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Einleitung

1 Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem im Menschen und im Tier hat die Aufgabe eindringende
Krankheitserreger zu erkennen und zu beseitigen, um mogliche Gewebeschadigungen des
Organismus zu verhindern. Man unterscheidet zwischen dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem. Das phylogenetisch &ltere angeborene Immunsystem
ermoglicht eine schnelle unspezifische Immunabwehr. Das erworbene Immunsystem hat
sich sehr viel spéater entwickelt und zeichnet sich dadurch aus, dass fur Pathogene eine
hochspezifische Erkennung entwickelt wurde und diese Pathogene wiedererkannt werden
kdnnen. Durch die Wiedererkennung (immunologisches Gedachtnis) werden Pathogene
dann schneller beseitigt. Das Zusammenspiel beider Systeme ist erforderlich, um die
hocheffiziente Immunabwehr héherer Lebewesen zu gewahrleisten. In den folgenden
Kapiteln werden zentrale Bestandteile und Funktionsweisen des angeborenen

Immunsystems erldutert.

1.1.1. Aufbau und Funktionsweise des angeborenen Immunsystems

Die erste Verteidigungslinie des Organismus gegen Fremdkdrper und Krankheitserreger
bilden mechanische und physiologische Barrieren, die das Eindringen von Erregern
verhindern oder erschweren sollen. Uberwinden Erreger diese Barrieren, werden sie von
Immunzellen erkannt, welche dann Uber Botenstoffe das angeborene Immunsystem
aktivieren. Mit Hilfe von Immunzellen, hierunter vor allem dendritische Zellen,
Gewebemakrophagen und Granulozyten im Zusammenspiel mit antimikrobiellen
Substanzen, bekampft der Organismus den eingedrungenen Erreger.! Wird der Erreger
nicht erfolgreich beseitigt, wird das erworbene Immunsystem aktiviert. Das angeborene
Immunsystem nimmt bei der Aktivierung des erworbenen Immunsystem eine
Schliisselrolle ein.? 2 Dies wird (iber verschiedene Mechanismen reguliert. Unter andem
flhrt die Sekretion von Entziindungsmediatoren und die Antigenprdsentation von
aufgenommenen Erregerfragmenten auf Haupthistokompatibilitats-Komplexen (,,major
histocompatibility complex”, MHC) von Antigenpréasentierenden Zellen zur Aktivierung
weiterer Immunzellen. Die wichtigste Eigenschaft des angeborenen Immunsystems ist

die schnelle Erkennung von Pathogen-assoziierten molekularen Strukturen (PAMPs,
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pathogen-associated molecular patterns), die auf Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten
zu finden sind. Die prominentesten Vertreter dieser PAMPs sind unter anderem die von
bakteriellen Zellmembranen abstammenden Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane
(PGN), Lipoteichonsauren und verschiedene Nukleinséurearten, wie zum Beispiel
Doppelstrang-DNA, Einzel- und Doppelstrang-RNA oder unmethylierte CpG-Motive auf
DNA-Bereichen.* Die Erkennung dieser Strukturen erfolgt (iber spezielle
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, pathogen recognition receptors), bei denen man
verschiedene Formen (I-111) unterscheidet.® 1) Endozytierte Rezeptoren ermdglichen die
PAMP-Erkennung durch Rezeptoren auf der Oberflache von Immunzellen mit
anschlieBender Aufnahme und Abbau der Erreger in Phagolysosomen. Die so
gewonnenen Fragmente der Erreger konnen tber MHC 11 auf der Zelloberflache
prasentiert werden.® 1) Die sezernierten PRRs markieren Erreger auf deren Oberflache
und ermédglichen dadurch deren Erkennung.® I11) Die Gruppe der signaltransferierenden
Rezeptoren ist in der Lage die Information der Erregererkennung mit Hilfe von
Signalubertragungskaskaden in direkt Transkriptions-vermittelte Effekte umzuwandeln,
die hierbei vor allem zur Expression von Immunsystem-assoziierten Genen beitragen. Zu
den bedeutendsten Vertreter dieser Rezeptorklasse zéhlen die Toll-like Rezeptoren (TLRs,
Toll-like receptors).” Das folgende Kapitel erlautert die besondere Stellung der TLRs in

der Immunantwort und beschreibt die molekulare Wirkungsweise dieser Rezeptoren.

1.1.2. Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (im Folgenden TLRs abgekirzt) sind Membranproteine, die eine
Schlisselfunktion im angeborenen Immunsystems einnehmen, indem sie mal3geblich an
der Erkennung von PAMPs und bestimmten DAMPs (Damage-associated molecular
patterns) beteiligt sind.® Als einer der ersten wurde der Toll-like Rezeptor 4 identifiziert.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die TLR4-Aktivierung zur NF-kB-abhangigen
Genexpression fihrt und somit erstmalig die Bedeutung der TLRs fir die Immunantwort
dargestellt werden.® Bis heute wurden insgesamt dreizehn verschiedene TLRs im
Menschen identifiziert. Diese TLRs werden, abhdngig vom Aktivierungsstatus,
unterschiedlich stark auf Immunzellen exprimiert. Flr jeden dieser TLRs existieren

spezifische Liganden, die zur Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege fiihren.
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Beispielhaft ist hier die Funktion des TLR4. Dieser Rezeptor erkennt Lipopolysaccharide
(LPS) wund fihrt durch nachgeschaltete Signalwege zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB. Weitere TLR-spezifische Liganden sind in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden. Modifiziert nach Akira und Takeda.®

Rezeptor Ligand Herkunft des Liganden

TLR1 Triacyllipopeptide Bakterien/Mykobakterien'®
I6sliche Faktoren Neisseria meningitidis*

TLR2 Lipoproteine/peptide verschiedene Pathogene'?
Peptidoglykan grampositive Bakterien'® 16
Lipoteichonsauren grampositive akterien'®
Glykolipide Treponema Maltophilum?®*
Zymosan Pilze®

TLR3 Doppelstrang-RNA Viren!®

TLR4 Lipopolysaccharide gramnegative Bakterien’
Taxol Pflanzen'®

TLR5 Flagellin Bakterien

TLR6 Diacyllipopeptide Mycoplasmen?®
Lipoteichonséauren grampositive Bakterien'®
Zymosan Pilze®

TLR7 Einzelstrang-RNA Viren®. 21

TLRS8 Einzelstrang-RNA Viren?

TLR9 CpG-DNA Motive Bakterien und Viren®

TLR10 n.b. n.b.

TLR11 n.b. Uropathogene Bakterien?

TLR12 Profilin Toxoplasma gondii?*

TLR13 ribosomale-RNA Bakterien?®

TLR, Toll-like Rezeptor; n.b. nicht bekannt

1.1.3. Signalwege im angeborenen Immunsystem

Toll-like Rezeptoren sind die zentralen Komponenten der Pathogenerkennung der
angeborenen Immunantwort. Die Signalvermittlung durch TLRs erfolgt tber mindestens
zwei verschiedene Wege: einen MyD88 (Myeloid differentiation primary response
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gene 88) -abhé&ngigen Weg, der zur Expression von Immunsystem-assoziierten Genen das
Adaptorprotein MyD88 bendtigt, und einen MyD88-unabhangigen Weg.® Der MyD88-
abhangige Weg ist, mit der Ausnahme des TLR-3-Signalwegs, allen TLRs gemeinsam.?
Nach Bindung ihrer Liganden fiihren die dadurch induzierten Signalkaskaden letztendlich
zur Aktivierung von NF-«B, wodurch unter anderem die Expression von pro-
inflammatorischen Substanzen wie beispielsweise TNF-o und IL-1 ausgeldst wird
(zusammengefasst in Akira und Takeda®). Ein weiterer Oberflachenrezeptor, der an der
Pathogenerkennung beteiligt ist und nicht zur TLR-Familie gehort, ist Dectin-1. Dectin-1
gehort zur Familie der Lektin-Rezeptoren und ist entscheidend an der Erkennung und
Abwehr von Pilzinfektionen beteiligt.?” Die Bindung spezifischer Liganden fihrt zur
Internalisierung von Dectin-1 mit anschlieBender Aktivierung des nachgeschalteten
Dectin-1-Signalwegs.?® 2 Letztlich fiihrt die Aktivierung dieses Signalwegs ebenfalls zur
Aktivierung von NF-xB und der damit einhergehenden Expression pro-
inflammatorischer Substanzen. Neben der direkten Aktivierung von NF-xB wird
ebenfalls ein Zusammenspiel von TLRs und Dectin-1 bei der Erkennung spezieller

Pathogene diskutiert.*°

1.2. Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Im Jahr 1986 wurde NF-«kB (nuclear factor of kappa light chain enhancer of activated B-
cells) erstmals im Kern von reifen B-Lymphozyten gefunden, wo es an DNA-Motive im
Promotor des Gens fiir die k-Leichtkette der Immunglobuline bindet.3! Seit dieser
Entdeckung haben intensive Forschungen zahlreiche molekulare und physiologische

Funktionen von NF-kB aufzeigen konnen.

NF-xB wird aber nicht nur in reifen B-Lymphozyten, sondern in nahezu allen Zelltypen
des Immunsystems exprimiert und ist damit essentiell fir die Entwicklung und
Aufrechterhaltung des gesamten Immunsystems.®? Damit ist es auch fiir die Aktivierung,
den Erhalt und die Proliferation von fast allen Zellen des angeborenen Immunsystems
unerlasslich.®® Eine Fehlregulation des NF-«xB Signalweges ist mit der Entstehung und

dem Fortschreiten zahlreicher Pathologien im Menschen und im Tier assoziiert.
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Besonders fir (Auto-)Immunkrankheiten und Entzlindungsreaktionen konnte eine
Beteiligung von NF-kB hinreichend belegt werden.®*3" Fiir NF-xB wurde in den letzten
Jahren zusétzlich eine wichtige Rolle bei der malignen Transformation von verschiedenen
Zelltypen und deren Progression gezeigt.®> ® In den vergangenen Jahrzehnten wurden
daher zahlreiche Anstrengungen unternommen, um spezifische Inhibitoren fir den

NF-«B Signalweg zu identifizieren.®

1.2.1.1. Die NF-xB Proteinfamilie

Die Bezeichnung NF-kB steht stellvertretend fur eine Proteinfamilie, die von funf
Mitgliedern gebildet wird: p50, p52, RelA/p65, RelB und c-Rel. Diese Proteine besitzen
eine Rel-homologe Doméne (RHD), die eine Homo- oder Heterodimerisierung dieser
Proteine ermdglicht. Zusatzlich erlaubt sie auch eine direkte Interaktion mit sogenannten
kB-Bindestellen in der DNA.

NF-kB Proteine IxB Proteine
RelA/p65 ixBu  ——f----—F
RelB WBp -
el I =
v TAD
ploops2  —(CRD—F—H-H-HE— I
Bel-3
plosps0  ——(REOIID—--H---H-—
By = HHHHH—
B Lcucin-reiche Domine [ Todes-Doméne wBn M-
* Glycin-reiche Domine . Ankyrin-Einheit p100/pS2 _—_*_......“.._._
B PEST-Scquenz
pl0s/ps0  ——IREDID—d--0-0-0-H-E—

Abbildung 1: Mitglieder der NF-kB und IkB Proteinfamilie

Zu den NF-kB Proteinen zihlen die Transkriptionsfaktoren p50, p52, p65/RelA, RelB und c-Rel,
die durch eine Rel-homologe Doméne (RHD) charakterisiert sind. IxB Proteine sind
gekennzeichnet durch Ankyrin-Wiederholungseinheiten und umfassen bisher neun Mitglieder.
Darunter sind IxBa, 1B, IkBe, 1B, BCL-3, 1kBns und IxBn. Die Vorlauferproteine von p50
und p52, ndmlich p105 und p100, besitzen aufgrund ihrer Ankyrin-Wiederholungseinheiten
ebenfalls NF-xB-inhibitorische Aktivitat. Modifiziert nach Hayden und Ghosh.*°
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Diese kB-Bindestellen bestehen aus einem zehn Basen langen Abschnitt mit der Sequenz:
5°-GGGRNWYYCC-3 (G = Guanin, R = beliebiges Purin, N = Purin oder Pyrimidin,
W = Adenin oder Thymin, Y = beliebiges Pyrimidin, C = Cytosin“’). RelA, RelB und
c-Rel tragen neben der RHD eine transaktivierende Doméne (TAD), die die direkte
Aktivierung der Transkription der Zielgene von NF-kB ermdglicht. NF-kB Dimere, die
eine TAD enthalten, kénnen somit die Transkription aktivieren. Die Unterheiten p50 oder
p52 besitzen keine TAD und sind daher nicht direkt an der Transkriptionsaktivierung
beteiligt. Sie konnen allerdings auf die Transkriptionsaktivitat der anderen Mitglieder der
NF-xB Familie Einfluss nehmen, indem sie mit diesen um kB-Bindestellen konkurrieren.
Dadurch kénnen sie indirekt die Transkription hemmen.3* 40 NF-xB Proteine befinden
sich im Zytosol, da ihre Kernlokalisationssequenz durch die Bindung von ,Inhibitoren
von kB (IkB) Proteine maskiert wird. Die Familie der kB Proteine z&hlt mindestens
neun Mitglieder, die jeweils durch das Vorhandensein von Ankyrin-Wiederholungs-
Einheiten (ankyrin repeat domain, ARD) charakterisiert sind. Ankyrin-Wiederholungs-
Einheiten sind Proteinstrukturmotive, die Protein-Protein Interaktionen vermitteln und im
Falle der IxB Proteine Interaktionen untereinander als auch mit NF-xB Proteinen
ermdglichen. Man unterscheidet zwei Gruppen von IkB Proteinen. Die klassischen IkB
Proteine, zu denen IkBa, IxBp und IxBe zahlen, werden konstitutiv im Zytosol exprimiert
und verhindern durch Bindung an NF-xB Dimere deren Translokation in den Zellkern.
Im Gegensatz dazu werden die atypischen IkB Proteine erst nach NF-xB Aktivierung
exprimiert und sind stets im Zellkern lokalisiert, wo sie zu NF-xB Dimeren rekrutiert
werden und als Modulatoren der Transkription wirken. Zu dieser Gruppe gehdren die
Proteine Bcl-3, kB, IkBns und das erst kiirzlich entdeckte IxBn.34 40-42

1.2.1.2. Aktivierung und Regulation von NF-kB

Die Aktivierung des NF-kB Signalwegs erfolgt durch eine Vielzahl an 16slichen Faktoren
und spezifischen Liganden von Oberflachenrezeptoren. Wichtige Vertreter sind die
bereits erwahnten TLRs sowie Mitglieder der TNF- und IL-1 Rezeptor-Familien. Neben
diesen externen Aktivierungssignalen kdnnen zusétzlich auch intrazelluldre Ereignisse
zur Aktivierung von NF-xB fiihren. Diese Signalwege werden beispielsweise durch die

Erkennung intrazelluldrer Pathogene, DNA-Schéden oder reaktiver Sauerstoff-
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Metabolite mittels der NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) und RIG-I-like
(retinoic acid-inducible gene 1) Rezeptorfamilien (NLR und RLR) aktiviert. Flr die
,exogene‘ Aktivierung von NF-«B sind zwei alternative Aktivierungswege beschrieben:
I) der kanonische und der I1) nicht-kanonische Weg. 1) Der kanonische oder klassische
Signalweg fihrt zur Aktivierung von NF-xB Uber Rezeptoren (zum Beispiel
Mustererkennungs- oder Zytokinrezeptoren), die nach Bindung ihrer Liganden
Signalkaskaden steuern, welche letztendlich die IkB-Kinase IKKf aktivieren. Die aktive
IKKpB phosphoryliert 1B Proteine, worunter der wichtigste Vertreter das IkBa ist. Der
durch die Phosphorylierung induzierte proteasomale Abbau von IkBa flhrt zur
Freilegung der Kernlokalisationssequenz von NF-kB. Dadurch wird die Translokation
von NF-xB in den Zellkern ermdglicht, was Voraussetzung fiir die NF-kB-vermittelten
Effekte ist (zusammengefasst in Gilmore*®). 11) Der nicht-kanonische/alternative NF-xB
Signalweg wird durch Mitglieder der TNF-Zytokin-Familie induziert und flhrt ebenfalls
zur Aktivierung von NF-xB.** Zusitzlich kénnen die beteiligten Enzyme auch mit
anderen Signalwegen interferieren, wie zum Beispiel mit den p53-, PI(3)K-Akt- und IRF-
Signalwegen, wodurch diese Signalwege wiederum Einfluss auf die NF-kxB-vermittelte

Transkription nehmen kénnen.*

1.2.1.3. Hierarchie der NF-kB-Zielgene

Immunzellen sind permanent wechselnden Reizen und unterschiedlichen
Umgebungsbedingungen ausgesetzt. Deswegen bendtigen Immunzellen Mechanismen
mit denen sie auf diese Veranderungen reagieren kdnnen. Die NF-xB-vermittelte
Genexpression ermdglicht die selektive Expression seiner Zielgene abhdangig von
Umwelteinflussen und sich &ndernden Reizen. Der Transkriptionsfaktor NF-xB nutzt
dazu verschiedene Ebenen der Regulation.*® Betrachtet man die Zielgene von NF-xB,
unterscheidet man zwischen primdren und sekundaren NF-kxB-abh&ngigen Zielgenen.
Erstere werden nach Aktivierung des klassischen NF-kB Signalwegs rasch exprimiert und
sind alleine vom Vorhandensein von NF-kB Dimeren abhangig. Sekundére Zielgene
hingegen benotigen zusétzliche Signale.*” Dazu gehoren zum Beispiel transkriptionelle
Co-Aktivatoren wie die atypischen ,,Inhibitor von kB (IxB) Proteine. Diese atypischen
IxB Proteine sind an der Regulation der NF-xB vermittelten Genexpression beteiligt.*8

Das in dieser Arbeit untersuchte Protein IkB( gehort zu diesen atypischen 1kB Proteinen.



Einleitung

Sie werden in Makrophagen nach Antigenkontakt rasch exprimiert und modulieren die
Transkription sekundérer Zielgene von NF-kB. Weitere atypische kB Proteine sind
Bcl-3, IxBns und IxBn.*® Zusitzlich zu den NF-xB Proteinen und den modulatorisch
wirkenden IxB Proteinen, kommt der Regulation der Genexpression durch die
Chromatin-Struktur fir die selektive Expression von NF-kB Zielgenen eine wichtige
Rolle zu. Chromatin besteht aus DNA-Protein Komplexen, wobei das Nukleosom die
Grundeinheit bildet. Es konnte gezeigt werden, dass NF-xB zeitlich verzbgert an
sekundare Zielgene bindet. Im Gegensatz dazu wird die Expression von primaren
Zielgenen ohne zeitliche Verzdgerung aktiviert.>® Es bedarf daher eines Mechanismus,
der die Zuganglichkeit an entsprechenden Zielgenen regulieren kann. Vor lber zwanzig
Jahren konnten Experimente zeigen, dass der SWI/SNF-Komplex Veranderungen an der
Chromatin-Struktur katalysieren kann.>! Diese Anderungen der Chromatin-Struktur, die
durch den SWI/SNF Komplex katalysiert und als Chromatin-Remodeling bezeichnet
werden, machen die genomische DNA besser zugénglich.>? So konnte gezeigt werden,
dass es fur die Expression von sekundaren NF-xB Zielgenen erst der Rekrutierung des
SWI/SNF-Komplexes bedarf.>® Dieser Mechanismus stellt somit eine weitere
Regulationsebene fiir die selektive Transkription von NF-xB Zielgenen dar.>® Eine
weitere Mdglichkeit um Einfluss auf das Chromatin-Remodeling und damit auf die
Genexpression zu nehmen, stellen sogenannte Histonmodifikationen dar. Fir NF-xB
konnte gezeigt werden, dass die Promotorbereiche der primadren Zielgene verstarkt
Histon-Acetylierungen und H3K4-Trimethylierungen aufweisen, was denjenigen
Genbereichen entspricht, die mit transkriptionsaktiven Genen assoziiert sind.> >
Zusatzlich zu den genannten Mechanismen kann auch durch den Gehalt an CpG-Inseln
im Promotorbereich darauf geschlossen werden, ob es sich um primére oder sekundare
Zielgene handelt.>® So ist ein hoher CpG-Gehalt mit einer geringeren Stabilitat der
Nukleosomeneinheit assoziiert und dadurch leichter fir Transkriptionsfaktoren
zuganglich.>® Ubereinstimmend damit konnte fiir Genbereiche mit geringem CpG-Gehalt
die Abhadngigkeit vom SWI/SNF-Komplex fur die Transkriptionsinitiation gezeigt

werden.>* Folglich handelt es sich bei diesen Genen um sekundére Zielgene von NF-xB.

Zusammenfassend ist NF-kB in der Lage die selektive Transkription seiner Zielgene

durch die zuvor genannten Mechanismen zu steuern und damit Kontext-abhangig auf
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verschiedenste Umwelteinflusse und sich &nderende &ullere Reize Zelltyp- als auch

Stimulus-abhéngig reagieren zu kénnen.

1.3. Das atypische IkB Protein ‘Inhibitor of kappa B ¢

Der Inhibitor von NF-kB  (IkB{) wurde erstmalig im Rahmen von mRNA-Analysen in
verschiedenen Geweben der Maus gefunden.®” Aufgrund seiner strukturellen
Auffalligkeiten und der LPS-abhéngigen Expression, wurde das Protein ,,molecule
possessing ankyrin repeats induced by LPS* (MAIL) genannt.®” In einer unabhingigen
Studie identifizierten Haruta et al. IxB{ in OP9 Stromazellen und nannten es aufgrund
der IL-1B-abhangigen Expression ,interleukin-1 inducible nuclear ankyrin-repeat
protein“ (INAP).%® Aktuell ist die Bezeichnung IxB¢ tiblich.*

1.3.1. Struktur und Funktion von IkB{

IxkB{ wird zu den IkB Proteinen gezdhlt, da es Sequenzhomologien mit anderen
Mitgliedern der IxB Proteinfamilie aufweist.’” °® ¢ Es besitzt an seinem C-terminalen
Bereich sieben Ankyrin-Wiederholungseinheiten, die zu groRen Teilen homolog zu denen
von BCL-3 sind und Interaktionen mit p50:p50 Homodimeren ermdglichen.®® 82 TkB(
besitzt auBerdem eine Kernlokalisierungssequenz (NLS, nuclear localisation sequence;
Aminosduren 163-178) und eine Transaktivierungsdomane (TAD; Aminosduren 329-
429).57-%8 Als relevante murine Isoformen wurden folgende Proteine identifiziert: Zuerst
wurde die IkBC-L Isoform (728 Aminosduren) identifiziert und anschlielend die
N-terminale verkirzte Isoform IkB(-S (629 Aminosauren) beschrieben.®” Man geht

davon aus, dass es sich bei der IkBZ-L Isoform um die dominante Form handelt.®

1.3.2. Expression und molekulare Funktionsweise von IkB(

In ruhenden nicht stimulierten Zellen wird IkB{ kaum exprimiert. Jedoch werden nach
Kontakt mit pro-inflammatorischen Stimuli, die zur Aktivierung von NF-«xB fiihren, in
einer Vielzahl von Zelltypen erhohte IkB( Genexpressionslevel gemessen. Zu diesen
Substanzen gehéren IL-1B, LPS, PGN, Zymosan, unmethylierte CpG DNA-Motive und
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einige weitere Substanzen.>” °8: €0. 61.63-69 Fiyr dje Expression von IL-6 konnte gezeigt
werden, dass ein Komplex aus IkB{:p50:p50 an den 116 Promotor rekrutiert wird und die
Transkription aktiviert.®® % [xkB¢-Defizienz filhrte zu einer Reduktion der Expression von
IL-6.61 Weitere Gene, deren Expression von IxB( aktiviert werden, sind unter anderem
Len2 (Lipocalin 2), Csf2 (GM-CSF), Csf3 (G-CSF), Cebpd (C/EBPS), und Ccl2
(MCP-1). 57 61. 7077 TxB( hat auch inhibitorische Funktionen. So zum Beispiel hemmt es
die Expression von Tnfa (kodiert fiir TNF-0).62 Um die Proteinexpression von IkB( zu
induzieren, bedarf es weiterer Stimuli, da die Nfkbiz mMRNA an ihrem 3‘-untranslatierten
Bereich instabile Elemente enthélt und sie folglich ohne zusatzliche Faktoren rasch
abgebaut wird.”® Die posttranskriptionelle Stabilisierung der Nfkbiz mRNA ist daher

notwendig, um die IxB{ Proteinsynthese zu initiieren.”

