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Immer mehr Berichte deuten darauf hin, dass nicht-kodierende RNAs an der Regulation des
Immunsystems beteiligt sind. In dieser Arbeit wurden nicht-kodierende RNAs identifiziert,
die durch zwei unterschiedliche immunologische Prozesse in zwei verschiedenen Zelltypen
reguliert wurden. Zum einen wurde das Transkriptom von Multiplen Myelom-Zellen in
Abhangigkeit von der Interleukin-6-Stimulation untersucht. Dabei wurden einige sehr lange,
IL-6-regulierte macroRNAs identifiziert, die STAIRs (STAT3-induced RNAs). Bei den STAIRs
handelt es sich wahrscheinlich um funktionelle, kontinuierliche, nicht-kodierende
macroRNAs, die im Zellkern angereichert sind. Einige STAIRs dienen eventuell zusatzlich
oder ausschlieBlich als Primartranskript fir gespleiSte, lange ncRNAs (IncRNAs), die weitere
Funktionen in der Zelle ausliben konnen. Die STAIRs weisen eine groRe Bandbreite an
Gewebsspezifitat auf und bei den Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten sich Hinweise,
dass sie sich fur verschiedene Krebserkrankungen als Biomarker eignen kénnten. Die zweite
Transkriptomanalyse wurde bei der Aktivierung naiver T-Zellen durchgefiihrt. Dabei
offenbarte sich, dass die Zellen bei diesem Prozess einen dramatischen Wechsel ihres
Transkriptionsprogrammes vollziehen und eine Vielzahl nicht Protein-kodierender Gene
reguliert werden. Es wurde die Regulation von ncRNAs, die bisher noch nicht im
Zusammenhang mit T-Zellen beschrieben wurden, beobachtet und erneut unbekannte,
differentiell exprimierte Bereiche identifiziert. Im Anschluss wurde STAIR18, eine nicht-
kodierende RNA, die durch die beiden untersuchten Signalwege reguliert wird, eingehender
untersucht. Es zeigte sich, dass STAIR18 im menschlichen Genom dupliziert ist und beide
Loci die gespleilite, lange ncRNA152 in diversen Varianten transkribieren. ncRNA152 ist
hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert und befindet sich dort anscheinend in
perinukledren Aggregaten. Die verschiedenen ncRNA152-Isoformen scheinen unter-
schiedliche Funktionen auszufiihren. Einerseits ist eine Wirkung als competing endogenous
RNA wahrscheinlich. Eine weitere Aufgabe der ncRNA152 scheint darin zu bestehen, das
STAT3-Primartranskript zu stabilisieren oder dessen Prozessierung zu férdern.
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1 Einleitung

1.1 Nicht-kodierende RNAs

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Hauptaufgabe zellularer RNA in der Vermittlung
von Informationen von DNA zu Proteinen besteht. Diese Ansicht dnderte sich, als
Sequenzierungen und Tiling Arrays die Untersuchung des humanen Transkriptoms
ermoglichten. GrofRangelegte Transkriptomstudien offenbarten, dass fast das komplette
menschliche Genom transkribiert wird'™ und das, obwohl der Anteil Protein-kodierender
Sequenz nur 1,2 Prozent betragt’. Oft werden beide DNA-Stringe transkribiert und es
zeigen sich sehr komplexe Strukturen ineinander verschachtelter und tiberlappender sense
und antisense Transkripteinheiten, die auch noch unterschiedlich gespleilRt werden
konnen®. Humane Zellen produzieren demnach eine Unmenge an Transkripten, die nicht fiir
Proteine kodieren, da sie keinen oder nur einen sehr kurzen offenen Leserahmen
aufweisen, und daher als nicht-kodierende RNAs (ncRNAs) bezeichnet werden.

Auch wenn die aktuelle Literatur von kurzen RNAs dominiert wird, existiert eine steigende
Anzahl an Berichten, die funktionelle, lange nicht-kodierende RNAs beschreiben. Im
Moment fehlt eine zufriedenstellende Klassifizierung fir diese Transkripte. Auf Grundlage
einer praktischen Abgrenzung bei biochemischen Fraktionierungen werden willkiirlich
Transkripte als lange nicht-kodierende RNAs betrachtet, die langer als 200 Nukleotide sind.
Da viele lange nicht-kodierende RNAs nur in geringem Mald exprimiert werden und die
meisten eine geringere Sequenzkonservierung aufweisen als mRNAs, wurden sie anfangs
als transkriptionelles Rauschen komplexer, mit evolutionarem Schutt Giberlagerter Genome
dargestellt. In Veroffentlichungen der letzten Jahre treten lange nicht-kodierende RNAs
immer ofter als zentrale Spieler der Zellbiologie in Erscheinung®”. Im Vergleich zu Protein-
kodierenden Transkripten kennen wir zurzeit nur eine kleine, aber schnell wachsende
Anzahl langer nicht-kodierender RNAs, die eine Rolle bei der Regulation der Genexpression
spielen. Die exakte biologische Aufgabe der groBen Mehrheit dieser Transkripte ist noch
immer unbekannt.

LncRNAs werden normalerweise wie mRNAs durch die RNA-Polymerase |l transkribiert,
viele werden auch polyadenyliert und gespleift®. Zusitzlich weisen sie epigenetische
Modifikationen auf, die fiir Protein-kodierende Gene ublich sind, wie die Trimethylierung
des Histon 3 am Lysin 4 (H3K4Me3) im Promotor und die H3K36-Trimethylierung entlang
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des transkribierten Bereiches’. Bei genauerer Betrachtung zeigen auch viele lange nicht-
kodierende RNAs Stellen relativer Sequenzkonservierung™ und noch mehr weisen diese auf
Sekundarstrukturlevel auf'’. Die Promotoren von ncRNAs sind auRerdem &hnlich hoch
konserviert wie die Protein-kodierender Gene'®. Zudem schlieBt fehlende Konservierung
eine Funktion der IncRNAs nicht aus, wie einige wichtige, kaum konservierte IncRNAs
zeigen™. Lange nicht-kodierende RNAs weisen geringere und gewebsspezifischere
Expressionen als Protein-kodierende Gene auf™. Im Vergleich zu mRNAs sind die meisten
nicht-kodierende RNAs nicht im Zytoplasma, sondern im Zellkern angereichert — was mit
ihrer beschriebenen Rolle als Regulatoren der epigenetischen Genexpression vereinbar
ist*'°. Des Weiteren wurde berichtet, dass lange nicht-kodierende RNAs mehr zur
Zelllinienspezifitit beitragen als Protein-kodierende Gene’. Auch phanotypische
Unterschiede sowohl zwischen Individuen als auch zwischen Spezies scheinen hauptsachlich
in Abweichungen nicht-Protein-kodierender Sequenzen begriindet zu sein und durch die

1033 aus diesem Blickwinkel betrachtet,

Variation der Genexpression verursacht zu werden
lasst sich auch die entwicklungsbiologische Komplexitdt von Organismen erklaren. Die
Wissenschaft beschaftigte sich lange mit dem Paradoxon, dass weder die Menge zellularer
DNA noch die Anzahl an Genen mit der biologischen Komplexitdt von Eukaryoten

14,15

korreliert™™. Zwischen der Menge an nicht-Protein-kodierenden Sequenzen und der

318 Zusammen mit der

biologischen Komplexitdt besteht hingegen eine starke Korrelation
Beobachtung, dass auch der GroRteil nicht-kodierender DNA in RNA umgesetzt wird, lasst
sich ein Modell ableiten, indem Proteine weitestgehend unveranderliche Effektormolekile
darstellen, die durch eine immer komplexere Zusammenstellung nicht-kodierender RNAs
reguliert werden und somit die Evolution und Entwicklung komplexer Organismen

ermoglicht wurde'’.

1.1.1 Funktionen langer nicht-kodierender RNAs

LncRNAs erfiillen wichtige Aufgaben in fast allen Aspekten der Zellbiologie — von der
nukledren Organisation und epigenetischer Regulation bis zur Steuerung der Genexpression

auf dem Level der Transkription, RNA-Prozessierung und Translation®*.

Jungste
Untersuchungen haben deutlich gemacht, dass IncRNAs die Genexpression Uber diverse
Mechanismen regulieren. AuBerdem wurde gezeigt, dass dhnlich dem, was tber Proteine
bekannt ist, auch lange nicht-kodierende RNAs mehr als eine Funktion ausfiihren konnen?.
Einige IncRNAs binden bestimmte Proteine und fiihren die resultierenden Komplexe zu
bestimmten genomischen Orten, um epigenetische Veranderungen zu bewirken und die

1821 Cis-regulatorische IncRNAs beeinflussen dabei die

Genexpression zu regulieren
Genexpression benachbarter Gene, wohingegen andere IncRNAs entfernte Gene in trans
regulieren konnen. Allerdings ist in den meisten Fillen der genaue Mechanismus, wie

IncRNAs ihre Zielgene spezifisch regulieren, noch nicht aufgeklart und ihre Bindungsstellen
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im Genom sind noch weitestgehend unbekannt. Eine andere Gruppe von IncRNAs besitzt

1821 Diese

unterschiedliche Domanen, an die verschiedene Effektormolekiile binden kdnnen
IncRNAs dienen als Gerist fiir Multiproteinkomplexe und vermitteln den Zusammenbau
multipler molekularer Komponenten in einer zeit- und ortsspezifischen Weise. Viele der
IncRNAs binden Chromatin-modifizierende Komplexe®> — wahrscheinlich um sie zu
spezifischen genomischen Orten zu fiihren und dort die Expression von Genen zu
regulieren. In Verbindung mit anderen makromolekularen Komplexen kdnnen IncRNAs aber
auch posttranskriptionell die Prozessierung oder Translation von RNAs beeinflussen. Eine
weitere Klasse langer nicht-kodierender RNAs bindet Protein- oder RNA-Molekiile und

1821 sje wirken als

nimmt diese in Beschlag, Ubt aber keine zusatzlichen Effekte aus
molekulare Fallen und verhindern, dass die gebundenen Molekiile ihre Funktion ausiiben
konnen. Sie kdnnen zum Beispiel spezifische Transkriptionsfaktoren beschlagnahmen und
so die Repression oder Aktivierung von deren Zielgenen unterbinden. Des Weiteren wurde
beispielsweise fiir die Transkripte einiger Pseudogene beschrieben, dass diese
konkurrierende endogene RNAs darstellen, die als Falle flir miRNAs fungieren und somit

bestimmte mRNAs vor dem Abbau durch diese miRNAs schiitzen®.

Auch wenn das Wissen Uber die molekularen Mechanismen der IncRNA-Funktionen

18,19,21 .
%%, Eine

zunimmt, ist die Wirkungsweise der meisten IncRNAs noch immer nicht bekannt
erste grofRangelegte in vivo Untersuchung langer nicht-kodierender RNAs wurde 2013
veroffentlicht. Sauvageau et al. generierten Knockout-Mausmodelle fiir 18 ausgewahlite
lange intergenische nicht-kodierende RNAs (lincRNA). Drei der Mausmutanten wiesen
embyonale oder postnatale Letalitdt auf, zwei weitere Knockout-Modelle zeigten
Phanotypen mit Wachstumsdefekten®. Dies l4sst erkennen, dass nicht-kodierende RNAs in
vivo auch wichtige entwicklungsbiologische Funktionen innehaben. Selbst wenn nicht alle
ausgeschalteten lincRNAs einen Phanotyp aufwiesen, sollte man negative Resultate mit
Bedacht interpretieren, da selbst Knockout-Experimente umfangreich exprimierter,
regulierter oder besonders hoch konservierter langer nicht-kodierender RNAs des

22 yjeles deutet darauf hin, dass

Saugergenoms keinen wahrnehmbaren Phanotyp zeigten
die stark exprimierten und konservierten ncRNAs eine Funktion innehaben. Mdgliche
Erklarungen, dass man nach Ausschalten dieser ncRNAs keinen Phanotyp beobachten kann,
konnten die funktionelle Redundanz mit anderen RNAs oder kompensatorische
Mechanismen sein. Weitere Forschung ist n6tig, um das Wissen Uber die Funktionsweisen
der IncRNAs, deren regulatorische Signalwege und Netzwerke auszubauen und unser

zellbiologisches Verstandnis zu verbessern.
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1.1.2 Lange nicht-kodierende RNAs in Krebserkrankungen

Krebs ist eine grolRe Gruppe verschiedener Erkrankungen, bei denen sich abnorme Zellen
unkontrolliert teilen und dazu tendieren in andere Gewebe einzuwandern. Unter
Betrachtung der umfangreichen Aufgaben, die lange nicht-kodierende RNAs in zelluldren
Netzwerken innehaben, ist es nicht Giberraschend, dass deregulierte ncRNAs auch mit
humanen Erkrankungen, insbesondere Krebs, in Verbindung gebracht wurden'™*. Fir
einige IncRNAs konnte bereits gezeigt werden, dass sie in bestimmten Krebstypen
differentiell exprimiert werden und mit einer bestimmten Prognose oder Tumor-

metastasierung bei diesen Erkrankungen korrelieren®?’

. Transkriptionelles Profiling hat
verdeutlicht, dass differentiell exprimierte IncRNAs mit der Pathogenese von Krebs-
erkrankungen assoziiert sind*®. AuBerdem wurden bereits einige lange nicht-kodierende
RNAs wie ANRIL (antisense non-coding RNA in the INK4 locus)®**°, GAS5 (growth arrest
specific 5)*, H19****, HOTAIR (HOX transcript antisense intergenic RNA)***>, IncRNA-ABT
(IncRNA-activated by TGF-B)*®, MALAT1 (metastasis-associated lung adenocarcinaoma

37-41

transkript 1) und MEG3 (maternally expressed 3)**® beschrieben, die als Tumor-

suppressor oder Onkogen fungieren.

Es wird immer offensichtlicher, dass IncRNAs neben Proteinen, mRNAs und miRNAs als
neue unabhangige Biomarker fir die friihe Diagnose und Prognosevorhersage bei Krebs-
erkrankungen geeignet sind'®*?’. Die Liste krebsassoziierter IncRNAs wéchst rasant. Die
Entdeckung deregulierter INcRNAs reprasentiert nicht nur ein neues Level an Komplexitat in
der molekularen Architektur humaner Erkrankungen, sondern eroffnet ebenfalls die
Moglichkeit sie als diagnostische Marker und therapeutische Ziele zu nutzen®. Der Einsatz
von IncRNAs als Biomarker konnte Vorteile haben, besonders wenn sie einfach in
biologischen Fliissigkeiten detektiert werden kénnen®. So zeigt eine aktuelle Studie mit
finf ausgewdhlten langen nicht-kodierenden RNAs, dass die Menge von vier der
untersuchten IncRNAs im Blutplasma von Multiplen Myelom Patienten von der gesunder
Spender abweicht und mit dem Stadium der Erkrankung korreliert”. Im Gegensatz zu
MRNA ist nicht-kodierende RNA selbst ein funktionelles Molekil und ihr Expressionslevel
kénnte ein besserer Indikator einer Erkrankung sein als die Expression einer Boten-RNA.
Zusatzlich legt das hoch spezifische Expressionsmuster langer nicht-kodierender RNAs nahe,
dass es erfolgreich zur akkuraten Krankheitsdiagnose und Klassifizierung verwendet werden
kann. Auch wenn diese Anwendung erst in der Entwicklung ist, hat der Einsatz individueller
IncRNAs in der Klink bereits begonnen. PCA3 (prostate cancer antigen 3), eine Prostata-
spezifische IncRNA, wird in Prostatakrebs tiberexprimiert und in einem diagnostischen Test

484  Auch das Angreifen langer nicht-kodierender RNAs zu

in Urinproben detektiert
therapeutischen Zwecken wird bereits von Firmen und Organisationen erforscht. So wird
beispielsweise die Uberexpression der onkogenen IncRNA H19 in vielen Tumoren zur

Entwicklung einer gezielten Therapie genutzt. Hierfir wird ein Plasmid, das das
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Diphtherietoxin unter Kontrolle einer H19-regulatorischen Sequenz tragt, intratumoral
injiziert. Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich in Patienten mit Blasen-, Eierstock- und
Pankreaskrebs angewandt und bewirkte eine Reduktion der TumorgréRe®. Auch die in
vielen Krebsarten Uberexprimierte IncRNA MALAT1 wird aktuell auf seine Eignung als
therapeutisches Ziel untersucht. Der Knockdown von MALAT-1 mit siRNAs oder Antisense-
Oligonukleotiden bewirkte in verschiedenen Krebszellkulturen eine Reduktion der

34 Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die

Zellproliferation und Migration
intratumorale Injektionen von siRNAs gegen MALAT1 bei Mdusen mit xenotransplantierten
Prostatatumoren das Tumorwachstum verlangsamten und die Metastasierung
reduzierten®. Allerdings sind vor dem Einsatz von IncRNAs zur Therapie weitere
funktionelle und strukturelle Untersuchungen nétig, um die Biologie langer nicht-

kodierender RNAs besser zu verstehen.

1.2 Die Signaltransduktion von IL-6 und STAT3

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pleiotrophes Zytokin, das in vielen Geweben und diversen
Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen, T- und B-Zellen, Neutrophilen, Fibroblasten,
Epithel- und Endothelzellen, Keratinozyten, Osteoblasten und weiteren Zellen produziert
wird>. Bei Infektionen, Entziindungen und Krebserkrankungen wird es sehr stark
exprimiert™. Interleukin-6 ist ein Glykoprotein mit vielen verschiedenen Funktionen. Es ist
bedeutsam fir die terminale Differenzierung aktivierter B-Zellen zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen und wesentlich fiir die Differenzierung von Th17-Zellen>>. Die
Akut-Phase-Antwort in der Leber wird ebenfalls durch Interleukin-6 induziert®. Es ist
zusatzlich in die Regulation der Hamatopoese sowie Knochen-, Knorpel- und Lipid-
stoffwechsel involviert, fordert aber auch die Onkogenese53.

