver-
wendete System auszuschlieen, dass das verwendete MP mit LPS, das nachweislich
zu einer Induktion von IL-10 mRNA und Protein fiihrt (Benkhart et al. 2000; Gayo et
al. 1998), verunreinigt ist, wurde der LPS Neutralisator Polymyxin B (PMB) in der
Stimulation eingesetzt. Unsere Daten zeigen deutlich, dass PMB ein wirksamer
Neutralisator von LPS ist, allein jedoch zu keiner Induktion von IL-10 fiihrt. Die
Stimulation der Zellen mit PMB und MP 10° M zeigt eine dhnlich hohe Induktion
wie die durch MP 10 M allein. Diese Ergebnisse sprechen eindeutig dafiir, dass die

Induktion allein auf MP zuriickzufiihren ist.

4.2 Induktion des IL-10 Promotors

Der von uns beobachtete Anstieg der mRNA Menge kann mehrere Ursachen haben.
Zum einen konnte er Ergebnis einer erhdhten Transkription, zum anderen auf post-
transkriptionelle Mechanismen, wie z.B. die Regulation der mRNA Stabilitit,
zuriickzufiihren sein. Die Regulation der Stabilitdt einer mRNA erfolgt meist iiber
deren 3’UTR (untranslated region). Powell et al. beschrieben in ihrer Studie drei
potenzielle, die mRNA destabilisierende Motive im 3'UTR des Maus IL-10
Promotors. Diese werden durch Induktion mit PMA stabilisiert. Dies fiihrt zu einer
gesteigerten mMRNA und Proteinmenge (Powell et al. 2000). Zu einer erhohten
Transkription eines Gens kommt es durch eine erhohte Initiation, also der Interaktion
der Polymerase mit dem Promotor. Dabei spielen Transkriptionsfaktoren wie z. B.
NF-«B, C/EBP und Stat eine groB3e Rolle, die selbst an die DNA binden und die
Bindung der Polymerase an den Promotor vermitteln oder erleichtern. Pro-
inflammatorische Signale, wie z. B. TNF und IL-1, fiihren zu einer Aktivierung von
NF-kB, das an seine Zielsequenz im Promotor bindet und die Transkription der pro-
inflammatorischen Gene IL-8 und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1)
induziert (De Bosscher et al. 2003). Eine Beteiligung von NF-xB an der Transkripti-
onsregulation von IL-10 ist jedoch unwahrscheinlich. Dagegen sprechen die
Untersuchungen von Bondeson et al., in denen eine Uberexpression von adenovira-

lem I-kBa keinen Einfluss auf die IL-10 Genexpression hat (Bondeson et al. 1999).
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1999). Auch wurden potenzielle NF-kB Bindestellen nach einer Matlnspector
Professional™-Analyse als Bindemotive zuriickgewiesen. In unverdffentlichten Co-
Transfektionsexperimenten fiihrten p5S0 und p65 zu keiner Transaktivierung des IL-
10 Gens (Benkhart ez al. 2000). Bekannt ist jedoch, dass viele Zytokine, Wachstums-
faktoren und Hormonrezeptoren iiber Stat Proteine die Transkription pro-
inflammatorischer Gene induzieren (Hanada and Yoshimura 2002).

Durch die Transfektion von IL-10 Reportergenkonstrukten wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob die Induktion von IL-10 durch Glukokortikoide auf Transkriptions-
ebene tiber den IL-10 Promotor erfolgt. Zahlreiche Arbeiten, die die Beteiligung der
Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 (Ma et al. 2001; Tone et al. 2000), C/EBP
(Brenner et al. 2003), Stat3 (Benkhart et al. 2000; Herbeuval et al. 2004; Ziegler-
Heitbrock et al. 2003), c-Maf (Cao et al. 2005), IRF-1 (Ziegler-Heitbrock et al.
2003) und IRAK1 (Huang et al. 2004) an der Induktion von IL-10 beschreiben, legen
einen solchen Regulationsmechanismus nahe. Das fiir diesen Zweck in die Zellen
transfizierte 1044 bp lange Reportergenkonstrukt enthédlt Bindemotive fiir die
Transkriptionsfaktoren SP1 bei -601, GRE bei -316, IRF bei -181 und Stat bei -120
bp vom Transkriptionsstart (Benkhart ez al. 2000; Kube et al. 1995; Ma et al. 2001).
Nach Stimulation mit MP 10 M fiir 6 h konnte eine 18,5-fache Transaktivierung des
Konstruktes beobachtet werden. Diese Daten sprechen fiir eine deutliche und
schnelle Induktion des IL-10 Promotors durch MP. Dass diese fiir das GC spezifisch
ist, belegt die Abnahme der Transaktivierung mit sinkender MP Konzentration. Das
Ergebnis spricht dafiir, dass die Regulation der Induktion von IL-10 durch Gluko-
kortikoide weitestgehend transkriptionell erfolgt.