/ ruhende Makrophagen \/ aktivierte Makrophagen \

TLR-Aktivierung
NF-«B — .
4 IxBa/Bly NF-kB !
Komp]ex [ ]KBC{/B/’Y !
Komplex :

SWI/SNF Komplex -

Kern

NF-kB Dimere

Qtoplasma S /\Zytoplasnﬁ"“«.u ________ /

Abbildung 2: Chromatin-Remodeling durch TkB{

Die Induktion der Genexpression von NF-xB Zielgenen benétigt die Rekrutierung des SWI/SNF-
Komplexes durch IkB. Die Abbildung zeigt ein vereinfachtes Schema der Aktivierung des TLR-
Signalweges, bei dem es einerseits zur Translokation von NF-xB Dimeren in den Zellkern kommt,
andererseits zur Induktion der Expression von IkB{. Zusatzlich werden noch weitere Faktoren,
wie Akirin2 und die am SWI/SNF Komplex beteiligten BAF60 Proteine, bendtigt. Modifiziert
nach Tartey et al.®

10
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Fur die Ausubung der Funktion von IkB( ist das Zusammenspiel mit NF-kB wichtig.
Nach Antigenkontakt erfolgt in Immunzellen die schnelle NF-kB-abhéngige Expression
von IkB{. IkB( wird folglich den priméren Zielgenen von NF-xB zugerechnet. Im
nachsten Schritt wird IkB{ Uber vorhandene Faktoren an die entsprechenden Bereiche
seiner Zielgene rekrutiert und moduliert dort zusammen mit p50:p50 Dimeren deren
Transkription. Die genauen Mechanismen der Transkriptionsaktivierung durch IkB( sind
jedoch noch weitgehend unbekannt. Weitere mechanistische Einfliisse von IkB{ auf die
Transkription zeigen allerdings, dass eine entscheidende Rolle der Chromatin-
Zuganglichkeit der ausgewahlten Zielgene von IkB{ zukommt. Dazu wurden erste
Studien tber das Chromatin- und Nukleosom-Remodeling an bekannten IkB( Zielgenen
durchgeftihrt. Es konnte darin gezeigt werden, dass IkB{ die Tri-Methylierung des
Histons 3 an Lysin4 (H3K4) verstarkt und damit die Bildung von sogenannten
Prainitiationskomplexen fordert.*® 81 In einer kirzlich erschienenen Veréffentlichung
konnte erstmals der genaue Mechanismus fur dieses Chromatin-Remodeling beschrieben
werden. So konnte gezeigt werden, dass IkB{ entscheidend an der Rekrutierung des
SWI/SNF-Komplexes an den p50:p50 Komplex beteiligt ist und somit das Chromatin-
Remodeling initiiert (siehe Abbildung 2).8° Im konkreten Fall konnte diese Interaktion fiir
die TLR-, RIG-1- und Listeria-vermittelte Induktion entziindungsférdernder Gene

gezeigt werden.®

1.3.3. Physiologische Relevanz von IkB{

IxBC-defiziente M&use zeigen einen pro-inflammatorischen Phanotyp, wie er auch bei
Autoimmunerkrankungen beobachtet werden kann. Periokuldr entstehen in einem
Zeitraum von wenigen Wochen nach der Geburt entziindliche Lésionen.®? Der Verlust
von [kB( fiihrt hier zu einer starken chronischen Entziindung, die mit einer Infiltration
von Immunzellen einhergeht.®® Dermatitis-ahnliche Lésionen entwickeln sich zusatzlich
im Verlauf im Gesicht und am Nacken.® IxB( spielt eine wichtige Rolle in
Kerationzyten® und wird in einigen Schleimhautgeweben wie beispielsweise im
Oberflachenepithel des Auges konstitutiv exprimiert.®3 Eine neuere Studie konnte zeigen,
dass die periokulédren Lésionen IkB({-defizienter Mause einer Sjogren-Syndrom ahnlichen
Erkrankung entsprechen, die mit pathognomonischer Antikorper-Bildung einhergehen.8

Zusétzlich besitzt IkB( auch in TH-17 Zellen eine Relevanz. Diese Zellen spielen eine

11
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entscheidende Rolle fur das erworbene Immunsystem. IkB(-Defizienz fuhrt zu einer
verminderten Entwicklung von TH-17 Zellen.®® Ebenso konnte fiir NK-Zellen eine
Abhingigkeit von IkB( gezeigt werden. Nach Kultivierung mit IL-12 oder IL-18 wird
IxB( an den IFNy-kodierenden Genlokus in NK-Zellen rekrutiert.?” Eine IkB¢-Defizienz

flihrt zu einer verminderten IFN-y-Sekretion von NK-Zellen.®

Die Rolle von IkB( bei der Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen konnte
bisher nur flir einzelne Tumorentitdten aufgeklart werden. Eine Studie zeigte unter
anderem, dass IxB mit dem Kernfusions-Onkoprotein FUS-DDIT3 interagieren kann
und dadurch die Entstehung von myxoiden Liposarkomen fordert.® Eine weitere Studie
konnte aufzeigen, dass IxB( essentiell fiir das Zellliberleben eines aktivierten B-Zell-
ahnlichen (ABC) Subtyps des diffus-groRzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) ist.%
Diese Lymphomzellen zeigen eine konstitutive Aktivierung von NF-«B, die essentiell fir
das Uberleben dieser Zellen ist. Ein Knockdown von IxB( in vitro wirkte sich toxisch auf
diese Zellen aus.®® Somit konnte 1kB( ein mogliches Ziel einer pharmakologischen

Behandlung dieser Tumorerkrankungen darstellen.

1.4.  Makrophagen: Herkunft und Funktionen

Makrophagen sind eine heterogene Gruppe phagozytierender antigenprasentierender
Zellen, die in allen Organen und Geweben im Menschen und in Tieren vorkommen. Dabei
handelt es sich um ,,Fremdkorper-aufnehmende Zellen, sogenannte Phagozyten, die in
ihrer Funktion als Wachterzellen den Organismus vor eindringenden Krankheitserregern
schiitzen und die Gewebehomdoostase aufrechterhalten.’® Makrophagen nehmen eine
Schlisselrolle im angeborenen Immunsystem ein, indem sie pathogenassoziierte
Strukturen erkennen und daraufhin mit einer gezielten Ausschittung von
Signalmolekilen reagieren. Dadurch sind sie sowohl an Entzindungsreaktionen im
Rahmen der angeborenen Immunantwort, an der Aktivierung der erworbenen

Immunantwort als auch an Wundheilungsprozessen beteiligt.%2-%

Neben der Ausschittung von Signalmolekilen sind Makrophagen auch direkt an der
Beseitigung von Pathogenen beteiligt. Makrophagen sezernieren antimikrobielle Peptide,

Proteaseinhibitoren, extrazellulare Matrix-Proteasen, reaktive Sauerstoffmetabolite und

12
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andere immunmodulatorische Stimuli.%® Durch die Erkennung von PAMPs und DAMPs
tragen Makrophagen dadurch mafigeblich zur Entfernung von eingewanderten Erregern
bei. Des Weiteren haben Makrophagen die Eigenschaft, Fremdstoffe durch Phagozytose
aufzunehmen und diese in spezialisierten Zellorganellen (,,Phagolysosomen)
abzubauen. Der Abbau aufgenommener Fremdkorper fihrt zu Protein-Fragmenten
(Peptide), die an die MHC II-Komplexe gebunden werden und damit anderen Zellen
prasentiert werden. Diese MHC I1-Peptid-Komplexe fiihren nach Bindung von T-Zellen
zu deren Aktivierung. Dadurch ist eine direkte Verbindung zwischen angeborener und

erworbener Immunantwort erméglicht.%% 97

Uber die Herkunft von Makrophagen wurde lange Zeit diskutiert. Das erste Konzept eines
sogenannten Retikuloendothelialen Systems (RES) wurde von Ludwig Aschoff
vorgeschlagen.?® Diesem System sind hauptséchlich phagozytierende Zellen zugeordnet,
die in retikularem Bindegewebe enthalten sind. Bei diesen Zellen handelt es sich um
Monozyten und Makrophagen, die zu entzlindetem Gewebe rekrutiert werden. In einem
anderen, neueren Modell, dem sogenannten mononukledren Phagozyten System (MPS),
wird davon ausgegangen, dass nicht nur entzundungsaktivierte Makrophagen von
Monozyten abstammen, sondern auch jene Makrophagen, die unter normalen
Bedingungen im Gewebe angesiedelt sind, sogenannte Gewebemakrophagen.*® Es
konnte gezeigt werden, dass beide Makrophagen-Arten von Knochenmarksmonozyten
abstammen und sich aus Monoblasten via Promonozyten bilden.®® Die neu entstandenen
Monozyten kdnnen dann ins Blut Ubertreten und in Gewebe einwandern, wo sie sich zu
verschiedenen  Makrophagen-Subtypen  weiterentwickeln.  Man  unterscheidet
hauptsachlich ~ zwischen nicht aktivierten  Gewebemakrophagen und durch
Entziindungsvorgénge aktivierte Makrophagen.** Gewebemakrophagen werden in allen
Organen gefunden und sind mal3geblich an der Gewebehomd@ostase beteiligt.

13



Tabelle 2: Unterschiedliches Vorkommen und spezielle Funktionen von Gewebemakrophagen. Modifiziert nach Davies et al.1®

Gewebe Zelltyp Funktionen

Fettgewebe Fettgewebemakrophagen Kontrolle der Insulinsensitivitat!®* und adaptiven Thermoregulation'?

Blut Monozyten ,Intravaskulire Wichter, Beseitigung von endothelialen Zellfragmenten?%
Knochen Osteoklasten Mehrkernige Riesenzellen, resorbieren Knochensubstanz%

Zentralnervensystem

Gastrointestinaltrakt

Leber

Lunge

Serdses Gewebe

Haut

Milz

Knochenmarksmakrophagen

Mikroglia

Perivaskuldre/Meningeale
Makrophagen

Intestinale Makrophagen

Kupffer Zellen

Alveolarmakrophagen

Interstitielle Makrophagen
Peritonealmakrophagen
Dermale Makrophagen
Langerhans Zellen
Marginalzonenmakrophagen
Makrophagen der roten Pulpa

Makrophagen der weil3en Pulpa

Unterstiitzen die Erythropoese!® 1%, halten hamatopoetische Stammzellen in ihren Stammzellnischen®’

Fordern das Uberleben von Neuronen; erste Linie der Immuniiberwachung im Gehirn; Entfernung von toten Neuronen;
beteiligt am Remodeling von Synapsen'%: 199 entstehen aus Dottersackgewebe und werden unabhéngig vom
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In unterschiedlichen Geweben erfiillen die Makrophagen jeweils spezifische Funktionen
(zusammengefasst in Davies et al.}%, siehe Tabelle 2). In den letzten Jahren konnte
allerdings in einigen Studien gezeigt werden, dass die Mehrheit der Gewebemakrophagen
nicht von Monozyten im Blut entstammen, sondern sich bereits in der frihembryonalen
Periode entwickeln und bis zum Erwachsenen hin im Ruhezustand als

Gewebemakrophagen verbleiben. 10137

1.4.1. Aktivierung und Polarisierung von Makrophagen

Makrophagen sind an einer Vielzahl physiologischer Reaktionen beteiligt, die ein hohes
MaR an unterschiedlichen Funktionen erfordern. lhre Aufgaben missen daher genau
reguliert und gesteuert werden. Die Beseitigung von Fremdkorpern im Zusammenspiel
mit pro-inflammatorischen Substanzen im Gegensatz zu den Anforderungen an
Wundheilungsprozesse, bei denen entzindungshemmende Substanzen ben6tigt werden,
sind Beispiele flr die entgegengesetzten Anspriiche, denen Makrophagen gerecht werden
mussen. Die Fé&higkeit von Makrophagen in unterschiedliche Phéanotypen zu
differenzieren, bezeichnet man als Polarisierung. Das Besondere hierbei ist, dass die
unterschiedlichen Polarisierungen reversibel sind und Makrophagen kontextabhéngig
reagieren konnen. Auf diese Weise kénnen die Polarisierungszustande im Rahmen einer
generalisierten Entziindung entsprechend wechseln.®> 13 133 Dje Polarisierung von
Makrophagen ist im Wesentlichen abhéngig von der lokalen Gewebeumgebung'* und
ihre Funktionen werden sowohl durch Rezeptorinteraktionen, als auch durch lokale
Zytokine und Signalstoffe beeinflusst.!** Zur Differenzierung von Makrophagen-
populationen unterscheidet man einerseits Makrophagen, die aktivierend auf das
Immunsystem wirken und andererseits Makrophagen, die Immunreaktionen
unterdriicken konnen.}#2 Dabei werden fiir Makrophagen ebenfalls, wie bei den
T-Helferzellen, zwei Polarisierungszustdnde beschrieben: der klassisch aktivierte (M1)
Makrophagen-Phénotyp und der alternativ aktivierte (M2) Makrophagen-Phanotyp.%* 143
Klassisch aktivierte (M1) Makrophagen sind Bestandteil der Immunantwort gegen
eindringende Pathogene, wohingegen alternativ aktivierte (M2) Makrophagen an der
Immunsuppression, an Wundheilungsprozessen und der Geweberegeneration beteiligt

sind. Lipopolysaccharide (LPS) und Interferone (vor allem IFN-y) polarisieren
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Makrophagen zum MZ1-Phédnotyp. Dies fihrt dazu, dass diese Makrophagen unter

anderem groRe Mengen an pro-inflammatorischen Substanzen freisetzen. Dazu zahlen

Zytokine, wie zum Beispiel IL-1p, TNF-a und IL-6, Chemokine, die die Einwanderung

von Monozyten und Neutrophilen

steuern,

Wachstumsfaktoren, und weitere

Signalmolekdile, die die lokale Entziindungsreaktion verstarken und den Einstrom

weiterer Entziindungszellen fordern (siehe Tabelle 3 und Abbildung 3).

Tabelle 3: Klassisch (M1) und alternativ (M2) aktivierte Makrophagen. Modifiziert nach

Duluc et al.*** und Hao et al.**®

Polarisierung M1 M2a M2b M2c M2d/TAM
Aktivierung IFN-y IL-4 IKs IL-10 IL-6
TNF-a IL-13 LPS TGF-8 LIF
LPS LTR/IL-IR  GKs MCF
Expression CD86 CD163 CD86 CD163 VEGF
CD80 MHC II MHC Il TLR1
MHC 111 SR TLR8
IL-1R | CD2061
TLR2 (MRY)
TLR4 TGM21
iNOS DecoyR
IL-1R 11
Zytokine TNF-a IL-10 IL-1 IL-10 IL-10
IL-1B TGF-B IL-6 TGF-B IL-12
IL-6 IL-1RA IL-10 TNF-a
IL-12 TNF-a TGF-B
IL-23
Chemokine CCL4 CCL24 CCL1 CCR2 CXCL16

Abkiirzungen: IKs, Immunkomplexe; GKs, Glukokortikoide; IL-1RA, IL-1 Rezeptor-Antagonist; LIF, Leukozyten-
inhibierender Faktor; TGM2: Transglutaminase 2; MR (CD206), Mannose-Rezeptor; NO, Stickstoffmonoxid; iNOS,

induzierbare  Stickstoffmonoxid-Synthase;

SR, Scavenger

Rezeptor; VEGF,

vaskularer  endothelialer

Wachstumsfaktor; LPS, Lipopolysaccharide, CCL, Chemokin (C-C Motif) Ligand, TNF, Tumor-Nekrose-Faktor;
CCR, Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor; CXCL, Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand.
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Allerdings kann die Beseitigung von eindringenden Pathogen auch zu groRflachigem
Kollateralschaden durch die toxischen Substanzen und reaktiven Sauerstoffmetaboliten
im entsprechenden Gewebe fuhren, sodass es zu einer unkontrollierten Immunantwort der
Makrophagen kommen kann. Diese pathologisch erhéhte Immunantwort kann Auslser
zahlreicher (Auto-) Immunkrankheiten sein, wie es beispielsweise fir Morbus Crohn,
rheumatoide Arthritis und multiple Sklerose beschrieben ist.146-148

IL-10
TGF-p
IL-4 +IL-13 ' IL-1RA
| CCL17/22/24
Monozyt / |
IL-1p IFNy + LPS y i
TNF-a 2N a
IL-6 LPS + IKs
IL-12
IL-23 T
CCL23AS oy Kl IL-1
CCL8/9/10/11 TGEB . P
+ : . IL-10
IL-10 TNF-o
CCLI
M2b
! IL-10
i TGF-p
CCR2
M2¢

Abbildung 3: Makrophagen Aktivierung und Polarisierung

Makrophagen kommen in unterschiedlichen Aktivierungs- und Polarisierungszustdnden vor.
Klassisch aktivierte (M1) Makrophagen sezernieren zahlreiche pro-inflammatorische
Substanzen, die den Zellen zur Erregerabwehr dienen und das Immunsystem aktivieren.
Alternativ aktivierte (M2) Makrophagen sind an Gewebe-Umbau/Wiederherstellung und
Wundheilungsprozessen beteiligt. Sie wirken unterstitzend fir die anti-entziindliche Antwort
durch IL-10. Abh&ngig von der Art der Stimulation und der Sekretion an Signalmolekiilen werden
M2-Makrophagen in die Subtypen M2a, M2b und M2c unterteilt. IL, Interleukin; TNF,
Tumornekrosefaktor; CCL, Chemokin (C-C Motiv) Ligand; IFN, Interferon; LPS,
Lipopolysaccharid; TGF, Transforming growth factor; CCR, Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor;
IL-1RA, Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist; IK, Immunkomplexe. Angelehnt an Duluc et al.}*
und Hao et al.*®
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Der M2 Makrophagen-Phanotyp ist dadurch gekennzeichnet, dass er den
MZ1-polarisierten Makrophagen hinsichtlich Entziindungsférderung und
Gewebeschadigung entgegenwirken kann. M2-Makrophagen sind hauptsachlich an
Wundheilungsprozessen sowie an der Regeneration oder dem Umbau von Geweben
beteiligt. M2-Polarisierung wird vor allem durch das VVorhandensein der Zytokine IL-4
und IL-13 ausgeldst, teilweise aber auch durch IL-10 und Kortikosteroide. Die Population
der M2-Makrophagen ist deutlich vielgestaliger im Vergleich zu M1-Makrophagen.®
150 Bei den M2-Makrophagen lassen sich basierend auf Unterschieden in der
Genexpression weitere Untergruppen unterscheiden: M2a, M2b, M2c und M2d.1*3 Der
prominenteste Vertreter ist der M2a Subtyp. Dieser wird, wie bereits erwahnt, durch IL-4
und IL-13 hervorgerufen. Der M2b Subtyp wird durch IL-1-Rezeptorliganden oder durch
Immunkomplexe in Kombination mit LPS hervorgerufen. Der M2c Subtyp durch IL-10,
TGF-B und Glukokortikoide induziert.!*® Der vierte M2-Makrophagensubtyp ist
charakterisiert durch hohe Expressionslevel an IL-10 sowie verminderte Level an 1L-12
und zeigt einige Funktionen, die denen tumorassoziierter Makrophagen (TAMS)

entsprechen. Makrophagen dieses Phanotyps werden dem Subtyp M2d zugeordnet.4*

1.5. Interleukine — Vermittler der Immunreaktion

Interleukine (IL) sind eine heterogene Gruppe loslicher, korpereigener Botenstoffen, die
zu den Zytokinen gerechnet werden und mafRgeblich an der angeborenen Immunantwort
beteiligt sind. Nach ihrer Freisetzung aus verschiedenen Immunzellen binden sie an
Oberflachenrezeptoren und induzieren Zellwachstum und Differenzierung in den
Zielzellen. Die meisten Interleukine haben pleiotrope Rollen und wirken auf
unterschiedliche Zelltypen. Das gleichzeitige Zusammenspiel verschiedener Interleukine
ermoglicht differenzierte Immunantworten. Die mehr als 30 bisher beschriebenen
Interleukine wurden aufgrund der Reihenfolge ihrer Entdeckung als IL-1, IL-2, etc.
benannt. Mittlerweile sind die meisten Interleukine rekombinant verfligbar und werden

teilweise in der Immuntherapie verschiedener Erkrankungen eingesetzt.

18



Einleitung

1.5.1. Interleukin-10

Immunreaktionen kénnen ohne entsprechende Riickkopplungskontrolle schwerwiegende
Immundefekte auslésen, die bis zum Tode gehen kénnen.?! Interleukin-10 (1L-10), als
Hauptregulator der anti-inflammatorischen Reaktion bekannt, riickte schon sehr lange ins
Zentrum der immunologischen Forschung. Die folgenden Kapitel zeigen zentrale
Elemente der biologischen Funktion von IL-10 auf. Die meisten Ergebnisse darin beruhen
auf Maus-Modellen. Zahlreiche klinische Studien konnten die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen durch entsprechende Messungen der IL-10
Konzentrationen in Abhangigkeit von Krankheitsverlaufen zeigen. Durch die starke
immunsupprimierende Funktion sind genaue Erkenntnisse tber die Regulation der 1L-10
Expression besonders fur das Verstdndnis von Autoimmunkrankheiten und

Entzindungsreaktionen von groRer Bedeutung.

1.5.2. Struktur und Funktion von Interleukin-10

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das anfangs als ,,Zytokin-Synthese-
inhibierender Faktor« (CSIF, cytokine synthesis inhibitor factor) beschrieben wurde, weil
es die Aktivierung von TH-1 Zellen und deren Zytokin-Produktion unterdriicken kann.>
Zahlreiche Zelltypen sezernieren IL-10, darunter Makrophagen, dendritische Zellen,
B-/T-Zellen und Natiirliche Killer (NK)-Zellen (zusammengefasst in Moore et al.'®%).
IL-10 wirkt antagonistisch auf die Expression von pro-inflammatorischen Genen (IL-1p,
IL-6, TNF-a und andere) und auf die Expression von MHC Il und ko-stimulatorisch
wirkender Molekiile (z. B. CD80/86).1°* 1°° Die Inhibierung Antigenprasentierender
Zellen ist daher wahrscheinlich der entscheidende Mechanismus, Uber den IL-10 seine
Wirkung auf Immunantworten ausubt, um unkontrollierte Immunantworten zu
verhindern.®® Die biologische Rolle von IL-10 ist jedoch nicht auf die Inaktivierung
Antigenprésentierender Zellen beschrankt. IL-10 kann im Gegensatz dazu auch B-Zellen,
Granulozyten und Mastzellen aktivieren, stimulierend auf ihre Reifung wirken, das
Wachstum von Keratinozyten anregen und die Aktivierung von NK-Zellen verstarken.
Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass IL-10 die Interferon-y Produktion von NK-Zellen

fordert, die Immunglobulin-Sekretion von Plasmazellen verstarkt sowie den Antikdrper-
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Klassenwechsel (class switching) begunstigt (siehe Abbildung 4, zusammengefasst in
Moore et al.1®3).

N

B-Zellen/ Granulozyten/
NK-Zellen/
Mastzellen

Suppression

- Entzlindungsfordernde
Substanzen

- MHC II Expression

- Reifung - Antikorper-Produktion
- Reifung

- IFNy-Produktion

Aktivierung

Abbildung 4: Pleiotrope Rolle von Interleukin-10 auf Immunzellen

Die Effekte von Interleukin-10 sind Zelltyp abhéngig. Seine anti-entziindliche Funktion vermittelt
IL-10 ber die Hemmung der Sekretion von anti-inflammatorischen Substanzen und der
Expression von MHC |1 auf der Zelloberflache von Makrophagen und dendritischen Zellen. Im
Gegensatz dazu induziert IL-10 in B-Zellen, beziehungsweise Plasmazellen, die
Antikérperbildung, fordert die Reifung von Granulozyten und aktiviert die Interferon-y
Produktion von NK-Zellen. IL, Interleukin; MHC, Haupthistokompatibilitits-Komplex; IFN,
Interferon; NK, Naturliche Killer-Zellen.