1.2.1 DieIL-6/STAT3-Signalkaskade

Das klassische Interleukin-6-Signal wird (iber den IL-6-Rezeptorkomplex vermittelt, der aus
zwei Untereinheiten besteht, die beide in der Plasmamembran verankert sind. Interleukin-6
bindet an den IL-6-Rezeptor (IL-6R), auch als Glykoprotein 80 bekannt (Abb. 1.1). Der an IL-6
gebundene IL-6R, kann dann mit der zweiten Untereinheit des IL-6-Rezeptorkomplexes,
dem Glykoprotein 130 (gp130), interagieren und dessen Dimerisierung bewirken (Abb. 1.1).
Neben Interleukin-6 nutzen auch einige weitere verwandte Zytokine die gp130-
Untereinheit flr ihre Signaltransduktion in die Zelle. Gp130 wird auf allen Korperzellen
exprimiert, der IL-6-Rezeptor allerdings nur auf Hepatozyten und einigen Leukozyten®.
Trotzdem besteht die Moglichkeit den IL-6-Signalweg auch in Zellen, die IL-6R nicht
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exprimieren, zu aktivieren. Dieser Prozess wird als Trans-Signaling bezeichnet und lber eine
[6sliche Form des IL-6-Rezeptors vermittelt. Der l6sliche IL-6R wird durch die limitierte
Proteolyse des membranstandigen Rezeptors oder, in geringerem Ausmal3, auch durch die
Translation einer alternativ gespleiften IL-6R-mRNA generiert™. Interleukin-6 kann an den
I6slichen IL-6-Rezeptor binden. Dieser Komplex ist dann imstande, mit dem membran-
gebundenen gpl130 zu interagieren und auf diese Weise den IL-6-Signalweg in
verschiedenen Zellen zu induzieren>.

Der zytoplasmatische Teil der gp130-Molekiile ist mit Janus-Kinasen (JAK) assoziiert. Die
Bindung von Interleukin-6 an den IL-6R bewirkt die Dimerisierung von gp130, wodurch die
assoziierten JAKs so positioniert werden, dass sie sich gegenseitig phosphorylieren kénnen.
Die aktivierten JAKs phosphorylieren die zytoplasmatischen Tyrosinreste des Zytokin-
rezeptors, die dann als Bindungsstellen fir signal transducer and activation of transcription
(STAT) und andere Signalmolekiile dienen. STAT3-Proteine binden Uber ihre src-homology-
2(SH2)-Domaéne an die phosphorylierten Tyrosinreste des Rezeptors und werden dort durch

(

\ Regulation der Genexpression

Abb. 1.1: Der IL-6/STAT3-Signalweg. Durch das Binden von IL-6 an seinen Rezeptor kénnen die
Rezeptor-assoziierten Januskinasen (JAK) sich gegenseitig und anschliefend gp130 phosphorylieren.
STAT3 wird an den Rezeptor rekrutiert und ebenfalls durch die JAKs an einem Tyrosin-Rest
phosphoryliert. Dies bewirkt die Dimerisierung und Translokation von STAT3 in den Zellkern, wo es
an seine Bindungsstellen auf der DNA binden und die Genexpression modulieren kann. Zusatzlich
konnen der RAS/mitogen activated protein kinase (MAPK)- sowie der Phosphoinositid-3-
Kinase (P13K)-Signalweg initiiert werden, wodurch weitere Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) und activator protein-1 (AP-1) in die
Regulation der Genexpression eingreifen.
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die JAKs an einem Tyrosinrest (Y705) phosphoryliert. Die aktivierten STAT3-Proteine
dissoziieren vom Rezeptor ab und bilden durch die reziproke Interaktion der
phosphorylierten Tyrosinreste mit den SH2-Domanen Homo- und Heterodimere. Die STAT3-
Dimere translozieren in den Zellkern und binden dort an gamma activated site (GAS)-
Elemente in Promotoren oder Enhancern und regulieren die Expression von Zielgenen (Abb.
1.1). Durch das IL-6-Signal konnen neben der Aktivierung von STATs auch die Ras/mitogen
activated protein kinase (MAPK)-Signalkaskade sowie der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/
Proteinkinase B (AKT)-Signalweg initiiert werden® (Abb. 1.1). Die Auswirkungen der IL-6-
Signaltransduktion auf die Genexpression sind von dem jeweiligen Zelltyp und vom
jeweiligen Zustand der Zelle abhangig und kénnen die Akut-Phase- und Immunantwort,
Proliferation, Uberleben, Zellzyklus und Differenzierung, Migration, Angiogenese, den
Knochenmetabolismus und einige andere Prozesse regulieren® >,

Ein charakteristisches Merkmal der JAK/STAT-Signaltransduktion ist ihr schneller Beginn
sowie ihr baldiges Abklingen®®. Wie bereits beschrieben, wird STAT3 direkt am Zytokin-
rezeptor aktiviert und akkumuliert in kiirzester Zeit im Zellkern, wo es die Expression seiner
Zielgene reguliert®®. Eines der Gene, was in den verschiedensten Zelltypen durch STAT3
induziert wird, ist suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3)>’. SOCS3 ist ein klassischer
Rickkopplungsinhibitor, der mit STAT3 um die phosphorylierten Tyrosinreste des IL-6-
Rezeptors konkurriert oder direkt an JAKs bindet und diese inhibieren kann®. Des Weiteren
konnen auch SOCS1 oder einige Protein-Tyrosin-Phosphatasen den STAT3-Signalweg an
verschieden Punkten terminieren®. Die Dephosphorylierung von STAT3 im Zellkern bewirkt
dabei den Export der Proteine zuriick ins Zytoplasma®"*°. Ein weiteres Protein, das die IL-6-
Signaltransduktion negativ beeinflusst, ist protein inhibitor of activated STATs (PIAS) 3°>>°,
PIAS3 inhibiert die DNA-Bindungsaktivitdit von STAT3 sowie dessen transkriptionelle
Aktivierung®’.

1.2.2 Der Transkriptionsfaktor STAT3

STAT3 ist ein ubiquitdr exprimierter Transkriptionsfaktor, der essentielle Funktionen bei der
Entwicklung, dem Zellwachstum und der Homdostase verschiedener Gewebe inne hat>*°,
Zudem spielt STAT3 eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung von Th17-Zellen, indem
es die Transkription sowie epigenetische Modifikationen relevanter Th17-Zell-Gene
moduliert®’. Entsprechend reguliert es die Balance zwischen Th17- und regulatorischen
T-Zellen. Dariiber hinaus férdert STAT3 die Proliferation und das Uberleben von
T-Helferzellen®. Weiter wurde gezeigt, dass STAT3 die Entwicklung von Th2-Zellen
unterstitzt, indem es die Bindung von STAT6 an seine Zielgene ermdglicht®. STAT3 ist

auRerdem an der Generation von Gedichtnis-T-Zellen beteiligt®* und essentiell fiir die
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Differenzierung von aktivierten B-Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmablasten
sowie die Bildung von Gedéchtnis-B-Zellen®.

Wie alle STAT-Proteine, so besteht auch STAT3 aus einer N-terminalen Domane, einer
Coiled-coil-Domane, einer DNA-Bindungsdomane, einer Linker-Domane, einer SH2-Domane
und letztendlich der Transaktivierungsdomane®'. STAT3 kann durch verschiedene Zytokine
aktiviert werden, unter anderem, wie bereits beschrieben, durch das proinflammatorische

56,6668
. In

Interleukin-6 oder aber durch das antiinflammatorische Interleukin-10
Abhangigkeit vom Zytokin, dem Zelltyp und dem Zustand der Zelle hat STAT3 teilweise
entgegengesetzte Funktionen in verschiedenen Geweben oder manchmal sogar im selben
67,68

Zelltyp®°. Ein Beispiel hierflrr sind dendritische Zellen, in denen Interleukin-6 Uber die
Aktivierung von STAT3 seine proinflammatorische Aktivitit vermittelt®. Interleukin-10
nutzt ebenfalls STAT3 zur Signaltransduktion und bewirkt im selben Zelltyp eine anti-
inflammatorische Antwort®. Noch komplexer wird die Signaltransduktion durch ein drittes
Zytokin, Interleukin-21, das seinen Effekt durch die Aktivierung von STAT3 vermittelt und
auf diese Weise in dendritischen Zellen Apoptose induziert®®. Somit aktivieren drei
verschiedene Zytokine STAT3 in ein und demselben Zelltyp und bewirken drei vollkommen
verschiedene zelluldare Antworten. Bioinformatische Algorithmen sagen (iber eine Millionen
putativer STAT3-Bindungsstellen im Genom von Mammalia voraus®. Wo STAT3 in einer
bestimmten Zelle tatsdchlich an die DNA bindet und welche Gene es reguliert, ist
wahrscheinlich zuséatzlich von der Zugénglichkeit des Chromatins und Cofaktoren abhangig.
Man hat lange vermutet, dass STAT3 in unterschiedlichen Zelltypen verschiedene Zielgene
reguliert und hat dies fiir eine begrenzte Anzahl an Genen bereits gezeigt®. Der Einsatz von
chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq) ermdglichte in den letzten Jahren
die genomweite Analyse von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen und hat die divergenten
Zelltyp-spezifischen Bindungsmuster von STAT3 in verschiedenen Zelltypen unterstrichen,
was wiederum die verschiedenen Funktionen von STAT3 im Korper reflektiert’’. Die groRe
Mehrheit der STAT3-Bindungsstellen ist demnach Zelltyp-spezifisch’’. Nur ein kleiner Teil
der genomischen Bindungsstellen von STAT3 ist in den verschiedenen untersuchten Zellen
identisch’’. Diese konnen als universelle STAT3-Bindungstellen bezeichnet werden und
stellen essentielle Faktoren fiir die Signaltransduktion von STAT3 dar’’. Universelle STAT3-
Bindungsstellen bestimmen die Selbstregulation des STAT3-Signalweges und enthalten
unter anderem das STAT3-Gen selbst sowie die Gene fiir SOCS3, BCL3 (B cell lymphoma 3),
PTPN1 (protein tyrosin phosphatase 1B), IRF2 (interferon regulatory factor2) und BCL6™.
STAT3 bindet dabei offenbar an vordefinierte Zelltyp-spezifische Stellen im Genom, die eine
offene Chromatin-Struktur aufweisen und die zusatzlich fiir STAT3 vorbereitet sind’".

Neben seiner Aufgabe als Transkriptionsfaktor kann STAT3 die Genexpression auf
epigenetischer Ebene modulieren®. Es wurde beschrieben, dass STAT3 direkt oder indirekt
Histonacetyltransferasen’?, Histondeacetylasen”® und Methyltransferasen’ an bestimmte
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DNA-Abschnitte rekrutieren kann. Zusatzlich scheint STAT3 auch Funktionen auRerhalb des
Zellkerns zu haben. In vielen Zellen wurde es innerhalb der Mitochondrien detektiert’. Hier
wirkt STAT3 als Adapterprotein, das die Elektronentransportkette und die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies moduliert’””. Ebenso wurde beschrieben, dass STAT3 in
migrierenden T-Zellen an Stathmin bindet und die Dynamik der Mikrotubuli direkt
reguliert’®. Welche Funktion STAT3 ausiibt, wird unter anderem durch posttranslationale
Modifikationen wie beispielsweise Phosphorylierung, Acetylierung oder Methylierung von
STAT3 bestimmt. Diese beeinflussen Interaktionen mit anderen Proteinen und wirken sich
auf die Genexpression aus. Es wurde beschrieben, dass sich unphosphoryliertes STAT3

977 und auch Dimere

kontinuierlich zwischen Zytoplasma und Zellkern hin und her bewegt
bilden kann’’. Unphosphoryliertes STAT3 scheint ebenfalls Gene zu regulieren, allerdings
hat es andere transkriptionelle Ziele als sein phosphoryliertes Gegenstiick’®. Unter anderem
kann unphosphoryliertes STAT3 auch mit NF-kB einen Komplex bilden und so die
Transkription einiger Gene regulieren. Dabei wird die DNA-Bindungs- und
Transaktivierungsdomane von NF-kB genutzt und die nukledre Translokation durch STAT3
gewahrleistet’. Tyrosin-phosphoryliertes STAT3 kann durch bestimmte Kinasen auch an
einem Serinrest (S727) in der Transaktivierungsdomane phosphoryliert werden, wodurch
die Spezifitait und transkriptionelle Aktivitat fir seine Zielgene moduliert wird®'. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass STAT3, wenn es an bestimmten Promotoren gebunden und
am Serin-727 phosphoryliert ist, auch reversibel durch eine Histon-Methyltransferase an
einem Lysinrest (K140) dimethyliert werden kann®. Die Histon-Methyltransferase wird
dabei durch STAT3 zu einem bestimmten Gen rekrutiert und kann dort potentiell die
Zuganglichkeit des Chromatins durch ihre aktivierende H3K4-Methylierung beeinflussen®.
AuBerdem wurde in Stammezell-dhnlichen Zellen humaner Glioblastome beobachtet, dass
phosphoryliertes EZH2 an STAT3 binden und dieses an einem Lysinrest (K180) methylieren
kann®’. Dies ist eine weitere Modifikation, die die Aktivitat von STAT3 verstirkt, eventuell
durch das Verhindern der Dephosphorylierung von Tyrosin-705%".

1.2.3 Interleukin-6 und STAT3 in Krebserkrankungen

Interleukin-6 ist eines der am héaufigsten deregulierten Zytokine bei Krebserkrankungen,
wobei es bei fast allen untersuchten Tumorarten, einschlieflich soliden sowie
hamatologischen Tumoren, tiberexprimiert wird®. Dabei wirkt es sowohl auf autokrine als

52,82

auch auf parakrine Weise™**. Eine erhéhte Konzentration von Interleukin-6 ist meist mit

einer schlechten Prognose assoziiert und tragt moglicherweise zu Gewichtsverlust,
NachtschweiR, Fieber und anderen paraneoplastischen Symptomen bei**®. Gerade bei
therapieresistenten Krebspatienten wird oft eine hohe Serumkonzentration von IL-6

nachgewiesen. Interleukin-6 spielt bei vielen Aspekten der Tumorgenese eine Rolle, wie der
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Transformation, Proliferation, Apoptose, Wachstum, Differenzierung, Angiogenese,
Migration und Invasion von Tumorzellen®.

Die fehlgeleitete Regulation von STAT3 ist ebenfalls sowohl mit soliden als auch mit
hamatologischen Tumoren wie Kopf-Hals- und gastrointestinalen Tumoren, Brust-,
Prostata- und Eierstockkrebs, Glioblastomen sowie Lymphomen und Leukdmien assoziiert®.
In der Mehrheit humaner Tumore und Krebszelllinien wurden erhéhte Mengen an
phosphoryliertem STAT3 detektiert. Oft bedingt eine permanente Aktivierung bestimmter
Tyrosinkinasen eine dauerhafte Phosphorylierung von STAT3®. In einigen Tumoren lassen
sich auch somatische Mutationen im gp130-Rezeptor, JAK2, STAT3, STAT3-inaktivierenden
Phosphatasen oder SOCS3 nachweisen, die eine Hyperaktivierung von STAT3 bewirken®.
Bei den meisten Krebserkrankungen ist die verstarkte Aktivierung von STAT3 durch die
erhohte Konzentration verschiedener Zytokine bedingt, allen voran Interleukin-6%. Dabei
tragen verschiedene Regulationsmechanismen zum onkogenen Potential von STAT3 bei. Es
fordert die Proliferation transformierter Zellen, indem es Zellzyklus- und Wachstumsgene
induziert, und unterdriickt die Apoptose dadurch, dass es die Expression von Uberlebens-
faktoren fordert. Auch einige der Zielgene von unphosphoryliertem STAT3 sind mit Krebs
assoziiert und tragen potentiell zu der Rolle von STAT3 bei der Onkogenese bei®*. Ein
weiterer Aspekt, wie STAT3 zur Onkogenese beitragt, ist seine immunsupprimierende
Aktivitat®®>. STAT3 kann die Immunantwort gegen transformierte Zellen unterdriicken,
indem es in Krebs- oder Immunzellen die Produktion immunstimulatorischer Molekiile
hemmt und die Expression immunsuppressiver Faktoren fordert. So wird die Reifung
dendritischer Zellen sowie die Aktivierung von T-Zellen und Makrophagen inhibiert und die
Expression von MHC-Molekiilen in Krebszellen herunterreguliert®. Zusatzlich wird die
Rekrutierung und Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und myeloiden Suppressor-
zellen begiinstigt®. Insgesamt wird somit die Fihigkeit der Immunzellen, Tumorzellen zu
erkennen und zu bekdmpfen, eingeschrankt.

Aufgrund der Bedeutung des IL-6/STAT3-Signalweges bei der Karzinogenese wird versucht
therapeutisch in die Signalkaskade einzugreifen und neue Behandlungen fiir Krebspatienten
zu entwickeln. Einige klinische Studien untersuchen momentan den therapeutischen Einsatz
von Antikorpern gegen Interleukin-6 oder den IL-6-Rezeptor sowohl gegen verschiedene
chronisch entziindliche und autoimmune Erkrankungen als auch zur Behandlung von
B-Zelllymphomen oder soliden Tumoren”. Tocilizumab ist dabei der erste in Europa (seit
2009) zugelassene anti-IL-6-Rezeptor-Antikorper, der zurzeit fir die Therapie von
rheumatoider Arthritis und systemischer juveniler ideopathischer Arthritis verwendet

d*>®%. AuRerdem wird derzeit der Einsatz von Siltuximab (CNTO 328), einem Antikdrper

wir
gegen Interleukin-6, zur Behandlung des Multiplen Myeloms sowie von Nieren-, Eierstock-
und Prostatakrebs in klinischen Phase-1/11-Studien untersucht®*®*®. Des Weiteren wurde in

einer klinischen Phase-0-Studie eine Oligonukleotid-Falle, die die DNA-Bindungsdomane
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von STAT3 blockieren kann, erfolgreich fiir die Therapie von Kopf- und Halstumoren
getestet®™. Zusatzlich laufen klinische Studien zur Behandlung hamatologischer Neoplasien

und solider Tumore mit verschiedenen JAK-Inhibitoren®*®

. Die bisherigen Ergebnisse lassen
hoffen, dass in den nachsten Jahren weitere wirksame Therapiemoglichkeiten fir die

Behandlung von Krebserkrankungen etabliert werden.