4.3 Analyse des IL-10 Promotors

Um den Mechanismus, iiber den Glukokortikoide IL-10 induzieren genauer unter-
suchen zu konnen, wurden die Zellen mit unterschiedlich langen IL-10 Reportergen-
konstrukten transfiziert. Dabei sollten die an der Induktion von IL-10 beteiligten
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.

Die Zellen wurden mit einem 195 bp langen Konstrukt, das nur noch die Binde-
stellen fiir IRF und Stat, nicht aber die fiir SP1 und GRE enthilt, transfiziert. Das

Ergebnis einer 8,8-fachen Transaktivierung des IL-10 Promotors durch GC im
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Vergleich zu unstimulierten Zellen legt nahe, dass die Bindemotive SP1 und GRE fiir
die Induktion nicht essenziell sind. Auch Benkhart et al. zeigten nach Verwendung
der gleichen Deletionsserie in derselben B-Zelllinie, dass SP1 nicht an der Induktion
von IL-10 durch LPS beteiligt ist (Benkhart et al. 2000). Dennoch wurden die
Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 im murinen IL-10 Promotor als wichtige
Transkriptionsfaktoren der IL-10 Genexpression identifiziert (Brightbill et al. 2000;
Tone et al. 2000). Ma et al. beschrieben bei -636 bp vom Transkriptionsstart ein SP1
Bindemotiv, das fiir die Induktion von IL-10 in der Zelllinie THP-1 durch LPS
wichtig ist (Ma et al. 2001). Dass das GRE nicht essenziell an der Induktion beteiligt
ist, spricht gegen eine ausschlieBlich klassische Regulation der Transkription durch
Glukokortikoide, die iiber die Bindung des Glukokortikoid-Glukokortikoidrezeptor
Komplexes an das palindromische GRE Sequenzmotiv erfolgt. In der Literatur
werden aber auch indirekte Wirkungsweisen von Glukokortikoiden, wie z. B. durch
die Bindung des GC-GR Komplexes an weitere Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB,
(Nissen and Yamamoto 2000) und dadurch an andere Sequenzmotive in der DNA
oder durch die Beeinflussung anderer Signaltransduktionswege (Kassel et al. 2001;
Takeda et al. 1998) beschrieben. Da die Transaktivierung des 1044 bp langen
Konstruktes stirker ist als die des verkiirzten 195 bp langen Konstruktes, kann es
durchaus sein, dass SP1 und GRE an einer Verstirkung der Transkription beteiligt
sind. Nach unseren Daten ist dies aber nur ein Faktor 2 Effekt. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass weitere Faktoren an der Regulation des IL-10 Promo-
tors durch GC beteiligt sein miissen.

Ziegler-Heitbrock et al. zeigten im Jahr 2003 die Beteiligung der Transkriptions-
faktoren IRF und Stat3 an der Induktion von IL-10 durch IFN-a, wobei das Stat3
Bindemotiv fiir die Transaktivierung des Promotors ihren Daten zur Folge essenziell
ist (Ziegler-Heitbrock et al. 2003). Um zu iiberpriifen, ob die Motive fiir die In-
duktion von IL-10 durch Glukokortikoide wichtig sind, wurden RPMI 8226.1 Zellen
mit 195 bp langen Konstrukten transfiziert, die Mutationen im IRF Motiv, bzw. im
Stat3 Motiv, oder in beiden enthalten. Nach Transfektion des Konstrukts mit der IRF
Mutante konnte eine 14-fache Transaktivierung durch MP 10° M erzielt werden.
Diese liegt tiber der mit dem Wildtyp Konstrukt erzielten 8,8-fachen Trans-

aktivierung. Dieser Unterschied in der Transaktivierung kann auf experimentelle
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Schwankungen (die Induzierbarkeit des Konstrukts oder der Zellpassage) zuriick-
gefiihrt werden. Obwohl alle Konstrukte parallel am gleichen Tag transfiziert wurden
und als Kontrolle immer ein Plasmid mit einer Luziferase aus einer anderen Spezies
(Renilla Luziferase) mittransfiziert wurde, kann es sein, dass die Zellen unterschied-
lich stark auf das GC reagieren. Das Ergebnis ldsst darauf schliefen, dass das IRF
Bindemotiv nicht an der Transaktivierung des IL-10 Promotors durch Glukokortiko-
ide beteiligt ist. Auch fiir die durch LPS induzierte IL-10 Genexpression ist das IRF
Bindemotiv, obwohl die Bindung von IRF an das Motiv erfolgt, nicht essenziell
(Ziegler-Heitbrock et al. 2003). Doch dhnlich wie bei der durch IFN-a induzierten
IL-10 Genexpression scheint auch bei der durch GC induzierten Transaktivierung
das Stat3 Bindemotiv eine wichtige Rolle zu spielen. Nach Transfektion der Stat
Mutante konnte nur noch eine 2,5-fache Transaktivierung des IL-10 Promotors durch
GC gemessen werden. Auch in der Doppelmutante war das Expressionsniveau mit
einer 5-fachen Steigerung der Genexpression nach Stimulation durch GC niedriger
als im Wildtyp Konstrukt.