1.5.3. Signaltubertragung von Interleukin-10

Die Bindung von IL-10 an dessen spezifischen Rezeptorkomplex auf der Zelloberflache
fuhrt zur Aktivierung des nachgeschalteten Signalweges, der als Resultat die bereits
beschriebenen, immunsupprimierenden Effekte auf Immunzellen ausiibt.?3 157 158 Man
weil bisher, dass IL-10 sowohl die Translokation von NF-kB durch Inhibierung der IkB
Kinase blockieren kann als auch die NF-xB Proteine p50 und p65 im Zellkern direkt
inhibieren kann, was allerdings noch vollig unverstanden ist.**® Daneben wurden in den
letzten Jahren einige weitere Faktoren gefunden, die durch die IL-10 vermittelte
Immunantwort, die Expression pro-inflammatorischer Zytokine inhibieren kénnen. Dazu
zahlen IP-10 (interferon gamma-induced protein 10), ISG54 (interferon stimulated gene
54), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) und SOCS3 (suppressor of cytokine
signaling 3).1¢
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1.5.4. Interleukin-10 Expression in Makrophagen

Zellen aus der myeloischen Reihe, insbesondere Makrophagen und dendritische Zellen
sezernieren nach Antigenkontakt mitunter die groBten Mengen an IL-10
(zusammengefasst in Sabat et al.’®!). Die Erkennung pathogenassoziierter Strukturen
(PAMPS) erfolgt, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, Uber Mustererkennungsrezeptoren.
Makrophagen exprimieren IL-10 nach Bindung spezieller PAMPs an ihre spezifischen
Rezeptoren. TLR2-Ligandenbindung fuhrt zu starker IL-10 Expression in Antigen-
prasentierenden Zellen.*®? Auch die Aktivierung der TLRs 3, 4 und 9 fihrt zur
Aktivierung der IL-10 Expression in Makrophagen.!6

DC-SIGN Dectin 1

TLR2 TLR4
extrazellular
— |
| }
p38 (L2 | «— [Fie] f |LLRO
4
: S,
(sl |
A
L o Endosom |

intrazellulér

Abbildung 5: Signale fur die Interleukin-10 Expression in Makrophagen/DCs

Die Interleukin-10 (IL-10) Expression kann durch die Aktivierung verschiedener Signhalwege
induziert werden. Toll-like Rezeptoren (TLR) fuhren zur Aktivierung des nachgeschalteten
Adaptorproteins MyD88. Dieser wiederum fiihrt zur Aktivierung von ERK, p38 und NF-kB.
Letztendlich wird hierdurch die Expression von IL-10 induziert. Des Weiteren fiihrt auch die
Bindung von DC-SIGN und Dectin-1 in dendritischen Zellen zur Aktivierung der IL-10
Expression. DUSP1 kann durch Inhibierung der p38 Aktivitat die IL-10 Expression unterdriicken.
Modifiziert nach Saraiva und O’Garra.'®*

Weitere Stimuli die zur Aktivierung der IL-10 Expression fiihren, sind beispielsweise die
Bindung entsprechender Liganden des C-Typ Lektins DC-SIGN (Dendritic cell-specific
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ICAM3-grabbing non-integrin) und Dectin-1 (siehe Abbildung 5).1%> ¢ Daneben gibt es
noch weitere Signale, welche die IL-10 Expression aktivieren konnen.1® 167 Der
intrazellulare Ablauf der Aktivierung der IL-10 Expression in Makrophagen und
dendritischen Zellen ist in Abbildung 5 dargestellt. Ligandenbindung an TLR2-oder 4
fiihrt zur Aktivierung der nachgeschalteten Signalmolekiile MyD88, TPL2%® und
ERK!®, Zusitzlich werden weitere Regulatoren der IL-10 Expression beschreiben

(zusammengefasst in Saraiva und O'Garra®®4).

1.5.5. Regulation der 1110 Expression

Die Regulation der 1110 Expression findet auf verschiedenen Ebenen statt. Entscheidend
fur eine effiziente Aktivierung der 1110 Expression ist unter anderem die Zugénglichkeit
des IL-10 Promotors. Die Zugagnlichkeit zu bestimmten Genbereichen wird mitunter
durch die Chromatin-Struktur reguliert. Einige Studien deuteten daher an, dass die
Expression von IL-10 durch Verédnderungen der Chromatin-Struktur am 1110 Lokus
reguliert werden konnte.1’%17® Zahlreiche DNase-I hypersensitive Seiten (HSSs) wurden
im 1110 Lokus von IL-10 sezernierenden Zellen in der Maus gefunden. Es existieren auch
zelltypspezifische HSSs, wie beispielsweise das fur Makrophagen spezifische
regulatorische Element (HSS-4.5).1° Da es sich bei IL-10 um ein sekundéres Zielgen von
NF-kB handelt, scheint es so zu sein, dass Chromatin-Remodeling einen der initialen
Schritte bei der Induktion der 1110 Expression darstellt. Allerdings reicht die alleinige
Zugéanglichkeit an den IL-10 Promotor fir eine signifikante 1110 Expression nicht aus,
sonderen es werden weitere Signale bendtigt, um hohere 1110 Expressionslevel zu
erzielen. Genaue Details iber die Vorgéange am 1110 Lokus sind nicht bekannt, allerdings
ist die Beteiligung von Histon-Acetylasen'’* und Histon-Deacetylasen'’® nachgewiesen.
Neben der epigenetischen Kontrolle wird die 1110 Expression hauptsachlich durch
Transkriptionsfaktoren reguliert. Im Menschen und der Maus wurden dazu zahlreiche
Faktoren beschrieben, darunter SP1'7®, SP3'77, p50'’®, C/EBPBL® 18 |RF1 und
STAT3!8, Zahlreiche Transkriptionsfaktoren konnen folglich an den 1110 Lokus binden
und Einfluss auf die 1110 Expression nehmen. Jeder einzelne Transkriptionsfaktor scheint
jedoch in Abhéangigkeit von Zelltyp- und Zellstimulus Einfluss seine Wirkung auf die

IL-10 Expression auszuliben. Auch die posttranskriptionelle Regulation der 1110
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Expression Uber die Modulation der mRNA Stabilitat wurde beschrieben'®? und
unterschiedliche RNA-Bindeproteine!®-1% sowie die mikroRNAs miR-4661, miR-98 und
miR-106a'’% 18 jdentifiziert, welche die Stabilitit der 1L-10 mRNA beeinflussen. Zu den
weiteren Regulatoren zédhlen Faktoren, die die 1110 Transkription verstarken,
beziehungsweise verringern kénnen. Erwéhnenswert sei hier das NF-«xB Protein p65, das
an eine «B-Bindestelle 4,5 kB vor dem 1110 Transkriptions-Start bindet und in
LPS-stimulierten Makrophagen die 1110 Transkription verstarkt.1”® Die Aktivierung der
1110 Expression kann somit abhéngig von den verschiedenen Anforderungen angepasst
werden. Dies verdeutlicht den komplexen Mechanismus dem die 1110 Expression auf
Genexpressionsebene unterliegt.

1.5.6. Interleukin-10 in der Pathogenese von Erkrankungen

Die Forschung der vergangenen Jahrzehnte hat gezeigt, dass IL-10 wahrend Infektionen
mit nahezu allen Organismen eine zentrale Rolle in der Immunpathologie einnimmt,
indem es die UberméaBige Aktivierung des Immunsystems bremst und die Produktion
entziindungsfordernder Substanzen, die verantwortlich fur eine pathologisch erhohte
Immunantwort im Rahmen einer Infektion sein kénnen, unterdriickt (zusammengefasst
in Sabat et al.1). IL-10 kann selbst oder aber (iber seine Wirkung auf TH-1 Zellen die
Uberproduktion von bestimmten Zytokinen verhindern.'®" 18 Diese Zytokine konnen bei
Infektionen mit Erregern zu schweren Schéden in verschiedenen Gewebearten fiihren.8°
Daher ist es essentiell, dass eine abgestimmte Regulation der IL-10 Expression
gewdhrleistet wird. Im Gegensatz dazu besteht bei einer 1L-10 Uberproduktion die
Gefahr, dass die entziindungsfordernde Antwort auf Pathogene verhindert wird, und
somit die Erreger der Immunkontrolle entkommen kdnnen und im befallenen Organismus
persistieren. Abhangig vom Erreger kénnen somit durch zu hohe IL-10 Expressionslevel
chronische Infektionen entstehen, bis hin zu tédlichen Verliufen.t 1 Neben der Rolle
bei Infektionen ist IL-10 auch ein wichtiger Mediator bei anderen immunologischen
Erkrankungen, vor allem bei akuten und chronischen Entziindungsreaktionen,
(Auto-)immunerkrankungen, Tumorerkrankungen und auch bei Transplantationen
(zusammengefasst in Moore et al.®3). Der anti-entziindliche Effekt von 1L-10 hat eine

Vielzahl von Studien angestof3en, die den vorteilhaften Einsatz von IL-10 in zahlreichen
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Modellsystemen gezeigt haben. Die Gabe wvon IL-10 reduzierte die
Entziindungsreaktionen in Tiermodellen fiir Rheumatoide Arthritis'®?, Psoriasis'*® und
entziindlichen Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn'®** und Colitis ulcerosa'®®, bei
denen in klinischen Studien im Krankheitsverlauf Vorteile erzielt werden konnten.
Allerdings zeigten neuere Studien im Menschen bisher enttduschende Resultate, da die
Gabe von IL-10 sehr heterogene Antworten in den Patienten induzierten und erste
Langzeit-Studien keine Vorteile zeigten. So wurde fur die Therapie des Morbus Crohn
berichtet, dass die IL-10 Therapie zwar sehr gut vertragen wurde, allerdings die
Remissionsraten im Vergleich zur Kontrolgruppe nicht héher waren.%® Bezogen auf das
Wachstum von Tumorzellen tbt IL-10 ebenfalls heterogene Funktionen aus: IL-10 ist in
der Lage das Tumorwachstum direkt durch Einwirkung auf die Tumorzellen zu
beglnstigen. Zuséatzlich kann es auch durch seine starken anti-inflammatorischen
Eigenschaften das Immunsystem hemmen und damit indirekt das Tumorwachstum
fordern.!®” Andererseits kann es aber auch die Umgebung von Tumorzellen so
modulieren, dass die Zerstorung dieser Zellen durch Verstarkung der angeborenen
Immunantwort geférdert wird.'® Die Rolle von IL-10 ist daher hinsichtlich
Tumormanifestation als auch Tumorprogression sehr unterschiedlich und bedarf der
genauen Analyse flr jede einzelne Tumorentitat.

AbschlieBend betrachtet, verfugt IL-10 Uber sehr heterogene Eigenschaften und
Funktionen bei nahezu allen immunologischen VVorgangen und besitzt daher eine zentrale
Rolle im Ablauf und der Regulation einer Immunantwort. Die weitere Aufklarung der
bisher noch unverstandenen Regulation der IL-10 Expression kénnte deshalb zu einem

genaueren Verstandnis von Immunpathologien beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Hersteller

Hersteller Firmensitz

Abcam Abcam plc, Cambridge, U.K.

AbD AbD Sertotec, Oxford, U.K.

AppliChem Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson

Biochrom
BioLegend
Biorad

Bioss

Carl Roth
Cell Signaling
Corning
Diagenode
Eppendorf
Fagron

GE Healthcare
Genaxxon

GFL

Hausser Scientific

Immunotools

Invitrogen

Life Technologies

Lonza

Becton Dickinson/BD Biosciences, Franklin Lakes,
U.S.A.

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

BioLegend, San Diego, U.S.A.

Bio-Rad, Hercules, U.S.A.

Bioss Inc., Woburn, U.S.A.

Carl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
New England Biolabs, Inc., Ipswich, U.S.A.
Corning, Inc., Tewksbury, U.S.A.

Diagenode, Inc., Denville, U.S.A.

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fagron GmbH & Co. KG, Barsbuttel, Deutschland
GE Healthcare Lifesciences, Dornstadt, Deutschland
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm, Deutschland

Gesellschaft flr Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland

Hausser Scientific Ltd., Horsham, U.S.A.
ImmunoTools GmbH, Friesoythe, Deutschland
Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies GmbH/Invitrogen Cell Culture,
Carlsbad, U.S.A.

Lonza Cologne AG, Kdln, Deutschland
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Macherey Nagel
Medion Diagnostics
Merck

NEB

NeoLab

Nippongenetics

PAA

PBL Interferon Source
Polyplus

Promega

Qiagen

R&D

Roche

Santa Cruz
Sartorius
Sigma-Aldrich
Tecan

Thermo Fisher Scientific

Vector Laboratories
VWR

Zeiss

Macherey Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland
Medion Diagnostics International, Miami, U.S.A.
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

New Enlgand Biolabs, Inc., Ipswich, U.S.A.

NeoLab Migge Laborbedarf Vertriebs GmbH, Heidelberg,
Deutschland

NIPPON Genetics Europe GmbH, Diren, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland

PBL Interferon Source, Piscataway, U.S.A.
Polyplus-Transfection, Illkirch, Frankreich

Promega GmbH Corp., Madison, U.S.A.

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

R&D Systems, Inc., U.S.A.

Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim,
Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, U.S.A.
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz

Tecan Group, Ltd., Crailsheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Fisher Scientific, Karlsruhe,
Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, U.S.A.
VWR International GmbH, Darmstardt, Deutschland
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
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2.1.2. Gerate, Systeme und Software
2.1.2.1. Gerate

Gerat Hersteller
Bioruptor UCD-200 Diagenode
Gelelektrophorese System Peqlab
Hera Cell 240 Thermo
Hera Cell 240i Thermo
M2S Minishaker IKA
Mastercycler ep gradient S Eppendorf
Milli-Q Reinstwasseranlage Millipore
Mini-Protean Il System Biorad
Multifuge 3S-R Biorad
Netzteil (DNA Auftrennung) Pharmacia
Netzteil (Protein Auftrennung) Biometra

Neubauer Improved Zéhlkammer

Hausser Scientific

Orbital-Rocking Schittler GFL

pH Meter IKA
Roller Mixer SRT9 Stuart
Thermomixer (comfort) Eppendorf
Wasserbad GFL
Zentrifuge 5417R Eppendorf
2.1.2.2. Detektionssysteme

System Hersteller
DMI6000 Microscope Leica

Fusion X7-Advance
LightCycler 480 11
LSRII FACS Device

PeqLab
Roche

BD
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NanoDrop 1000

Tecan Infitie M200

Ultra Cruz Blue Autoradiography Films
Zeiss Axioskop

REX Leuchtplatte

SRX 101A Xray Film Entwicklermaschine

2.1.2.3. Reinigungssysteme
System

Peglab

Tecan

Santa Cruz

Zeiss

REX Messinstrumente

Konica Minolta

Hersteller [Artikel]

Genomic DNA Isolation Kit
GeneJET PCR Purification Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit
GeneJET Gel Extraction Kit
NucleoBond Xtra Maxi Kit
QuantiTect Reverse Trancription Kit

RNeasy Kit

2.1.2.4, Software

Software

Qiagen [60950]

Thermo [K0702]

Thermo [K0503]

Thermo [K0692]
Macherey-Nagel [740414]
Qiagen [205314]

Qiagen [74106]

Hersteller

ImageJ

GraphPad Prism

Leica MetaMorph AF

LightCycler 480 Software Version 1.5
Origin 7.0

Primer3 (Primer Design)

US National Institute of Health
GraphPad Software, Inc.
MetaMorph

Roche

OriginLab

Whitehead Institute for Biomedical
Research
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2.1.3. Reagenzien
2.1.3.1. Chemikalien

Reagenz Hersteller
2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat Thermo
2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat Thermo
2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat Thermo
2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat Thermo
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth
Ampicillin Carl Roth

BD CompBeads

Bromphenolblau
D(+)-Galactosamin-hydrochlorid
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

DMEM/Ham's F-12

DMEM/High Glucose

Doxycyclin

Ethanol

Glycerin

Glycin

HEPES

Isopropanol

Kanamycin

L-Glutamin Zellkultur Zusatz (100X)
Methanol

Milchpulver, fettfrei

Na-Pyruvat Zellkultur Zusatz (100X)

Natriumazid

Becton Dickinson
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
NeolLab

Carl Roth

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Fagron

Merck
AppliChem
AppliChem
AppliChem
Merck

Carl Roth

Life Technologies
VWR

AppliChem

Life Technologies

AppliChem
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Natriumchlorid
Natrium-Desoxycholat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Neomycin
Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Nonidet P-40

Orange G

PBS 10x

PBS 1x

Polyacrylamid (40 %)
Polybren

Polysorbat 20/Tween 20
Tetramethylethylendiamin
Tris Base

Wasserstoffperoxid (30 %)

2.1.3.2. Enzyme und dazugehdérige Kits

Enzyme

VWR

Carl Roth
AppliChem
Carl Roth
Biochrom

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Carl Roth
AppliChem
AppliChem

Hersteller

Directional TOPO Cloning Kit

LR Clonase Il Enzym Mix

Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase
Pfx Platinum DNA Polymerase System

QuantiTect Reverse Transcription Kit
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA Polymerase

Life Technologies

Life Technologies

Thermo Scientific

Life Technologies

Qiagen

NEB oder Thermo Scientific

Thermo Scientific
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2.1.3.3. Zytokine
Substanz

Hersteller [Artikel]

rm Interferon-y
rm Interleukin-4
rm Interleukin-1p
rm Interleukin-10
rm M-CSF

rm TNF-a

2.1.3.4. Antikorper
Antikorper

Immunotools [12343536]
Immunotools [12340043]
Immunotools [12340015]
Immunotools [12340105]
Immunotools [12343115]
Immunotools [12343016]

Beschreibung

anti-Maus p-actin

anti-Maus CD11b:APC

anti-Maus CD11c:APC-Cy7

anti-Maus CD117:PE-Cy5

anti-Maus F4/80:PE

anti-Maus Histon-H3 (trimethyl K4)
anti-Maus IgG

anti-Kaninchen IgG

anti-Maus IxkB(

Maus, monoklonal; bezogen von Sigma-
Aldrich (Klon AC-74)

Ratte, APC-markiert; bezogen von BD
(Klon M1/70)

Hamster, APC-Cy7- markiert; bezogen von
BD (Klon HL3)

Ratte, PE-Cy5-markiert; bezogen von BD
(Klon 2B8)

Ratte, PE-markiert; bezogen von AbD
(Klon A3-1)

Kaninchen, polyklonal; bezogen von Bioss

HRP-konjugierter sekundérer Antikorper;
Promega (W4021)

HRP-konjugierter sekundérer Antikorper;
Promega (W4011)

Kaninchen, polyklonal; gereinigter
Antikorper, gerichtet gegen kurze N- und
C-terminale Sequenzen des murinen IxkB{q)
(N-SPGSDSSDFSST-SSVSSC-C, N-
QIRRILKGKSIQQRAP-PY-C);
Konzentration: 1 mg/mL
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2.1.3.5. Sonstige Reagenzien

Reagenz Hersteller
1 kb DNA Leiter Thermo
1 kb DNA Leiter Plus Thermo

10x PCR Amplifikations Puffer

10x PCR Verstarker Losung

ADbD SeroBlock FcR

BCA Protein Quantifizierungs-Kit
ECL Western Blot Substrat Kit
Fetales Kalberserum (FCS)

Fetales Kélberserum, Tetrazyklin-frei
GenAgarose LE

jetPEI

LB-Agar (Luria/Miller)

LB-Medium (Luria/Miller)

LPS, E. coli serotype O111:B4

Maus SeroBlock FcR BUF041B
Midori Green Advance

Mouse Cytometric Bead Assay
MycoZapPlusCL Antibiotikum
Peptidoglycan (PGN), Bacillus subtilis

Rinderserumalbumin (BSA)

Spectra Multicolour Broad Range Protein Leiter

Zymosan A

Life Technologies
Life Technologies
AbD

Pierce

Promega
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Genaxxon
Polyplus

Carl Roth

Carl Roth

Sigma

AbD Serotec
Nippongenetics
BD

Lonza

Sigma

Carl Roth
Thermo

Sigma-Aldrich
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2.1.4. Oligonukleotide

2.1.4.1. Oligonukleotide fir gRT-PCR

Bezeichnung Sequenz

CCL2_for 5'-GAG GAA GGC CAG CCC AGC AC-3'
CCL2_rev 5'-TGG GGC GTT AAC TGC ATC TGG C-3'
CXCL9_for 5'-GAT TTG TAG TGG ATC GTG CCT C-3'
CXCL9_rev 5'-GGA ACC CTA GTG ATA AGG AAT GC -3
CXCL10_for 5'-TCC CTA TGG CCC TCA TTC TCA-3'
CXCL10_rev 5'-CCA AGT GCT GCC GTC ATT TTC-3'
CXCL11 for 5'-TGT AAT TTA CCC GAG TAA CGG C-3'
CXCL11_rev 5'-CAC CTT TGT CGT TTA TGA GCC TT-3'
ELAM1 for 5'-CTC ACT CCT GAC ATC GTC CTC-3'
ELAM1 rev 5'-ACG TTG TAA GAA GGC ACA TGG-3'
GAPDH_for 5'-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3'
GAPDH_rev 5'-CAC CAC CCT GTT GCT GTA GCC-3'
GBP4_for 5'-ATG GTG ATT CCC TTG TGG AAA G-3'
GBP4_rev 5'-AAG GAG TGA TAA AAC GCT GCT T-3'
IL6_for 5'-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-3'
IL6_rev 5'-TCC ACG ATT TCC CAG AGA AC-3'
IL10_for 5'-AGC CTT ATC GGA AAT GAT CCA GT-3'
IL10 rev 5'-GGC CTT GTA GAC ACC TTG GT-3'
LCN2_for 5'-GGG AAA TAT GCA CAG GTA TCC TC-3'
LCN2_rev 5'-GCC ACT TGC ACA TTG TAG CTC-3'
NFKBIA_for 5'-CTC ACT CCT GAC ATC GTC CTC-3'
NFKBIA rev 5'-ACG TTG TAA GAA GGC ACA TGG-3'
NFKBIZ_for 5'-TAT CGG GTG ACA CAG TTG GA-3’
NFKBIZ_rev 5'-TGA ATG GAC TTC CCC TTC AG-3'
TNFA _for 5'-CCT CAG CCT CTT CTC CTT CCT-3'
TNFA _rev 5'-GGT GTG GGT GAG GAG CA-3'

VCAML1 for 5'-TTG GGA GCC TCA ACG GTA CT-3'
VCAML1_rev 5'-GCA ATC GTT TTG TAT TCA GGG GA-3'
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2.1.4.2. Oligonukleotide fiir ChlP-Anwendungen

Bezeichnung Sequenz
ChlP_Aktb_for 5'-TCG ATA TCC ACG TGA CAT CCA-3'
ChIP_Aktb_rev 5'-GCA GCA TTT TTT TAC CCC CTC-3'
ChIP_Gapdh_for 5'-GGG GTT GCT GTG TCA CTA CCG-3'
ChlIP_Gapdh_for 5'-CAG AGA CCT GAA TGC TGC TTC C-3'
ChIP_IL10prox_for 5'-TAG AAG AGG GAG GAG GAG CC-3'
ChIP_IL10prox_rev 5'-TGT GGC TTT GGT AGT GCA AG-3'
ChIP_TNFa_for 5'-CCC CAG ATT GCC ACA GAA TC-3'
ChIP_TNFa_rev 5'-CCA GTG AGT GAA AGG GAC AG-3'
ChIP_IL6prox_for 5'-CGA TGC TAA ACG ACG TCA CAT TGT
GCA-3"
ChIP_IL6prox_rev 5'-CTC CAG AGC AGA ATG AGC TAC AGA
CAT-3"