Das Multiple Myelom

Das Multiple Myelom ist eine Neoplasie terminal differenzierter B-Zellen und ist durch die

Akkumulation von Plasmazellen im Knochenmark gekennzeichnet®*®®

. Ungefdhr zehn
Prozent der neu diagnostizierten hamatologischen Krebserkrankungen werden dem
Multiplen Myelom zugeordnet®. Noch immer ist es eine unheilbare Krankheit®*®. Die
Proliferation monoklonaler Plasmazellen im Knochenmark bedingt bei dieser Erkrankung

28 |n seltenen

monoklonale Gammopathie, Immunsuppression und Knochendestruktion
Fallen kann sich das Multiple Myelom auch zu einer Plasmazell-Leukdamie entwickeln, wobei
die transformierten Plasmazellen auch in groRen Mengen im Blut zu finden sind®’. Viele
Myelomzellen weisen chromosomale Translokationen zwischen Enhancern von
Immunglobulinen und Protoonkogenen auf, wodurch die entsprechenden Onkogene
aktiviert werden®. Neben genetischen Aberrationen ist die Interaktion mit benachbarten
Stromazellen des Knochenmarks entscheidend fiir die Pathophysiologie und Pathogenese
des Multiplen Myeloms®®. Die Wechselwirkungen zwischen Tumor- und Stromazellen
flihren zu einer verstarkten Expression und Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die
die Proliferation der Multiplen Myelom-Zellen stimulieren und sie vor Apoptose schiitzen®.
Mittlerweile ist vor allem die Rolle von Interleukin-6 als Wachstums- und Uberlebensfaktor
des Multiplen Myeloms hinreichend nachgewiesen®®. Zusitzlich aktiviert Interleukin-6

Osteoklasten und begiinstigt den Knochenabbau®*®

. Einige Myelom-Zellen produzieren
selber IL-6, aber die Hauptquelle sind die Stromazellen des Knochenmarks>>®. Es wurde
bereits gezeigt, dass die Inhibition des IL-6/STAT3-Sighalweges in einigen humanen
86,88

Multiplen Myelom-Zelllinien Apoptose induziert Zur Behandlung des Multiplen
Myeloms werden je nach Alter und korperlicher Verfassung des Patienten Chemotherapie
und Stammzelltransplantationen eingesetzt. Zudem hat die Verwendung neuer Immun-
modulatoren und Proteasominhibitoren die Prognose fiir Patienten deutlich verbessert®.
Trotz der verldngerten Uberlebensrate ist das Multiple Myelom jedoch noch immer nicht
heilbar, daher werden alternative Therapien zur Behandlung benétigt. Aufgrund der
Bedeutung von Interleukin-6 fir Multiple Myelom-Zellen liegt es nahe in den IL-6-Signalweg
einzugreifen. Daher werden momentan anti-IL-6- sowie anti-IL-6-Rezeptor-Antikérper in
verschiedenen klinischen Studien zur Therapie des Multiplen Myeloms getestet®. Diese
allein scheinen aber keinen wesentlichen klinischen Erfolg zu haben, sodass die

Kombination mit anderen Medikamenten in den Vordergrund riickt. Gleichzeitig wird auch
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der Einsatz anderer Behandlungsmoglichkeiten untersucht, wie beispielsweise die
Verwendung von zellbasierten Mylomimpfstoffen®.

1.2.4 STAT3-regulierte nicht-kodierende RNAs

Die Arbeitsgruppe von Professor Horn untersucht seit Jahren die molekularen
Mechanismen, die die schnelle und komplette Apoptose der Interleukin-6-abhangigen
humanen Multiplen Myelom-Zelllinie INA-6 als Reaktion auf den Zytokin-Entzug
hervorrufen®. Sie beschrieben dabei die obligatorische Rolle von STAT3 fiir das IL-6-
vermittelte antiapoptotische Signal in INA-6-Zellen®. Zusatzlich wurde die zentrale
Bedeutung von STAT3 fiir die antiapoptotischen als auch die proliferativen Funktionen von
Interleukin-6 in XG-1-Zellen, einer weiteren humanen IL-6-abhangigen Multiplen Myelom-
Zelllinie, nachgewiesen®. Die antiapoptotische Wirkung von STAT3 lieR sich aber in diesen
Untersuchungen nicht durch die Induktion antiapoptotischer Proteine erklaren®°!, daher
wurde die Moglichkeit erwogen, dass STAT3 auch teilweise Uber die Regulation nicht-
kodierender RNA wirkt. Zu diesem Zeitpunkt gab es bereits Hinweise, dass miRNAs als
Tumorsuppressoren oder Onkogene wirken kénnen®. Die Arbeitsgruppe von Professor
Horn konnte daraufhin als Erste zeigen, dass STAT3 neben der Transkription Protein-
kodierender Gene auch nicht-kodierende RNAs reguliert und dass die Induktion der
microRNA-21 in Multiplen Myelom-Zellen einen Hauptanteil zu dem onkogenen und
antiapoptotischen Potential von STAT3 beitragt™. Mittlerweile weisen immer mehr
Untersuchungen darauf hin, dass miRNAs eng mit dem STAT3-Signalweg assoziiert sind®.
So wurden regulatorische Rickkopplungsmechanismen zwischen miRNAs und STAT3
beschrieben, die die Karzinogenese auch bei Abwesenheit genetischer Aberrationen
initiieren kdnnen®™?’. Neben miR21°***'® wurde auch fiir miR155"'%, mir-23a'%, mir-24
und mir-629%°, mir-34a”, mir-125b'®, mir-181b*®, mir-370"'° und die mir17-Familie**™***
gezeigt, dass sie in die STAT3-vermittelte Tumorgenese involviert sind. Die Promotoren
dieser miRNAs weisen STAT3-Bindungsstellen auf, STAT3 kann ihre Transkription aktivieren
und die miRNAs ihre onkogene Wirkung entfalten. Einige miRNAs kénnen die 3’UTR
(untranslatierte Region) von STAT3 angreifen und dessen Aktivitat regulieren'®!*'2,
Andere miRNAs modulieren SOCS1**** s0cS3*?#%*° oder SOCS5*+*32 sowie PIAS3** ™7,
JAK2'8 IL-6R%*¥713? oder IL-6'"**! und beeinflussen so den IL6/STAT3-Signalweg.

Erst kiirzlich wurde die erste lange nicht-kodierende RNA beschrieben, die den STAT3-

2 Lnc-DC wird ausschlieRlich in dendritischen Zellen exprimiert

Signalweg regulieren kann
und beeinflusst die Differenzierung dieser Zellen, indem es im Zytoplasma mit STAT3
interagiert und die Dephosphorylierung von Tyrosin-705 durch bestimmte Phosphatasen
verhindert*. Fir eine weitere lange nicht-kodierende RNA, IncRNA-ABT, wurde gezeigt,

dass diese fiir die Metastasierung hepatozelluldrer Karzinome wesentlich ist®*. Unter
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anderem befahigt INcRNA-ABT die metastasierenden Krebszellen zur Kolonisierung, indem
es die Interleukin-11 mRNA stabilisiert und somit die autokrine Induktion von IL-11 bewirkt,
wodurch der IL-11/STAT3-Signalweg aktiviert wird®. Es ist wahrscheinlich, dass weitere
lange nicht-kodierende RNAs den IL-6/STAT3-Signalweg modulieren oder durch diesen
Signalweg reguliert werden und zu dessen onkogenem Potential beitragen.

1.3 T-Zellen

T-Lymphozyten gehoéren zu den zelluldren Bestandteilen des Blutes. Sie werden im
Knochenmark gebildet, reifen im Thymus und wandern anschlieRend als naive T-Zellen
durch den Blutkreislauf und das lymphatische System. Naive T-Zellen produzieren keine
Zytokine. Erst durch die Aktivierung durch antigenprasentierende Zellen vermehren sie sich
und kénnen zu Effektor-T-Zellen differenzieren. Zusammen mit den B-Lymphozyten stellen
die T-Zellen die wesentlichen Elemente der adaptiven Immunabwehr dar. T-Lymphozyten
werden in zwei Untergruppen eingeteilt. T-Helferzellen initiieren und leiten die
Immunantwort, wohingegen zytotoxische T-Zellen infizierte oder geschadigte Zellen
eliminieren. T-Zellen sind nicht nur fir die Bekdampfung von Infektionserkrankungen
wichtig, sondern spielen auch eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen, Entziindungs-
prozessen und Krebs. Daher ist es wichtig die Mechanismen ihrer Aktivierung und
Immunregulation zu verstehen. Nach Aktivierung kdnnen T-Helferzellen zu verschiedenen
Subtypen von Effektor-T-Zellen (Th1l, Th2, Th1l7 und Treg) differenzieren, die
unterschiedliche Zytokine produzieren und verschiedene Immunantworten einleiten. Die
Effektor-T-Helferzelldifferenzierung wird durch die Starke der T-Zell-Rezeptor-Stimulation,
die Art des kostimulatorischen Signals und Zytokine, die auf die Zelle wirken, beeinflusst.
Die funktionelle Spezialisierung wird dabei durch genetische Programme koordiniert, die
verschiedene Transkriptionsfaktoren nutzen, um die Expression unterschiedlicher |6slicher
Mediatoren und Oberflaichenmolekiile zu regulieren, wodurch die Interaktion mit anderen
Immunzellen unterstiitzt wird'®. Epigenetische Modifikationen bestimmen dabei die
Stabilitat oder Plastizitat der T-Helferzell-Subtypen*
Interferon-y und sind wesentlich fiir die Aktivierung von Makrophagen und zytotoxischen

. Typl-T-Helferzellen (Th1) sezernieren

T-Zellen. Helferzellen vom Typ2 (Th2) produzieren IL-4, IL-5 sowie IL-13 und férdern die
B-Zellaktivierung, wodurch die Bildung von Antikorpern angeregt wird. Th17-Zellen sind mit
Entzindungsreaktionen assoziiert und wichtig fir die Bekdmpfung von extrazelluldren
Bakterien und Pilzen. Im Gegensatz zu den anderen Subpopulationen supprimieren
regulatorische T-Zellen (Treg) die Immunantwort und schitzen den Organismus vor den
aggressiven Effektormechanismen des Immunsystems. Die Einteilung der T-Zellen wird
dadurch erschwert, dass die T-Zell-Subtypen heterogen und plastisch sind. Welche Zytokine
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eine T-Zelle produziert und welche Funktionen sie auslibt, kann sich im Laufe ihres
Lebenszyklus als Reaktion auf dufSere Bedingungen dandern.

1.3.1 T-Zellaktivierung

T-Helferzellen sind die entscheidenden Regulatoren der Immunantwort, daher ist ihre

%8 Fur die maximale

Aktivierung stark reglementiert, um Autoreaktivitdt zu verhindern
Aktivierung von T-Zellen werden zwei stimulierende Signale von antigenprasentierenden
Zellen bendtigt — eines Uber den antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor-Komplex und ein
zweites kostimulatorisches Signal. Der T-Zell-Rezeptor-Komplex enthalt die a- und B-Kette,
die den T-Zellrezeptor bilden und fremde Peptide, prasentiert auf dem major
histocompatibility complex (MHC), erkennen kénnen, sowie den CD3-Komplex, der das
Signal fir die T-Zellaktivierung weiterleitet. Zytotoxische T-Zellen besitzen zudem CD8-
Korezeptoren, um MHC | binden zu kénnen, lber das die meisten Korperzellen Antigene auf
ihrer Zelloberflache prasentieren. Professionell antigenprasentierende Zellen exprimieren
hingegen MHCII, womit die CD4-Korezeptoren der T-Helferzellen gemeinsam mit dem
T-Zell-Rezeptor interagieren kdnnen. T-Zellen im Ruhezustand, die nur liber den T-Zell-
Rezeptor-Komplex stimuliert werden, werden nicht komplett aktiviert und koénnen
anergisch oder sogar apoptotisch werden*®. Nur die simultane Stimulation eines
kostimulatorischen Rezeptors ermdéglicht eine nachhaltige Aktivierung der naiven T-Zellen,
charakterisiert durch die Produktion von Zytokinen, verstirktes Uberleben, klonale
Expansion und die Differenzierung zu Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen'*. CD28 ist dabei
einer der starksten und am besten charakterisierten kostimulatorischen Rezeptoren*.

In Abbildung 1.2 ist der Signalweg der T-Zellaktivierung dargestellt. Fremdes Peptid
prasentiert auf einem MHC wird vom T-Zell-Rezeptor und seinem Korezeptor (CD4 oder
CD8) erkannt und bewirkt, dass CD3 durch die lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
(LCK) , die mit dem Korezeptor assoziiert ist, phosphoryliert wird**®. Dies erméglicht die
Rekrutierung der Proteintyrosinkinase ZAP-70 an den phosphorylierten T-Zell-Rezeptor-

¢ Dort wird dann auch ZAP-70 durch die Tyrosinkinase LCK phosphoryliert**.

Komplex
Aktiviertes ZAP-70 phosphoryliert dann linker for activation of T cells (LAT), welches
zahlreiche Signalmolekile rekrutiert — wie die Phosholipase Cy (PLCy), um einen

18 Ausgehend davon werden drei

Multiproteinkomplex, das LAT-Signalosom, zu bilden
Hauptsignalwege initiiert: Der Calcium-, der RAS- und der Proteinkinase C-Signalweg. Durch
den Einstrom von Calcium-lonen aus dem endoplasmatischen Retikulum in das Zytoplasma
steigt die intrazelluldare Calciumkonzentration und Calcium-lonen binden an Calmodulin,
was im Gegenzug die Aktivierung von Calcineurin bewirkt und die Induktion von NF-kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) vermittelt'’. Aktiviertes

Calcineurin dephosphoryliert NFAT-Proteine (nuclear factor of activated t cells), wodurch

Einleitung | 14



die Translokation von NFAT in den Zellkern bewirkt wird™’.

Die Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) vermittelt die Induktion von NF-kB sowie die Aktivierung von
" Der dritte Signalweg fiihrt (iber die GTPase RAS zur

Phosphorylierung von mittogen activated protein kinase (MAPK), was letztendlich ebenfalls
146

activator protein-1 (AP-1)
zur Aktivierung von AP-1 beitragt ™. Das T-Zell-Rezeptor-Signal wird durch die Stimulation
des CD28-Korezeptor verstarkt. In vivo wird dies durch die Bindung von CD28 an seine
Liganden CD80 oder CD86, die auf aktivierten antigenprdsentierenden Zellen exprimiert
werden, induziert. Dabei wird die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) an das stimulierte CD28

147 Dies verstarkt die

147

rekrutiert, was Uber mehrere Schritte zur Aktivierung von AKT fiihrt
nukledre Translokation von NF-kB und hemmt den nukledren Export von NFAT™. Zusatzlich

werden AP-1 und mechanistic target of rapamycin (mTor) aktiviert**’. PI3K fordert dariiber

CD28

LAT-Signalosom

{ Regulation der Genexpression

Abb. 1.2: Signalweg der T-Zellaktivierung. Durch das Erkennen eines fremden Antigens, prasentiert
auf MHC-Molekiilen, wird die Signaltransduktion des T-Zellrezeptors (TCR) initiiert. LCK
phosphoryliert den T-Zellrezeptor-Komplex sowie ZAP-70. ZAP-70 aktiviert den linker for activation
of T cells (LAT), wodurch der Zusammenbau des LAT-Signalosoms eingeleitet wird. Die Stimulation
von CD28 bewirkt die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K). Dies flhrt zur
Phosphorylierung von AKT und férdert ebenfalls die Aktivierung des LAT-Signalosoms. Ausgehend
davon werden der Calcium-, Proteinkinase C- (PKC) und RAS-Signalweg initiiert. Diese regulieren die
Genexpression lber die Aktivierung von nuclear factor of activated t cells (NFAT), nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) und activator protein-1 (AP-1). [modifiziert,
aus Brownlie et al. 2013146]
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" Die Uiber diese Wege aktivierten

hinaus ebenfalls die Aktivierung des LAT-Signalosoms
Transkriptionsfaktoren kooperieren miteinander und induzieren ein definiertes Muster der
Genexpression, das die Zellproliferation und das Uberleben der Zellen férdert, sowie die
Produktion von Zytokinen und die Differenzierung der Zellen induziert. Bei der in vitro
Aktivierung von T-Zellen mit Antikorpern fihrt die Stimulation des T-Zell-Rezeptor-
Komplexes zusammen mit der CD28-Kostimulation allein auch ohne die Zugabe von
Zytokinen zur Produktion von Thl-Zytokinen wie Interleukin-2, Interferon-y und TNF
(Tumornekrosefaktor).

Bereits eine Stunde nach T-Zellaktivierung sind epigenetische Veranderungen an Genloci
polarisierender Zytokine (zum Beispiel Interferon-y und Interleukin-4) nachweisbar und

% Wahrend der primaren Stimulation

beginnen den Effektor-T-Zell-Typ zu bestimmen
konnen noch alle polarisierenden Zytokine der verschiedenen T-Hellferzell-Subtypen
transkribiert werden. Mit Beginn der Zellteilung wird die Differenzierung zu einem
Effektortyp eingeleitet und die Expression der entsprechenden polarisierenden Zytokine
abhingig von STAT-Proteinen stabilisiert'*. Bedingt durch das Zytokinmilieu in dem sich die
Zelle befindet, werden bestimmte STAT-Proteine aktiviert, die dann die Expression der
Subtyp-spezifischen Transkriptionsfaktoren (T-bet, GATA-3, RORyt und Foxp3) regulieren'®.
Mit steigender Anzahl an Zellteilungen geht die Plastizitdt der Zellen, und damit die
Moglichkeit Zytokine anderer Effektor-T-Helferzellen zu produzieren, immer weiter

" Die Gene der Subtyp-

verloren und der Effektor-Phanotyp wird festgeschrieben
spezifischen Zytokine weisen die H3K4Me3-Histonmodifikationen aktiv transkribierter
Bereiche in den entsprechenden T-Zell-Subpopulationen und die hemmende H3K27Me3-
Histonmarkierung in den anderen ausdifferenzierten Effektor-T-Helferzelltypen, die dieses
Zytokin nicht exprimieren, auf*°. Demnach wird die Differenzierung der T-Helferzellen

durch das Zusammenspiel von Signaltransduktion und Epigenetik ermdoglicht.