Dass Stat3 eine wichtige Rolle in der Genexpression von IL-10 spielt, bestétigen
bereits Daten anderer Arbeitsgruppen, die in anderen Zelltypen oder Stat3 Knock-
out-Miusen generiert wurden. Herbeuval et al. zeigten in ihrer Arbeit eine durch
Stat3 vermittelte Induktion von IL-10 in Darmkrebszellen (Herbeuval et al. 2004).
Auch Cheng et al.,, die in PEM (peritoneal gewonnenen Makrophagen), aus
LysMcre/Stat3™" Miusen, die kein Stat3 exprimieren - anders als in Wildtyp
Miusen - nach Stimulation mit LPS kein IL-10 nachweisen konnten, postulierten
eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors Stat3 an der IL-10 Genexpression (Cheng
et al. 2003). Ebenfalls bestitigten Maritano et al. eine Beteiligung der Stat3f3 Isoform
an der Induktion von IL-10 durch LPS (Maritano et al. 2004). Kasprzycka et al.
zeigten in T-Zelllinien eine Blockade der 1L-10 Expression nach Depletion von Stat3
durch die entsprechende siRNA (Kasprzycka et al. 2006). T-Zellen aus der Maus, die
kein SOCS 3 exprimieren, besitzen nach Stimulation mit LPS eine erhohte Stat3
Aktivitat und produzieren mehr IL-10 (Kinjyo et al. 2006).

Aufgrund dieser Ergebnisse, die alle auf eine Beteiligung von Stat3 an der IL-10
Genexpression hinweisen, wurde ein 150 bp langes Promotorkonstrukt in die B-

Zelllinie transfiziert, das nur noch das Stat3 Bindemotiv enthilt. Die Annahme, dass
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dieses noch induzierbar sein miisste, bestitigte sich durch eine 2,7-fache Induktion
des Promotors bei einer hohen Expression mit 3591,5 £ 2068,8 RLU/5 x 10° Zellen.
Die Daten zeigen einerseits, dass dieses Konstrukt, wie erwartet, immer noch durch
Glukokortikoide induzierbar ist, andererseits geht die Transaktivierung von 8,8-fach
im Vergleich zum 195 bp langen Konstrukt auf 2,7-fach zuriick. Diese Beobachtung
legt nahe, dass in dem Promotorstiick zwischen -195 bp und -150 bp vom
Transkriptionsstart ein weiteres an der Transkriptionsregulation durch Glukokortiko-
ide beteiligtes Sequenzmotiv liegen konnte. Dieser Sequenzbereich wurde in dieser
Arbeit aber nicht genauer untersucht, da das 150 bp lange Promotorkonstrukt im
Rahmen der Linkerscanningserie erneut transfiziert wurde und eine 7,7-fache
Induktion beobachtet werden konnte. Diese entspricht dem Expressionsniveau des
195 bp langen Konstrukts und schwicht somit die Vermutung weiterer wichtiger
Sequenzmotive in dem Bereich ab. Als Ursache konnen daher erneut experimentelle
Schwankungen, wie z. B. eine von der Zellpassage abhidngige Induzierbarkeit der
Zellen, angenommen werden. An dieser Stelle hitte ein Vergleich der Induktion
durch LPS als Kontrolle Aufschluss iiber die Vergleichbarkeit der Induktion der
Zellen in beiden Experimenten gegeben. Um aber mogliche Bindemotive in diesem
Bereich zu identifizieren bzw. auszuschlieBen, wire eine funktionelle Analyse dieses
Bereiches durch eine Linkerscanningserie notig.