2.1.4.3. Oligonukleotide fiir Genotypisierungen

Bezeichnung Sequenz

GENO_NFKBIZ_A 5/- TTT CTT TCG CCT CTT CAC CAG GTT TCT
CC-3'

GENO_NFKBIZ_B 5/- ATT GGC AGC TAC CGC CAC CTG AAA GGC
AC-3’

GENO_NFKBIZ_C 5/-CTT CCA TTT GTC ACG TCC TGC-3’

2.1.4.4. Oligonukleotide fir Klonierungen

Bezeichnung Sequenz

CDS_NFKBIZ_A 5'-ATG ATC GTG GAC AAG CTG C-3'

CDS_NFKBIZ_B 5'-CTA GTA TGG TGG TGC TCG CTG-3'

PROM _IL6 for 5’ -CTA GCG AGA TCT TGA GAG TGT GTT TTG
TAA-3'
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PROM_IL6 rev

2.1.5. Plasmide

Plasmid

5" -CTA GCG GCT AGC CCA GAG CAG AAT GAG
CTA-3'

Beschreibung

pCMV-VSG-G

pCMVARS.9

pGL3-BASIC

pGL2-BASIC

pGL3-ELAM1

pGL3-1L6

pGL3-LCN2

PGL2B-IL10 (-1538/+64)

PGL2B-IL10 (-938/+64)

Saugetier-Expressionsvektor; vermittelt die CMV
Promotor-gesteuerte  Expression des VSV-G
Verpackungsproteins; benétigt fir die Synthese von
lentiviralen Partikeln; Backbone: pCMV; Resistenz:
Ampicillin; bezogen von Addgene

Saugetier-Expressionsvektor; vermittelt die CMV
Promotor-gesteuerte Expression der gag, pol und
env Proteine; Backbone: pCMV; Resistenz:
Ampicillin; bezogen von C. Lengerke (Universitat
Tibingen)!®®

Reportergen-Backbone;  Resistenz: ~ Ampicillin;
bezogen von Promega

Reportergen-Backbone;  Resistenz:  Ampicillin;
bezogen von Promega

Promotorkonstrukt  des  murinen ELAM-1
Promotors; Backbone: pGL3-BASIC; Resistenz:
Ampicillin

Promotorkonstrukt des murinen IL-6 Promotors;
Backbone: pGL3-BASIC; Resistenz: Ampicillin

Promotorkonstrukt des murinen Lcn-2 Promotors;
Backbone: pGL3-BASIC; Resistenz: Ampicillin;
bezogen von Addgene®®

Promotorkonstrukt des gesamten murinen IL-10
Promotors; Backbone: pGL2-BASIC; Resistenz:
Ampicillin; bezogen von Addgene

Promotorkonstrukt ~ mit  verkirzter  Sequenz
(-938/+64) des murinen 1L-10 Promotors;
Backbone: pGL2-BASIC; Resistenz: Ampicillin;
bezogen von Addgene
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PGL2B-IL10 (-688/+64)

PGL2B-1L10 (-376/+64)

PGL2B-IL10 (-158/+64)

PENTR-D-TOPO

PENTR-D-TOPO-IkB(

pINDUCER20

pcDNA4-p50

pINDUCER20-TetOn-IkB(

Promotorkonstrukt ~ mit  verklrzter  Sequenz
(-688/+64) des murinen IL-10 Promotors;
Backbone: pGL2-BASIC; Resistenz: Ampicillin;
bezogen von Addgene

Promotorkonstrukt ~ mit  verkirzter  Sequenz
(-376/+64) des murinen 1L-10 Promotors;
Backbone: pGL2-BASIC; Resistenz: Ampicillin;
bezogen von Addgene

Promotorkonstrukt ~ mit  verklrzter  Sequenz
(-158/+64) des murinen 1L-10 Promotors;
Backbone: pGL2-BASIC; Resistenz: Ampicillin;
bezogen von Addgene

Gateway Technology Entry Vektor; ermdglicht
directional TOPO cloning von entsprechenden PCR
Amplikons; Resistenz: Ampicillin; bezogen von
Life Technologies

PENTR-D-TOPO Entry Vektor, der die Coding-
Sequenz fiir das murine IkB( beinhaltet; Resistenz:
Ampicillin

Backbone Vektor, der die Doxycyclin-induzierbare
Expression von entsprechenden cDNAs erlaubt;
Resistenz: Ampicillin & Chloramphenicol; zur
Verfligung gestellt von S.J. Elledge, Harvard
Medical School?*

Saugetier-Expressionsvektor; vermittelt die CMV
Promotor-gesteuerte  Expression der NF-xB
Untereinheit p50; Backbone: pcDNA4; Resistenz:
Ampicillin; bezogen von G. Totzke, Universitat
Disseldorf

Expressionsvektor zur Doxycyclin-induzierbaren
Expression von IkB(; Backbone: pINDUCERZ20;
Resistenz: Ampicillin

36



Material und Methoden

2.1.6. Losungen und Puffer

Alle aufgefuhrten Lésungen wurden mit H2O angesetzt.

Loésungen/Puffer

Komponenten

DNA-Ladepuffer (5x)

HEPES-Puffer (1 M, pH 8,0)

HEPES (20 mM, pH 8,0)

Western Blot-Blockpuffer

Western Blot BSA-Waschpuffer

Western Blot primédre AK-L6sung

Western Blot sekundare AK-Ldsung

30% (v/v) Glycerol
0,2% (w/v) orange G

1 M HEPES
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen

29 (v/v) 1 M HEPES in ddH-20

1x TBS-T
4% (w/v) BSA

1x TBS-T
4 % (w/v) BSA

1x TBS-T
4% (w/v) BSA
entsprechende Menge an Primar-AK

0,05% (w/v) NaNs

Ix TBS-T

4% (w/v) BSA

entsprechende Menge an Sekundar-AK
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Western Blot-Transferpuffer (10X)

Polyacrylamid-Gele (8 %)

RIPA-Puffer

SDS-PAGE Laufpuffer (10X)

250 mM Tris Base

20% (v/v) Methanol

8% (v/v) Polyacrylamid

37,5% (v/v) 1 M Tris-HCI pH 6,8
0,1% (w/v) SDS

0,04% (v/v) TEMED

0,1% (W/v) APS

4% (v/v) Polyacrylamid

12,7% (v/v) 0.5 M Tris-HCI pH 8,8
0,1% (W/v) SDS

0,04% (v/v) TEMED

0,1% (w/v) APS

1% (v/v) NP-40

0,1% (w/v) SDS

0,5% (w/v) DOC

150 mM NaCl

5% (v/v) 300 mM Tris-HCI pH 8,0

Proteaseinhibitor (Thermo Protease Inhibitor
Mix 1:100) frisch dazugeben

250 mM Tris Base

1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS
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SDS-PAGE Probenpuffer (5X)

TAE-Puffer (50X)

TBS-T (10X)

Tris-HCI Puffer (1 M, pH 6,8/8,8)

Tris-HCI Puffer (0,5 M, pH 8,8)

Tris-HCI (20 mM, pH 8,0)

KMM-Medium

10% (w/v) SDS

10 mM DTT

20% (v/v) Glycerol

20% (v/v) 1 M Tris-HCI, pH 6,8

0,05% Bromphenolblau

2 M Tris Base
5,71% Eisessig
50 mM EDTA (pH 8,0)

0,5 M Tris Base
1,5 M NaCl
mit Salzsdure auf pH 7,5 einstellen

0,5% (v/v) Polysorbat 20/ Tween 20

1 M Tris Base

mit Salzsaure auf pH 6,8/8,8 einstellen

0,5 M Tris Base

mit Salzsaure auf pH 8,8 einstellen

2 % (v/v) 1 M Tris-HCI Puffer pH 8,0

DMEM/Ham's F-12

1x MycoZapPlusCL Antibiotikum
10% (v/v) FCS
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FACS-Puffer

Einfriermedium (2X)

HEK293FT-Medium

MEF-Medium

PM-Medium

Raw?264.7-Medium

Raw264.7-TetOn-IxB{-Medium

1X PBS
2% (vIv) FCS

20% (v/v) DMSO in FCS

DMEM/High Glucose, 10% (v/v) FCS
1x MycoZapPlusCL Antibiotikum

1x Nicht-essentielle Aminoséauren
Neomycin (400 pg/mL)

1x L-Glutamin Zellkulturzusatz

1x Na-Pyruvat Zellkulturzusatz

DMEM/High Glucose
1x MycoZapPlusCL Antibiotikum
10% (v/v) FCS

DMEM/High Glucose
1x MycoZapPlusCL Antibiotikum
10% (v/v) FCS

DMEM/High Glucose
1x MycoZapPlusCL Antibiotikum
10% (v/v) FCS

DMEM/High Glucose

1x MycoZapPlusCL Antibiotikum

10% (v/v) Tetrazyklin-freies FCS
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LB/Antibiotikum-Agar

LB/Antibiotikum-Medium

2.1.7. Zelllinien und Bakterien
2.1.7.1. Stabile Zelllinien

Zelllinie

300 pg/mL Neomycin

4% (w/v) LB-Agar (Luria/Miller)
autoklavieren und auf 60°C kiihlen

50 pg/mL Antibiotikum zugeben

2% (w/v) LB-Medium (Luria/Miller)

autoklavieren und auf 60°C kihlen

50 pg/mL Antibiotikum zugeben

Beschreibung

HEK293FT

Nfkbiz"""t MEF

Nfkbiz*ke MEF

Raw264.7

Raw264.7-TetOn-1xB(

Zelllinie fir die Produktion von lentiviralen
Partikeln; bezogen von Life Technologies

C57BL/6 primare embryonale Fibroblasten; isoliert
an Tag E10,5; homozygot fur den Genlokus Nfkbiz

C57BL/6 primare embryonale Fibroblasten; isoliert
an Tag E10.5%2

Monomyeloische Maus-Zelllinie
ATCC (# TIB-71)

Genetisch modifizierte Raw264.7 Zellen;
Doxycyclin-induzierbare Expression des murinen
IxB{
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2.1.7.2. Bakterien

Der Bakterienstamm 'NEB 5-alpha’ (NEB) wurde fur alle Transformations-Experimente
verwendet und besitzt nach den Angaben des Herstellers folgenden Genotyp:

fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl
thi-1 hsdR17

Zur Transformation des pINDUCER20 Vektors wurde der ccdB Survival™ 2 T1R E. coli
(Life Technologies) Bakterienstamm verwendet, der nach den Angaben des Herstellers
folgenden Genotyp besitzt:

F'mcrA4 A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl arad139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (Str?) endAl nupG fhuA::1S2

2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen
Gesamt-RNA aus den verwendeten Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen)
gewonnen. Das Vorgehen entsprach dabei den Anweisungen des Herstellers. Die

gewonnene RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.1.2. Umschreibung von Gesamt-RNA in cDNA

Um die gereinigte Gesamt-RNA in cDNA umzuschreiben, wurde das QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) verwendet. Dabei handelt es sich um ein zweistufiges
Protokoll, das den Abbau genomischer DNA und die Umschreibung (,reverse
Transkription©) von Gesamt-RNA in cDNA verbindet. Das Vorgehen entsprach den
Angaben des Herstellers. Die gewonnene cDNA wurde auf 200 pL mit ddH»O verdiinnt
und bei -20°C gelagert.
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2.2.1.3. Quantitative real time-PCR (qRT-PCR)

Zur Bestimmung von relativen Genexpressionslevel wurden die quantitative real-time
Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) durchgefiihrt. Dazu wurde fir jede Probe ein
Gesamtvolumen von 20 pL angesetzt: 10 uL SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x;
Fermentas), 2,5 uL Forward Primer (2 uM in ddH.0), 2,5 puL Reverse Primer (2 uM in
ddH2O) und 5 pL der entsprechenden cDNA. Die Reaktionen wurden mit dem
LightCycler 480 11 (Roche) durchgefiihrt; dabei wurde folgendenes Protokoll verwendet:
a) Initiale Denaturierung: 10 min bei 95°C; b) 30 Amplifikations-Zyklen a 10 s bei 95°C
—>10 s bei 55°C - 30 s bei 72°C; ¢) AbschlieRende Elongation: 10 min bei 72°C. Die
PCR wurde in dem LightCycler 480 Il durchgefiihrt und die Analyse bzw. Bestimmung
der relativen Expressionslevel erfolgte mit der Roche Light Cycler 480 Software (Version
1.5). Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind unter 2.1.4.1 aufgelistet.

2.2.1.4. Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese von DNA wurde angewendet, um DNA-Fragmente
anhand ihrer GroRe zu trennen. Abh&ngig von der Grolke der zu trennenden DNA-
Fragmente wurde 1-2% (w/v) GenAgarose (Carl Roth) in 1x TAE geldst. AnschlieRend
wurden 3 puL MidoriGreen Solution (Biozym Diagnostik), ein Nukleinsdure-Farbstoff,
pro 100 mL Agarose zugegeben und daraufhin in eine Gelkammer (PerfectBlue
Gelsystem Midi S, Peglab) mit entsprechenden Aussparungen fiir Probentaschen
gegossen. Mit 5x DNA Probenpuffer versetzte DNA-Proben wurden in die Geltaschen
uberflihrt und zusatzlich 5 pL der GeneRuler™ [ kb Plus DNA Leiter (Thermo Scientific)
zur GrolRenbestimmung der DNA-Fragmente parallel getrennt. Die Trennung erfolgte in
mit 1x TAE befillten Gel-Kammern, an die eine Spannung von 4 V/cm angelegt wurde,
bis die gewinschte Trennung der DNA-Fragmente erreicht war. Das Gel wurde dann
mittels Cybertech UV Transilluminator (Cybertech CS 1; A = 295 nm or A = 365 nm)
analysiert.
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2.2.1.5. DNA-Extraktion aus Agarose

Entsprechende Bereiche aus elektrophoretisch getrennten DNA-Proben wurden mit Hilfe
des GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo) isoliert. Der Ablauf entsprach den Angaben
des Herstellers. Abweichend davon wurden im letzten Elutionsschritt 50 uL ddH.O

verwendet.

2.2.1.6. DNA-Sequenzierung
DNA-Sequenzierungen von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten wurden von der Firma
Eurofins Genomics durchgefihrt. Hierfur wurden die DNA-Proben entsprechend den

Angaben des Unternehmens vorbereitet.

2.2.1.7. Polymerase-Kettenreaktion

Polymerase-Kettenreaktionen wurden mit Hilfe des Pfx Platinum DNA Polymerase
Systems (LifeTechnologies) nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Das
Gesamtvolumen betrug 40 pL und setzte sich aus den folgenden Komponenten
zusammen: 2 mM dNTP-Loésung (dATP, dGTP, dCTP und dTTP: jeweils 300 uM),
1 mM MgSQg4, 300 nM Forward Primer, 300 nM Reverse Primer, 1x Pfx Amplifikations
Puffer, 2x PCR Enhancer Lo6sung, entsprechende Mengen an DNA-Template und
0,02 u/pL Pfx DNA Polymerase. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Eppendorf
Gradient Thermocycler durchgefiihrt und dabei folgendes Programm verwendet: Initiale
Denaturierungsphase Uber 5 min (94°C), anschliefend 20-50 Zyklen mit je a)
Denaturierung (94°C, 15 s), b) Anlagerung (55°-65°C, 30 s) und c¢) Elongation (68°C, 1-
2 min pro kb). Das Programm endete mit einem abschlieRenden Elongationsschritt flr
10 min bei 68°C.

2.2.1.8. Klonierung von PCR-Fragmenten

Oligonukleotide, die zur PCR Amplifikation verwendet wurden, wurden dahingehend
modifiziert, dass die Ligation der Amplikons in die pPENTR-D-TOPO Vektoren mit Hilfe
des Directional TOPO Cloning Kits ermdglicht wurde. Dazu wurde an das 5°-Ende der

entsprechenden Olignukleotid-Sequenz ein 5°-CACC-3‘-Zusatz angefugt. Die sich
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daraus ergebenden pENTR-D-TOPO Vektoren wurden anschlieBend mit dem Gateway
System (Life Technologies) und dem LR Il Clonase Enzym Mix nach Angaben der

Hersteller in kompatible Vektoren (ibertragen.

2.2.1.9. Genotypisierung

Genomische DNA wurde gewonnen, indem aus Mausgewebe durch Lyse in
genomischem Lysepuffer die DNA extrahiert wurde. Dazu wurde das Gewebe bei 55°C
fur 24 hrs in genomischem Lysepuffer inkubiert und anschlieRend fur 15 min bei
14000x g sedimentiert. Der Uberstand wurde dann zur weiteren PCR-Analyse verwendet.
DNA aus primaren Zellen oder Zelllinien wurde mit Hilfe des Genomic DNA Isolation
Kit (Thermo Scientific) nach den Angaben des Herstellers gewonnen und ebenfalls der
PCR-Analyse zugefihrt. Zu diesem Zweck wurde das Pfx DNA Polymerase System (Life
Technologies) verwendet. Die Reaktionen wurden zusammen mit der Pfx DNA
Polymerase in einem Volumen von 20 pL angesetzt. Weitere Bestandteile waren: 2 pL
10x PCR Amplifikations Puffer, 4 uL 10x PCR Verstarker-Losung, 0,6 pL 10 mM dNTPs,
0,8 uL 25 mM Magnesiumsulfat, 2 pL DNA-Template, 0,6 pL Pfx DNA-Polymerase,
jeweils 0,6 pL der Oligonukleotide (GENO_NFKBIZ A, GENO_NFKBIZ_B,
GENO_NFKBIZ_C) und entsprechende Mengen an ddH,O. Folgendes Programm wurde
verwendet: Initiale Denaturierung flir 30 s bei 98°C - 30 Zyklen a 10 s Denaturierung
bei 98°C, Anlagerung fur 30 s bei 98°C und Verlangerung fir 30 s bei 68°C -
AbschlieBender Elongationsschritt fir 10 min bei 68°C. Die PCR-Produkte wurden
mittels ~ Agarose-Gelelektrophorese  analysiert. Folgende  Genotyp-spezifischen
FragmentgroRen wurden erwartet: Nfkbiz***: ~500 bp, Nfkbiz°: ~400 bp.

2.2.1.10. Transformation kompetenter E.coli Bakterien

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurden abhéngig vom Vektor NEB 5-alpha
Competent E. coli (New England BiolLabs) oder ccdB Survival E. coli (Invitrogen)
verwendet. Entsprechend den Herstellerangaben wurden die verschiedenen Ansétze
angesetzt. Danach wurden die transformierten Bakterien auf LB/Agar-Platten

ausgestrichen. Entsprechende Mengen an Antibiotikum wurden nach jeweiliger VVorgabe
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zugegeben (Kanamycin: 50 pg/mL, Ampicillin: 100 pg/mL, Chloramphenicol:
33 pg/mL). Die LB/Agar-Platten wurden anschlieBend bei 37°C (ber Nacht inkubiert.

2.2.1.11. Plasmidisolierung

Je 5 mL LB-Medium (ggf. mit Antibiotikum) wurde mit einer Bakterienkolonie inokuliert
und fur 12-18 hrs bei 37°C und 120 rpm geschdttelt. Aus diesen Kulturen wurde Plasmid-
DNA mittels des GeneJET Plasmid Miniprep Kits (ThermoScientific) nach den Angaben
des Herstellers isoliert. Abweichend hiervon wurden im letzten Elutionsschritt 50 pL

ddH20 verwendet.

Zur Gewinnung groRer Mengen Plasmid-DNA wurden einzelne, nach Transformation
gewonnene Bakterienkolonien, wie in 2.2.1.11 beschrieben angeziichtet und die
gereinigte DNA hinsichtlich ihrer Sequenz analysiert. Die einzelnen ausgewahlten
Bakteriensuspensionen wurden anschlieBend in 200 mL LB Medium fur 12-18 hrs bei
37°C und 120 rpm inkubiert. Es wurden entsprechende Mengen an Antibiotikum
zugegeben (Kanamycin, Ampicillin oder Chloramphenicol). Am darauffolgenden Tag
wurde die Plasmid-DNA mittels des NucleoBond Xtra Maxi Kit (Macherey Nagel) nach
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Abweichend hiervon wurden im letzten
Elutionsschritt bis zu 800 uLL ddH20 verwendet.

2.2.1.12. Generierung von Luziferase Reportergenkonstrukten

Entsprechende Sequenzen von Genabschnitten wurden mittels Standard-PCR aus
genomischer DNA amplifiziert und nach Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRV in
die multiple cloning site des pGL3basic Vektors ligiert, um das entsprechende pGL3-
Luziferase Reporterkonstrukt zu erhalten. Entsprechende Primer inklusive

Restriktionsstellen fir die jeweiligen Enzyme wurden verwendet (siehe 2.1.4.4).

2.2.1.13. Generierung der pINDUCER20 Expressionsplasmide

Zur Generierung von pINDUCER20 Expressionsplasmiden wurde das Gateway-
kompatible pINDUCER (Life Technologies) System verwendet. Ziel war es die
Doxycyclin-abhangige Expression der kanonischen IkB(-Isoform IkB{-(L) in Raw264.7
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Zellen zu ermoglichen. Dazu wurde die fur IkB(-(L) kodierende Sequenz mittels PCR
aus genomischer cDNA vervielfaltigt. Die dafir verwendeten Primer waren:
CDS_NFKBIZ_A und CDS_NFKBIZ_B. Zur Generierung der pINDUCER20 Plasmide
wurden die kodierenden Sequenzen zuerst in pENTR-D-TOPO Plasmide kloniert
(PENTR-D-TOPO _IxB({). In der anschlieBenden Reaktion wurden diese pENTR-D-TOPO
Plasmide in pINDUCER20 Plasmide mit Hilfe des Gateway Systems (Life Technologie)
Ubertragen. Hieraus ergab sich das Plasmid: pINDUCER20-TetOn-/xB{

2.2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.2.1. Auftauen und Einfrieren von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden rasch im 37°C Wasserbad aufgetaut und sofort in ein 50 mL
Gefal mit Zelltyp-spezifischem Medium uberfiihrt. Danach folgte mehrmaliges
Invertieren und Sedimentieren der Zellen bei 300x g fir 5 min. Nach Abnahme des

Uberstands wurden die Zellen in 10 mL frischem Medium aufgenommen.

Die Kryokonservierung von Zellen erfolgte in entsprechenden Kryo-Gefél3en, indem
eine Zellsuspension (10% — 107 Zellen pro mL Medium) mit einem gleichen Volumen an
2x Einfriermedium versetzt wurde. AnschlieBend wurde die Mischung fiir 20 min
bei -20 °C und fur einen Tag bei -80 °C gelagert. Zur langfristigen Lagerung wurden die
Kryo-GefaRe in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.2.2.2. Bestimmung der Zellzahl
Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer
improved (Carl Roth GmbH) nach den Angaben des Herstellers. Zur Unterscheidung von

vitalen und avitalen Zellen wurde zusatzlich Trypanblau in die Zellsupsension gegeben.

2.2.2.3. Kultivierung von Zelllinien

Bei den untersuchten Zelllinien handelt es sich um die Maus-Makrophagen-Zelllinie
Raw264.7 und HEK293FT Zellen. Diese Zellen wurden in DMEM/High Glucose
Medium mit Zusédtzen an FCS (10 %) und 1x MycoZapCL Antibiotikum unter
Standardbedingungen (5 % CO2, 37 °C) kultiviert. Medium fur HEK293FT Zellen
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enthielt zusatzlich noch folgende Zusatze: 1x Na-Pyruvat, 1x Nicht-essentielle
Aminoséuren, 1x L-Glutamin und 400 pg/mL Neomycin.

2.2.2.4. Gewinnung von murinen embryonale Fibroblasten

Murine embryonale Fibroblasten (MEFs) wurden nach den Vorgaben aus Standard-
Protokollen?®? entnommen. Die Entnahme erfolgte an Tag 10,5 post coitum. Zur
Kultivierung dieser priméren Zellen wurde DMEM/High Glucose Medium mit Zusatzen
an FCS (10 %) und 1x MycoZapCL Antibiotikum verwendet. MEFs wurden in
befeuchteter Atmosphare unter reduzierten Sauerstoff-Bedingungen (5 % CO2, 5 % Oy,
37 °C) kultiviert. Die sich ergebenen Zelllinien wurden Nfkbiz""™"* MEF, fiir Wildytp-
MEF-Zelllinien, oder Nfkbiz‘** MEF, fir IxB{-knockout MEF-Zelllinien, genannt. Zur

Durchfuhrung von Experimenten wurden ausschlieBlich Zelllinien mit Passagenzahlen

< 30 verwendet.