1.3.2 Lange nicht-kodierende RNAs in T-Zellen

Wahrend der Differenzierung und Aktivierung miissen T-Zellen einen dramatischen
Wechsel in ihrem Transkriptionsprogramm durchfiihren, um schnell wichtige Gene fiir die
Immunabwehr zu exprimieren™. Tausende von Genen werden wihrend dieser Prozesse
induziert und reprimiert, daher ist ein komplexes Netzwerk koordinierter transkriptioneller
und post-transkriptioneller Ereignisse erforderlich'>'. Regulatorische ncRNAs spielen dabei
sicherlich eine wichtige Rolle, gerade da sie oft in ganz bestimmten Entwicklungs- und
Differenzierungsphasen exprimiert werden und als Antwort auf externe Signale in einer
zell- und gewebsspezifischen Weise reguliert werden®. Nicht-kodierende RNAs regulieren
ebenfalls zusammen mit Proteinen die Plastizitdt von Effektor-T-Helferzellen, die es den
Zellen erlaubt sich dynamisch an ihre Umwelt anzupassen21. Es wurde berichtet, dass,
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wahrend der Aktivierung von Lymphozyten, mRNAs mit kirzeren 3’UTRs exprimiert
werden. Dies wird durch die Nutzung von weiter stromaufwarts gelegenen
Polyadenylierungsstellen erreicht. Die Eliminierung der verlangerten 3’UTR in aktivierten
Zellen scheint die negative Regulation der Transkripte durch miRNAs zu verhindern und
erhoht die Expression des entsprechenden Proteins'>”. Viele Beispiele belegen bereits wie
miRNAs die Zellidentitdt und Differenzierung beeinflussen und IncRNAs, die basierend auf
ihrer dreidimensionalen Struktur mit verschiedenen anderen Molekilen interagieren
kénnen, scheinen aufgrund ihrer vielfdltigen Funktionsweisen ein noch groRReres
Regulationspotential zu besitzen®. Es ist offensichtlich, dass die ncRNA-Funktionen selbst
durch die Interaktionen mit anderen RNAs und Proteinen moduliert werden und dass die
Aufklarung dieses komplexen Zusammenspiels neue Hinweise liefern kénnte, wie die
Zellidentitit aufrechterhalten und die Plastizitit der Zellen reguliert wird".

Die Wichtigkeit langer nicht-kodierender RNAs fir Immunzellen wurde mittlerweile bereits
fiir einige Beispiele belegt. Basierend auf genomweiten Studien wurden zahlreiche IncRNAs
identifiziert, die in humanen und murinen zytotoxischen T-Zellen exprimiert werden'>. Des
Weiteren wurden in der Arbeit von Pang et al. 106 IncRNAs detektiert, die wahrend der
Differenzierung und Aktivierung muriner zytotoxischer T-Zellen dynamisch reguliert
werden™. Eine weitere Studie analysierte die Expression und Regulation von langen
intergenischen ncRNAs wahrend der Entwicklung und Differenzierung von T-Helferzellen in
Mausen™*. Hier konnten 1524 genomische Regionen identifiziert werden, die lange
intergenische ncRNAs kodieren, die in den verschiedenen analysierten T-Zell-

138 Nur ein Viertel dieser lincRNA-Cluster beinhaltete

154

subpopulationen exprimiert wurden
bereits annotierte nicht-kodierende Gene™". Die librigen Transkripte waren bis zu diesem
Zeitpunkt unbekannt. Die Expression der identifizierten lincRNAs war sehr spezifisch fir
bestimmte Subpopulationen und Phasen der T-Zelldifferenzierung™*. Diese und andere
Studien zeigen, dass lange nicht-kodierende RNAs in verschiedenen immunologischen
Kontexten exprimiert und reguliert werden. lhre molekulare Funktionen sind allerdings

weitestgehend unerforscht™*

. Zu den wenigen bis dato untersuchten langen nicht-
kodierenden RNAs gehort TMEVPG1 (Theiler’s murine encephalomyelitis virus persistence
candidate gene 1), das in Lymphozyten des peripheren Blutes detektiert wurde und an der
Immunantwort gegen TMEV-Infektionen in M&usen beteiligt ist">. TMEVPG1 ist beim
Menschen 150 Kilobasen stromabwarts von Interferon-y lokalisiert und wird in die
entgegengesetzte Richtung transkribiert. Es wird mittlerweile auch als nettoie Salmonella
pas Theiler’s (NeST) oder Interferon-y antisense RNA1 (INFG-AS1) bezeichnet und
beeinflusst in Mausen die Expression von Interferon-y in Thil-Zellen™®. In murinen
zytotoxischen T-Zellen férdert TMEVPG1 die H3K4Me3-Histonmethylierung des IFNG-Locus
und somit die Expression von Interferon-y™’. Des Weiteren wurde fiir growth arrest specific
transcript5 (GAS5) gezeigt, dass es den Wachstumsstopp in humanen T-Zellen

158

kontrolliert™®. Es wird beim Mangel von Wachstumsfaktoren'® und als Reaktion auf die
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Gabe von mTOR-Antagonisten®® induziert. GAS5 kodiert einige snoRNAs in seinen Introns.
Zusatzlich weist die GAS5-mRNA eine ungewdhnliche Faltung auf, wodurch es als Falle fiir
Glucocorticoid-Rezeptoren wirkt, diese von den Glucocorticoid-Response-Elementen der
DNA fernhalt und somit deren Regulation der Transkription inhibiert'®. Eine weitere
interessante IncRNA ist noncoding repressor of NFAT (NRON), das den nukledren Transport

161182 “schlieRlich wurde noch

und somit die transkriptionelle Aktivitdt von NFAT reguliert
die in Mausen Th2-spezifische nicht-kodierende RNA, lincR-Ccr2-5° AS, beschrieben, welche
die Expression der benachbarten Chemokinrezeptoren (CcR2 und CcR3) und somit die
Migration der Th2-Zellen zur Lunge reguliert™®. LincR-Ccr2-5° AS hat zudem zusétzlich

Einfluss auf die globale Genexpression™*.

Diese ersten Hinweise fiir die Bedeutung regulatorischer langer nicht-kodierender RNAs fiir
die Entwicklung, Differenzierung und Funktion von T-Zellen, lassen vermuten, dass IncRNAs
entscheidend bei der Regulation der komplexen transkriptionellen und post-
transkriptionellen Ereignisse mitwirken. Weitere Forschung auf diesem Gebiet wird zu
einem besseren Verstandnis der molekularen Abldufe beitragen und mit Sicherheit zur
Identifizierung neuer diagnostischer und therapeutischer Ziele fiir immunvermittelte
Erkrankungen flihren. Aufgrund der sehr Spezies-spezifischen Expression und Funktion von
langen nicht-kodierenden RNAs ist es ratsam diese Untersuchungen in humanen Zellen
durchzufiihren, da sich die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus murinen Systemen auf die
Verhéltnisse beim Menschen als problematisch erweist. Gerade die Aktivierung und
Differenzierung von Lymphozyten ist Dank der Verfligbarkeit von primaren humanen Zellen
besonders geeignet. In einem ersten Schritt liegt es nahe, die Expression langer nicht-
kodierender RNAs in verschiedenen humanen T-Zellsubpopulationen oder die Regulation
von IncRNAs bei bestimmten immunologischen Prozessen zu untersuchen.

1.4 Zielstellung

Die Regulation nicht-kodierender RNAs ist ungeheuer komplex und noch kaum verstanden.
Im Hinblick auf die Expression nicht-kodierender RNAs ist jeder Zelltyp in einem
bestimmten Zustand eine Welt fir sich allein®™. Um sich der globalen Architektur der
Kreislaufe nicht-kodierender RNAs anzundhern, sollte die Regulation nicht-kodierender
RNAs in verschiedenen Zellen und unter verschiedenen Bedingungen analysiert werden. Die
Untersuchung immunologisch relevanter nicht-kodierender RNAs birgt das Potential neue
diagnostische und therapeutische Ziele fir maligne und immunvermittelte Erkrankungen zu
identifizieren.
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In dieser Arbeit werden die Veranderungen des Transkriptoms Multipler Myelom-Zellen in
Abhdngigkeit von der Interleukin-6-Stimulation mit Hilfe genomweiter Tiling Arrays
untersucht. Dabei ist es das Ziel, neue IL-6-regulierte lange nicht-kodierende RNAs zu
finden, die potentiell eine Rolle im Immunsystem und/oder der Tumorgenese spielen.
Neben dem Nachweis der IL-6-abhdngigen Regulation sollen einzelne ausgewahlte
Transkripte durch die Analyse annotierter genomischer Merkmale naher charakterisiert
werden. Zudem soll ihre Expression in verschiedenen Krebszelllinien, sowie in normalen
humanen Geweben und in Gewebeproben des Multiplen Myeloms untersucht werden.
Diese Daten werden neue Eindriicke in die Regulation langer nicht-kodierender RNAs durch
das immunmodulierende, proliferative und antiapoptotische Zytokin Interleukin-6 liefern
und einen Eindruck Uber das Potential der IL-6-regulierten Transkripte als Tumormarker
vermitteln.

Um weitere Hinweise Uber funktionell relevante lange nicht-kodierende RNAs des
Immunsystems zu erhalten, wird die Regulation von ncRNAs wahrend der Aktivierung von
T-Helferzellen analysiert. Es sollen ex vivo gereinigte, primare, humane T-Helferzellen
verwendet werden. Die naiven T-Zellen sollen in vitro aktiviert werden, wobei die meisten
Charakteristika des in vivo Ereignisses rekapituliert werden. Die Intention besteht darin,
neue lange nicht-kodierende RNAs zu identifizieren und genauer zu charakterisieren, die
potentiell an der Aktivierung und Differenzierung von T-Helferzellen beteiligt sind und die
Immunantwort regulieren. Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, die molekularen Kreisldufe
und Interaktionen im Verlauf dieses Prozesses etwas besser zu verstehen.

Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit umfasst die funktionelle Untersuchung einer
ausgewahlten langen nicht-kodierenden RNA. Die Regulation der putativimmunrelevanten
ncRNA soll in verschiedenen Zellsystemen untersucht und ihre intrazelluldre Lokalisation
analysiert werden. Zusatzlich soll das betreffende Transkript in Zellen iberexprimiert und
ausgeschalten werden. Um eventuelle Rickschlisse (iber dessen Funktion ziehen zu
konnen, werden mogliche Effekte auf die Zellen beobachtet und potentielle Auswirkungen
auf die Expression von Zielgenen analysiert werden. Das Ziel dieser Untersuchungen ist es,
soweit moglich, einen Eindruck der Bedeutung und Funktionsweise der ausgewadhlten
langen ncRNA zu vermitteln und zu einem besseren Verstandnis nicht-kodierender RNAs
beizutragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Bioinformatische Methoden

2.1.1 Evaluierung von Tiling Array-Daten

Tiling Array Studien wurden zur Untersuchung der RNA-Expression in INA-6-Zellen in
Abhangigkeit von der IL-6-Stimulation und wahrend der Aktivierung primarer T-Helferzellen
durchgefiihrt. Verwendet wurde das aus 14 Chips bestehende Human Whole Genome Tiling
Array Set 1.0 von Affymetrix. Diese Arrays zeichnen sich dadurch aus, dass die Sonden tber
alle nicht-repetitiven Bereiche des menschlichen Genoms verteilt sind. Dies erlaubt neben
der Analyse bekannter Gene auch die Identifizierung unbekannter, regulierter Gene wie
beispielsweise die nicht-kodierender RNAs. Die Sonden sind so angeordnet, dass eine
Transkriptanalyse mit einer Auflosung von durchschnittlich 35 Basenpaaren moglich ist.

Fir die Identifizierung IL-6-regulierter Transkripte wurden die RNA von 13 Stunden ohne IL-
6 kultivierten, fur eine Stunde restimulierten und permanent in der Anwesenheit von IL-6
gewachsenen INA-Zellen verwendet (siehe 2.3.2.1). Zur Analyse des Transkriptoms wahrend
der T-Zellaktivierung wurden die RNA primarer Effektor-T-Helferzellen und naiver CD* T-
Zellen verwendet sowie die naiver T-Helferzellen nach 2-, 24- und 72-stindiger in vitro
Aktivierung (Details zur T-Zellisolation 2.3.1 und -aktivierung 2.3.2.3). Pro Chip wurden
10 pg RNA eingesetzt. Die Fluoreszenzmarkierung und Hybridisierung der Proben sowie das
Auslesen der Fluoreszenzsignale und eine bioinformatische Aufarbeitung der Daten wurde
von der RNomics Arbeitsgruppe des Fraunhofer Instituts fiir Imnmunologie und Zelltherapie
durchgefiihrt. Es wurde ein statistischer Ansatz gewadhlt, der Expressionssignale vom
Hintergrundrauschen differenziert und dabei den allgemeinen Fehler der Tiling Arrays
bertcksichtigt'. Die normalisierten Expressionsdaten der IL-6-Arrays wurden anfangs im
Integrated Genome Browser  von Affimetrix (http://www.affymetrix.com/
partners_programs/programs/developer/tools/download_igb.affx) dargestellt und lange,
differenziell exprimierte genomische Bereiche manuell von Professor Horn herausgesucht.
Um differentiell exprimierte Bereiche zwischen zwei zelluldaren Zustanden herauszufiltern,

1 . . .
. Ein genomischer Bereich wurde als

wurde eine Intervallanalyse durchgefiihrt
differentiell exprimiert markiert, wenn mehrere hintereinanderliegende Sonden stark und
signifikant differentiell exprimiert wurden. Unter Verwendung der hgl8-Version des
humanen Genoms (Stand Méarz 2006) wurden einem Intervall chromosomale Koordinaten

zugewiesen. Die Intervalle wurden zur Visualisierung von Dr. Kristin Reiche (AG RNomics) in
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bigBed-Dateien umgeschrieben und zusammen mit den normalisierten Expressionsdaten im
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) dargestellt.

2.1.2 Evaluierung von Hochdurchsatz-Sequenzierungen

Ein weiteres Verfahren, das zur Bestimmung der genomweiten Genexpression in
T-Helferzellen wahrend der T-Zellaktivierung angewandt wurde, ist die Hochdurchsatz-
Sequenzierung. Die Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierung geben im Vergleich zu
den Tiling Array-Daten Aufschluss dariber, welcher DNA-Strang transkribiert wurde und
zeigen ein genaueres Bild der SpleiBereignisse. Es wurden RNA-Proben von Effektor- und
naiven T-Helferzellen sowie die zwei, 24 oder 72 Stunden aktivierter T-Zellen von jeweils
drei verschiedenen Spendern verwendet. Die Vorbereitung der Sequenzierproben, der
Sequenzierlauf und die Aufarbeitung der Sequenzdaten wurden von der Bioinformatics &
Transcriptomics Arbeitsgruppe des Umweltforschungszentrums durchgefiihrt. In einem
ersten Schritt wurde die ribosomale RNA aus den RNA-Proben unter Verwendung des Ribo-
Zero Kit (Epicentre) entsprechend des Herstellerprotokolls entfernt. AnschlieRend wurde
mit Hilfe des ScripSeq Kit (Epicentre) nach Angaben des Herstellers eine Strang-spezifische
cDNA-Bibliothek generiert. Die Sequenzierung erfolgte mit dem v3 Cluster Generation und
SBS Sequencing Kits (Illumina) an einem HiSeq2000-Gerat (lllumina). Die Sequenzierdaten
wurden auf die hgl19-Version des menschlichen Genoms (Stand Februar 2009) gemappt. Die
Anzahl der Reads fir die Transkripte wurde mit Hilfe von htseqcount (http://www-
huber.embl.de/users/anderes/HTSeq/doc/index.html) und der gencode vl14-Annotation
bestimmt. Die differentielle Expression wurde mit R und dem deseq2-Packet von
Bioconductor abgeschatzt. AnschlieRend wurden die Tabellen differentiell exprimierter
Gene in Excel (Microsoft) weiter ausgewertet.

2.1.3 Auswertung von Mikroarray-Daten

Um die Genexpression in XG-1-Zellen nach dem Stilllegen der ncRNA152 zu analysieren,
wurden Human Gene Expression Microarrays (SurePrint G3 8x60K v2, Agilent Technologies)
verwendet. Auf diesem DNA-Mikroarray sind Oligonukleotide (60 Nukleotide lang)
aufgebracht, die 28000 bekannte mRNA- und 7400 lincRNA-Gene des menschlichen
Genoms reprasentieren. Es wurden zwei verschiedene siRNA-Oligonukleotide gegen die
ncRNA152 verwendet, eins gegen das erste und ein weiteres gegen das zweite Exon, um
Off-target-Effekte, bei denen Gene dhnlicher Sequenz unbeabsichtigt reprimiert werden,
auszuschlielen. Als negative Kontrolle diente die medium si negative control (Life
Technologies) zusatzlich wurde siSTAT3 als positive Kontrolle verwendet. Die Zellen wurden
mit siRNA-Oligonukleotiden transfiziert und deren RNA nach 24 Stunden isoliert (siehe
2.2.2). Die Qualitat der praparierten RNA wurde mit Hilfe des Bioanalyzer 2100 (Agilent
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Technologies) untersucht und die Repression der Zielgene nach reverser Transkription
(siehe 2.2.1) mittels quantitativer real-time PCR (siehe 2.2.4) kontrolliert. Das Herstellen
markierter cDNA, die Hybridisierung sowie das Scannen der Mikroarrays erfolgte in der
RNomics Arbeitsgruppe am Fraunhofer Institut fir Zelltherapie und Immunologie. Die
Mikroarray-Untersuchungen wurden fiir drei unabhangige Experimente durchgefiihrt.