Da das 150 bp Konstrukt durch GC immer noch induzierbar ist, wurden Promotor-
konstrukte transfiziert, die eine 10 bp lange Linkersequenz an unterschiedlichen
Stellen im 150 bp langen IL-10 Promotorkonstrukt enthalten. Wichtig ist dabei, dass
die Sequenz des Linkers neutral ist, also keine Proteinbindestelle enthélt oder durch
seine Implementierung in die Sequenz generiert. Durch die Verschiebung des
Linkers innerhalb des Konstrukts werden eventuell vorhandene Bindemotive fiir
Transkriptionsfaktoren zerstort. Ist dies der Fall, bleibt die Transaktivierung des
Konstrukts durch Glukokortikoide aus. Auf diese Weise sollten weitere Motive
entdeckt werden, die moglicherweise neben Stat3 an der Transkription beteiligt sind.
Die Linkerscanningserie wurde bereits von Benkhart et al. fiir die Analyse des IL-10
Promotors in der B-Zelllinie RPMI 8226.1 verwendet. In der damaligen Studie
konnte Stat3 als essenzieller Transkriptionstfaktor fiir die Regulation von IL-10 durch

LPS identifiziert werden, da die IL-10 Promotoraktivitidt nach Transfektion des L.S4
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Konstrukts, das die Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor enthilt, im Vergleich zu
den anderen Konstrukten deutlich zuriickging (Benkhart et al. 2000). Nach
Stimulation mit GC konnte ebenfalls ein deutlicher Riickgang der Promotoraktivitét
von Faktor 7,7 im wt Konstrukt auf Faktor 2,2 im LS4 Konstrukt beobachtet werden.
Weitere cis-Elemente, die an der Aktivierung von IL-10 durch GC beteiligt sein
konnten, wurden nicht gefunden. Mit diesem Experiment konnte nochmals eindeutig
gezeigt werden, dass ein Stat Element an der Induktion von IL-10 durch Glukokorti-
koide, wie auch an der Induktion durch LPS und IFN-a beteiligt ist (Benkhart et al.
2000; Ziegler-Heitbrock et al. 2003). Die Transfektion eines Plasmids, welches drei
hintereinander klonierte Stat3 Bindemotive enthilt, bestitigt durch seine um Faktor
28,8-fache Transaktivierung nach Stimulation mit MP 10° M nochmals die Be-
deutung des Stat Bindemotivs.

Eine Transfektion der Linkerscanningserie in andere Zelllinien wire an dieser Stelle
interessant, da je nach Gewebeart und Differenzierungsgrad der Zellen unterschied-
liche Transkriptionsfaktoren fiir die Genregulation notwendig sein konnen.

Um zu zeigen, dass Glukokortikoide nicht jedes beliebige transfizierte Konstrukt
transaktivieren, wurde in dieser Arbeit das 3xkB.luci Konstrukt transfiziert. Da der
GRa die Aktivierung der Transkription durch den Transkriptionsfaktor NF-xB
inhibiert (Smoak and Cidlowski 2004), wurde keine Transaktivierung des
Konstruktes erwartet. Das Konstrukt war wie erwartet nur durch LPS induzierbar,
nicht aber durch MP. Aufgrund dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen werden,
dass die in der Arbeit gezeigten Induktionen spezifisch fiir die jeweils getesteten

Konstrukte sind.

4.4 Analyse der Bindung von Stat3 an die DNA in der LS4 Sequenz

4.4.1 Gelshift- und Supershiftanalysen

Um die Bindung von Stat3 an die LS4 nachzuweisen, wurden Gelshift Analysen
durchgefiihrt. Neben der Bindung des Proteins an die Sequenz konnte auch eine
Induktion der Bindung nach Stimulation mit MP 10°® M und LPS 1 pg/ml gezeigt
werden. Die Bindung des Stat3 Proteins an die LS4 Sequenz war nach Stimulation

durch MP 10°® M nach 2 h, und nach Stimulation mit LPS 1 ug/ml nach 4 h am
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hochsten. Diese zeitliche Diskrepanz deutet auf einen unterschiedlichen
Regulationsmechanismus, der zur Bindung von Stat3 an die DNA fiihrt, hin. Ein
Vergleich der Bandenintensitit ldsst vermuten, dass MP ein besserer Induktor von
Stat3 ist als LPS.

In der anschlieBend durchgefiihrten Supershiftanalyse konnte mithilfe eines Anti-
korpers gegen Stat3 nochmals bestitigt werden, dass es sich um Stat3 handelt, das an
die LS4 Sequenz im IL-10 Promotor bindet. Durch die Bindung des Antikorpers an
den Transkriptionsfaktor verschiebt sich die Bande im Gel nach oben. Auch
Benkhart et al. konnten die Bindung von Stat3 an die LS4 Sequenz nach Stimulation
mit LPS nachweisen (Benkhart et al. 2000). Die Tatsache, dass die Bindung des
Proteins an die DNA erst nach 2 h nachweisbar ist, ldsst vermuten, dass zwischen der
Stimulation und dem Binden von Stat3 an die DNA viele Zwischenschritte not-
wendig sind.