2.2.2.5. Gewinnung von Peritonealmakrophagen

Primére Peritonealmakrophagen (PM) aus der Maus wurden nach folgendem Protokoll
isoliert (angelehnt an Standard-Protokolle?®?): Mause wurden durch CO; getétet und die
ventrale Bauchseite mit 70% Ethanol gereinigt. Durch einen oberflachlichen Schnitt,
beginnend im kleinen Becken, wurde das Peritoenum dargstellt. Nach vollstandiger
Entfernung der Abdominalhaut und darunterliegender Muskulatur wurde ein Katheter
(0,7x19 mm, BD) in die Peritonealhdhle von ventrokaudal eingefiihrt und 10 mL 1x PBS
in diese injiziert. AnschlieBend wurde das Peritoneum vorsichtig mit den Fingern massiert
und das injizierte PBS Uber den Katheter wieder abgezogen. Die gewonnene
Peritonealflissigkeit wurde bei 500x g fir 5min sedimentiert und in 2 mL
DMEM/Ham’s-F12 Medium mit Zusatz an FCS (10 %) und 1x MycoZapCL
Antibiotikum zu gleichen VVolumina in entsprechende Platten ausgebracht. Es erfolgte die
Kultivierung fir 2 hrs bei Standard-Bedingungen (5 % CO», 37 °C). Danach wurde der
Uberstand abgenommen und die adhéarierten Zellen viermal mit PM-Medium gewaschen.
Diese gereinigten Zellen wurden dann bei Standard-Bedingungen (5 % CO2, 37 °C) in
PM-Medium kultiviert.
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2.2.2.6. Generierung und Kultivierung knochenmarksabstammender
Makrophagen

Knochenmarkabstammende Makrophagen (im Folgenden als KMM bezeichnet, englisch
flr bone-marrow derived macrophages) wurden laut nachfolgendem Protokoll generiert
(angelehnt an Standard-Protokolle’” 2%%). Die Méause wurden zu Beginn durch CO;
getOtet. Nach Reinigung des Abdomens, des Beckens und der Hinterbeine mit 70%
Ethanol wurde ein kleiner Hautschnitt auf der ventralen Medianlinie der Abdominalhaut
bis zum oberen Sprunggelenk der Hinterbeine durchgefiihrt. Die darunterliegende
Muskulatur wurde groRflachig entfernt, sodass Femur und Tibia freigelegt werden
konnten. AnschlieRend wurde das Femur am proximalen und distalen Ende durchtrennt.
Mit 10 mL 1x PBS wurden die Rohrenknochen mittels einer diinnen Nadel durchspiilt.
Die so gewonnenen Knochenmarkszellen wurden anschlieBend sedimentiert und in
DMEM/High Glucose Medium mit Zusétzen an FCS (10 %), 30 ng/mL rm M-CSF und
1x MycoZapCL Antibiotikum aufgenommen und in Zellkulturflaschen ausgebracht. An
Tag 3 nach Isolation erfolgte die weitere Zugabe von 30 mL Medium und an Tag 5 wurde
das gesamte Medium durch frisches Medium, jetzt jedoch ohne Zusatz an rekombinantem
M-CSF, ersetzt. An Tag 6 war die Ausdifferenzierung der Knochenmarkszellen
abgeschlossen und die KMM konnten fur Versuche am Folgetag entsprechend den
Anforderungen ausgesat werden.

2.2.2.7. Produktion von Lentiviren und Transduktion

Lentiviren wurden in HEK293FT Zellen generiert. Zur Transfektion wurden folgende
Vektoren verwendet: pPCMVARS.9 (0,10 pg/cm?), pCMV-VSV-G (0,05 pg/cm?) und
entsprechende Mengen an pINDUCER20 (0,10 pg/cm?) Plasmiden. Nach 48 hrs befinden
sich im Uberstand die Viruspartikel, die mit dafiir geeigneten Filtern (Sartorius VS2042)
nach Angaben des Herstellers konzentriert wurden. Diese Uberstande wurden daraufhin
auf Raw264.7 Zellen gegeben und zusétzlich Polybren (Endkonzentration 4 pg/mL)
hinzugefigt. Diese Ansatze wurden fir 48 hrs bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end erfolgte

die Selektionierung der transduzierten Zellen mit Neomycin (1 mg/mL) tber 7 Tage.
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2.2.2.8. Generierung und Kultivierung von Raw264.7-TetOn-1kB{ Zellen

Die Verwendung von Raw264.7-TetOn-1kB( Zellen ermdglicht die Doxycylin-abhéngige
Expression von IkB(. Dazu wurden Raw264.7 Zellen mit dem pINDUCER20-TetOn-/kB{
Vektor (siehe Kapitel 2.2.1.13) transduziert. Flir 7 Tage erfolgte die Kultivierung in
Gegenwart von 1 mg/mL Neomycin. Die so selektionierte Zelllinie Raw264.7-TetOn-
IxB{ wurde in Gegenwart von 300 pg/mL Neomycin weiter kultiviert. Die Induktion der
ektopischen IkB(-Expression erfolgte durch Zugabe von 2 pg/mL Doxycyclin zum

Kulturmedium.

2.2.2.9. Vorbehandlung und pro-inflammatorische Aktivierung von Makrophagen

Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmakrophagen wurden durch Zugabe
unterschiedlicher Stimulanzien aktiviert. Die Zugabe von 30 ng/mL rm Interferon-y oder
20 ng/mL rm IL-4 Gber 24 hrs Gberfuhrte die Makrophagen in den M1 (IFN-vy)- bzw. M2
(IL-4)-Polarisierungszustand. AnschlieRend erfolgte die weitere Verwendung der Zellen.
Zur Aktivierung dieser Makrophagen wurde vor Zugabe der Stimulantien das
Kulturmedium ausgetauscht. Die pro-inflammatorische Stimulation der verwendeten
Zellen erfolgte fur die jeweils angegebenen Zeitrdume mit folgenden Substanzen:
25 ng/mL rm IL-1B, 25 ng/mL rm TNF-a, 1 pg/mL LPS, 1 pg/mL Peptidoglykan (PGN,
Bacillus subtilis) oder 1 pg/mL Zymosan A (Zym oder Zym A). Andernfalls wurde kein
neues Medium bei Stimulationsstart zugegeben. Fir diese Zwecke wurde ausschliellich

zuvor auf 37°C aufgewadrmtes Medium verwendet.

2.2.2.10. Luziferase Reportergen Assay

Raw264.7-TetOn-IxkB( Zellen wurden in 6-well Platten ausgebracht und 24 hrs spater mit
pGL3/pGL2 Promotorkonstrukten (Firefly Luziferase) sowie pRL-Konstrukten (Renilla
Luziferase) (2.1.5) mit Hilfe des jetPEI Transfektions Reagenzes (Polyplus) nach den
Angaben des Herstellers transfiziert. 8 hrs nach Transfektion wurden dem Medium
2 pg/mL Doxycylin zugesetzt, um die Expression von IkBC zu initiieren. Nach weiteren
16 hrs wurde das Medium durch frisches Medium mit 2 pg/mL Doxycyclin ersetzt;
zusétzlich erfolgte die Gabe von LPS (1 pg/mL) fir 20 hrs. Entsprechende Raw264.7-

TetOn-1kB{ Kontrollzellen wurden analog ohne Zugabe von Doxycylin kultiviert. Die
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Zellen wurden geerntet und die Luziferaseaktivitit mit dem Dual Luciferase Kit
(Promega) entsprechend den Herstellerangaben analysiert. Zur Normalisierung der

(Firefly) Luziferaseaktivitat diente die Aktivitat der Renilla-Luziferase.

2.2.3. Immunbiologische Methoden

2.2.3.1. Generierung von Proteinlysaten fir Western Blot Analysen

Zur Gewinnung von Proteinlysaten erfolgte die Zelllyse in eiskaltem RIPA-Puffer fur
10 min (50 pl RIPA-Puffer/10° Zellen). Zusatzlich wurde das Lysat im Ultraschallbad
(Bioruptor UCD-200; Intensitat: hoch, Sonifizierungs-Frequenz: 50%, Pulsléange: 5 s) flr
weitere 10 min behandelt. Nach Zentrifugation bei 20000x g fir 15 min wurde der

Uberstand in neue Behélter tiberfiihrt und bei -20°C gelagert.

2.2.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde das BCA Protein
Quantifcation Assay Kit (Thermo Scientific) nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Je 2 pL Lysat wurden in 200 puL BCA-L6sung in einer Vertiefung einer
96-well Platte gegeben und fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung
erfolgte in Duplikaten. Die Proteinkonzentration wurde relativ zu einer BSA

Standardreihe berechnet.

2.2.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden mittels Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE, sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) getrennt. Die
Proteinlysate wurden mit 5x Ladepuffer versetzt und anschlieBend fur 5 min auf 95°C
erhitzt. Danach wurden die Proben auf die zuvor frisch gegossenen Polyacrylamid Gele
geladen (Mini-Protean Il System; 15-well Gele: 10-15 pg Gesamt-Protein pro well,
10-well Gele: 20-30 pug Gesamt-Protein pro well). Die scheinbaren Molekulargewichte
wurden relativ zum Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific)

ermittelt. Der Gellauf erfolgte in Mini-Protean Il Gelelektrophorese Kammern bei 100 V
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fir 15 min und anschieBend 150 V, bis die Bromphenolblau-Bande aus dem Gel

ausgetreten war.

2.2.3.4. Immuno-(Western) Blot

Der Transfer der Proteine von SDS-PA Gelen auf PVDF (PVDF Transfer Membrane, GE
Healthcare)-Membranen erfolgte im Mini-Protean Tank Blotting System (Biorad) fir
2 hrs bei 80 V und 4 °C in 1x Western Blot-Transferpuffer. Die Membranen wurden fur
1 h in 1x Western Blot-Blockpuffer bei RT geschdittelt und tber Nacht in Western Blot
primédrer AK-L6sung bei 4 °C inkubiert. Folgende Antikorper, mit den angegebenen
Verdunnungen, wurden verwendet: anti-Maus B-Actin (1:10000); anti-Maus IxB(
(1:2000). Dann wurden die Membranen dreimal fur 20 min in Western Blot-Waschpuffer
gewaschen und anschlielend in Western Blot sekundarer AK-Ldsung flr 2 hrs bei RT
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1x TBS-T Ldsung fir jeweils 10 min erfolgte
die Zugabe von ECL Western Blot Substrat (Promega) auf die Membranen. Die Analyse
von Proteinbanden wurde im Fusion X7-Advance (Peglab) Geldokumentationssystem
durchgefihrt.

2.2.3.5. Bestimmung von Zytokin-Konzentrationen

Die Konzentrationen von Zytokinen in Zellkulturtiberstanden wurden mit dem Mouse
Cytometric Bead Array System (Maus- IL-6, IL-10, MCP-1, TNF; BD) bestimmt. Das
Vorgehen entsprach dabei den Angaben des Herstellers. Falls eine VVorbehandlung der
Makrophagen noétig war, wurden entsprechende Substanzen 24 hrs vor Beginn den
Zellkulturansatzen zugeben. Das Medium wurde in diesem Fall bei Stimulationsstart

nochmals erneuert.

2.2.3.6. Bestimmung von Oberflachenantigenen mittels Durchflusszytometrie

Oberflachenmarker von KMM wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu
wurden die zu untersuchenden KMM zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und bei
500x g fur 5 min sedimentiert. Die Zellen wurden anschliel3end in AbD SeroBlock FcR

(Endkonzentration 1:100) enthaltenen FACS-Puffer aufgenommen. Nach 10 min wurden
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der Zellsuspension folgende Antikorper zugesetzt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert: anti-F4/80:PE (1:20), anti-Gr-1:PacificBlue (1:20), anti-CD11b:APC (1:50),
anti-CD11c:APC-Cy7 (1:50). Danach wurden die KMM zweimal in FACS-Puffer
gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert. Zur Kontrolle wurden identische

Versuche mit Fluorochrom-markierten Isotyp-Kontrollen durchgefihrt.

2.2.3.7. Chromatinimmunpréazipitation

Fur die Chromatinimmunpréazipitation (ChIP) wurde das HighCell# ChIP Kit von
Diagenode laut Herstelleranleitung fiir je 10’ KMM verwendet. Diese KMM wurden
zuvor fir 5 hrs mit LPS kultiviert. Der Antikdrper anti-Maus Histon H3 (trimethyl-K4)
wurde eingesetzt (siehe 2.1.3.4). Die CP Werte wurden durch gPCR-Analyse im
LightCycler 480 Il bestimmt (96-well Platten; 20 uL Gesamtvolumen; siehe 2.2.1.3).

Tabelle 4: ChlIP-relevante qRT-PCR Oligonukleotide.

Promotorregion 5’ - Primer 3’ - Primer

1110 proximal (-97/+35) ChIP_IL10prox_for ChIP_IL10prox_rev
116 proximal ChIP_IL6prox_for ChIP_IL6prox_rev
Tnf proximal ChIP_TNFa_for ChIP_TNFa_rev

Als Kontrollgene firr die Analyse des IL10-Promotors dienten Genbereiche von Aktb
(kodierend fir R-Aktin) und Gapdh (kodierend fir Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase; Sequenzen siehe 2.1.4.2). Die Spezifitat der Oligonukleotidpaare wurde
mittels Schmelzkurvenanalyse Uberpriift. Zur Berechnung der relativen Anreicherung der
H3K4-Trimethylierung am jeweiligen Promotorabschnitt wurden die erhaltenen
CP-Werte der Wildytp-KMM als Vielfache der CP-Werte der Knockout-KMM
berechnet.
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2.2.4. Statistische Auswertung

Die angegebenen Werte stellen jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung (StdAbw)
oder die Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwertes (SEM) fur die angegebene Anzahl
an unabhangigen Experimenten dar. Der Zweistichproben-t-Test fur unabhéngige
Stichproben wurde angewendet um eine statistische Signifikanz zu berechnen. (*) zeigt

statistische Signifikanz an (* =p < 0,05).
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3 Ergebnisse

3.1. Phéanotypische Eigenschaften von Nfkbizko*® Mausen

Die Generierung von Nfkbiz-knockout (Nfkbiz??) C57BI6 Méausen, in denen die Exone
4-8 des Gens Nfkbiz (kodierend fiir IkB() deletiert wurden®?, erméglichte vergleichende
Experimente mit Nfkbiz"™ und Nfkbiz<®*® Zellen, um Uber die resultierenden
Anderungen neue Erkenntnisse hinsichtlich der Rolle und Funktionsweise von IxB{ in

verschiedenen Zelltypen zu gewinnen.

Genexpressionsanalysen mit isolierten Peritoneal- (PM) und Knochenmarks-
makrophagen (KMM) aus Nfkbiz""™ und Nfkbiz“® Miusen zeigten, dass IxB(
hauptsachlich als Koaktivator an der Expressionsregulation entziundungsfordernder
Faktoren beteiligt ist. Unter diesen sind als wichtige pro-inflammatorische Vertreter IL-6,
IL-12p40, GM-CSF und MCP-1 zu nennen.’: " Diese pro-inflammatorischen
Signalmolekiile werden als Reaktion auf Entzindungsreize von Immunzellen
ausgeschittet und fordern den Entziindungsprozess. Sie tragen somit maligeblich zur
Aktivierung der Immunantwort des Organismus bei. Basierend auf diesen bisher
gewonnenen Erkenntnissen sollten Nfkbiz<® Mause einen immunsupprimierten
Phénotyp im Rahmen von Entziindungsreaktionen zeigen. Uberraschenderweise ist dieser
Riickschluss nicht zutreffend, da Nfkbiz*?*° Mause nicht durch eine verminderte
Immunantwort auffallen, sondern vielmehr einen pro-inflammatorischen Phénotyp im
Rahmen von Infektionen und immunologischen Vorgangen entwickeln. Typischerweise
entwickeln Nfkbiz*° Mause im Alter von 4-6 Wochen eine chronische Konjunktivitis
mit periokularer Infiltration von Immunzellen. Diese chronische Infiltration fuhrt letztlich
zur Zerstérung des umliegenden Gewebes. Zudem zeigen Nfkbizk®%® Mause Zeichen
atopischer Dermatitis, die mit entsprechender Ekzembildung einhergeht. Nfkbiz*®°
Mause sind aufgrund dieser Merkmale, die sie schon wenige Wochen nach der Geburt
entwickeln, bereits rein makroskopisch von Nfkbiz"™"* M&usen zu unterscheiden
(Abbildung 6A).

Eine weitere Besonderheit von Nfkbiz“”*° Mausen zeigten Versuche auf, bei denen diesen
Mausen intraperitoneal LPS appliziert wurde und die darauf mit erhohter TNF-a
Konzentration im Blutplasma und zeitlich verzogerter Abnahme dieses pro-

inflammatorischen Zytokins im Vergleich zu Nfkbiz""" Mausen auffielen.5! Diese
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deutlich erhdhte TNF-o. Plasmakonzentration in Nfkbiz”*° Mausen konnte auch nach
intraperitonealer Zymosan-Injektion gemessen werden.”” Diese erhohten TNF-a Level
kdnnten eine mogliche Erklarung fiir pathologische Verlaufe von Entziindungsreaktionen
in Nfkbiz**° M&usen sein, wie es bereits fiir andere TNF-a-vermittelte Immunreaktionen
in anderen Mausmodellen gezeigt werden konnte.?%* 2% Ein direkter Zusammenhang mit
IxB{ konnte allerdings nicht hergestellt werden, da die TNF-a Expression unabhingig
von IkB( reguliert wird.5! Eine Erklarung dafiir wére, dass IkB{ einen weiteren Faktor
reguliert, dessen Funktion sich antagonistisch zu TNF-a verhélt. Genauere

Untersuchungen hierzu liegen bisher nicht vor.

A B KMM Vi
I Nbio™

*

27 : !
a

Vecaml Cxcl9 Cxclll Gbp4

c¢DNA/Gapdh

Abbildung 6: Nfkbiz*?k° Mause zeigen phanotypische und molekulare Auffalligkeiten.

(A) Makroskopischer Vergleich von Nfkbiz"" (WT) und Nfkbizko*° (KO) Méausen. Nfkbizkoke
Mause entwickeln nach wenigen Wochen okuldre und periokuldre Entziindungszeichen. Im
Vergleich zu gleichaltrigen Nfkbiz""* Mausen sind Nfkbiz“® Mause in GroRe und Gewicht
reduziert. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von Tieren gleichen Alters und Geschlechts.
(B) KMM aus Nfkbiz"™t und Nfkbiz*”* Mausen wurden fir 5 hrs in Gegenwart von LPS
[1 pg/mL] kultiviert und anschlieRend die mRNA Expressionslevel von Vcam1, Cxcl9, Cxcl11,
Gbp4 und Gapdh mittels gRT-PCR bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standard-
abweichungen des jeweiligen Zielgens bezogen auf die Gapdh Expression von drei unabhéngigen
Experimenten. (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0.05) zwischen Nfkbiz"/
und Nfkbiz% KMM an.

Eine weitere Eigenschaft konnte fiir Nfkbiz?k® Makrophagen in unserer Arbeitsgruppe
(AG Schulze-Osthoff) gezeigt werden. Primare, naive Makrophagen reagieren in vitro
auf LPS mit der erhéhten Expression entziindungsfordernder Mediatoren im Vergleich
zu vorher klassisch aktivierten (M1) Makrophagen. Daraus wurde geschlussfolgert, dass

naive Makrophagen aus Nfkbiz*"* und Nfkbiz*?%® Mausen bereits zu einem gewissen
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Grad in vivo einem klassischen Makrophagen Phanotyp (M1) entsprechen und somit auf
Entzundungsreize schneller und stérker reagieren als naive Makrophagen (D. Hildebrand,
personliche Mitteilung). Die mRNA-Level von in der Literatur beschriebenen
M1-assoziierten Genen sind in Nfkbiz<*%° Peritonealmakrophagen im Vergleich zu
Nfkbiz""* Peritonealmakrophagen nach LPS Kultivierung erhéht. Dazu zahlen als
bekannte Vertreter die Gene Vcaml, Cxcl9, Cxclll und Gbp4. Fir
Knochenmarksmakrophagen wurden ebenfalls erhdhte Expressionslevel der genannten

Gene gemessen (Abbildung 6B).

Da die bisherigen Erkenntnisse iiber die Eigenschaften von IkB( nicht in Zusammenhang
mit den phénotypischen Merkmalen von Nfkbiz“?*® Mausen stehen, ist es naheliegend,
dass IkB( die Expression von weiteren Faktoren moduliert, die ihrerseits wiederum
(direkt ~ oder indirekt) entzindungshemmend wirken. Ein  hauptsachlich
entziindungshemmendes und generell immunmodulatorisch wirkendes Zytokin ist
Interleukin-10 (IL-10). Interessanterweise ist fiir IL-10 sogar eine antagonistische
Wirkung auf die TNF-a Sekretion wie auch eine M2-Polarisierung fordernde Wirkung
auf Makrophagen beschrieben. 1120 Mause zeigen zudem einen immunsupprimierten
Phénotyp, mit der Besonderheit, dass spontan oder experimentell induzierte chronisch
entziindliche Darmerkrankungen manifest werden und im Blutplasma dieser Méause,
ghnlich zu den Versuchen mit Nfkbizk®k° Mausen, erhdhte TNF-a Konzentrationen nach
Antigenstimulation gemessen werden.2%¢ 207 Diese Eigenschaften von IL-10 spiegeln
damit auch die phanotypischen Defizite von Nfkbiz<**® M&usen wider.

3.2. Etablierung eines Zellsystems zur Untersuchung der Funktionen
von IkB{

Die Verwendung von Immunzellen erlaubt eine stimulusabhéangige Induktion der

Expression von Nfkbiz. Bisherige Studien konnten zeigen, dass IkB{/Nfkbiz mit Abstand

am stérksten in Makrophagen exprimiert wird. Um den Einfluss von IxkB{/Nfkbiz auf die

Genexpressionsregulation zu untersuchen, wurden in den nachfolgenden Experimenten

Zellen aus C57BI6/ Nfkbizko%® Mausen verwendet. Diese Nfkbiz*”*° Mause wurden

freundlicherweise von M. Morimatsu®? zur Verfligung gestellt.
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3.2.1. Isolierung und Charakterisierung von Knochenmarksmakrophagen aus
Nfkbiz"""t und Nfkbizko’ke Mausen

Knochenmarkszellen wurden aus Nfkbiz""" und Nfkbiz***® Mausen entnommen und
durch Kultivierung mit Makrophagenkolonien-stimulierendem Faktor (M-CSF,
macrophage colony-stimulating factor) in vitro zu Knochenmarksmakrophagen (KMM)
differenziert (Kapitel 2.2.2.6).2°® Nach sieben Tagen Kultivierung der Knochen-
markszellen wurden die differenzierten KMM fur weitergehende Versuche verwendet.
Lichtmikroskopisch konnten keine Unterschiede zwischen Nfkbiz""t und Nfkbizko
KMM festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die Zahl der gewonnen
KMM/10° Knochenmarkszellen war ebenfalls bei einer Reinheit von jeweils > 90 %
unabhéngig vom Genotyp (Abbildung 7B). Zur Charakterisierung der gewonnenen KMM
wurde mittels Durchflusszytometrie die Expression Makrophagen-assoziierter
Oberflachenproteine als Marker untersucht. Die klassischen Monozyten/Makrophagen
Oberflachenmarker CD11b, F4/80, CD11c und Ly6G/C wurden bei den gewonnenen
KMM Zellen nachgewiesen. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte keinen
Unterschied im Expressionsmuster der Markerproteine auf Nfkbiz*™ und Nfkbizkok
KMM (Abbildung 7A).