Zur Auswertung der Daten wurde die GeneSpring GX Software (Agilent Technologies)
verwendet. Als differenziell exprimierte Gene wurden nur solche bezeichnet, die in einem
ungepaarten T-Test (jeweils ncRNA152-siRNA gegen negativ Kontrolle, alle drei Replikate)
durch die Software als signifikant (p-Wert <0,01) verdndert beurteilt wurden. Zusatzlich
wurden die Kriterien eingefiihrt, dass die RNA deutlich exprimiert sein soll (raw-Wert
groRer als 100) und die Anderung mindestens 1,5-fach betragen muss.

2.1.4 DNA-Sequenzanalysen

Zur genaueren Charakterisierung genomischer Bereiche wurden neben den bigBed-Dateien
und normalisierten Expressionsdaten der Tiling Arrays (siehe 2.1.1) zusatzlich die im UCSC
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) verfigbaren Daten
bekannter Gene, mRNAs, ESTs (Expressed Sequence Tags), Histonmodifizierungen,
Konservierung und Chip-seq-Daten von Transkriptionsfaktoren im Browser angezeigt.

Sequenzalignments wurden mit GENtle V1.9.4 durchgefiihrt. Mdgliche Protein-kodierenden
Sequenzen wurden mit dem ORF Finder (http://www.geneinfinity.org/sms/
sms_orffinder.html) in allen drei moglichen Leserastern analysiert. Dabei sollte das
Startcodon ATG sein und das kodierte Peptid mindestens eine Ldnge von 15 Aminosauren
besitzen.

Identifizierung von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen

Mogliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen wurden mit MATCH™ 1.0 public
(http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/match/bin/match.cgi) bestimmt,
welches die Sammlung von Positions-Gewichts-Matrizen der TRANSFAC® Public 6.0
Datenbank nutzt. Die Parameter wurden so angepasst, dass nur hochwertige humane
Matrizen verwendet wurden. Um die falsch positiven und falsch negativen Fehlerraten zu
reduzieren, wurde festgelegt, dass die Matrixahnlichkeit Gber 85 Prozent und die
Ubereinstimmung mit der Kernsequenz bei iber 90 Prozent liegen soll.

Material und Methoden | 22



2.1.5 Design von Oligonukleotiden

PCR-Primer

Geeignete PCR-Primer wurden mit Hilfe der kostenlosen Primer3Plus-Software
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) ausgewdhlt. Die zu
amplifizierende Sequenz wurde in das Programm eingeladen und folgende
Einstellparameter gewahlt. Die Lange der Primer sollte 20 + 2 Nukleotide betragen und die
Schmelztemperatur bei 60 £ 3°C liegen. Die Oligonukleotide sollten des Weiteren einen GC-
Gehalt von 50 + 10% aufweisen. Als zusatzliches Kriterium fiir die Primer wurde festgelegt,
dass das 3-Ende mit Guanin oder Cytosin abschliel3t. Fiir den Einsatz in der real-time PCR
wurde eine PCR-ProduktgréBe von 300 £ 100 Nukleotiden gewadhlt. Die von der Software
vorgeschlagenen Primer wurden im UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway) mit dem Hilfsprogramm BLAT im menschlichen Genom gesucht und sollten
nur in der ausgewahlten Zielsequenz gefunden werden. Des Weiteren wurden beide Primer
auch noch zur Kontrolle in das Hilfsprogramm In-Silico PCR des UCSC Genome Browsers
eingegeben und Uberprift, ob das gewiinschte PCR-Produkt und keine weiteren
Nebenprodukte generiert werden.

Fir Klonierungen wurden teilweise zusatzliche Nukleotide manuell an die Primer-Enden
angefligt, um Restriktionsschnittstellen fiir den Einbau in Vektoren zu generieren. Neben
der Restriktionsschnittstelle wurden am 5-Ende des Primers noch drei weitere Nukleotide
(Desoxythymidin) eingebaut, damit die Restriktionsenzyme das spatere PCR-Produkt auch
schneiden kénnen.

Alle Primer wurden als unmodifizierte DNA-Oligonukleotide im HPSF-Reinheitsstandard
(high purity salt free) bei Eurofins MWG Operon bestellt.

TagMan-Primer und Hydrolyse-Sonde

Die Auswahl geeigneter Kombinationen von Hydrolyse-Sonde und Gen-spezifischen
Primerpaar erfolgte mit dem Universal Probe Library Assay Design Center
(http://www.universalprobedesign.com). Die Primer wurden zur Kontrolle gegen das
menschliche Genom geblastet. Waren die Sequenzen des Primerpaares einmalig im Genom,
so wurde das generierte PCR-Produkt noch mit dem Hilfsprogramm In-Silico PCR des UCSC
Genome Browsers Uberpriift. Die Primer wurden als unmodifizierte DNA-Oligonukleotide
im HPSF-Reinheitsgrad von Eurofins MWG Operon bezogen.
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siRNA

Der BLOCK-iT™ RNAi Designer (http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/) wurde
verwendet, um siRNA-Oligonukleotide auszuwahlen. Die Sequenz der Ziel-RNA wurde in das
Programm eingeladen und der GC-Gehalt der siRNA auf 35-55% festgelegt. Die von der
Software vorgeschlagenen 21-nukleotidelangen siRNA-Sequenzen wurden mit dem
Hilfsprogramm BLAT des UCSC Genome Browsers im menschlichen Genom gesucht und
sollten nur in der ausgewahlten Zielsequenz gefunden werden. Die gewiinschte siRNA
wurde von Life Technologies als Stealth RNAI™ siRNA bezogen. Dies sind modifizierte
doppelstrangige RNA-Oligonukleotide, die durch gesteigerte Spezifitdt und Stabilitdt zu
effektiveren Knockdown-Ergebnissen beitragen.

2.1.6 Statistische Auswertung

Die Berechnung des arithmetischen Mittels (X) von n Werten wurde in Microsoft Excel mit
der Funktion MITTELWERT durchgefiihrt. Folgende Formel wurde dabei angewandt:

Zur Berechnung der Standardabweichung wurde die Funktion STABW von Microsoft Excel
verwendet. Dieser Funktion liegt folgende Formel zugrunde:

n
- Yo
s= lomg )@
=1

Zur statistischen Auswertung wurde der Zweistichproben-t-Test fiir gepaarte Stichproben
verwendet. Die Ermittlung des Signifikanzgrades erfolgte nach folgenden Gesichtspunkten:

p < 0,05 (%)
p < 0,01 (%)

p < 0,0001 (xxx)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Zellfraktionierung

Zur Separation von zytoplasmatischen und nukledren Zellbestandteilen wurde nach dem
Zusatzprotokoll von QIAGEN (Purifikation of cytoplasmic RNA from animal cells) verfahren.
10’ permanent mit IL-6 kultivierte INA-6-Zellen wurden geerntet (300 x g, 5min) und der
Uberstand entfernt. Durch Zugabe von 175ul gekiihlten RLN-Puffer und 5-miniitige
Inkubation auf Eis wurde die Plasmamembran lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert (300 x g,
2min, 4°C), der Uberstand mit dem zytoplasmatischen Extrakt in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfiihrt und die RNA isoliert (siehe 2.2.2). In einem separaten Ansatz wurde die nukledre
RNA aus dem restlichen Zellpellet extrahiert (siehe 2.2.2). Die RNA-Mengen bestimmter
Zieltranskripte in den Zellfraktionen wurde nach reverser Transkription (siehe 2.2.3) mittels
real-time PCR bestimmt (siehe 2.2.4). Um die Qualitdt der Trennung zu beurteilen, wurde in
beiden Fraktionen das Verhaltnis nukledrer RNAs (U6 und MALAT1) zu zytoplasmatischen
MRNAs (GAPDH und STAT3) gebildet und analysiert.

RLN-Puffer 50mM Tris-Cl, 140mM NaCl, 1,5mM MgCl,, 0,5% (v/v) IGEPAL
frisch dazu 1000 U/ml RNase-Inhibitor, 1mM DTT

2.2.2 Isolation von RNA

Die Praparation von Gesamt-RNA erfolgte mit TRIzol® Reagent (Life Technologies) wie im
Protokoll des Herstellers angegeben. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden unter einem
Abzug durchgefiihrt. Beim Arbeiten mit RNA wurden stets RNase-freie Filterspitzen
verwendet.

Kulturmedium und zellulare Rickstande wurden durch einmaliges Waschen der Zellen
(Zentrifugation: 300 x g, 5min) mit kaltem PBS entfernt. Fiir die Lyse von 5-10x10° Zellen
wurde diese in 1ml TRIzol® Reagent resuspendiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Adharente Zellen wurden direkt in den Kulturschalen lysiert und anschliefend in
ReaktionsgefdaBe (berfiihrt. Bei Bedarf wurden die Zelllysate bei -80°C gelagert. Die
lysierten Proben wurden mit 200l Chloroform versetzt, fir 15 Sekunden stark geschittelt
und 3 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die anschlieBende Zentrifugation
(12000 x g, 15min, 4°C) fuhrt zu einer Phasentrennung. Es bilden sich eine obere wassrige
Phase, welche die RNA enthalt, eine DNA-enthaltende Interphase und eine untere
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organische Phase, in der sich Proteine befinden. Die wassrige Phase wurde mit 500l
Isopropanol versetzt, um die RNA zu fallen. Nach 10-mintiger Inkubation wurde das RNA-
Préazipitat durch Zentrifugation (12000 x g, 20min, 4°C) pelletiert und mit 75%igem Ethanol
gewaschen (Zentrifugation: 7500xg, 5min, 4°C). Der Uberstand wurde méglichst
rickstandslos entnommen und das Pellet 10 Minuten luftgetrocknet. Die RNA wurde
anschlieRfend in Nuklease-freiem Wasser (20-50 ul) resuspendiert und bei -80°C gelagert.

RNA, die aus priméaren Zellen gewonnen wurde, wurde zusatzlich mit dem Turbo DNA-free™
Kit (Life Technologies) behandelt. Dieser Schritt war nétig, um die DNA-Kontaminationen
dieser Proben zu verringern. Bei diesem Vorgang werden DNA-Reste durch DNase abgebaut
und das Enzym in einem weiteren Schritt wieder entfernt, um Wechselwirkungen in
spateren Experimenten zu verhindern.

Die RNA-Konzentration wurde am NanoPhotometer™ (Implen GmbH) bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt. Eine optische Dichte von 1 entspricht dabei 40ug/ml einzelstrangiger
RNA. Die Qualitdt der isolierten RNA wurde bei Bedarf zusatzlich mittels
Kapillarelektrophorese unter Verwendung des RNA 6000 Nano Assay Kits (Agilent
Technologies) im Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) kontrolliert.

2.2.3 Reverse Transkription

Die reverse Transkription bezeichnet das Umschreiben von RNA in komplementdare DNA
(cDNA) mit Hilfe einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase. Fiir die Synthese von cDNA wurde
das RevertAid™ First Strand cDNA Synthese Kit (Fermentas) nach Herstellerangaben
verwendet. 1ug RNA wurde mit zufallig zusammengesetzten Hexamer-Oligonukleotiden
gemischt und fir 5 Minuten auf 65°C erhitzt, um Sekundarstrukturen der RNA
aufzuschmelzen. Bei Bedarf wurden auch genspezifische Primer verwendet. Wahrend des
langsamen Abkuhlens der Proben binden die Primer an komplementdre Bereiche der RNA.
Nach der Zugabe von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs), Ribonuklease-Inhibitor
und reverser Transkriptase, erfolgte das Umschreiben 1 Stunde lang bei 42°C. Die Enzyme
wurden im Anschluss 5 Minuten bei 70°C inaktiviert, um zu verhindern, dass deren Aktivitat
nachfolgende Reaktionen beeinflusst.

Fiir Untersuchungen zur Orientierung von ncRNA-Genen wurde das AffinityScript™ Multiple
Temperature cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologie) verwendet, da Voruntersuchungen
gezeigt haben, dass bei diesem weniger unspezifisches Umschreiben stattfindet. Sense- und
Antisense-Primer wurden fiir die cDNA-Synthese in getrennten Reaktionen eingesetzt. Die
Auswertung erfolgte dann durch real-time PCR mit den spezifischen Sense- und Antisense-
Primern.
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2.2.4 Quantitative real-time PCR

Real-time PCR mit SYBR Green

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte mittels real-time PCR im LightCycler®
(Roche Applied Science). Es wurde das LightCycler® FastStart DNA Master”™"® SYBR Greenl
Kit (Roche Applied Science) verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die
verwendeten Gen-spezifischen Primerpaare sind unter 2.2.5.1 angegeben. Fir die
quantitative real-time PCR mit SYBR Greenl wurde folgendes Standardprogramm

verwendet:
Initiale Denaturierung 10min 95°C
15s 95°C
42 Amplifikationszyklen 10s 55°C
15s 72°C

Bei der Amplifikation der cDNA mit Gen-spezifischen Primern entstehen doppelstriangige
PCR-Produkte, in die sich der Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Greenl) einlagert. Das daraufhin
emittierte Licht kann nach jedem Zyklus gemessen werden und ist direkt proportional zur
Menge an gebildetem PCR-Produkt. Die Amplifikation des PCR-Produktes kann somit tber
die Fluoreszenzintensitdt in Echtzeit nachverfolgt werden. Aufgrund der unspezifischen
Bindung von SYBR Greenl an doppelstrangige DNA wiirden auch amplifizierte
Nebenprodukte mit gemessen werden. Um dies auszuschlieBen, wurde nach der PCR eine
Schmelzkurve aufgenommen, die den spezifischen Schmelzpunkt des gewdiinschten
Produktes und eventueller Nebenprodukte zeigt.

SYBR Green PCR-Primer:

JUNB_for 5’- ccc cat caa cat gga aga cca aga g -3’
JUNB_rev 5’- caa gca gca gct gac agc cgt tgc -3’
ncRNA152 for 5'- cgt gcc tgt ctt cag atc ttc -3
ncRNA152_rev 5’- ggg aat ctt tca gct gca tt -3’

ncRNA152_450_for 5’- gaa tga agg ctg aga caa gc -3’
ncRNA152_450 _rev  5’'- ggg gat gag tcg tga ttt tc -3’
ncRNA152_ 560 for 5’- ggg aat gga ggg aaa taa atg -3’
ncRNA152_560 rev  5’'- ggg gat gag tcg tga ttt tc -3’

PIM1_for 57— cca gca aat agc agc ctt tc -3’
PIM1_rev 5/- gtc cta tcc cat ccc aac ct -37
SOCS3_for 5'- aag ctg gtg tac cac tac atg c -3’
SOCS3_rev 5'- agc tgg gtg act ttc tca tag g -3’
STAIR18 2 for 5’- gga aca ctc tga aaa aca cca a -3’
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STAIR18 2 rev 5’- tga gaa tac ata tgt gtg caa gga -3’

STAIR18 3 for 5’- gcc aaa aac cag aca aag ga -3’
STAIR18 3 rev 5’- act acg ccc ggc taa ttt tt -3’
STAT3_for 5’- ctg gcc ttt ggt gtt gaa at -3
STAT3_rev 5’- aag gca ccc aca gaa aca ac -3
u6_for 5’- ctc gct tcg gca gca ca -3’

U6_rev 5’- aac gct tca cga att tgc gt -3’

Real-time PCR mit Hydrolyse-Sonde

Eine weitere Variante der real-time PCR ist die Amplifikation von cDNA-Fragmenten mit
spezifischen Primern und einer Hydrolyse-Sonde. Hierfiir wurde der LightCycler® TagMan®
Master Kit (Roche Applied Science) entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet.
Es wurden Hydrolyse-Sonden der Universal Probe Library (Roche Applied Science) benutzt,
die 8-9 Nukleotide lang sind. In die kurzen Sonden sind locked nucleic acids (LNA)
eingebaut, um Spezifitdit und Schmelztemperatur der kurzen Sonden zu erhéhen. Die
quantitative real-time PCR mit Hydolyse-Sonden wurde im LightCycler® (Roche Applied
Science) bei folgendem Programm durchgefihrt:

Initiale Denaturierung 10min 95°C
10s 95°C

45 Amplifikationszyklen 30s 55°C
1s 72°C

Die Hydrolyse-Sonden sind am 5‘-Ende mit Fluoreszein sowie am 3‘-Ende mit einem
Quenchermolekil markiert, das die Fluoreszenz des Fluoreszeins unterdriickt. Nach
Hybridisierung der Sonde an komplementdre cDNA kann diese durch die 5‘—3'-
Exonukleaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase abgebaut werden. Dabei werden Quencher
und Fluorophor voneinander separiert und der Reporter fluoresziert. Die
Fluoreszenzintensitat steigt proportional zur Menge des spezifischen PCR-Produktes und
wird vom LightCycler® detektiert. Die Spezifitdt dieser Untersuchung wird durch die
Kombination von Primerpaar und Sonde gewahrleistet.