Der in dieser Arbeit verwendete anti-Stat3 Antikorper ist laut des Herstellers Santa
Cruz Biotechnology, Inc. fiir Stat3 spezifisch und reagiert nicht mit Statla p9l1,
Stat1p p84, Stat2 pl113, Stat3f, Stat4, Stat5 oder Stat6. Im Rahmen eines in dieser
Arbeit nicht gezeigten Experiments wurde nachgewiesen, dass die Bande nur mit
diesem Antikorper, nicht aber mit Antikdrpern gegen Statl-2 und 4-6 verschoben
werden kann. Zudem wird dieser Antikorper von mehreren Arbeitsgruppen fiir
unterschiedliche Anwendungen wie z. B. fiir ChIP verwendet (Barre et al. 2005;
Giraud et al. 2004; Yu et al. 2002).

Die Tatsache, dass die Verwendung der Antikorper gegen Stat1-2 und 4-6 zu keiner
Verschiebung der Bande im Gel fiihren, zeigt, dass es sich wahrscheinlich um ein
Stat3 Homodimer und nicht wie Decker et al. fiir den c-fos-Promotor nach Stimula-
tion mit PDGF- und EGF beschrieben um ein Heterodimer aus Statl und Stat3
(Decker et al. 1997), handelt.

4.4.2 Chromatin-Immunprizipitationsanalysen

Vorteil der ChIP Methode ist, dass Bindungen von Proteinen an die genomische
Kern-DNA in vivo, ohne die Zugabe von kiinstlichen Oligos wie bei EMSA Experi-
menten, nachgewiesen werden konnen. Auch mithilfe dieser Methode konnte die

Bindung von Stat3 an die LS4 Sequenz im IL-10 Promotor gezeigt werden. Daneben
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konnte durch Stimulation mit MP eine 3-fache Induktion der Bindung von Stat3 an
die DNA in der LS4 Sequenz beobachtet werden. Das Ergebnis konnte ebenfalls auf
einem Agarosegel visualisiert werden. Mithilfe eines densitometrischen Aus-
wertungsprogrammes war auch auf dem Gel eine Induktion um Faktor 3 zu be-
obachten. Fiir den Nachweis der Bindung des Proteins in der LS4 Sequenz wurden
Primer verwendet, die eine 80 bp lange, das LS4 Motiv umschlieBende Sequenz
amplifizieren. Um die Reinheit der prizipitierten DNA-Fragmente zu iiberpriifen,
wurde zusitzlich das Myoglobin Gen amplifiziert. Die % Recovery dieses Gens lag
um Faktor 10 unter der von IL-10 und zeigte damit eindeutig, dass die Prézipitation
fir die LS4 Sequenz spezifisch ist. Als Positivkontrolle wurde in der Immun-
prazipitation ein anti-TATA Box binding Protein (TBP) Antikorper eingesetzt. Die
Bindung des TBP an die DNA wurde anschlieBend im H2B Promotor nachgewiesen.
Kasprzycka et al. gelang es ebenfalls mithilfe der ChIP Methode eine vermehrte
Bindung von Stat3 im IL-10 Promotor von IL-10 produzierenden T-Zellen im
Gegensatz zu T-Zellen, die kein IL-10 exprimieren nachzuweisen (Kasprzycka et al.
20006).

Zusammenfassend weisen sowohl die Ergebnisse der Gelshift Analyse, als auch die
der Supershift und ChIP Analyse auf die Beteiligung des Transkriptionsfaktors Stat3
an der Induktion von IL-10 durch Glukokortikoide hin.

Trotz all dieser eindeutigen Ergebnisse sollte bedacht werden, dass es noch weitere
wichtige Elemente geben kann, die ebenfalls beteiligt sind, jedoch mit den in dieser

Arbeit angewendeten Methoden nicht entdeckt werden konnten.

4.5 Nachweis der Beteiligung des Glukokortikoidrezeptors an der Induktion
von IL-10 durch GC

Wenn Stat3 nach Induktion durch GC direkt an die DNA bindet, stellt sich die Frage,
wie diese Bindung durch GCs vermittelt wird. Mittlerweile sind mehrere Wirkungs-
mechanismen von GC bekannt. Der klassische Wirkungsmechanismus umfasst die
Bindung des GC an den Glukokortikoidrezeptor, der im Zytoplasma oder im
Zellkern der Zelle vorliegt und durch Bindung an die DNA oder iiber Protein-Protein
Wechselwirkungen die Transkription eines Gens induziert (Smoak and Cidlowski