In vorausgehenden Arbeiten wurde die Funktionalitat der isolierten KMM untersucht.
Klassische Eigenschaften von Makrophagen beinhalten die Féahigkeiten Partikel zu
phagozytieren (Phagozytose), abhdngig von umgebenden Faktoren in Gewebe
einzuwandern (Chemotaxis) und auf entsprechende Reize der Umgebung mit der Bildung
reaktiver Sauerstoffmetabolite zu reagieren (respiratorischer Burst). Die Untersuchungen
zeigten keine Unterschiede bei der Messung des Phagozytosepotentials. Ebenso
unterschieden sich die Nfkbiz"¥"* und Nfkbiz***® KMM nicht signifikant in Chemotaxis

und der Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Charakterisierung der KMM aus Nfkbiz"*t und Nfkbiz* Mausen.

(A) KMM aus Nfkbiz"™t und Nfkbiz** Mausen wurden mittels Durchflusszytometrie mit
spezifischen Antikdrpern gegen F4/80, CD11b, CD11c und Ly6G/C untersucht. Dargestellt sind
die relativen Fluoreszenzintensitaten (RFI) als Mittelwerte + Standardabweichung als Vielfache
der gemessenen RFI der 1gG-Isotypkontrollen aus drei unabhangigen Experimenten. (B) Anzahl
der gewonnenen KMM aus 10° Knochenmarkszellen. Dargestellt sind Mittelwerte *
Standardabweichung fiir drei unabh&ngige Experimente.

Fur die gewonnenen KMM konnte somit gezeigt werden, dass sie phanotypisch und
funktionell Makrophagen entsprechen und dass ein funktionsloses Nfkbiz-Transkript
keinen Einfluss auf die Auslbung klassischer Makrophagen Eigenschaften hat.

3.2.2. KMM zeigen eine Stimulus-abhangige Expression von Nfkbiz

Die Aktivierung des kanonischen NF-xB-Signalwegs flhrt in zahlreichen Zelltypen zur
Induktion der Transkription von Nfkbiz. Besonders Makrophagen zeigen nach TLR-
Aktivierung erhohte Nfkbiz mRNA-Expressionslevel. Mittels qRT-PCR Analysen konnte
die LPS-abhé&ngige Expression von Nfkbiz in KMM bestétigt werden (Abbildung 8).
Neben LPS wurden weitere entziindungsférdernde Faktoren zur Stimulation der Nfkbiz
Expression verwendet. Peptidoglykan (PGN) ist ebenfalls ein Bestandteil von
Bakterienmembranen und aktiviert Uber den TLR2-Signalweg die NF-kB-abhangige
Expression. Genauso wie Interleukin-1p (IL-18) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), die
nach Bindung an ihre entsprechenden Rezeptoren ebenfalls zur Expression von Nfkbiz

fuhren.
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Abbildung 8: Nfkbiz Genexpression in Nfkbiz"™t und Nfkbiz* KMM mit
unterschiedlichen Stimuli.

Nfkbiz""" und Nfkbiz*?x® KMM wurden fiir 12 hrs in Gegenwart von LPS [1 pg/mL], PGN
[1 pg/mL], TNF-a [25 ng/mL] oder IL-1B [25 ng/mL] kultiviert und zu den entsprechenden
Zeitpunkten die mRNA-Expressionslevel von Nfkbiz und Gapdh mittels qRT-PCR bestimmt.
Dargestellt sind die Vielfachen des Ausgangswerts zu Beginn der Stimulation als
Mittelwerte + Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Experimenten. (*) zeigt
einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0.05) zwischen Nfkbiz"*"* und Nfkbiz**® KMM
an.

Das Nfkbiz mRNA-Expressionslevel ist nach LPS-Stimulation (~80-fach) im Vergleich
zu den Bedingungen mit PGN (~40-fach), TNF-o (~20-fach) oder IL-1f (~40-fach)
deutlich erhoht (Abbildung 8). Unter allen Bedingungen wurde fir die Nfkbiz-Expression
ein maximaler Wert nach 1-2 hrs bestimmt. In Nfkbiz<°*® KMM konnte in keinem der

Falle das Nfkbiz-Transkript nachgewiesen werden.
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3.3. IxkB{ist ein wichtiger Regulator der 1110/1L-10 Expression®©
3.3.1. Nfkbiz-defiziente Makrophagen und Fibroblasten zeigen verminderte 1110
Genexpressionlevel nach TLR-Stimulation

Nachdem die Phénotypisierung und funktionelle Charakterisierung der isolierten
Knochenmarksmakrophagen keine Unterschiede zwischen Nfkbiz-Wildtyp und Knockout
Zellen zeigte, wurden diese in den folgenden Versuchen als Modellsystem zur
Untersuchung der IxB{-vermittelten Regulation der 1110 Genexpression verwendet. Dazu
wurden zu Beginn Nfkbiz** und Nfkbiz<**® PM und KMM fiir 5 hrs mit LPS kultiviert
und die Genexpressionslevel von 116, Tnfa und 1110 bestimmt (Abbildung 9A). Sowohl
fur PM als auch KMM wurden nach LPS-Behandlung reduzierte 1110 Expressionslevel in
den Nfkbiz*”*° Makrophagen im Vergleich zu Nfkbiz"""* Makrophagen gemessen. Die
IkB¢-regulierte 116 Genexpression war nur im Falle der Nfkbizok® KMM, nicht aber der
Nfkbizko*® pM, signifikant vermindert. Die Tnfa Genexpressionslevel waren in Nfkbiz"/"t
PM und KMM, verglichen mit Nfkbiz**® PM und KMM nicht verindert. Bei den
verwendeten PM und KMM handelt es sich um sogenannte primére unbehandelte
Makrophagen (nachfolgend als ,,naive Makrophagen* bezeichnet), die im Falle der KMM
erst in vitro aus Vorlduferzellen entstehen und bis zu diesem Zeitpunkt keinen
Antigenkontakt hatten. Die publizierten Daten zur Abhangigkeit der 116/IL-6 Expression
von IkB{ wurden mit zuvor aktivierten Makrophagen durchgefiihrt.?! In diesen gRT-PCR
Analysen wurden Interferon-y (IFN-y) behandelte PM und KMM verwendet. Werden
sowohl die PM als auch die KMM uber 24 hrs mit IFN-y aktiviert und anschlieend mit
LPS stimuliert, so finden sich auch bei den PM signifikant reduzierte 116 Expressionslevel
in den Nfkbiz"¥"* PM (~1,5-fach) und KMM (~5-fach) im Vergleich zu Nfkbiz"""* PM
und KMM. Die 1110 Expressionslevel sind sowohl fir naive als auch fir IFN-y

vorbehandelte Makrophagen nach LPS-Behandlung verringert (Abbildung 9B).

C Teile dieses Abschnitts wurden bereits modifiziert in Horber et al.? veroffentlicht. 61
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Abbildung 9: 1110 Genexpression ist in Nfkbiz? PM und KMM vermindert.

(A) Nfkbiz"""tund Nfkbiz**® PM und KMM wurden fiir 5 hrs in Gegenwart von LPS [1 pg/mL]
kultiviert. AnschlieBend wurden die mRNA-Expressionslevel von 1110, 116, Tnfa und Gapdh
mittels qRT-PCR bestimmt. (B) Nfkbiz"""* und Nfkbiz***® PM und KMM wurden fiir 24 hrs mit
Zusatz an IFN-y [100 ng/mL] kultiviert und anschlielend LPS [1 pg/mL] zugegeben und fiir
weitere 5 hrs kultiviert. Es erfolgte die Analyse der mRNA- Expressionslevel fur 1110, 116, Tnfa
und Gapdh mittels gRT-PCR. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus
mindestens vier unabhéangigen Experimenten. (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied
(p < 0.05) zwischen Nfkbiz*"t und Nfkbiz*k® PM oder KMM an. Diese Abbildung wurde mit
geringfligigen Modifikationen bereits in Horber et al. veréffentlicht.2%®

Im néchsten Schritt wurden primére embryonale Fibroblasten (MEF) aus Nfkbiz"""* und

Nfkbiz*”*° Mausen gewonnen, um die IxB{ Abhangigkeit der 1110 Genexpression in
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weiteren Zelltypen zu untersuchen. Die gRT-PCR Analysen zeigten reduzierte mRNA-
Expressionslevel fir 1110 und 116 in Nfkbiz“*® MEFs im Vergleich zu den
mRNA-Expressionslevel der Nfkbiz"¥" MEFs nach LPS-Behandlung. Das Nfkbiz-
Transkript war in Nfkbiz“?k® MEFs nicht nachzuweisen, wurde aber in Nfkbiz""* MEFs
auf das ~15-fache des Ausgangswertes erhoht. Interessanterweise waren die Tnfa mRNA-
Expressionslevel in Nfkbiz<*® MEFs im Vergleich zu denen in Nfkbiz*** MEFs nach
LPS-Behandlung ebenfalls erhoht. Parallel dazu wurden die Proteinkonzentrationen in
den Kulturmedien von LPS- kultivierten MEFs gemessen. Nach 24 hrs LPS-Behandlung
konnten in den Kulturiiberstanden der Nfkbizk”*® MEFs nur sehr geringe IL-6
Konzentrationen gemessen werden, wohingegen bei Nfkbiz""** MEFs die Menge an
sezerniertem 1L-6 im Uberstand nach LPS-Behandlung stark erhéht war (~80-fach). Die
IL-10 Proteinkonzentrationen lagen sowohl in den Ubersténden der Nfkbiz""* MEFs als
auch Nfkbiz*?k® MEFs unterhalb der Detektionsgrenze.

Eine Aussage Uber die Rolle von IxB( auf die 1L-10 Proteinexpression kann daher nicht
getroffen werden. Die gqRT-PCR Analysen deuten hingegen eindeutig auf eine IxkB(-
vermittelte 1L-10 Expression hin. Die geringe IL-10 Proteinmenge im Uberstand
begriindet sich wahrscheinlich in der Verwendung von Fibroblasten als Zellsystem, da

Fibroblasten keine relevanten Mengen an IL-10 sezernieren sollten.

Eine interessante Eigenschaft zeigten die MEFs hinsichtlich der TNF-a
Proteinkonzentration im Kulturmedium. Ahnlich den mRNA-Werten wurden fiir
Nfkbiz**® MEFs nach LPS-Behandlung tendenziell héhere Konzentrationen an TNF-a
gemessen, als dies der Fall fiir Nfkbiz"¥"* MEFs war. Dieser Effekt steht im Einklang mit
der im Anfangsteil beschriebenen erhdhten TNF-o Konzentration im Blutplasma von
Nfkbizko*® C57BI6 Mausen nach intraperitonealer LPS-Injektion.
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Abbildung 10: Nfkbiz“?° MEFs zeigen verringerte 1110 Expressionslevel.

(A) Embryonale Mausfibroblasten, isoliert aus Nfkbiz** und Nfkbiz“*® Embryos an Tag 10,5
post coitum, wurden Uber 5 hrs in Gegenwart von LPS [1 ug/mL] kultiviert und anschlieBend die
mRNA-Expressionslevel von 1110, 116, Nfkbiz, Tnfa und Gapdh mittels gRT-PCR bestimmt. (B)
5x10° Nfkbiz"™* und Nfkbizk”*® MEFs wurden Uber 24 hrs in Gegenwart von LPS [1 pg/mL] in
1 mL MEF-Medium kultiviert. Anschliefend wurden die Proteinkonzentrationen von IL-10, IL-6
und TNF-a in den Kulturiberstdnden bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte *
Standardabweichungen aus drei unabh&ngigen Experimenten. (*) zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen Nfkbiz"""* und Nfkbiz<*® MEF an. N.D., nicht detektiert.
Teile dieser Abbildung wurden mit geringfligigen Modifikationen bereits in Horber et al.
verdffentlicht.2%®
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3.3.2. Die Interleukin-10 Proteinexpression von Nfkbiz-defizienten
Knochenmarksmakrophagen ist vermindert

Um die Relevanz der IxBC-abhéngigen 1110 Genexpression in Makrophagen auf I1L-10
Proteinsekretion zu bertragen, wurden im Folgenden die Proteinlevel von KMM nach
Antigenstimulation untersucht. Nfkbiz"""* und Nfkbizk®*® KMM wurden in Gegenwart
von LPS, PGN oder TNF-a kultiviert. Zusatzlich wurden die Zellen mit Zymosan A
(Zym A) stimuliert, bei dem es sich um ein Polymer aus Pilzen handelt, das ebenfalls an
den TLR2 bindet und diesen aktiviert. Zym A ist als IL-10 Induktor in Makrophagen
etabliert und daher zur Analyse der Abhéangigkeit der IL-10 Expression von IxB(
geeignet.?®® Nach 24 hrs Inkubation in Gegenwart von LPS, PGN, TNF-a oder Zym A
wurden die Zellkulturmedien der Makrophagen abgenommen und die IL-10
Proteinkonzentrationen mit Hilfe des Cytometric Bead Array (CBA) Systems
durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 11A). Zur Darstellung des zeitlichen
Verlaufs der 1110/IL-10 Expression wurden Nfkbiz""* und Nfkbiz**® KMM iiber 24 hrs
in Gegenwart von LPS kultiviert und zu den angezeigten Zeitpunkten sowohl die IL-10
Proteinkonzentration im  Kulturmedium  (Abbildung 11B) als auch das

Genexpressionslevel von 1110 bestimmt (Abbildung 11C).
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Abbildung 11: 1L-10 Expression ist in Nfkbiz*? KMM vermindert.

(A) 5x10° Nfkbiz™" und Nfkbiz<*® KMM wurden in 1 mL KMM Medium fiir 24 hrs in
Gegenwart von LPS [1 pg/mL], PGN [1 pg/mL], TNF-o [25 ng/mL] oder Zym A [1 pg/mL]
kultiviert. Anschliefend wurden die IL-10 Proteinkonzentrationen in den Kulturiiberstdnden
bestimmt. (B) 5x10° Nfkbiz"*"* und Nfkbiz**® KMM wurden in 1 mL KMM Medium fiir 24 hrs
in Gegenwart von LPS [1 pg/mL] kultiviert und anschlieBend die I1L-10 Proteinkonzentrationen
zu den angegebenen Zeitpunkten in den Uberstanden bestimmt. (C) 5x10° Nfkbiz""* und
Nfkbizoke KMM wurden in 1 mL KMM Medium fiir 24 hrs in Gegenwart von LPS [1 pg/mL]
kultiviert und anschliefend die Expressionslevel von 1110 und Gapdh zu den angegebenen
Zeitpunkten  mittels gRT-PCR  bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardabweichungen aus drei unabh&ngigen Experimenten. (*) zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied (p<0.05) zwischen Nfkbiz""** und Nfkbiz<*® KMM an. N.D., nicht
detektiert. Diese Abbildung wurde mit geringfligigen Modifikationen bereits in Horber et al.
verdffentlicht.2%®
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Die durchflusszytometrisch bestimmten IL-10 Proteinkonzentrationen in den
Kulturtiberstanden der KMM bestatigten die IkB{-abhangige Expression, die bereits fiir
die 1110 Genexpression mittels gRT-PCR nach 5 hrs LPS Kultivierung beobachtet wurde.
LPS-kultivierte Nfkbiz**k® KMM zeigten geringere IL-10 Proteinkonzentrationen im
Vergleich zu Nfkbiz™*t KMM in den jeweiligen Kulturiiberstanden. Nach ungefahr 8 hrs
konnten die hochsten Expressionslevel von 1110 bestimmt werden, wohingegen nach 16-
24 hrs Maximalwerte fur die IL-10 Proteinkonzentration gemessen wurden (Abbildung
11B und C). Unter den unterschiedlichen Stimuli zéhlt LPS zu den potentesten IL-10
Induktoren. Zym A-stimulierte KMM zeigten dazu im Vergleich eine verringerte
(8-10-fach) IL-10 Proteinkonzentration im Kulturtberstand. PGN flhrte nur bei
Nfkbiz"""t KMM, nicht aber bei Nfkbiz***® KMM zu einer messbaren IL-10
Proteinkonzentration im Uberstand, wohingegen die 1L-10 Proteinkonzentration im
Kulturmedium der mit TNF-a stimulierten KMM unterhalb der Detektionsgrenze blieb.
In  Nfkbiz"™ KMM fiinrten LPS, Zym A und PGN zu hoheren IL-10

Proteinkonzentrationen als in Nfkbizk?k0 KMM.

Die IkB(-abhangige IL-10 Proteinexpression von KMM ist somit im Einklang mit den

Daten zur IkBZ-vermittelten 1110 Genexpression.

3.3.3. Die Polarisierung der Makrophagen hat keinen Einfluss auf die Regulation
der IL-10 Proteinsekretion

In vorausgehenden Arbeiten zur IxB{-vermittelten Genexpression wurden IFN-y
vorbehandelte und naive PM und KMM verwendet. Fir beide Aktivierungszustande
konnte die IkB(-abhé&ngige 1110 Genexpression gezeigt werden (siehe Abbildungen 9A
und B). Im Folgenden wurde daher untersucht, ob die Polarisierung der KMM Einfluss
auf die IxkB(-vermittelte 1L-10 Proteinexpression hat. Hierzu wurden Nfkbiz""* und
Nfkbiz<**® KMM 24 hrs ohne Zusatz oder in Gegenwart von IFN-y (M1-Polarisierung)
oder IL-4 (M2-Polarisierung) kultiviert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit LPS
und nach weiteren 24 hrs wurde die Proteinkonzentration von IL-10 im Kulturtberstand
ermittelt. Auch hier wurde wieder als Positiv- bzw. Negativkontrolle fir IxB(-regulierte
Proteine die Proteinkonzentration von IL-6 bzw. TNF-a bestimmt.
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Abbildung 12: Die Regulation der IL-10 Proteinexpression durch IkB( ist unabhiingig vom
Polarisierungsstatus der PM und KMM.

Nfkbiz""" (schwarze Balken) und Nfkbiz“**® (weiRe Balken) KMM wurden entweder unbehandelt
belassen (@ polarisert) oder fir 24 hrs mit IFN-y [25 ng/mL] (M1-polarisert) oder IL-4
[100 ng/mL] (M2-polarisert) in jeweils 1 mL KMM Medium kultiviert. AnschlieRend erfolgte die
Kultivierung fur weitere 24 hrs in Gegenwart von LPS [1 pg/mL]. Die IL-10, IL-6 und TNF-a
Protein-konzentrationen wurden mittels Cytometric Bead Array (CBA) System in den
Kulturiiberstanden bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen aus vier
unabhéngigen Experimenten. (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0.05)
zwischen Nfkbiz"""* und Nfkbiz** KMM an. N.D., nicht detektiert. Diese Abbildung wurde mit
geringfiigigen Modifikationen bereits in Horber et al. veroffentlicht.2%®

Nfkbizko*® KMM sezernierten deutlich geringere Mengen an 1L-10 als Nfkbiz"'"* KMM.
Diese Beobachtung konnte fir M1- und M2-polarisierte, als auch fir naive KMM
gemacht werden. Wie erwartet, fanden sich im Kulturiiberstand der Nfkbiz“?*® KMM
auBerdem deutlich geringere Mengen 1L-6 als im Uberstand der Nfkbiz"** KMM. Die
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TNF-a Proteinkonzentrationen in den Kulturtiberstdanden der M1- oder M2-polarisierten
Nfkbiz"""t und Nfkbiz“”’*® KMM zeigten keine Unterschiede. Interessanterweise fand sich
fir naive KMM nach LPS-Stimulation eine signifikant erhohte TNF-a
Proteinkonzentration im Uberstand der Nfkbiz<”*® KMM im Vergleich zu Nfkbiz"/
KMM. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der erhohten TNF-a Proteinkonzentration in
vivo nach intraperitonealer LPS/Zym A Injektion (Kapitel 3.1) und der leicht erhéhten
TNF-a Proteinkonzentration im Kulturiiberstand von Nfkbiz<*® MEFs (Kapitel 3.3.1). In
Ubereinstimmung mit den erhdhten Expressionslevel M1 assoziierter Gene in naiven
Nfkbiz*?*® KMM (Kapitel 3.1) ist TNF-o als Marker fiir M1-polarisierte Makrophagen
beschrieben.?1°

3.3.4. Raw264.7 Makrophagen als Modellsystem zur Untersuchung des Einflusses
von IkB( auf die 1110/1L-10 Expression

Zur weiteren Analyse der IkB{-vermittelten Regulation der 1110/1L-10 Expression wurde
die Raw264.7 Makrophagen-Zelllinie verwendet. Raw264.7 Makrophagen wurden mit
LPS stimuliert und die mRNA-Expressionslevel von Nfkbiz und 1110 tiber einen Zeitraum
von 8 hrs bestimmt. Abh&ngig von der Dauer der Stimulation wurden fir beide Gene
erhdhte Expressionslevel gemessen, die vergleichbar mit denjenigen in KMM waren
(Abbildung 13A). Die Raw264.7 Makrophagen sezernierten infolge der Stimulation mit
LPS auch IL-10 in den Kulturiiberstand. Die Menge an IL-10 im Uberstand der Raw264.7
Makrophagen entsprach etwa 1/5 der IL-10 Proteinkonzentration im Vergleich zu LPS-
stimulierten KMM. Vergleichbare Beobachtungen konnten fiir die 1L-6 und TNF-a
Sekretion der Raw264.7 Makrophagen gemacht werden (Abbildung 13B).

Die Resultate belegen, dass eine geeignete Stimulation in der Raw264.7 Zelllinie die
Expression von Nfkbiz/IxkB{ und 1110/IL-10 induzieren kann. Die Raw264.7 Zelllinie
wurde daher als Modelsystem zur Untersuchung der IxB{-regulierten Genexpression und

speziell der IkB{-vermittelten 1110/1L-10 Expression verwendet.
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Abbildung 13: 1110 mRNA und IL-10 Proteinexpression in Raw264.7 Makrophagen

(A) Raw264.7 Zellen wurden uber einen Zeitraum von 24 hrs in Gegenwart von LPS [1 pg/mL]
kultiviert und zu den angegebenen Zeitpunkten die mMRNA-Expressionslevel von 1110, 116, Nfkbiz
und Nfkbia mittels gqRT-PCR bestimmt. (B) 5x10° Raw264.7 Zellen wurden in 1 mL Raw264.7
Medium fur 24 hrs mit LPS [1 pug/mL] kultiviert und anschlieBend die IL-10 Proteinkonzentration
im Uberstand bestimmt. (C) 1x10°® Raw264.7 Zellen wurden fiir 20 min in Gegenwart von
Cycloheximid (CHX, 10 pg/mL) kultiviert und anschlieBend mit LPS [1 pg/mL] fiir 6 hrs
aktiviert oder ohne Zusatz weiterhin in Raw264.7 Medium kultiviert. 1110 und Gapdh
Expressionslevel wurden mittels qRT-PCR bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten.

Da die bisherigen Versuche gezeigt haben, dass IxB( fir die 1110 Expression essentiell
ist, sollte eine Hemmung der 1kB{ Proteinbiosynthese ebenfalls den Anstieg der 1110
Genexpression verhindern. Dazu wurden Raw264.7 Makrophagen vor LPS-Stimulation

mit dem Translationshemmstoff Cycloheximid (CHX) kultiviert. Die Hemmung der
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Proteinsynthese durch CHX blockierte die Synthese der 1110 mRNA nahezu vollstandig
(Abbildung 12C, CHX+LPS). Voraussetzung fir die Genexpression von 1110 ist also die

Neusynthese mindestens eines Proteins.

3.3.5. Uberexpression von IkB¢ induziert die 1110 Genexpression

Bisher wurde gezeigt, dass der funktionelle Knockout des Nfkbiz Genlokus zu stark
reduzierter IL-10 mRNA- und Proteinexpression fihrt. Im Anschluss sollte die Frage
beantwortet werden, ob im Rickschluss die Uberexpression von IxB¢ hinreichend fiir die
Induktion von IxB(-Zielgenen ist. Dazu wurden Raw264.7 Makrophagen mit einem
Vektor zur Doxycyclin-regulierbaren Expression von IkB( transfiziert und mittels
Selektion die stabile Zelllinie Raw264.7-TetOn-1kB( erzeugt.