TagMan-Primer (#XX entspricht Nummer der verwendeten Hydrolyse-Sonde):

GAPDH #60_for 5’ - agc cac atc gct cag aca c -3
GAPDH #60_rev 5’- gcc caa tac gac caa atc c -3
STAIR1 #37_for 5’- cat gtg ctt gct gtg ttc aa -3’
STAIR1 #37_rev 5’- tat ttc tcc tgc cca tag cc -3’
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STAIR2 #68_ for 5’- ttc cac ctt cct ctt ctg aca -3’

STAIR2 #68_rev 5’- cct ata agt gca gtt cag ggt ca -3’
STAIR3 #16_for 5’- caa act tag gtc aga aaa aga gca -3’
STAIR3 #16_rev 5’- aca cac ata cat ccc ctc tga a -3’
STAIR6 #81_for 5’- tca ctg gta caa agg aca gag c -3
STAIR6 #81_rev 5’- gaa ggg ttt gtt ggg gaa tta -3’
STAIR15 #68 for 5’- agc ctt ctc ccc ttc aga at -37
STAIR15 #68_rev 5’- cgt gtc tgc ttc cca tac ct -3’
STAIR18 #60_for 5’- gga aca ctc tga aaa aca cca a -3’

STAIR18 #60_rev 5’- tag gaa tac ata tgt gtg caa gga -3’

Auswertung

Der Amplifikationszyklus (Ct), in dem die Fluoreszenz der Probe einen festgelegten
Schwellenwert signifikant Uberschreitet, wurde jeweils automatisch mit der LightCycler®
Software Version 3.5 (Roche Applied Science) bestimmt. Die weitere Auswertung wurde mit
Microsoft Excel 2010 durchgefiihrt. Die relative Quantifizierung des RNA-Levels eines
Transkriptes erfolgte durch die Normierung mit dem RNA-Gehalt der Haushaltsgene
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder der U6 snRNA (einer kleinen
nicht-kodierende nukledre RNA des Spliceosoms) der gleichen Probe (ACt=Ctyieigen-
Cthaushaltsgen). Nach Festlegung einer Referenzprobe (z.B. unstimulierte oder unbehandelte
Kontrolle) wurde der relative Unterschied der Genexpression einer Probe zu dieser
Referenz tiber die Formel 272 berechnet (AACt=ACtpope - ACtgeserens)-

2.2.5 Klonierung

2.2.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung
eines spezifischen DNA-Abschnittes. Ausgehend von zwei Oligonukleotidsequenzen
(Primern), welche die Zielsequenz durch komplementare Basenpaarung flankieren, erfolgt
die in vitro Amplifikation des DNA-Fragmentes mit Hilfe einer thermostabilen DNA-
abhangigen DNA-Polymerase. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Tag-Ploymerase (aus
Thermus aquaticus; 5U/pl) fur analytische Amplifikationen verwendet. Flr prédparative
Amplifikationen wurde die PfuUltra™ Hotstart DNA-Polymerase (modifizierte Pfu -
Polymerase aus Pyrococcus furiosus; 2,5U/ul; Agilent Technologie) auf Grund der
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geringeren Fehlerrate eingesetzt. Ein Standard-PCR-Ansatz setzte sich folgendermalien
zusammen:

10-200ng DNA oder cDNA
2,5ul  10x PCR-Puffer
0,5ul  dNTP-Mix (10mM)
2ul - 3‘-Primer (5pmol/ul)
2ul - 5-Primer (5pmol/ul)
2,5U DNA-Polymerase
Ad 25pl  Nuklease-freies Wasser

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem RoboCycler (Stratagene) nach folgendem

Standartprotokoll:
Initiale Denaturierung 5min 95°C
30s 95°C Denaturierung
40 Amplifikationszyklen 30s 55°C (variabel)  Annealing
variabel 72°C Elongation
Finale Elongation 5min 72°C

Die Annealing-Temperatur orientierte sich an den Schmelztemperaturen der Primer und die
Elongationszeit richtete sich nach der GroRe des zu amplifizierenden Produktes (1 min/kb).

PCR-Primer:

STAIR1_1 for 5’- tca agg gca aag atg gaa tc -3’
STAIR1_1_rev 5’- tgt cat tcc aag ttg cca aa -3’
STAIR1_2_for 5’- ctc agt ttg gca tcc gtt tt -3’
STAIR1_2_rev 5’- att gac ttc cca ggc ctt tt -3’
STAIR1_3 for 5’'- aag ccc agg tga tgg tgt ag -3’
STAIR1_3 rev 5’- cct ggg aga gat gct tct tg -3’
STAIR2_1 for 5'- tcg gta tgt ggg ttt ggt tt -3’
STAIR2_1_rev 5'- ctg gct tct cag ctg gac tt -3’
STAIR2_2_ for 5’- gtg aag ggg cat gtt gag at -3’
STAIR2_2_rev 5’- ggt gct agc cct gaa gtc tg -3’
STAIR2_3_for 5’ - tgc cac cct aac ctc tca ac -3’
STAIR2_3 rev 5’- ttg tgg gac gga act cct ac -3’
STAIR3_ 1 for 5’- gcg agt atg gat ctc caa gg -3’
STAIR3_1_rev 5’- caa tgc tct gac ctc acg aa -3’
STAIR3_2_ for 5’- tct cac ccc agg ctt tta tg -3’
STAIR3_2_rev 5’- aag gca ccc aaa agg aat ct -3’
STAIR3_3 for 5/- cca gat tct tcc caa tcc aa -3’
STAIR3_3 rev 5’- cat gga cag gtg gtg ttc tg -3’
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STAIR6_1 for 5’- ggc tag gct gag gaa ggt ct -3’

STAIR6_1 rev 5’- ctg caa gtg gca tta cga ga -3’
STAIR6_2 for 5’- atc tca tcg ggt cag tgg ac -3’
STAIR6_2_rev 5’- cta atc cag cct gct cct tg -3’
STAIR6_3_for 5’- tca ctg gta caa agg aca gag c -3’
STAIR6_3_rev 5’- gaa ggg ttt gtt ggg gaa tta -3’
STAIR15 1 for 57— tct gat gac cct ctg ggt tc -3’
STAIR15_1 rev 5’- gtg ctt taa acg ggt gca tt -3’
STAIR15 2 for 5’- gct gcc tac aga aaa gaa agc tg -3
STAIR15_2 rev 5’- cag tgt tgc atg gtg tga tta ac -3’
STAIR15_3 for 5’- acc cct ccc tca ttc agt ct -3’
STAIR15_3 rev 5’- aag agg gcc ttt gat gga at -3’
STAIR18 1 for 5’- tgg ctg agt tgt gga cag ag -3’
STAIR18 1 rev 5’- ccc cca gta ctg cag gta aa -3’
STAIR18 2 for 5’- gga aca ctc tga aaa aca cca a -3/
STAIR18 2 rev 5’- tga gaa tac ata tgt gtg caa gga -3’
STAIR18 3 for 5’- gcc aaa aac cag aca aag ga -3’
STAIR18 3 rev 5’- act acg ccc ggc taa ttt tt -3’

Klonierungs-Primer:

ST18 Prom_-770 5’"—- ttt gct agc tgc taa gga tca cat gg -3’

ST18 Prom_+210 5’—- ttt aag ctt ccc agg aac tgt gct g -3

ST18 Prom_+38 5’—- ttt aag ctt cag cct tca ttc tca ttg g -3’
ST18 Enh_+605 5’- ttt gga tcc gct tct cag agg tgg -3’

ST18 Enh_+1320 5’- ttt gtc gac cca agc tgg gag ctg -3’
ncRNA152_start 5/—- ttt gct agc atg agt cat ctc gtt cc -3’
ncRNA152_end 5’- ttt ggg ccc ttc tgt ttt ctt tag ttt tgc -3’

2.2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde die Methode der Agarose-
Gelelektrophorese anwendet. In Abhédngigkeit von der GroRe der aufzutrennenden
Fragmente wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 0,8-2% (w/v) in TAE-Puffer
hergestellt. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die zu analysierenden Proben mit 10%
(v/v) DNA-Ladepuffer versetzt. Dieser erhéht die Dichte, sodass die Proben in die Taschen
sinken. Der im Ladepuffer enthaltene Farbstoff dient zusatzlich als Laufweitenkontrolle. Als
GroBenmarker wurden 5pul des GeneRuler™ 1kb plus DNA Ladder (Fermentas) in eine
Tasche geladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer Kammer mit TAE-
Puffer bei einer Spannung von 50 oder 100 Volt fir ca. 30 Minuten. Zum Anfarben der DNA-
Banden wurden die Agarose-Gele 10 Minuten in Ethidiumbromid-Lésung (10mg/| EtBr)
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inkubiert. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte im Anschluss bei UV-Licht mit einer
Digitalkamera (Multilmage Light Cabinet).

TAE-Puffer 40mM Tris, 20mM Essigsaure, 1mM EDTA; pH 8,0

DNA-Ladepuffer 10mM EDTA, 1%(w/v) SDS, 20% (v/v) Ficoll,
0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol

2.2.5.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der gelelekrophoretischen Auftrennung wurden das Gel auf einen UV-Tisch gelegt und
DNA-Banden der gesuchten GrofRe mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die
Aufreinigung der DNA wurde mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN) nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Eluiert wurde stets mit 30 ul Nuklease-freiem Wasser.

2.2.5.4 Spalten von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die meist palindromische Sequenzen
erkennen (4-8 Basenpaare) und in diesem Bereich beide DNA-Strange hydrolytisch spalten.
Je nach Restriktionsenzym entstehen gerade Enden oder kurze, ungepaarte Uberhinge. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme der Hersteller New England Biolab, Jena
Bioscience und Fermentas entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Um 1ug DNA
oder cDNA zu spalten, wurden 10 Units Restrikionsenzym eingesetzt und 1-2 Stunden bei
37°Cinkubiert.

2.2.5.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Religation enzymatisch gespaltener Vektoren zu verhindern, wurden die terminalen
5‘-Phosphatgruppen entfernt. Dazu wurde 1Unit Shrimp alkalische Phosphatase
(Fermentas) direkt in den Restriktionsansatz gegeben und 1 Stunde bei 37°C inkubiert.
Restriktionsenzyme mit Star-Aktivitdt wurden zuvor fir 20 Minuten bei 80°C
hitzeinaktiviert.
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2.2.5.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknlpfung von DNA-Fragmenten mit kompatiblen Enden erfolgte mit der T4-DNA-
Ligase. Dieses Enzym katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einem
3‘-Hydroxy-Ende und 5‘-Phosphat-Ende zweier DNA-Fragmente. Bei dieser Reaktion wird
ATP als Cofaktor bendtigt. Das DNA-Insert wurde im fiinffachen molaren Uberschuss zum
linearisierten, dephosphorylierten Vektor in einer Reaktion mit 1 Unit T4-DNA-Ligase
(Roche Applied Science) eingesetzt. Als Kontrolle fiir die Religation diente stets ein
Ligationsansatz, dem statt des Inserts nur Wasser hinzugegeben wurde. Die Ligation wurde
Uber Nacht bei 12°C durchgefiihrt.

2.2.5.7 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter E.coli erfolgte nach der Calciumchloridmethode. Eine
Einzelkolonie von E.coli HB101 (ATCC 33694) wurde in 5ml LB-Medium lber Nacht bei 37°C
im Schittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden 250ml LB-Medium mit 2,5ml der
Ubernachtkultur angeimpft und erneut bei 37°C kultiviert bis zu einer ODsgsnm von 0,375.
Die Zellen wurden in gekiihlte 50mI-Réhrchen aliquotiert und nach 10-mintiger Inkubation
auf Eis zentrifugiert (1600xg, 7min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 10ml eiskalter, steriler Calciumchlorid-Losung (100mM) resuspendiert. Die
Zellsuspensionen wurden vereinigt, zentrifugiert (1100xg, 5min, 4°C), der Uberstand
entfernt und das Pellet in 50ml eiskalter, steriler Calciumchlorid-Losung (100mM)
aufgenommen. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis erfolgte erneut eine Zentrifugation
(1100 x g, 5min, 4°C). Das Zellpellet wurde in 10ml eiskalter, steriler Calciumchlorid-Lésung
(100mM) mit 15% (v/v) Glycerol resuspendiert und zu 100ul aliquotiert. Die Aliquots
wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

Chemisch kompetente Bakterien wurden mittels Hitzeschock mit Plasmid-DNA
transformiert. Dazu wurden die kompetenten E.coli HB101 langsam aufgetaut. Ein
Ligationsansatz wurde zu einem Bakterien-Aliquot hinzugegeben und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock fir 1,5Minuten bei 42°C. Der
Transformationsansatz wurde 1 Minute auf Eis abgekiihlt, mit 800l LB-Medium versetzt
und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgekippt, das Zellpellet in der Restfliissigkeit resuspendiert und auf ampicillinhaltigen LB-
Agar-Platten aufgetragen. Ampicillin diente zur Selektion, da alle in dieser Arbeit
verwendeten Plasmide das erforderliche Resistenzgen tragen. Die Bakterien wurden (iber
Nacht bei 37°C auf den LB-Agar-Platten kultiviert.
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LB-Medium 10g/I Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 5g/I NaCl; autoklavieren

LB-Agar LB-Medium, 15mg/ml Agar-Agar; autoklavieren; 100 ug/ml Ampicillin

E.coliHB101 F- supE44 lacY1 ara- 14 galK2 xyl-5 mtl-1 leuB6 A(mvrC-mrr) recA13 rpsL20
thi-1 A(gpt-proA)62 hsdSB20 A-

2.2.5.8 Kolonie-PCR

Zur schnellen Uberpriifung von Bakterienklonen wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt.
Hierfir wurde der normale Standard-PCR-Ansatz mit geeigneten Primern verwendet.
Anstelle von gereinigter DNA wurde ein Teil einer Einzelkolonie mit einer sterilen
Pipettenspitze abgenommen und in dem PCR-Gefal} geschwenkt. Die anschlieBende PCR-
Reaktion wurde nach dem Standard-PCR-Protokoll durchgefiihrt.

2.2.5.9 Praparation von Plasmid-DNA

Fir die Gewinnung von Plasmid-DNA wurden Einzelkolonien von LB-Agar-Platten gepickt, in
5ml ampicillinhaltiges LB-Medium uberfiihrt und tber Nacht bei 37°C in einem Schittler
kultiviert. 4ml dieser Ubernachtkultur wurden fiir die Plasmidpraparation im kleinen
Malistab eingesetzt. Hierfir wurde das Plasmid Mini-Prep Kit (Jena Bioscience)
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die Elution der Plasmide erfolgte mit 30pul
Nuklease-freiem Wasser. Im Anschluss wurde die gewonnene Plasmid-DNA meist durch die
Spaltung mit geeigneten Restriktionsendonukleasen oder durch Sequenzierung der DNA
kontrolliert.

Da fir die Transformation von eukaryotischer Zellen gréRere Mengen besonders reiner
Plasmid-DNA erforderlich sind, wurde der NucleoBond® Xtra Midi EF Kit (MACHEREY-
NAGEL) fur die Gewinnung von DNA im mittlerem Malstab verwendet. Es wurden 100pl
einer Ubernachtkultur eingesetzt und nach den Angaben des Herstellers verfahren.

Die DNA-Konzentration der Proben wurde stets am NanoPhotometer™ (Implen GmbH) bei
einer Wellenlange von 260nm bestimmt. Dabei entsprechen 50 ug/ml doppelstrangige DNA
einer optischen Dichte von 1. Die Reinheit der DNA kann dabei zusatzlich Gber den
Quotienten aus der Absorption bei 260nm und 280nm beurteilt werden.
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LB-Medium

10g/1 Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 5g/I NaCl; autoklavieren;
Zugabe von 100 ug/ml Ampicillin direkt vor dem Gebrauch

2.2.5.10 DNA-Sequenzierung

Zur Kontrolle von Klonierungen und Kldrung der Identitdt von PCR-Produkten wurden die

Proben sequenziert. Die DNA-Sequenzierungen wurden durch die Core Unit DNA-

Technologien des Interdisziplindren Zentrums fiir klinische Forschung der Universitat

Leipzig durchgefiihrt.

2.2.5.11 Plasmide

pcDNA3.1(+)

eukaryotischer Expressionsvektor (Life Technologies)

pc_ncRNA152_450bp

Expressionsplasmid basierend auf pcDNA3.1(+), kodiert fir
eine verkirzte Isoform der humanen ncRNA152 (erstellt in
dieser Arbeit)

pc_ncRNA152_560bp

Expressionsplasmid basierend auf pcDNA3.1(+), kodiert fir
die humane ncRNA152 (erstellt in dieser Arbeit)

pCH110

eukaryotischer B-Galktosidase-Expressionsvektor unter
Kontrolle des friihen SV40 Promotor (Amersham)

pGL3-Basic

eukaryotischer  Expressionsvektor, kodiert fir eine
modifizierte Luziferase von Photinus pyralis (Promega)

pGL3-mir21-Prom

Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
steht unter Kontrolle des pri-mir21 Promotors [-1122/+23]
(erstellt von Dennis Loffler)

pGL3-ST18-Prom_B

Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
steht unter Kontrolle des STRAIR18 Promotors [-117/+38]
(erstellt in dieser Arbeit)

pGL3-ST18-Prom_BC

Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
steht unter Kontrolle des STRAIR18 Promotors [-117/+210]
(erstellt in dieser Arbeit)
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Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
pGL3-ST18-Prom_AB steht unter Kontrolle des STRAIR18 Promotors [-770/+38]
(erstellt in dieser Arbeit)

Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
pGL3-ST18-Prom_ABC steht unter Kontrolle des STRAIR18 Promotors [-770/+210]
(erstellt in dieser Arbeit)

Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
pGL3-ST18-Prom_ABC+Enh steht unter Kontrolle des STRAIR18 Promotors [-770/+210]
(erstellt in dieser Arbeit)

Reporterplasmid basierend auf pGL3-Basic, die Luziferase
pGL3-ST18-Prom_B+Enh steht unter Kontrolle des STRAIR18 Promotors [-117/+38]
(erstellt in dieser Arbeit)

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Praparation primdrer T-Helferzellen

Ausgangsmaterial fur die Gewinnung priméarer humaner T-Helferzellen waren Buffy Coats,
die vom Institut fir Transfusionsmedizin (Universitatsklinikum Leipzig) bezogen wurden.
Dort wurden humane Vollblut-Spenden zuerst zentrifugiert, um Blutplasma und feste
Bestandteile zu trennen. Plasma und Erythrozyten wurden anschlieBend mit Hilfe einer
optischen Presse von den verbleibenden Blutzellen, dem sogenannten Buffy Coat, separiert.