2004). Des weiteren werden in der Literatur sogenannte nicht-genomische
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Wirkungsweisen von Glukokortikoiden beschrieben, bei denen die GC {iber
membrangebundene Oberflidchenrezeptoren wirken (Cato et al. 2002). Gametchu et
al. identifizierten einen membranassoziierten GR in S-49 Lymphom Zellen
(Gametchu et al. 1991). Li et al. zeigten in PC12 Zellen, dass Corticosteron iiber die
Bindung an einen putativen Oberflachenrezeptor unter Beteiligung der Protein
Kinase C (PKC) p38 und cJun NH;-terminale Proteinkinase (JNK) aktivieren
konnen. Daneben zeigten sie, dass Corticosteron auch zu einer Aktivierung der
Erk1/2 Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK) fiihrt. Ebenfalls scheinen ein
putativer Oberflidchenrezeptor und die PKC an dieser Aktivierung beteiligt zu sein.
Dass die beobachtete Aktivierung vom GR unabhiéngig verlduft, zeigten sie durch die
Zugabe des GR Antagonisten RU-486 (Li et al. 2001). Die Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit sprechen jedoch fiir eine Beteiligung des GR an der Regulation von
IL-10 durch Glukokortikoide und damit fiir einen klassischen Regulationsweg. Der
Inhibitor RU-486 inhibierte in den durchgefithrten Experimenten eindeutig die
Induktion von IL-10 in der Zelllinie RPMI 8226.1. Auch war das 195 bp lange
Promotorkonstrukt nach Zugabe des Inhibitors nicht mehr durch MP induzierbar.
Mozo et al. bestitigten in ihren Experimenten in Monozyten ebenfalls eine Be-
teiligung des GR an der Induktion von IL-10 nach Stimulation mit GC (Mozo et al.
2004).

Nun stellt sich die Frage, wie der GR seine Wirkung unter Beteiligung von Stat3
entfaltet.

Ein fiir dieses System in Frage kommender Regulationsweg wire, dass der GR direkt
mit Stat3 interagiert und dessen Bindung an die DNA positiv beeinflusst. Eine
Interaktion zwischen dem GR und Stat3 wurde fiir die Regulation der Gene Fibrino-
gen und a2 Macroglobulin beschrieben (Duan and Simpson-Haidaris 2006; Lerner et
al. 2003; Takeda ef al. 1998). In allen Arbeiten zeigen GCs alleine jedoch eine
geringe Wirkung auf die Genexpression. Ihre Wirkung entfalten sie erst durch einen
synergistischen Effekt mit IL-6. Dieser Effekt beruht auf den Wechselwirkungen
zwischen dem GR und dem durch IL-6 induzierten Stat3 (Lerner et al. 2003). Dieser
Mechanismus passt aber nicht in das System dieser Arbeit, da gezeigt werden
konnte, dass GCs die Bindung von Stat3 an die DNA ohne Kostimulus induzieren.

Moglich wire jedoch, dass die Bindung des GRs an Stat3 dessen Bindung an die
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Bindung an die DNA und Verbleib im Nukleus stabilisiert. Dies wiirde bedeuten,
dass Stat3 durch die Bindung des GRs nicht mehr zwischen Zytoplasma und Kern
hin und her transportiert wird, sondern im Kern verbleibt. Leider konnten die in
dieser Arbeit durchgefiihrten ChIP Experimente keine Bindung zwischen Stat3 und
dem GR nachweisen. Dies konnte aber auf die verwendeten ChIP Bedingungen und
den Antikorper zuriickzufiihren sein. Au8erdem wurde im ChIP Experiment nur ein
kleiner Teil, ndmlich der die LS4 Sequenz umfassende Abschnitt von 80 bp des IL-
10 Promotors, untersucht. Moglich wire auch, dass der GR an einer anderen Stelle
bindet und mit Stat3 iiber die Bildung eines Enhancosoms interagiert. An dieser
Stelle wiren weitere Experimente notwendig, um eine Bindung von Stat3 und des
GR auf Chromatinebene zu bestétigen oder endgiiltig abzuweisen.

Eine weitere mogliche Erkldarung der Beeinflussung der Bindung von Stat3 an die
DNA durch den GR wire, dass dieser zu einer vermehrten Phosphorylierung des
Tyrosinrests am Stat3 fiihrt. Die Phosphorylierung des Tyrosinrests am Stat3
Molekiil ist fiir dessen Dimerisierung und Translokation in den Nukleus von grofler
Bedeutung. Dadurch kénnten Stat3 Homodimere vermehrt in den Nukleus wandern.
Die durchgefiihrte Western Blot Analyse zeigte sowohl in der unstimulierten als auch
in der stimulierten Probe eine schwache Phosphorylierung des Serinrests und eine
stiarkere Phosphorylierung des Tyrosinrests. Dabei zeigt das Ergebnis eindeutig, dass
die Stimulation mit GC zu keiner Anderung des Phosphorylierungsmusters von Stat3
fiihrt. Im Gegensatz zu diesen Daten konnten Benkhart et al. eine vermehrte
Phosphorylierung des Tyrosin- und des Serinrests am Stat3 Protein nach Stimulation
mit LPS beobachten (Benkhart er al. 2000). Welche Funktion die Phosphorylierung
des Serinrests