Western Blot Analysen bestdtigten die Doxycyclin-abhiangige Expression von IkB( in
Raw264.7-TetOn-IkB{ Makrophagen (Abbildung 14A). Die Kaultivierung dieser
Makrophagen mit Doxycyclin induzierte die IkB{ Expression, genauso wie die alleinige
Stimulation mit LPS ebenfalls zu einer schwachen Expression von IkB( fiihrte. Die
Kombination der Kultivierung von Raw264.7-TetOn-IkB{ Makrophagen mit Doxycyclin
und LPS verstirkte nochmals die Expression von IkB{ im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Doxycyclin. Dies ist moglicherweise auf die Stabilisierung der Nfkbiz
mMRNA nach LPS-Stimulation zuriickzufiihren.?!* In den Raw264.7-TetOn-IxB(
Makrophagen korrelierten die Doxycyclin-induzierten Expressionslevel der Nfkbiz
MRNA sehr genau mit dem Expressionslevel der mMRNA von 1110 und 116. Die Expression
der direkten NF-kB-Zielgene Elaml und Nfkbia wurde durch Doxycyclin nicht
beeinflusst (Abbildung 14B). Die Doxycyclin-induzierbare ektopische Expression von
IkB( war somit hinreichend, um die Expression von IkB{-Zielgenen, insbesondere von

1120 und 116, zu induzieren.
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Abbildung 14: Ektopische IkB¢-Expression in Raw264.7-TetOn-1kB( Zellen induziert 1110
Genexpression.

(A) Raw264.7 Zellen wurden modifiziert um die Doxycyclin (Dox)-induzierbare Expression von
IkBC zu ermdglichen. Die daraus resultierende Zelllinie Raw264.7-TetOn-IkB( (im Schaubild
IxB() und Raw264.7 Makrophagen (im Schaubild Wildtyp) wurden in Gegenwart von 2 pg/mL
Doxycyclin fiir 24 hrs kultiviert und zur Uberpriifung der IxB{ Expression mittels Western Blot
unter Verwendung spezifischer Antikorper gegen IkBC und B-Aktin analysiert. (B) Raw264.7-
TetOn-IkB{ Makrophagen wurden fiir 24 hrs mit Zusatzen an Doxycyclin kultiviert und
anschlieBend die Expressionslevel von Elam1, Nfkbia, 116, 1110 und Nfkbiz mittels gqRT-PCR
bestimmt. Dargestellt ist das Expressionslevel des jeweiligen Gens als relative Einheit (RE) aus
drei unabhangigen Experimenten; ermittelte Expressionslevel von Proben, die mit Doxycyclin
[2 pg/mL] kultiviert wurden, wurden als 1 RE gesetzt. Diese Abbildung wurde mit geringfugigen
Modifikationen bereits in Horber et al. veroffentlicht.2%
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3.4. IxkB¢-reguliert den IL-10 PromotorP

Die bisher erzielten Daten deuten auf eine strikte Regulation der 1110/1L-10 Expression
durch IxkB{ hin. In den nachfolgenden Experimenten wurden deshalb die

zugrundeliegenden Mechanismen untersucht.

Zur Analyse der IkB{-vermittelten IL-10 Genregulation wurden Raw264.7 Makrophagen
mit Luziferase-Reportergenkonstrukten transfiziert, die den murinen IL-10 Promotor
(-1536/+64) oder verkirzte Abschnitte des IL-10 Promotors enthielten. Bei allen
Reportergenkonstrukten zeigten die Lysate der transfizierten Raw264.7 Makrophagen
nach LPS Stimulation erhohte Luziferaseaktivitdt (Abbildung 15B). Da die distal
verkurzten Reportergenkonstrukte ahnliche Aktivitaten aufwiesen, erfolgt die LPS-

vermittelte Aktivierung des IL10-Promotors tber den proximalen Bereich.

In weiteren Reportergenexperimenten wurden Raw264.7-Zellen mit dem murinen 1L-10
Promotorkonstrukt (158/+64) allein oder in Kombination mit Vektoren zur Expression
von IkB(, p50 oder IkB{&pS50 transfiziert (Abbildung 15C). Die Expression von [kB{
oder p50 rief keine Reportergenexpression des IL-10 Promotorkonstrukts hervor.
Vielmehr reduzierte die Expression von p50 die Reportergenaktivitat. Dies ist in
Ubereinstimmung mit Daten, die p50:p50 Homodimere als klassische Repressoren der
NF-xB-vermittelten Genexpression beschreiben.?!? Die Expression von IkB( hingegen
zeigte weder aktivierende noch inhibierende Effekte auf die IL-10 Promotor regulierte
Luziferaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle (pcDNA4-Leervektor).

P Teile dieses Abschnitts wurden bereits modifiziert in Horber et al.?® veroffentlicht. 3
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Abbildung 15: IkB¢ reguliert den murinen 1L-10 Promotor.

(A) Vereinfachte Darstellung des murinen IL10-Promotors. Der untersuchte Promotorbereich
umfasst die Sequenzen von -1563 bp bis +64 bp bezogen auf den Transkriptionsstart des 1110
Gens. Schwarzovale Strukturen kennzeichnen die «B Bindestellen im IL-10 Promotor. (B)
Raw264.7 Makrophagen wurden transient mit pGL2b-1L-10 Promotorkonstrukten und einem
Kontrollkonstrukt (Renilla-Luziferase) transfiziert und fiir 24 hrs in An- oder Abwesenheit von
LPS [1 pg/mL] kultiviert. Die Firefly-Luziferaseaktivitdten wurden gemessen und auf die
gemessene Renilla-Luziferaseaktivitat normiert. Dargestellt ist die relative Luziferaseaktivitat als
Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. (*) zeigt einen
statistisch signifikanten Unterschied (p<0.05) zwischen LPS-stimulierten und nicht stimulierten
Raw264.7 Makrophagen an. (C) Raw264.7 Makrophagen wurden transient mit entsprechenden
Mengen an pGL2basic, pcDNA4-p50 oder pcDNA4-HA-IkB{ mit pGL2b-IL-10(-158/+64)
Promotor Kkotransfiziert und mit LPS [1 ug/mL] fir 24 hrs Kkultiviert. Die Firefly-
Luziferaseaktivitat wurde in den entsprechenden Lysaten gemessen und auf die gemessene
Aktivitat des Renilla-Konstrukts normalisiert. Dargestellt ist die relative Luziferaseaktivitat als
Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhéngigen Experimenten. Diese Abbildung wurde
mit geringfligigen Modifikationen bereits in Horber et al. veroffentlicht.2%®

Bei Kotransfektion der Raw264.7 Makrophagen mit IkB{ und p50 konnte nach LPS
Stimulation eine 2-3-fache Erhohung der relativen Luziferaseaktivitdt des IL-10
Promotorkonstrukts im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden, ein Hinweis auf die
p50:p50:1kB{ Komplex vermittelte Aktivierung des IL-10 Promotors. Die mittels
Reportgenanalysen gewonnen Daten zeigen folglich, dass in vitro nur das Zusammenspiel
von IkBC und p50, nicht aber die einzelnen Proteine, zu einer Aktivierung des IL-10
Promotors fihren und sind somit im Einklang mit der beschriebenen Interaktion von

p50:p50 Homodimeren und IxkB(. Als ndchstes wurde untersucht, ob die alleinige
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Uberexpression von IkB{ ausreichend ist, um eine erhdhte 1L-10 Promotor
Reportergenaktivitat zu erzielen. Dazu wurde die Doxycyclin-induzierbare Raw264.7-
TetOn-1kB( Zelllinie verwendet. Die transiente Transfektion dieser Zellen mit dem IL-10
Promotor (-158/+64) und anschlieBender Doxycyclin-induzierter IkB{-Expression fiihrte
dabei zu einer Erhohung (=150 %) der relativen Luziferaseaktivitat des I1L-10
Promotorkonstruktes im Vergleich zu den ebenfalls mit dem IL-10 Promotorkonstrukt
transfizierten, aber nicht Doxycyclin-kultivierten Raw264.7-TetOn-IkB{ Zellen. Als
Positivkontrollen dienten die Promotorkonstrukte der IxkB({-Zielgene Lipocalin-2 (Lcn2,
170 %) und IL-6 (130 %), die ebenfalls durch alleinige IxB{-Uberexpression erhohte
Reportergenaktivitat zeigten im Vergleich zu nicht Doxycyclin-kultivierten Zellen.

Raw264.7 IxB{

Lo ——— ; WS+ Dox
1 @ Dox
LoN, —
L —
ELAM| | —
Konty, —

0 50 100 150 200

relative
Luziferase Aktivitét [%o]

Abbildung 16: IkBZ-Expression fuhrt zu erhdhter 1L-10 Promotoraktivitat.

Raw264.7-TetOn-IkB{ Makrophagen (Raw264.7 IkB{) wurden transient mit entsprechenden
Mengen an pGL2b-IL-10(-158/+64) Promotor Reportergenkonstrukt und LCN-2, ELAM-1 oder
IL-6 Promotorkonstrukten oder einem Kontrollkonstrukt kotransfiziert und mit LPS fir 24 hrs
kultiviert. Danach wurde die ektopische Expression von IkB{ durch Zugabe von Doxycyclin fiir
24 hrs induziert. Die Luziferase-Aktivitit wurde anschlieBend gemessen und gegen die Renilla-
Aktivitat normalisiert. Den nicht Doxycyclin-behandelten Makrophagen wurde jeweils 100 %
Aktivitat zugeordnet (weille Balken). Dargestellt ist die relative Luziferaseaktivitit bezogen auf
nicht Doxycyclin-stimulierte Makrophagen als Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
unabhé&ngigen Experimenten. (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0.05)
zwischen Doxycyclin stimulierten und unbehandelten Raw264.7-TetOn-1kB( Zellen an. Diese
Abbildung wurde mit geringfiigigen Modifikationen bereits in Horber et al. verdffentlicht.%8
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Als Negativkontrolle wurden Reporterkonstrukte fir den ELAM-1 Promotor und ein
Kontrollplasmid (pcDNA4-Kontrollkonsturkt) transient transfiziert, die wie zu erwarten
vergleichbare relative Luziferaseaktivitaiten mit und ohne Doxycyclin-Zugabe zeigten
(Abbildung 16).
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Abbildung 17: Die H3K4-Trimethylierung am IL-10 Promotor ist in Nfkbiz<® KMM
vermindert.

ChIP-Analysen wurden unter Verwendung spezifischer H3K4-Trimethyl Antikdrper mit
Nfkbiz""t und Nfkbiz**® KMM, die zuvor 5hrs in Gegenwart von LPS kultiviert wurden,
durchgefuhrt. Mittels qRT-PCR Analyse der aus Chromatin gewonnenen DNA und der
Verwendung der ChlIP-Oligonukleotide fir 116, 1110 und Tnfa wurde der Grad der
Trimethylierung von H3K4 am IL-10/IL-6/TNF-a. Promotor bestimmt. Dargestellt ist die
Anreicherung der H3K4-Trimethylierung am entsprechenden Promotorabschnitt als Mittelwert +
Standardabweichung aus drei unabhdngigen Experimenten. (*) zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied (p<0.05) zwischen LPS-stimulierten Nfkbiz*" und Nfkbiz“**® KMM
an. Diese Abbildung wurde mit geringflugigen Modifikationen bereits in Horber et al.
verdffentlicht.2%8

Um den Einfluss von IxB( auf die Aktivierung der Transkription durch Regulation des
Prainitiationskomplexes zu untersuchen, wurde der Grad der Trimethylierung von Histon
H3 an Lysin 4 (H3K4mes) im Promotorbereich der jeweiligen Zielgene bestimmt. Um
diesen von IkB(-Zielgenen zu bestimmen, wurden von LPS-stimulierten und
unbehandelten Nfkbiz"""* und Nfkbizk*’*® KMM Chromatinimmunoprazipitations (ChIP)-
Analysen mit Antikorpern gegen trimethyliertes H3K4 durchgefiihrt. Die ChIP-Analysen
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ergaben eine relative Anreicherung (~20-fach) der H3K4-Trimethylierung an der
proximalen kB-Bindestelle des 1L-10 Promotors von LPS-stimulierten Nfkbiz"*** KMM
im Vergleich zu Kontroll-Nfkbiz"*** KMM (Abbildung 17). Wie zu erwarten war bei
LPS-stimulierten Nfkbiz<® KMM keine Anreicherung am proximalen [L-10
Promotorbereich zu beobachten. Die H3KA4-Trimethylierung zeigte ebenfalls eine
Anreicherung an der proximalen kB-Bindestelle des IL-6 Promotors (~50-fach) bei LPS-
stimulierten Nfkbiz""", nicht aber bei Nfkbiz?*® KMM. Im Gegensatz dazu zeigten die
gRT-PCR Analysen unter Verwendung von Oligonukleotiden fiir die proximale kB
Bindestelle des TNF-o. Promotors sowohl fiir LPS-stimulierte Nfkbiz** KMM als auch

fir LPS-stimulierte Nfkbiz"¥"* KMM vergleichbare Werte.

Zusammenfassend zeigen die gewonnenen Daten, dass IkB( in Kombination mit p50:p50
Homodimeren den IL-10 Promotor aktivieren, direkt die H3K4-Trimethylierung an
Promotorbereichen entsprechender Zielgene modifizieren und damit die Expression
dieser Zielgene beeinflussen kann.
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4 Diskussion

Die Aktivierung und Steuerung der Immunantwort erfordert eine prézise Regulation.
Besonders dem angeborenen Immunsystem kommt hierbei eine Schlisselrolle zu, da es
mafRgeblich an der Erkennung und Beseitigung von Erregern beteiligt ist und die
Aktivierung der hochspezifischen erworbenen Immunantwort einleitet. Neben der
Abwehr von eindringenden Erregern kommt dem angeborenen Immunsystem ebenso eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gewebehomdoostase und der Regulation von

Wundheilungsprozessen zu.

Eine zentrale Rolle dabei spielt in Immunzellen auf molekularer Ebene der
Transkriptionsfaktor NF-kB. Die genregulatorischen Eigenschaften von NF-kB sind
beispielhaft fir die Vielzahl der Regulationsmoglichkeiten der Genexpression und
spiegeln damit auch den unmittelbaren Einfluss auf komplexe physiologische Ablaufe
wider. Im Laufe der Jahre wurden zahlreiche NF-xB regulierende Proteine identifiziert
und deren Wirkung auf die NF-kB-abhangige Genexpression aufgeklart. Man kann
heutzutage erkléaren, weshalb Stimulus- und Zelltyp-abhangig nur sehr genau definierte
Gengruppen aktiviert werden, obwohl NF-xB grundsatzlich die Expression einer sehr
groRen Anzahl von Genen aktivieren kann. Die Entdeckung der atypischen
Inhibitorproteine von NF-kB erweiterte zusatzlich das Verstandnis der verschiedenen
Regulationsebenen der NF-kB-vermittelten Genexpression. Da diese Proteine nicht
konstitutiv, sondern stimulusabhdangig und zudem nur in spezifischen Zelltypen
exprimiert werden, wird mit ihrer Expression eine sehr prazise Genregulation und damit

verbundene spezifische Immunantwort erzielt.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit befassen sich mit einem Vertreter der atypischen
IxB Proteine, namentlich IkB(, und dessen Einfluss auf die Genexpression. Frithere
Arbeiten hatten gezeigt, dass IkB( fiir die Genexpression einiger entziindungsfordernder
Faktoren essentiell ist. Zum ersten Mal konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,

dass IkB( auch die Expression eines entziindungshemmenden Faktors reguliert.
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4.1. IkB{ reguliert die 1110/IL-10 Expression

Die  phanotypischen  Eigenschaften  Nfkbiz-defizienter =~ Mé&use, die  auf
entziindungshemmende Effekte von IkB( schlieBen lassen, konnten bisher nicht in
kausalen Zusammenhang mit der Expression bekannter IkB{-abhéngiger Gene gebracht
werden. Daher wurden die Analysen auf die Expression entzindungshemmender Gene
ausgeweitet. Diese Analysen identifizierten IL-10, das bekannteste und potenteste

entziindungshemmende Zytokin, als neues IkBC-reguliertes Zielgen.

4.1.1. Etablierung eines Zellsystems zur Untersuchung der IkB-vermittelten
Genexpression

Aus Vorarbeiten und zahlreichen Publikationen zu IkB{ ist bekannt, dass
entziindungsfordernde Substanzen in Zellen der Makrophagen/Monozyten-Linie eine
erhohte Nfkbiz-Expression hervorrufen. Zugleich gehdren Makrophagen zu den
potentesten IL-10 sezernierenden Zellen, die als hauptverantwortlich fir I1L-10-
vermittelte Effekte angesehen werden und zentraler Bestandteil der zelluldren
angeborenen Immunantwort sind (siehe Kapitel 1.5.4). Daher wurden Peritoneal- (PM)
und Knochenmarksmakrophagen (KMM) aus Nfkbiz** und Nfkbiz** Mausen isoliert
und als Modellsystem fir die vorliegenden Untersuchungen etabliert. Die Identifizierung
und Charakterisierung dieser Zellen erfolgte mittels Detektion der fir makrophagenartige
Zellen charakteristischen Oberflachenmarker. In friiheren Untersuchungen wurde bereits
die Funktionalitdt der isolierten PM und KMM hinsichtlich klassischer
makrophagentypischer Effektorfunktionen verifiziert. Bei keinen der genannten
Charakteristika konnten Genotyp-abhdngige Unterschiede zwischen Nfkbiz"'"t und
Nfkbizk**® Makrophagen festgestellt werden (Abbildung 7A). Die isolierten PM und
KMM waren somit als Modellsystem zur Untersuchung der Genexpressionsregulation
durch IxkBC und speziell fir Untersuchungen zur Regulation der IL-10 Expression

geeignet.

4.1.2. 1110/1L-10 Genexpression ist von IkB¢ abhéangig
PM und KMM aus Nfkbiz"™ und Nfkbiz*“*® Mausen wurden in Gegenwart

entziindungsfordernder Substanzen kultiviert und die Genexpression analysiert. Die
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Analysen ergaben einheitlich verminderte 1110 mRNA Level in Nfkbiz“?*® PM und KMM
im Vergleich zu Nfkbiz"** PM und KMM (Abbildung 9). Diese Ergebnisse wurden
insbesondere mit der entziindungsférdernden Substanz LPS erzielt, die sowohl die Nfkbiz
Expression als auch die IL-10 Sekretion am starksten induzierte (Abbildungen 8 und
11A). Weitere entziindungsfordernde Substanzen wie PGN, IL-1f oder TNF-a fuhrten
nur zu einer gering erhdhten Expression von Nfkbiz und standen daher bei den

Untersuchungen IxkB(-vermittelter Effekte nicht im Vordergrund.

Die Abhéngigkeit der 1110 Expression von IkB{ konnte sowohl fiir naive Makrophagen
als auch unabhéngig von der Vorbehandlung (M1- oder M2-Polarisierung) der Population
(PM oder KMM) an Makrophagen gezeigt werden. Dies ist hervorzuheben, da die IkB(-
vermittelte Expression von 116 nur bei bestimmten Polarisierungen und Subtypen der
Makrophagen zu beobachten ist.”” Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die 1110
Expression, wenn sie durch einen entziindungsférdernden Stimulus ausgelést wird, in PM
und KMM streng IkB(-abh&ngig und unabhéngig vom jeweiligen Aktivierungszustand
der Makrophagen ist. Dagegen wird beispielsweise die Abhangigkeit von IxB( bei der
Expression von 116 durch die Markophagenpopulation und deren Aktivierungszustand

beeinflusst.”’

Weitere Hinweise auf eine Abhéngigkeit der Expression von IkB{ ergaben
Untersuchungen an genmodifizierten Raw264.7-TetOn-IkB{ Makrophagen. Durch
Zugabe von Doxycyclin kann in diesen Zellen die Expression von IkB( induziert werden.
In Raw264.7-TetOn-IxB{ Makrophagen bewirkte die induzierte Expression von
exogenem IkB( eine vermehrte Expression der 1110 mRNA (Abbildung 14B). Als
Positivkontrolle einer IkB{-gesteuerten Genexpression diente die Bestimmung der 116
Expressionlevel, die mit den Werten der Nfkbiz Expressionlevel ebenso korrelierte
(Abbildung 14B). Die alleinige Uberexpression von IkB{ war folglich ausreichend, um

die Transkription von 1110 zu induzieren.

Messungen der Proteinkonzentrationen im  Kulturiiberstand LPS-stimulierter
Makrophagen bestétigten die auf Transkriptionsebene gefundene [kB{-Abhangigkeit der
IL-10 Expression. Nach entsprechend starker und spezifischer Stimulation sezernierten
die Makrophagen relevante Mengen an IL-10. Nach LPS Stimulation, bei der zuvor die
stéarkste mRNA Expression gefunden wurde, wurden erwartunsgeman die hochsten 1L-10
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Konzentrationen im Kulturiiberstand gemessen. Unter Kontrollbedingungen sezernierten
Makrophagen keine nachweisbaren Mengen IL-10. Ebenso zeigten Makrophagen, die mit
IL-13 oder TNF-a behandelt wurden, kaum erhohte IL-10 Konzentrationen
(Abbildung 11A). Die Art der Polarisiserung der Makrophagen hatte ebenfalls einen
groRen Einfluss auf die Menge an sezerniertem 1L-10. Es wurden die IL-10
Konzentrationen von unbehandelten, M1- und M2-polarisierten Makrophagen bestimmt.
M1-polarisierte Makrophagen weisen starke antimikrobielle Eigenschaften auf und
vermitteln pro-inflammatorische Antworten, wahrend M2-polarisierte Makrophagen
anti-inflammatorische  Effektorfunktionen austiben (siehe Kapitel 1.4.1). M2-
Makrophagen haben neben der Rolle fur die Limitierung von Immunreaktionen auch eine
wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase. Dabei sezernieren
diese Makrophagen reduzierte Mengen an entziindungsférdernden Substanzen, wodurch
eine pathologische Immunantwort verhindert wird. Ebenso wird die im Rahmen einer
Entzindung ablaufende Umwandlung von M1- zu M2-polarisierten Makrophagen durch
IL-10 vermittelt. Dass Nfkbiz“?k® Makrophagen im Rahmen von Entziindungsreaktionen
im Genexpressionsmuster denen von M1-Makrophagen entsprechen, konnte bereits in
anderen Untersuchungen mit LPS-behandelten KMM angedeutet werden. Dabei wurde
in naiven Nfkbiz<% KMM nach LPS-Stimulation frithzeitig erhéhte Mengen an
phosphoryliertem STAT1 nachgewiesen, einem wichtigen Marker fur M1-aktivierte
Makrophagen (D. Hildebrand, personliche Mitteilung). Auch die in dieser Arbeit
gemessenen Genexpressionslevel M1-assoziierter Gene waren in Nfkbiz<?*® KMM nach
LPS-Stimulation im Vergleich zu Nfkbiz""* KMM signifkant erhéht (Abbildung 6B).
Eine verminderte Expression an IL-10 kann somit die M1-Polarisierung der Nfkbiz<o

Makrophagen zusatzlich begunstigen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die 1110/1L-10 Expression in Makrophagen
unabhdangig von Zelltyp und Stimulus auf mMRNA und Protein-Ebene durch IxB( reguliert
wird, und dass IxkB{ bereits im naiven Zustand mdglicherweise einen Einfluss auf die

Polarisierung der Makrophagen hat.
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4.1.3. Mechanismus der Regulation

Hinweise auf die zugrundeliegenden Mechanismen der IxkB(-abh&ngigen 1110/IL-10
Expression ergaben Reportergenanalysen mit IL-10 Promotorkonstrukten in Raw264.7-
TetOn-IkB{ Makrophagen. Doxycyclin-induzierte Expression von IkB( erhohte in diesen
Makrophagen die IL-10 Promotoraktivitit im Vergleich zu nicht IxkB{-exprimierenden
Zellen (Abbildung 15D). Auch fur die Regulation der IL-6 und LCN-2 Promotoren
konnte mit diesen Reportergenanalysen eine Abhéngigkeit von IkB({ gezeigt werden.
Bekannte NF-kB-abhingige, aber IkB(-unabhéngige Gene, wie beispielsweise Elaml,
zeigten in Reportgernanalysen keine erhéhte Promotoraktivitait nach Doxycyclin-
induzierter Expression von IkB{ im Vergleich zu nicht IkBZ-exprimierenden
Makrophagen (Abbildung 14D). Die alleinige Expression von IkB( ist somit hinreichend,

um die Promotoraktivitat seiner Zielgene zu erhéhen.