2.3.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Fir die Isolation peripherer mononuklearer Zellen (PBMC) wurde ein Buffy Coat mit 250ml
raumtemperiertem PBS verdinnt. In 50ml Zentrifugenréhrchen wurden 15ml
raumtemperiertes Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare) vorgelegt und die verdiinnte
Zellsuspension vorsichtig darlGber geschichtet. Die Auftrennung der Zellen erfolgte durch
30-minitige Zentrifugation (500x g, 20°C, Beschleunigung=4, Bremse=0). Wahrend die
Erythrozyten bei dieser Dichtegradientenzentrifugation sedimentieren, reichern sich die
PBCMs in einem Interphasering an. Der Interphasering wird nach unten von der
Granulozyten-enthaltenden Ficoll-Phase und nach oben von der Thrombozyten-
enthaltenden Plasmaphase begrenzt. Die PBMCs wurden mit einer Pipette abgenommen
und in 40ml kaltes PBS gegeben. Anschliefend wurde langsam zentrifugiert (200 x g, 4°C,
Beschleunigung=9, Bremse=7), um restliche Thrombozyten zu entfernen. Der Uberstand
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wurde verworfen und die Zellen ein weiteres Mal mit 50ml kaltem PBS gewaschen. Die
Zellzahl wurde lichtmikroskopisch mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

PBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na,HPO,4; 1,5 mM KH,PO,; pH 7,4

2.3.1.2 Separation von Subpopulationen mit magnetischen
Mikropartikeln

Zur Anreicherung humaner T-Helferzellen wurde das magnetische Zelltrennsystem MACS
(Miltenyi Biotec) mit dem human CD4" T cell Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec) verwendet.
10® PBMCs wurden in 225ul MACS-Puffer aufgenommen, mit 25pul Biotin-Antikdrper-Mix
gemischt und fir 10 Minuten bei 6°C inkubiert. Der Antikorper-Mix enthalt Biotin-
gekoppelte Antikorper, die Leukozyten, die keine T-Helferzellen sind, markieren. Danach
wurden 50ul Anti-Biotin MicroBeads zu den Proben hinzugegeben und weitere 15 Minuten
bei 6°C inkubiert. In diesem Schritt binden die magnetischen Mikropartikel an das mit den
Antikorpern gekoppelte Biotin und ermdglichen so spater die Separation der markierten
Zellen in einem Magnetfeld. Die Zellen wurden anschlieBend mit 10ml MACS-Puffer
gewaschen (300 x g, 10min, 4°C). Wahrenddessen wurde eine mit einer Stahlkugelmatrix
versehenen Trennsaule (LD-S&ule) in einem Magneten befestigt und mit 2ml MACS-Puffer
gespiilt. Nach der Zentrifugation der Zellen wurde der Uberstand mit den ungebundenen
Partikeln komplett vom Zellpellet entfernt. Die PBMCs wurden in 500ul MACS-Puffer
resuspendiert und auf die vorbereitete Saule gegeben. Die mit den magnetischen
Mikropartikeln markierten Zellen werden in dem Magnetfeld in der Saule gehalten. Die
nicht markierten T-Helferzellen kénnen die Saule ungehindert passieren und in einem
Zentrifugenrohrchen aufgefangen werden. Die Sdule wurde noch zweimal mit 1 ml MACS-
Puffer gespilt und die Anzahl der gewonnenen T-Helferzellen bestimmt.

Fiir die Separation von naiven und Effektor-T-Zellen wurde die magnetische Zelltrennung
ein weiteres Mal angewandt. Die primdren T-Helferzellen wurden zentrifugiert und
10° Zellen in 1,8ml MACS-Puffer aufgenommen. Nach der Zugabe von 300l Anti-CD45R0
MicroBeads (Miltenyi Biotec) wurden die Zellen 15 Minuten bei 6°C inkubiert. Die
Mikropartikel binden an CD45R0, einer Isoform des leukocyte common antigen, auf der
Oberflache von Effektor-T-Helferzellen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 10ml MACS-
Puffer gewaschen (300xg, 10min, 4°C) und in 500ul MACS-Puffer resuspendiert. Eine
Trennsaule mit Stahlkugelmatrix (LS-Saule) wurde in dem Magneten befestigt und mit 3 ml
MACS-Puffer gesplilt. Die Zellsuspension wurde auf die Saule gegeben und dreimal mit 3 ml
MACS-Puffer gesplilt. Die nicht markierten Zellen, die die Sdule passieren, wurden in einem
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Zentrifugenrohrchen aufgefangen und beinhalten die angereicherten naiven T-Helferzellen.
Die Trennsaule wurde aus dem Magneten genommen, mit 5ml MACS-Puffer gefiillt und mit
Hilfe eines Druckstempels die markierten Effektor-T-Zellen ausgesplilt. Die gewonnenen T-
Helferzell-Subpopulationen wurden gezdhlt und deren Reinheit und Vitalitdt nach der
Farbung mit geeigneten fluoreszenz-markierten Antikérpern im Durchflusszytometer
bestimmt.

2.3.2 Zellkultur und Stimulation eukaryontischer Zellen

Alle verwendeten Zellkulturmedien und -zusatze wurden von Life Technologie bezogen. Das
verwendete Fetale Kalberserum (FKS) wurde von der Firma Lonza hergestellt. Sterile
Zellkulturschalen, -flaschen und -platten stammten von Greiner Bio-One. Alle Zellen wurden
in einem Heracell 150i CO, Inkubator der Firma Thermo Scientific bei 37°C und 5%CO,
kultiviert. Gearbeitet wurde mit den Zellen stets unter einer sterilen Sicherheitswerkbank,
um Kontaminationen zu vermeiden.

Zur Langzeitaufbewahrung wurden 10’ Zellen in 900ul FKS aufgenommen und mit 100 pl
DMSO versetzt. Nach der Uberfiihrung in Kryoréhrchen wurden die Zellen sofort auf Eis
gestellt und fiir 24 Stunden langsam auf -80°C gekiihlt. Im Anschluss wurden die Zellen in
flissigem Stickstoff gelagert.

2.3.2.1 Suspensionszellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei IL-6-abhdngige humane Myelom-Zelllinien
verwendet. Die Suspensionszellen wurden in RPMI-Medium in Zellkulturflaschen kultiviert
und dreimal pro Woche gesplittet.

INA-6-Zellen (Bezugsquelle: Gramatzki; Kiel) wurden aus dem Pleuraerguss eines 80-
jahrigen Patienten mit Plasmazytom isoliert. Sie zeigen morphologische Charakteristika von
Lymphoblasten und sind durch eine konstitutive Aktivierung des MAPK-Signalweges

14 Dem Kulturmedium von INA-6-Zellen muss 1ng/ml IL-6 zugesetzt

gekennzeichnet
werden. Kultiviert man die Zellen ohne das Zytokin, steigt die Apoptoserate der Zellen
bereits nach 4 Stunden an, bis nach zwei Tagen alle Zellen abgestorben sind. Wird IL-6
innerhalb von 12 Stunden erneut zugesetzt, kénnen die Zellen vor irreversibler Apoptose
bewahrt werden %. Fir IL-6-Stimulationsexperimente wurden die Zellen zweimal mit RPMI-
Medium gewaschen (300xg, 5min, 22°C), um Interleukin-6 zu entfernen. AnschlieRend
wurden die INA-6-Zellen 13 Stunden ohne IL-6 kultiviert, nach 12-stiindigem Hungern fir

eine Stunde mit IL-6 restimuliert oder wuchsen bei permanenter Anwesenheit des Zytokins.
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Auch XG-1-Zellen (Bezugsquelle: Klein; Montpellier) sind Myelomzellen, die morphologische
Charakteristika von Lymphoblasten zeigen. Die Zellen produzieren in geringem Ausmal}
autokrin IL-6. Ohne den Zusatz von 2ng/ml IL-6 in ihrem Kulturmedium treten XG-1-Zellen
in einen Gg-Arrest ein. Die Zellen kénnen bis zu 72 Stunden ohne das Zytokin kultiviert
werden bevor sie einen irreversiblen Schaden erleiden®.

RPMI-Medium RPMI 1640 + GlutaMAX™-1 + 10% FKS + 1% Pen/Strep

2.3.2.2 Adhirente Zellkultur

Die humane hepatozelluldre Karzinomzelllinie HepG2 (ATCC HB-8065) wurde in DMEM/F12-
Medium kultiviert. HepG2-Zellen wurden passagiert, sobald die Kultur eine Konfluenz von
80 Prozent in der Kulturschale aufwies. Die Zellen wurden mit temperierten PBS gewaschen
und mit 0,05-prozentiger Trypsin/EDTA-LSsung (Life Technologies) vom Boden abgel6st. Die
Reaktion wurde mit DMEM/F12-Medium abgestoppt und HepG2-Zellen mit Hilfe einer
Spritze und einer Kaniile vereinzelt. Die Zellen wurden nach Bedarf im Verhiltnis 1:2 bis 1:4
mit frischem Kulturmedium verdinnt und in Kulturschalen ausgesat. Falls fir ein
Experiment erforderlich, wurden HepG2-Zellen mit 10ng/ml IL-6 stimuliert.

DMEM/F12-Medium  DMEM/F12 + GlutaMAX™-1 + 10% FKS + 1% Pen/Strep

PBS 137mM NaCl; 2,7mM KCl; 8,1mM Na,HPO,; 1,5mM KH,PO,; pH 7,4

2.3.2.3 Kultivierung und Aktivierung priméarer T-Helferzellen

Primére humane T-Zellen wurden nach der Isolation in RPMI-Medium bei 37°C und 5%CO,
kultiviert.

Fiir die in vitro Aktivierung naiver T-Helferzellen wurden LEAF™ purified anti-human CD3
(Klon UCHT1) und CD28 (Klon 28.2) von BioLegend verwendet. Advanced surface 6-well
plates (Greiner Bio One) wurden Uber Nacht mit anti-CD3 Antikdrpern bei 6°C beschichtet.
Dafliir wurden in jede Vertiefung der Platte 1ml PBS und 2ug anti-CD3 (Klon UCHT1)
gegeben. Im Anschluss wurde die Platte dreimal mit PBS gewaschen und bei 6°C gelagert.
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2 x 10° naive T-Helferzellen wurden in 2ml Medium mit 2 pg anti-CD28 in eine mit anti-CD3
beschichtete Vertiefung gegeben und bei 37°C und 5%CO, fiir zwei, 24 oder 72 Stunden
aktiviert. Die Aktivierung der Zellen wurde lichtmikroskopisch und (iber die Expression von
Aktivierungsmarkern (CD69, CD25 wund CD71) auf der Zelloberfliche mittels
Durchflusszytometrie kontrolliert. Fiir weitere Analysen wurde RNA der aktivierten
T-Helferzellen isoliert.

RPMI-Medium RPMI 1640 + GlutaMAX™-1 + 10% FKS + 1% Pen/Strep

2.3.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die simultane Analyse einzelner Zellen hinsichtlich
verschiedener Parameter wie ZellgréBe, Granularitdt, auch Expression von
Oberflachenmarkern und intrazelluldren Molekilen mit Hilfe von Fluorezenzfarbstoffen. In
dieser Arbeit wurde das FACSCalibur™ von BECTON DICKINSON mit den Gebrauchslésungen
BD FACSFlow™, FACSClean™ und FACSRinse™ (BD Biosciences) fir die
durchflusszytometrischen Messungen verwendet. Die Zellen werden durch eine Kapillare
geflihrt und passieren einzeln zwei Laserstrahlen (488 nm und 635nm). Dabei korreliert das
auftretende Vorwartsstreulicht (FSC) mit der ZellgroRe, wahrend das seitliche Streulicht
(SSC) auf die Granularitat der Zelle schlieRen lasst. Gleichzeitig kann die Fluoreszenz
mehrerer an der Zelle gekoppelter Farbstoffe mittels Spiegel- und Filtersystemen
aufgetrennt und mit Detektoren gemessen werden. Die Gerateeinstellungen fiir die
Kompensation der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe wurde mit Hilfe von Fluorescence
Minus One Kontrollen vorgenommen. Die Auswertung der durchflusszytometrischen
Analysen wurde mit dem Programm CellQuest™ Pro (BD Biosciences Version 4.0.2)
durchgefihrt.

Analyse der Zellviabilitat

Die Viabilitat der Zellen wurde im Durchflusszytometer mit Hilfe des Apoptosis Detection
Kit Il (BD Biosciences) bestimmt. Es wurden jeweils etwa 10° Zellen eingesetzt und nach den
Angaben des Herstellers verfahren. Dieser Test nutzt die Translokation von
Phosphatidylserin an die AulRenseite der Plasmamembran in friihen Apoptosestadien zur
Detektion apoptotischer Zellen. Hierfir wird fluoreszenz-gekoppeltes Annexin-V
verwendet, das Calcium-abhdngig mit hoher Affinitdt an Phospholipide binden kann. Des
Weiteren wird Propidiumjodid (Pl) eingesetzt, um tote Zellen zu farben. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff kann durch die perforierte Membran toter Zellen dringen und in die
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DNA interkalieren. Die lebenden Zellen werden in diesem Test nicht gefarbt und
entsprechen der doppelt-negativen Population.

Bestimmung der Expression von Oberflichenmarkern der Zellen

Die Analyse der Expression von Zelloberflichenmarkern wurden verwendet, um die
Reinheit isolierter Zellpopulationen zu bestimmen (CD3, CD4, CD45RA, CD45R0, CD25) oder
die Aktivierung von T-Helferzellen zu kontrollieren (CD69, CD25, CD71). Es wurden jeweils
etwa 10° Zellen mit PBS gewaschen, in 100l PBS aufgenommen und mit je 1 pl fluoreszenz-
gekoppelten Antikorper fiir 10min bei 6°C gefarbt. AnschlieRend wurden 300ul PBS
hinzugefiigt und die Proben im Durchflusszytometer gemessen.

Antikorper:

Anti-human CD3 PE Miltenyi Biotec
Anti-human CD4 PE IMMUNOTECH
Anti-human CD4 PerCP Miltenyi Biotec
Anti-human CD25 FITC BiolLegend
Anti-human CD25 PE Miltenyi Biotec
Anti-human CD45RA FITC Miltenyi Biotec
Anti-human CD45R0 PerCP/Cy5.5 Biolegend
Anti-human CD69 PerCP/Cy5.5 Biolegend
Anti-human CD71 FITC BD Biosciences
PBS 137mM NaCl; 2,7mM KCl; 8,1mM Na,HPO,; 1,5mM KH,PO,; pH 7,4

Kontrolle der Transfektionseffizienz

Die Transfektionseffizienz wurde kontrolliert indem das Plasmid pEGFP-N1 in geringen
Mengen in einem Transfektionsansatz cotransfiziert wurde. Der Vorgehensweise liegt die
Annahme zu Grunde, dass transfizierte Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit beide Plasmide
aufnehmen. GFP exprimierende Zellen wurden mit dem Durchflusszytometer bestimmt und
der prozentuale Anteil transfizierter Zellen an der Gesamtpopulation berechnet.
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2.3.4 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen

Die Transfektion bezeichnet das Einbringen von rekombinanter Fremd-DNA oder RNA in
eukaryontische Zellen. Transfiziert wurden Reporter- oder Expressionsplasmide sowie
Oligonukleotide zur Stilllegung von Ziel-RNAs. In dieser Arbeit wurden nur transiente
Transfektionen durchgefiihrt, wobei die eingebrachten Nukleinsduren extrachromosomal
bleiben und innerhalb weniger Tage in der Zelle degradiert werden.

2.3.4.1 Calciumphosphat-Prazipitation

Fir die Transfektion von HepG2-Zellen mit Luziferase-Reportervektoren (pGI3) wurde die
Calciumphosphat-Methode angewandt. Ein B-Gal-Kontrollplasmid (pCH110-B-Gal) wurde
cotransfiziert, um die Transfektionseffizienz bestimmen zu kénnen, die bei dieser Methode
sehr stark schwanken kann. Die Zellen wurden dafiir am Vortag mit einer Zelldichte von
etwa 4x10*Zellen pro cm’ in DMEM-Medium 6-well-Platten ausgesit. 149l
Calciumchlorid-Lésung (250mM) wurden mit 0,5ug pGl3-Reportkonstrukt und 0,25ug
pCH110 B-Galaktosidaseplasmid versetzt und gevortext. Anschliefend wurden langsam
150ul 2x HBS-Puffer hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei
bilden sich DNA-Calciumphosphat-Kristalle, die dann von den Zellen Uber Endozytose
aufgenommen werden konnen. Das Prazipitat wurde vorsichtig zu den HepG2-Zellen
getropft und diese Giber Nacht bei 37°C und 3% CO, kultiviert. Die Zellen wurden zweimal
mit frischem DMEM/F12-Medium gewaschen, um die Kristalle zu entfernen und in
Recovery-Medium fiir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Um die Aktivierung eines
Promotors oder Enhancers durch STAT3 nachzuweisen, wurde manchen Ansatzen 10ng/ml
IL-6 fiir 4 Stunden zugesetzt. AnschlieBend wurden Reportergenanalysen (siehe 2.3.5)

durchgefihrt.
2x HBS-Puffer 50mM HEPES + 280mM NaCl + 1.5mM Na,HPO,, pH 6,96
DMEM-Medium DMEM + GlutaMAX™-1 + 10% FKS + 1% Pen/Strep

DMEM/F12-Medium  DMEM/F12 + GlutaMAX™-1 + 10% FKS + 1% Pen/Strep

Recovery-Medium DMEM + GlutaMAX™-1 + 0,5% FKS + 1% Pen/Strep
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2.3.4.2 Elektroporation

Die Elektroporation ist eine transiente Transfektion bei der mit kurzen Spannungsimpulsen
die Membran kurzzeitig permeabilisiert wird und Fremd-DNA oder RNA in die Zellen
eindringen kann.

Transfektion von XG-1-Zellen

Die Transfektion von XG-1-Zellen erfolgte mit dem Neon® Transfection System (Life
Technologies) nach Angabe des Herstellers. Die Zellen wurden einen Tag vor der
Transfektion 1:2 gesplittet. 5x10° XG-1-Zellen wurden in 100ul NEON Puffer R
resuspendiert und mit 300 pmol siRNA gemischt. Der Transfektionsansatz wurde mit einer
100ul-NEON® Pipettenspitze aufgenommen und in dem NEON® Transfektionsgerdat mit
zwei aufeinanderfolgenden 1600V-Spannungsimpulsen von je 10ms transfiziert.
AnschlieBend wurden die Zellen direkt in 6ml vorgewarmtes RPMI-Medium mit 2ng/ul IL-6
gegeben. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen geerntet
und deren RNA isoliert (siehe 2.2.2).