hat, ist noch umstritten und konnte von Promotor zu Promotor variieren (Decker and
Kovarik 2000). Neuere Daten weisen darauf hin, dass Stat3 auch im
unphosphorylierten Zustand aktiv sein kann. Yang et al. zeigten, dass die Expression
von Y705F Stat3 eine Reihe von Genen wie den epidermalen Wachstumsfaktor-
rezeptor, die Rantes Chemokine und IL-6 induzieren kann (Yang et al. 2005). Eine
Transaktivierung durch unphosphoryliertes Stat3 erfolgt wahrscheinlich iiber eine
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wie z. B. p65, einer Untereinheit von

NF-«xB (Yoshida et al. 2004). Ein dhnlicher Mechanismus wire auch fiir das durch
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GC aktivierte Stat3 denkbar. Trotz geringer Phosphorylierung des Tyrosinrests
erfolgt die Translokation in den Kern. Denkbar wire zusitzlich, eine Blockade des
Shuttle Mechanismus zwischen Kern und Zytoplasma.

Eine nicht genomische Wirkung von GCs iiber den GR wurde fiir den PI3 Kinase
Weg gezeigt. Dabei aktiviert der GR das Nitric Oxide Synthase Gen (eNOS) iiber die
Aktivierung der PI3-Kinase und der nachfolgenden Proteinkinase Akt (Hafezi-
Moghadam et al. 2002). Um zu untersuchen, ob die Induktion von IL-10 dhnlich wie
bei eNOS iiber den PI3 Kinase Weg vermittelt wird, wurden die PI3 Kinase In-
hibitoren Ly 294,002 und Wortmannin eingesetzt. Die Inhibitoren zeigten in den
eingesetzten Konzentrationen jedoch keine Inhibierung der durch MP vermittelten
mRNA Induktion. Es wurden aber keine weiteren Konzentrationen der Inhibitoren
getestet. Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch DMSO, in dem beide Inhibitoren

gelost sind, wurde ebenfalls ausgeschlossen.

4.6 Induktion von IL-10 mRNA in priméiren humanen B-Zellen

Wie bereits zu Anfang erwidhnt konnte, eine Induktion von IL-10 durch GC bereits in
Monozyten (Mozo et al. 2004), in Makrophagen (Frankenberger et al. 2005) und in
T-Zellen (Barrat et al. 2002; Richards et al. 2000) gezeigt werden. In der vor-
liegenden Arbeit konnte nun zum ersten Mal eine Induktion von IL-10 durch GC in
einer B-Zelllinie nachgewiesen werden. Da das Genom von Zelllinien von dem von
primdren Zellen abweichen kann, war es fiir diese Arbeit unerldsslich, die be-
obachtete Induktion von IL-10 durch GC auch in humanen primiren B-Zellen zu
zeigen. In den aus PBMC isolierten B-Zellen konnte nach Stimulation mit MP 10
M eine um Faktor 3,4 erhohte IL-10 mRNA Produktion gezeigt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde jedoch kein ELISA-Experiment zur Untersuchung der IL-10
Proteinmenge nach Stimulation mit GC in primiren B-Zellen durchgefiihrt. Mozo et
al. konnten nach Inkubation von primidren B-Zellen mit Dexamethason keine
Induktion von IL-10 Protein nachweisen (Mozo et al. 2004). Fiir zukiinftige Experi-
mente wire es wichtig, die Induktion von IL-10 durch GC in priméren Zellen auch
auf Proteinebene nachzuweisen. Die Durchfiihrung von Promotoranalysen in
primdren Zellen ist aufgrund einer geringen Transfektionsrate problematisch. Eine

Alternative bietet die Transfektion mittels adenoviraler Reporterkonstrukte.
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4.7 Vergleich von durch MP und LPS induziertem IL-10