Weitere Reportergenanalysen wurden in Raw264.7 Makrophagen durchgefiihrt, um den
direkten EinfluR von I1kB{ und p50 auf die Regulation des IL-10 Promotors zu
untersuchen. Bekannt ist, dass IkB({ auf Transkriptionsebene (iber Protein-Protein
Interaktionen mit p50:p50 Homodimeren die Aktivitat des jeweiligen Zielgen-Promotors
reguliert.5? Die Reportergenanalysen konnten dies bestatigen, da in Raw264.7
Makrophagen die Expression von IkB{ und p50 allein jeweils keine Aktivierung des
IL-10 Promotors ausldste, wohingegen die kombinierte Expression beider Proteine zu
einer erhdhten Aktivitdt des IL-10 Promotors fiihrte (Abbildung 14C). Jedoch zeigen
aktuelle Daten, dass die Expression von p50 alleine bereits ausreichen sollte, um die
Aktivitat des IL-10 Promotors zu erh6hen.?® Entsprechende Studien von Cao et al.
wurden ebenfalls mit Reportergenkonstrukten in Raw264.7 Makrophagen durchgefiihrt.
Diese zu den hier gezeigten Ergebnissen im Widerspruch stehenden Daten sind
moglicherweise auf unterschiedliche Konzentrationen an p50:p50 Homodimeren im
Zellkern zurtickzufiihren. Da p50 Proteine selbst keine TAD besitzen und nur nach
Bindung an andere TAD-enthaltenden Proteine aus der NF-kB Familie ihren Einfluss auf
die Transkription ausliben, sollten niedrige Konzentrationen an p50:p50 Homodimeren
die Transkription nicht hemmen. Bei hohen Konzentrationen an p50:p50 Homodimeren
sollten jedoch durch Verdrangung transkriptionsaktiver TAD-enthaltender NF-xB

Proteine die Aktivierung der Transkription gehemmt werden. Eine endgultige
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Beurteilung der Wirkung von p50:p50 Homodimere auf die Aktivitat des IL-10
Promotors steht somit noch aus.

Versuche mit KMM aus Nfkb1(p50)-defizienten Mausen zeigten vergleichbare
Ergebnisse hinsichtlich der Expression von IL-10-mRNA und Protein.?'® Folglich ist
davon auszugehen, dass p50:p50 Homodimere und 1kB{ notwendig fur die vollstandige
Aktivierung des 1L-10 Promotors sind und dass das Fehlen eines dieser Faktoren zu

verminderter Expression von IL-10 fihrt.

Die Regulation der Promotoraktivitat erfolgt klassischerweise Uber Transkriptions-
faktoren. Bis heute wurden zahlreiche Transkriptionsfaktoren identifiziert, die an den
IL-10 Promotor binden und seine Aktivitat modulieren. 1B erweitert diese Liste der
IL-10 Promotor-regulierenden Faktoren. Geringe Mengen an IL-10 werden von
Nfkbiz““*® KMM allerdings noch sezerniert. Dies zeigt, dass IkB¢-unabhingige
Mechanismen existieren, welche die 1L-10 Expression beeinflussen. Der Einfluss derartig
zahlreicher Faktoren verdeutlicht die komplexe und genau regulierte Expression von

IL-10, die die vielfaltige Rolle von IL-10 im Rahmen von Erkrankungen widerspiegelt.?*

Chromatinimmunoprazipitations (ChlIP)-Analysen wurden durchgefihrt mit der
Zielsetzung, den Grad der H3K4-Trimethylierung an bestimmten Promotorbereichen zu
untersuchen. Vergleichende Experimente mit Chromatin LPS-stimulierter Nfkbiz""** und
Nfkbizo*® KMM zeigten eine Anreicherung der H3K4-Trimethylierung am proximalen
IL-10 und IL-6 Promotor fur Nfkbiz"¥"* KMM. Diese Anreicherung war bei ChIP-
Analysen mit Nfkbiz**® KMM nicht festzustellen. Als Negativkontrolle diente die
Untersuchung der Anreicherung am TNF-a Promotor. Hier wurden erwartungsgeman
keine Genotyp-abhdngigen Unterschiede in der H3K4-Trimethylierung festgestellt
(Abbildung 17). Der H3K4-Trimethylierungsgrad wird als klassischer Marker fur aktive
Transkription angesehen und ist ein Hinweis auf den direkten Einfluss von 1kB( auf die
Rekrutierung Chromatin-modifizierender Enzyme und den Einfluss auf das Chromatin-
Remodeling. Dies ist in Ubereinstimmung mit kirzlich verdffentlichten Daten, die
verdeutlichen, dass IxB( direkt an der Rekrutierung des SWI/SNF Komplexes beteiligt
ist und damit die Zuganglichkeit zu transkriptionsrelevanten DNA-Abschnitten von
Zielgenen reguliert.®° Ebenso konnte die Assoziation mit bestimmten Histondeacetylasen
fiir kB gezeigt werden®!®, die ebenfalls am Chromatin-Remodeling beteiligt sind. Diese
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Theorie unterstlitzend, findet man im Genbereich des IL-10 Promotors keine CpG-Insel-
Motive. Diese DNA-Bereiche sind klassischerweise mit der Transkription primarer NF-
kB-Zielgene in Makrophagen assoziiert (siehe 1.2.1.3). Der Mechanismus des
Chromatin-Remodelings an Promotorabschnitten ohne CpG-Inseln erfolgt somit unter
anderem Uber IkB(, wie kirzlich in TLR-aktivierten Makrophagen gezeigt werden

konnte.®0

Die IL-10 Expression wird somit hauptsachlich auf transkriptioneller Ebene reguliert,
indem 1kB( einerseits die Zuganglichkeit zum IL-10 Promotor durch Rekrutierung von
Chromatin-Remodeling Faktoren reguliert und andererseits direkt tber Interaktionen mit
p50:p50 Homodimeren die 1110 Expression am IL-10 Promotor aktiviert. Dies

unterstreicht die Schlusselrolle von 1kB( bei der 1L-10 Expression.

4.1.4. Physiologische Relevanz

4.1.4.1. Rolle der IL-10 Sekretion von Makrophagen in der Immunantwort
Makrophagen kdnnen nach pro-inflammatorischer Stimulation mit der Ausschiittung von
IL-10 reagieren. Wie in dieser Arbeit gezeigt, sezernieren nach Kultivierung mit LPS
naive wie auch M2-polarisierte Makrophagen grolRe Mengen an IL-10. M1-polarisierte
Makrophagen sezernieren hingegen deutlich geringere Mengen IL-10 (Abbildung 12).
Dies bestatigt das bisherige klassische Aktivierungsmodell von Makrophagen, in dem
klassisch aktivierte (M1) Makrophagen durch Sekretion grofRer Mengen von IL-6 und
TNF-o in Kombination mit geringen Mengen an sezerniertem IL-10 beschrieben werden.
Alternativ aktivierte (M2) Makrophagen hingegen sezernieren erhdhte Mengen an IL-10
und verminderte Mengen an TNF-a. Proteinmessungen mit LPS stimulierten Nfkbiz"/"t
KMM bestatigten diese Annahmen. In Nfkbiz**® Makrophagen wurden fiir alle drei
Polarisierungsgrade reduzierte 1L-10 Proteinkonzentrationen gemessen (Abbildung 12).
Abhéangig von den Umgebungsbedingungen kann sowohl eine M1- als auch eine M2-
Polarisierung fiir die entsprechenden Effektorfunktionen der Makrophagen sinnvoll sein.
Klassisch aktivierte Makrophagen sezernieren entziindungsfordernde Substanzen, die zur
Rekrutierung und Aktivierung zahlreicher weiterer Immunzellen fihren, um
eindringende Erreger schnell und effektiv zu beseitigen. Dieser VVorgang fiihrt allerdings
ohne entsprechende Hemmung recht schnell zur Schadigung des Wirtsgewebes. Deshalb
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wird das entzindungshemmende Zytokin IL-10 ausgeschuttet, um die Immunreaktion
abzubremsen. Eine Fehlregulation der IL-10 Sekretion kann folglich starken Einfluss auf
den Verlauf einer Immunreaktion nehmen. Ein Defekt in der IL-10 Expression fuhrt zu
Immunpathologien, im Rahmen derer es zur Gewebeschadigung und dauerhafter
Aktivierung des Immunsystems kommen kann. Mdgliche Folgen sind chronische
Entzindungen und Stérungen der Gewebehomdostase. Eine strikte Regulation der IL-10
Expression in Makrophagen ist daher absolut erforderlich. Die vorliegende Arbeit zeigt

eindeutig, dass 1kB( hierbei eine entscheidende Rolle zukommit.

4.1.4.2. Weitere IL-10 produzierende Zellen

Zusatzlich zu den gezeigten Daten, die durch Verwendung von PM und KMM gewonnen
wurden, sind in dieser Arbeit murine embryonale Fibroblasten (MEFs) aus Nfkbiz<?/
Mausen isoliert und hinsichtlich der Abhdangigkeit der IL-10 Expression von IkB(
untersucht worden. Auf Genexpressionsebene konnte durch Bestimmung der
Transkriptionslevel nach LPS-Kultivierung der Fibroblasten fur 1110 und 116 eine 1kB(-
abhangige Expression gezeigt werden. Jedoch waren die sezernierten Proteinmengen an
IL-10 im Vergleich zu den sezernierten Mengen der KMM gering. Im Gegensatz dazu
entsprachen die sezernierten Mengen an IL-6 denen der KMM. Man kann folgern, dass
die IkB{-abhangige Expression von IL-10 prinzipiell auch in Fibroblasten konserviert ist,
allerdings muss hier von einer untergeordneten physiologischen Relevanz ausgegangen
werden, da die sezernierten Mengen wahrscheinlich keinen Einfluss auf die IL-10
Gesamtmenge eines Organismus nehmen. Entsprechende in vivo Studien mit
gewebespezifischen IkB({-knockout M&usen kénnten hierbei weitere Informationen zur

Relevanz der 1L-10 Sekretion durch Fibroblasten geben.

Neben den in dieser Arbeit verwendeten Makrophagen und Fibroblasten, existieren
zahlreiche weitere Zellarten, die ebenfalls groRen Einfluss auf die IL-10 Proteinmenge
eines Organismus nehmen. Nahezu alle Immunzellen kénnen IL-10 sezernieren, was die
Schlusselrolle von IL-10 im Rahmen einer Immunantwort bekréftigt. Unter anderem
wurde die Regulation der 1L-10 Expression durch IkB( in primdren B220" B-Zellen
beschrieben.?!® Die Autoren erwihnen darin ebenfalls die Abhangigkeit der IL-10

Expression (MRNA und Protein) von IxB{. Weitere Studien haben allerdings gezeigt,
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dass IL-10 assoziierte Effekte vor allem durch Zellen aus der Makrophagen/Monozyten-
Linie vermittelt werden. In einem LPS-vermittelten Endotoxamiemodell konnte gezeigt
werden, dass fiir die Unterdriickung einer Immunreaktion das VVorhandensein des IL-10
Rezeptors auf Makrophagen/Monozyten, nicht jedoch auf Lymphozyten, essentiell ist.?%
IL-10 Rezeptor-(1110R1)-knockout Mé&use haben eine erhohte Anfalligkeit flr chemisch
induzierte Darmentziindungen, die vergleichbar mit denen bei 1110-knockout Mé&usen ist.
Makrophagen/Monozyten sind also die zentralen Vermittler IL-10- assoziierter chronisch

entziindlicher Darmerkrankungen.

Es bedarf weiterer Untersuchungen, um zu kldren, ob die Regulation der IL-10
Expression in allen Zellen des Immunsystems durch IxB( vermittelt wird. Zusétzlich
sollten auch Nicht-Immunzellen untersucht werden, ob diese auch IkB{-abhédngig IL-10
sezernieren. Dies konnte dazu beitragen, die komplexen Vorgange bei der Hemmung

einer Immunantwort besser zu verstehen.

4.1.4.3. Von der molekularen zur systemischen Wirkung — Interleukin-10 im
Rahmen von Erkrankungen

Das Verstandnis der molekularen Mechanismen, die der Regulation der IL-10 Expression
zugrunde liegen, ist von entscheidender Bedeutung, um auf physiologische Vorgange
aufmerksam zu werden, die durch IL-10 beeinflusst werden oder durch IL-10
beeinflussbar sind. Dazu z&hlen Immunpathologien im Allgemeinen, die abhangig vom
Ausmald der Veranderung der IL-10 Expression unterschiedlichste Auswirkungen haben
kénnen. Ein UbermaR an IL-10 unterdriickt die addquate Reaktion auf Entziindungsreize,
wie sie bei Infektionen auftreten kdnnen. Verringerte 1L-10 Level hingegen fuhren zu
pathologischen Immunreaktionen durch ein GbermaRig aktives Immunsystem, das zu
Autoimmunkrankheiten oder chronischen Entzindungen filhren kann. Diese
gegensétzlichen Auswirkungen fehlgesteuerter IL-10-Sekretion machen deutlich, dass
eine strikte Regulation der IL-10 Expression fur die Immunhomdostase eines Organismus

von grolder Bedeutung ist..

Die phanotypischen Eigenschaften von 1110-defizienten Mé&usen belegen fiir 1L-10 eine
wichtige Funktion in der Aufrechterhaltung der intestinalen Immunhomgostase. 11105/

Méuse entwickeln sporadisch auftretende intestinale Entziindungen, die denjenigen im
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Rahmen von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen entsprechen.?!” Des Weiteren
zeigen 1110-defiziente Méuse nach LPS-Injektion erhohte Konzentrationen an
zirkulierendem TNF-o. und sind besonders anféllig fir einen LPS-induzierten septischen
Schock.?% Fiir Nfkbiz-defiziente Mause konnten nach LPS-Injektion ebenfalls erhéhte
TNF-o Level im Blut bestimmt werden, genauso wie eine erhdhte Préadisposition fur
chronisch entziindliche Darmerkankungen zu finden ist.%? Die IkB{-Abhangigkeit der
IL-10 Expression kénnte somit ursachlich flr einige phanotypische Eigenschaften der
Nfkbiz*”*® Maus sein. Es muss allerdings erwahnt werden, dass 1110-defiziente Mause
keine der in Nfkbiz-defizienten Mausen beschriebenen dermalen Auffélligkeiten
entwickeln. IkBZ-Defizienz &uf3ert sich noch in weiteren phanotypischen Auffalligkeiten.
IxB( spielt in epithelialem Gewebe eine wichtige Rolle zur Erhaltung einer ,,epithelialen
Homdostase™ indem es als antiapoptotisches Protein in diesen Zellen wirkt.® I«B(-
Defizienz wird in diesen Zellen als Ursache fiir die Entwicklung der Dermatitis-ahnlichen
Lasionen angesehen.®® Es konnte gezeigt werden, dass die 1110 mRNA Level in
Epithelzellen von Psoriasis befallener Areale vermindert sind®'® 2'° und eine IL-10
Supplementation als Therapie dissuktiert wird.?’® Ein Zusammenhang mit einer
fehlregulierten lkB(-abhé&ngigen IL-10 Expression konnte hier folglich ebenso als
Ursache zugrunde liegen.

Eine Dysregulation der IL-10 Sekretion kann fir eine Vielzahl von Erkrankungen und
Pathologien verantwortlich sein. In Abbildung 18 sind beispielhaft einige Organ-
bezogenen Erkrankungen aufgefuhrt, die mit pathologisch verdnderten [L-10

Konzentrationen, lokal oder systemisch, assoziiert sind.??°

Neben der dominanten Rolle von IL-10 im Rahmen von Infektionen und Entziindungen
im Tier konnten zahlreiche Studien einen Einfluss von IL-10 auch auf pathologische
Vorgange im Menschen aufzeigen. Nennenswert sind vor allem chronisch entzlindliche
Darmerkrankungen, bei denen es zu Schadigungen in der Darmwand kommt, die wie
bereits beschrieben auf verminderten IL-10 Konzentrationen beruhen. Bisherige Studien
konnten allerdings fur die systemische Gabe von IL-10 keine prognostische Verbesserung
der Erkrankung aufweisen. Deutlich bessere Ergebnisse wurden hingegen mit der
intraintestinalen Einbringung von IL-10 sezernierenden gramnegativen Kokken
(Lactococcus lactis) in zwei Mausmodellen erzielt.??! 1110-defiziente Mause entwickelten

nach Einbringung dieser Bakterien keine typische Phanotyp-assoziierte Kolitis.
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Abbildung 18: Mdglicher Einfluss der IkBC-abhéngigen Expression von IL-10 auf
pathophysiologische Prozesse

Schematische Darstellung von pathophysiologischen VVorgéngen, die durch eine fehlregulierte IL-
10 Expression moglicherweise begunstigt werden. Im Speziellen handelt es sich um Vorgénge
bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von malignen und rheumatischen Erkrankungen, bei
Infektionen, Dermatosen, Abstollungsreaktionen von Transplantaten, chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen und bei immunologischen Vorgéngen im Zentralnervensystem. Die
Abbildung wurde mit Hilfe von Servier Medical Art erstellt.

Ebenso verbesserten sich M&use klinisch nach Lactococcus lactis -Einbringung, bei

denen chemisch eine Kolitis induziert wurde. Auch hier ist ein Zusammenhang zwischen
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einer moglichen Dysfunktionalitat von 1«kB{ mit assoziierter Fehlregulation der IL-10
Expression vorstellbar. Neben diesen Erkrankungen sind auch rheumatologische und
maligne Erkrankungen mit pathologischen IL-10 Konzentrationen assoziiert. Zu nennen
sind hier Beobachtungen an Lymphomzellen aus diffusgroRzelligen B-Zelllymphomen,
fur die im Rahmen einer dauerhaften Aktivierung von NF-kB eine Kkonstitutive
Expression von IkB( gezeigt wurde.®® Passend zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten
mit induzierbar IkB(-exprimierenden Raw264.7-TetOn-1xB{ Makrophagen wurden in
diesen Lymphomzellen ebenfalls konstitutiv erhdhte 1110/IL-10-mRNA und Proteinlevel
gemessen. Ob und inwieweit IL-10 zur Pathogenese, beziehungsweise Progression der
Erkrankung beitragt, ist jedoch noch unverstanden.

Insgesamt ist noch erheblicher Forschungsaufwand nétig, um beurteilen zu kdnnen
inwieweit erhdhte oder erniedrigte, lokale oder systemische IL-10 Konzentrationen zur
Pathogenese von den dargestellten Erkrankungen beitragen. Ein tiefergehendes
Verstdndnis der IxBC-regulierten Expression von IL-10 kann dabei helfen die

Pathogenese dieser Erkrankungen besser zu verstehen.
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4.2. Ausblick und offene Fragen

Die hier prasentierten Resultate lieferten neue Erkenntnisse zur Funktion von IkBC. Zum
ersten Mal wurde die Rolle von IkB{ im Zusammenhang mit der Expression eines
entziindungshemmenden Faktors aufgezeigt. Dies bekréftigt die zentrale Bedeutung von
IkB{ im Rahmen von Immunreaktionen und zeigt eine molekulare Ursache, die
mitverantwortlich fir die phanotypischen Eigenschaften der Nfkbiz-defizienten Mause
sein durfte. Um abschétzen zu konnen, inwieweit die in dieser Arbeit dargelegte 1kB(-
abhangige Regulation der IL-10 Expression Auswirkungen auf das Gesamt-IL-10 Level
eines Organismus hat, bedarf es zusatzlicher funktioneller Versuchsansétze und in vivo
Experimente. Schlussendlich gilt es auch die Frage zu beantworten inwiefern mogliche
IxBC-Inhibitoren die Expression von IL-10 physiologisch beeinflussen kénnten. Und
inwieweit systemische Gaben von IL-10 die phénotypischen Eigenschaften der Nfkbiz-
defizienten Mé&use aufheben kodnnen. Ein verbessertes Verstandnis Uber die IxB(-
vermittelten Effekte am I1L-10 Promotor wie auch tiber die Mechanismen, die der IL-10
Expression in verschiedenen Zellentypen zugrunde liegen, wird zweifelslos dazu
beitragen, neue Strategien fur therapeutische Ansétze gegen Erkrankungen zu entwickeln,

die mit pathologischer IL-10 Expression assoziiert sind.
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5 Zusammenfassung

Der ubiquitar exprimierte Transkriptionsfaktor NF-xB ist hauptverantwortlich fiir die
Aktivierung und Regulierung der angeborenen Immunantwort. Die prazise Regulation
immunrelevanter Gene wird tber das Zusammenspiel von NF-kB mit Koaktivatoren wie
dem hier untersuchten Protein IkB( gesteuert. IkB( gehort zur Gruppe der atypischen
"Inhibitor von NF-kB" Proteine und ist essentiell fiir die Expression zahlreicher
entziindungsfordernder Gene wie IL-6, IL-12p40 und GM-CSF. Entgegen der Erwartung

entwickeln IkB{-defiziente Mause jedoch einen pro-inflammatorischen Phanotyp.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Zielgene von IkB( zu identifizieren, welche den pro-
inflammatorischen Phanotyp der Nfkbiz“”*° Mauslinie erklaren. Da die chronischen
Entziindungen der Nfkbiz“® M&use nicht mit den beschriebenen genregulatorischen
Funktionen von IkB( erklart werden konnen, wurden Genexpressionsanalysen von
Peritoneal- und Knochenmarksmakrophagen aus Nfkbiz™"™ und Nfkbiz“*® Méausen
durchgefiihrt. Als ein in Nfkbiz<%° Makrophagen dysreguliertes Gen wurde
Interleukin-10 (IL-10) identifiziert. Da IL-10 maRgeblich an der Begrenzung und
Hemmung der Immunantwort beteiligt ist, konnte die in Nfkbiz**® Makrophagen
ausbleibende Induktion von IL-10 den pro-inflammatorischen Phénotyp der Nfkbizko'

Mauslinie erklaren.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten erstmals eine Abhédngigkeit der IL-10
Expression von IkB{ in Makrophagen. IkB(-defiziente Makrophagen exprimieren in
Gegenwart pro-inflammatorischer Agenzien wie Lipopolysaccharid oder Peptidoglykan
deutlich reduzierte Mengen IL-10 mRNA und Protein. Im Gegensatz zu bisher
beschriebenen Zielgenen von IkB( ist die Regulation der IL-10 Expression unabhangig
sowohl vom Makrophagen-Subtyp als auch dem Status der Makrophagen-Polarisierung.
Reportergenanalysen mit IL-10 Promotorkonstrukten zeigen eine Expressions-
verstarkung durch IkB{ im Zusammenspiel mit p50:p50 Homodimeren. Da IkB( die
Genexpression durch Rekrutierung Chromatin-modifizierender Enzyme an den 1L-10
Promotor steuert, erhalten basale Transkriptionsfaktoren erleichtert Zugang zum I1L-10
Promotor. Dies konnte mittels Chromatin-Immunoprézipitation nachgewiesen werden,

die eine IkB(-vermittelte Transkriptions-verstarkende Histon H3 Lysin K4
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Trimethylierung am IL-10 Promotor belegen. IxkB{ fungiert folglich als
Transkriptionsaktivator der 1L-10 Expression.

Zusammenfassend wird erstmalig die IkB(-abhdngige  Expression eines
entziindungshemmenden Zytokins, 1L-10, gezeigt. Der pro-inflammatorische Phanotyp
Nfkbiz-defizienter Mduse konnte somit durch die verminderte IL-10 Induktion erklart
werden. Die IkB(-abhangige Regulation der IL-10 Expression ist insofern interessant, als
zahlreiche Erkrankungen mit pathologischen IL-10 Konzentrationen assoziiert sind. Fir
diese Erkrankungen konnte die therapeutische Beeinflussung von IkB{ daher neue

Therapieansétze aufzeigen.
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