Nach Stimulation der B-Zelllinie mit LPS 1 pg/ml konnte im Uberstand der Zellen 8-
mal mehr IL-10 Protein nachgewiesen werden als nach Stimulation mit MP 10 M.
Ebenso produzierten mit LPS 1 pg/ml induzierte B-Zellen um Faktor 3 mehr IL-10
mRNA, als die mit MP 10° M stimulierten. Uberraschenderweise war die Trans-
aktivierung des 1044 bp langen Konstruktes nach Stimulation mit MP 10® M doppelt
so stark wie die nach Stimulation mit LPS 1 pg/ml. Die hohere Induktion des
Promotors bei niedrigerer mRNA Produktion im Vergleich zu LPS legt nahe, dass
weitere Mechanismen die Expression beeinflussen. Moglich wire eine Stabilisierung
der IL-10 mRNA durch LPS. Ein solcher post-transkriptioneller Mechanismus wurde
fiir IL-10 von Powell et al beschrieben (Powell et al. 2000). Demnach wire vorstell-
bar, dass LPS die mRNA stabilisiert und so, trotz geringerer Promotoraktivitit, eine
groBBere Menge an IL-10 mRNA und Protein gebildet wird. Andererseits konnten
Glukokortikoide iiber den 3'UTR die mRNA stidrker destabilisieren. Daneben
konnten epigenetische Mechanismen wirken, wie z. B. eine vermehrte Histon

Acetylierung (Shoemaker et al. 2006).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Gluko-
kortikoide sowohl in der B-Zelllinie RPMI 8226.1 als auch in primédren humanen B-
Zellen zu einer Induktion von IL-10 fithren. Die Regulation der Genexpression
erfolgt hauptsidchlich auf Promotorebene. Da der Glukokortikoidrezeptor an der
Induktion beteiligt ist, wirkt das Glukokortikoid wahrscheinlich tiber den klassischen
Mechanismus, wobei das GRE nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Als
der fiir die Induktion essenzielle Transkriptionsfaktor konnte Stat3 identifiziert
werden. Da eine Bindung des GR an die DNA nicht nachgewiesen werden konnte,
bleibt die Frage offen, auf welche Weise der GR mit Stat3 interagiert und dessen

Bindung an die DNA in Folge einer Stimulierung mit GC induziert.
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S Zusammenfassung

IL-10 ist ein anti-inflammatorisch wirkendes Zytokin, das von T-Zellen, Mono-
zyten/Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen produziert wird. Es wirkt
immunsuppressiv, indem es die Expression von MHC Klasse II Molekiilen herunter-
reguliert und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine inhibiert. Seine
Bedeutung wird an IL-10 Knock-out-Méause deutlich, die Autoimmunerkrankungen
entwickeln und entziindungsresistent sind. Glukokortikoide (GC) wirken wie
Zytokine immunsuppressiv. Sie verhindern die Bildung pro-inflammatorischer
Zytokine und die Einwanderung von Leukozyten ins Gewebe. In klinischen Studien
konnte durch GC eine Erhohung von IL-10 im Blut besonders in Leukozyten gezeigt
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der molekulare Mechanismus der IL-10 Induktion
durch Glukokortikoide untersucht. Die Glukokortikoidbehandlung fiihrte sowohl in
primdren B-Zellen als auch in der B-Zelllinie RPMI 8226.1 zu einer deutlichen
Induktion der IL-10 Expression. Daneben konnte eine zeit- und dosisabhingige
Induktion der IL-10 mRNA durch das Glukokortikoid Methylprednisolon gezeigt
werden. Die Induktion konnte auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Zur
Identifizierung des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus konnte mithilfe
eines 1044 bp langen IL-10 Promotor Reportergenkonstrukts die Beteiligung des IL-
10 Promotors und somit eine Regulation auf Transkriptionsebene nachgewiesen
werden. Da nach Transfektion eines 195 bp langen Promotorkonstrukts noch immer
eine deutliche Induktion von IL-10 durch GC zu beobachten war, scheinen sowohl
das SP1 Bindemotiv als auch das Glukokortikoid Responsive Element (GRE), die in
diesem Konstrukt nicht enthalten waren, keine bedeutende Rolle bei der Induktion zu
spielen. Das Ergebnis einer anschlieBenden Transfektion von 195 bp langen Kon-
strukten mit und ohne Mutation des Stat Bindemotivs wies auf eine Beteiligung des
Transkriptionsfaktors Stat3 hin. Dessen Beteiligung konnte im Anschluss durch die
Transfektion einer Linkerscanningserie und die Transfektion eines Konstrukts, das
drei hintereinander klonierte Stat3 Bindemotive enthilt nochmals bestétigt werden.

Eine Induktion der Bindung von Stat3 Protein an die DNA nach Stimulation mit GC
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mit GC konnte mithilfe von Gelshift, Supershift und ChIP Analysen gezeigt werden.
Das Protein zeigte jedoch nach Zugabe von GC keine verstirkte Phosphorylierung
am Ser’>’- oder Tyr - Rest. Im anschlieBenden Experiment konnte eine Beteiligung
des Glukokortikoidrezeptors (GR) nachgewiesen werden.

Nachdem bisher die transkriptionelle Kontrolle der IL-10 Expression durch GC
vollkommen unklar war, zeigt die vorliegende Arbeit erstmals eine zentrale Rolle des

Transkriptionsfaktors Stat3.
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