Transfektion primérer T-Helferzellen

Priméare T-Helferzellen wurden mit dem AMAXA™ Human T Cell Nucleofector™ Kit (Lonza)
entsprechend des Herstellerprotokolls fiir unstimulierte T-Zellen transfiziert. Flr eine
Transfektion wurde 6 x 10° naive T-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden in 80ul Human T
Cell Nukleofector™ Solution (Lonza) aufgenommen und mit 15pul Stealth RNAI™ siRNA
(20mM, Life Technologies) versetzt. Die Zellsuspension wurde in Kivetten tberfiihrt und
das Programm X-001 im AMAXA™ Nucleofector™ Il Device (Lonza) durchgefiihrt. Die
transfizierten Zellen wurden in RPMI-Medium in 6-well-Platten bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Wenn erforderlich wurden die Zellen nach 18 Stunden (Erholungsphase) fiir
24 Stunden aktiviert. Anschlieend wurden die Zellen im Durchflusszytometer kontrolliert
(Viabilitat und Aktivierungsmarker) und deren RNA fir weitere Untersuchungen isoliert
(siehe 2.2.2).

RPMI-Medium RPMI 1640 + GlutaMAX™-1 + 10% FKS + 1% Pen/Strep

siRNA-Oligonukleotide

SiSTAT3 5’ - uuu guu gac ggg ucu gaa guu gag a — 3’
sil52 E1 5’ - ugc ugu gaa gau cug aag aca ggc a — 3’
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sil52 E2 5’ - aaa ugc aga ggc cuc aga guc cac a - 3/
sil52 E2.2 5’ - aaa uau cac agg cag acc acc cgc a - 3/

2.3.5 Reportergenanalysen

In Reportergenassays kann die transkriptionelle Aktivitdt genregulatorischer Elemente liber
die Expression eines Reportergens bestimmt werden. Dazu werden Reportergene, deren
Genprodukte leicht zu detektieren sind (z.B. Luziferase, B-Galaktosidase), unter die
Kontrolle regulatorisch aktiver Promotor- bzw. Enhancerbereiche gestellt. Die
Quantifizierung des Reporterproteins ermoglicht Riickschlisse auf die
Transkriptionsaktivitat der genregulatorischen Elemente. Durch das An- und Ausschalten
bestimmter Signalwege kann auch die Regulation der Promotoren und Enhancer durch
Transkriptionsfaktoren untersucht werden (z.B. durch IL-6-Zugabe induzierte Aktivierung
von STAT3).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden HepG2-Zellen mit je 0,5ug pGI3-Reportkonstrukt und
0,25ug pCH110-B-Gal in 6-well-Platten nach der Calciumphosphat-Methode transfiziert.
Nach 24 Stunden erfolgte die 4-stiindige Stimulation mit IL-6 (10ng/ml). Im Anschluss
wurden die Zellen mit 150ul Lysepuffer des Luziferase Assay Systems (Promega)
aufgeschlossen und die Lysate fir die folgenden Nachweise der Reporterproteine
eingesetzt.

Fiir die Auswertung der Transkriptionsaktivitdt der genregulatorischen Elemente wurden
die Luziferasewerte auf die P-Galaktosidaseaktivitdit bezogen. Die dabei erhaltene
dimensionslose Zahl wird als relative Lichteinheit (RLE) bezeichnet. Die Induktion eines
Promotors oder Enhancers durch IL-6 ergab sich durch die Division des stimulierten Wertes
durch den unstimulierten Wert.

2.3.5.1 Luziferase-Nachweis-System

Die zu untersuchenden Promotoren und Enhancer wurden in das Reporterplasmid pGl3
(Promega) vor beziehungsweise hinter das Luziferasegen (aus Photinus pyralis) kloniert. Die
exprimierte Luziferase wurde mit dem Luziferase Assay System (Promega) in weilRen 96-
well-LIA-Mikrotiterplatten (greiner bio-one) nachgewiesen. Dabei katalysiert Luziferase in
Anwesenheit von ATP, Mg”* und Sauerstoff die Oxidation von Luziferin zu Oxyluziferin. Das
bei dieser Reaktion emittierte Licht ist proportional zur Konzentration des Reporterproteins
und wurde mit dem LUMiIstar OPTIMA Luminometer (BMG LABTECH) und der OPTIMA
Software (Version 2.20) gemessen. Die Versuchsdurchfiihrung orientierte sich an den
Empfehlungen des Herstellers.
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2.3.5.2 B-Galaktosidase-Nachweis-System

In dieser Arbeit wurde das Reporterplasmid pCH110 als interner Standard zur
Normalisierung der gemessenen Luziferasewerte eingesetzt. Dieses Reporterplasmid
kodiert das B-Galaktosidasegen unter Kontrolle des stimulationsunabhangigen, konstitutiv
aktiven SV40-Promotors. Die Quantifizierung der B-Galaktosidase erfolgte in weilRen 96-
well-LIA-Mikrotiterplatten (greiner bio-one) mit dem chemiluminescent B-Gal Reporter
Assay (Roche Applied Science). Es wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. Der
Nachweise beruht darauf, dass die B-Galaktosidase die Deglykosylierung des Galacton-
Dioxetan-Substrates katalysiert, was zur Akkumulation des protonierten Dioxetan fiihrt.
Durch Erhohung des pH-Wertes in den stark basischen Bereich (Uber 12) zerfallt das
Dioxetan unter Emission von Licht. Die Detektion des emittierten Lichtes erfolgte auch hier
mit dem LUMlIstar OPTIMA Luminometer (BMG LABTECH) und der OPTIMA Software
(Version 2.20).

2.3.6 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist eine sensitive molekularbiologische Technik, um
spezifische Nukleinsdure-Sequenzen in ihrer natiirlichen Umgebung (in situ) zu detektieren.
In dieser Arbeit wurden fluoreszenz-markierte DNA-Sonden eingesetzt, die komplementar
zur Ziel-RNA sind und mit dieser ein Doppelstrang-Hybrid ausbilden. Die Fluoreszenz der
gebundenen Sonde wurde anschlieBend mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops detektiert
und ermoglichte die Lokalisation der Ziel-RNA.

Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Die Zellen wurden auf beschichtete Glasobjekttrager ausgesat. Fiir HepG2-Zellen wurden
die Objekttrager zuvor fir 30 Minuten mit 100l 0,01%-igem Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich)
bei Raumtemperatur inkubiert, mit 1ml Wasser gesplilt und getrocknet. AnschlieSend
wurden die HepG2-Zellen von ihrer Kulturschale abtrypsiniert und mit Hilfe einer Spritze
vereinzelt. 5x10* Zellen wurden in 200pl Medium auf den Poly-L-Lysin-beschichteten
Objekttrager aufgebracht und zum Anwachsen fiir einen Tag bei 37°C und 5% CO,
inkubiert.

Damit Suspensionszellen wie INA-6 und XG-1 auf den Glasobjekttragern haften bleiben,
wurde Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDDA) eingesetzt. Das PDDA wurde 1 zu 500
verdinnt und die Objekttrager darin fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Objekttrager kurz mit destilliertem Wasser gespilt und
luftgetrocknet. Es wurden je 200l Suspensionszellkultur direkt auf die PDDA-beschichteten
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Objekttrager gegeben. Nach Inkubation bei 37°C und 5% CO, fiir eine halbe Stunde
adharieren die Suspensionszellen auf dem Objekttrager.

Die Objekttrager mit den auf ihnen haftenden Zellen wurden kurz mit PBS gespiilt und fir
15 Minuten in 2% Formaldehyd (in PBS) fixiert. Damit die Hybridisierungssonden spater in
die Zelle und den Zellkern eindringen kénnen, wurden die Zellen fiir 30 Sekunden in CSK-
Puffer auf Eis permeabilisiert. Wichtig in diesem Schritt sind, dass die Zellmorphologie
aufrecht erhalten und ein Verlust der Ziel-Nukleinsduren verhindert wird. Optional wurden
einige Objekttrager nach der Permeabilisierung fiir eine Stunde bei 37°C in RNase A-Losung
(1mg RNase A auf 10l PBS) inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal fir
30 Minuten in PBS gewaschen. Dann wurden sie einmal mit 2xSSC-Puffer (SSC buffer 20x,
Sigma-Aldrich) gespiilt und zweimal in 70%-igem Ethanol fiir 5 Minuten gewaschen.

PBS 137 mM NaCl; 2,7mM KCl; 8,1mM Na,HPO,4; 1,5mM KH,PO,; pH 7,4

CSK-Puffer 100mM NaCl; 300mM Saccharose; 3mM MgCL,; 10mM PIPES; pH 6,8
gefiltert, sterilisiert und bei -20°C gelagert;
frisch dazu 0,5% v/v Triton X-100 (Sigma-Aldrich) und 2mM
Ribonucleoside Vanadyl Complex (New England Biolabs)

Herstellung der Hybridisierungssonden

RNA wurde aus INA-6-Zellen isoliert (siehe 2.2.2) und mit Oligo-dT-Primern in cDNA
umgeschrieben (siehe 2.2.1). AnschlieRend wurde ein mehrere kilobasenlanges DNA-
Fragment mit spezifischen Primern durch PCR amplifiziert (siehe 2.2.5.1). Das PCR-Produkt
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Agarosegel isoliert (siehe 2.2.5.3). Zur
Herstellung der Hybridisierungssonden wurden in das DNA-Fragment mittels Nick-
Translation Fluorochrom-konjugierte Nukleotide eingebaut.

Daflir wurde das Nick Translation Kit (Abbott) verwendet und nach den Angaben des
Herstellers verfahren. Die Nick-Translation von 1pug DNA wurde fir zwei Stunden bei 15°C
durchgefiihrt. Dabei induziert die beigefligte DNase | an statistisch verteilten Stellen der
DNA Einzelstrangbriiche. An diesen Bruchstellen vermittelt die enthaltene Polymerase |
durch ihre 5°-3‘-Polymeraseaktivitdt den Einbau der zugegeben Nukleotide (dNTPs und
markierte dUTPs) in die doppelstrangige DNA und entfernt gleichzeitig die alten Nukleotide
durch ihre 5‘-3‘-Exonukleaseaktivitdt. Zur Markierung der Sonde wurde Green 496 dUTP
(Enzo Life Sciences) eingesetzt. Dieses Nukleotid ist an ein Fluorochrom gekoppelt, welches
durch die Absorption von Licht einer bestimmten Wellenldnge (Maximum bei 496 nm) auf
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ein hoheres Energieniveau angeregt wird. Kehrt dieses angeregte Molekil in den
Grundzustand zuriick, emittiert es Licht mit einer héheren Wellenldange (Maximum bei
520nm).

Die Nick-Translation wurde durch eine 10-miniitige Inkubation bei 70°C abgestoppt und die
GroBe der generierten Hybridisierungssonde auf einem Agarosegel kontrolliert
(Hauptschmier bei 300bp). Die markierten Sonde und 80ug salmon sperm DNA (Life
Technologies) wurden zusammen mit Ethanol prazipitiert und luftgetrocknet. Das Pellet
wurde mit 40l Formamid (Sigma Aldrich) resuspendiert, welches die doppelstrangige DNA-
Struktur destabilisiert und somit die Schmelztemperatur herabsetzt. Direkt vor ihrer
Anwendung wird die Hybridisierungssonde fiir 7 Minuten bei 75°C denaturiert, um DNA-
Einzelstrange zu erhalten. Nach der Zugabe von 40ul Hybridisierungspuffer wird die fertige
Hybridisierungssonde auf Eis gelagert, bis die Objekttrager fiir die Hybridisierung
vorbereitet sind.

Hybridisierungspuffer 4x SSC; 40% w/v Dextransulfat; 2mg/ml BSA; 400mM
Ribonucleoside Vanadyl Complex (New England Biolabs)

Primer fir Hybridisierungssonden:

ACTB_fwd: 5' - agc aca gag cct cgc ctt t - 37
ACTB_rev: 5' - ggt gtg cac ttt tat tca act gg - 3’
ncRNA152 for: 5' - agc atg cat ctc gtt cc - 3’
ncRNA152_rev: 5' - ttc tgt ttt ctt tag ttt tgc - 3/

Hybridisierung

Vor dem Hybridisieren der Sonde wurden die Objekttrager in einer aufsteigenden Ethanol-
Reihe (80%, 95% und 100%) fir jeweils 3 Minuten dehydriert und anschlieRend
luftgetrocknet. Danach wurden je 10ul der vorbereiteten Hybridisierungssonde auf die
Zellen gegeben und das Ganze mit einem Deckgldschen bedeckt. Die Hybridisierung erfolgte
Uber Nacht bei 37°C in einer Feuchtekammer. Dabei lagert sich die fluoreszenz-markierte
Sonde an komplementdre Nukleinsduresequenzen an. Die Deckglaschen wurden am
nachsten Tag wieder entfernt und die Objekttrager dreimal in frisch hergestelltem
50%-igem Formamid (in 2x SSC, pH 7.2) bei 42°C gewaschen, um ungebundene Sonden zu
entfernen. Auch der folgende flinfminitige Waschschritt in 2x SSC bei 42 °C wurde dreimal
wiederholt. AnschlieBend wurde das Chromatin im Zellkern mit 4‘6-Diamidino-2-
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phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) gegengefarbt. Dazu wurden 10 ul ProLong® Gold antifade
reagent with DAPI (LIFE Technologies) auf die Zellen gegeben und ein Deckgldaschen zum
Eindeckeln benutzt. Nachdem eventuell vorhandene Luftblaschen durch leichten Druck auf
das Deckglas entfernt wurden, wurde zur Konservierung durchsichtiger Nagellack an den
Kanten des Deckgldaschens aufgetragen.

Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung erfolgte mit Hilfe eines inversen Axio
Observer.Z1 Fluoreszenzmikroskops von Carl Zeiss. Fiir die Aufnahme mehrdimensionaler
Bilder wurde das Bildaufnahmeprogramm ZEN 2010 (Version 6.0, Carl Zeiss) verwendet. Mit
einem 63x Ol-Objektiv (Auflésung 0,23pm) wurden unter Verwendung der jeweiligen
spezifischen Parametern die DAPI- und FITC-Fluoreszenz sowie ein Durchlichtbild
aufgenommen. Um dreidimensionale Bilder zu generieren, wurden Aufnahmen des
Praparates in bis zu 30 Ebenen und einem Intervall von 0,3 um angefertigt. Die Auswertung
und Bearbeitung wurde mit der Bildbearbeitungssoftware AxioVision 40 (V 4.8.2.0, Carl
Zeiss) durchgefiihrt. Helligkeit und Kontrast der einzelnen Bilder wurden optimiert und eine
3D-Rekonstruktion mit der Oberflachen-Rendering-Methode erstellt. Die dreidimensionalen
Bilder zeigen die kombinierten DAPI- und FITC-Farbungen und veranschaulichen die
Lokalisation der Ziel-RNA innerhalb der Zelle.

2.3.7 Gewebe- und Patientenproben

Buffy Coats zur Gewinnung von primdren humanen PBMCs wurden vom Institut fir
Transfusionsmedizin (Universitatsklinikum Leipzig) bezogen.

Die in dieser Arbeit verwendeten RNA-Proben verschiedener Gewebe stammen aus dem
FirstChoice® Human Total RNA Survey Panel von Ambion. Die Proben dieser Sammlung
bestehen jeweils aus einem Pool von mindesten drei gesunden Spendern.

Patientenproben wurden freundlicherweise von Dr. Renate Burger von der Universitat Kiel
zur Verfligung gestellt. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte im unbehandelten
Zustand der Patienten in der Regel direkt nach der Erstdiagnose.
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Patient Geschlecht Erkrankung Gewebe Plasmazellgehalt

1 w Plasmazellleukdmie (primar)  Peripheres Blut 88%
2 W Mult'i'plt.es Myelom mit Peripheres Blut 94%
leukdmischer Aussaat
6 w Multiples Myelom Knochenmark 15%
7 w Multiples Myelom Knochenmark 20%
8 M Multiples Myelom Knochenmark 40%
9 M Multiples Myelom Knochenmark 10% - 15%
10 M Multiples Myelom Knochenmark 50%
11 M Multiples Myelom Knochenmark 50%
12 M Multiples Myelom Pleuraerguss 87%
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Charakterisierung neuer
STAT3-regulierter ncRNA-Gene

Durch den Fortschritt in der Entwicklung neue Technologien ist es Wissenschaftlern seit
einigen Jahren moglich das gesamte Transkriptom von Zellpopulationen zu analysieren. Mit
Hilfe von hochauflésenden Tiling Arrays, die das gesamte Genom abbilden, oder
Sequenzierungen kénnen auch bisher noch nicht charakterisierte und nicht-kodierende
Transkripte untersucht werden. Unter der Annahme, dass Transkripte, die durch essentielle
Signalwege reguliert werden, sehr wahrscheinlich funktionell sind, wurden lange nicht-
kodierende RNAs analysiert, die in Abhangigkeit des STAT3-Aktivierungszustandes
differentiell exprimiert werden. Die identifizierten, STAT3-regulierten Transkripte sollten
anschliefend naher charakterisiert werden.

3.1.1 Genomweite Untersuchung STAT3-regulierter ncRNAs

Die Arbeitsgruppe von Professor Horn hat genomweite Untersuchungen durchgefiihrt, um
neue, potentiell funktionelle, lange nicht-kodierende RNAs zu finden, die durch den
proliferativen und anti-apoptotischen STAT3-Signalweg reguliert werden. Hierfiir wurde die
Multiple Myelom-Zelllinie INA-6 verwendet, deren Uberleben von Interleukin-6 abhingig
ist'®. In diesen Zellen wird zudem das IL-6-Signal fast ausschlieRlich Gber den
Transkriptionsfaktor STAT3 vermittelt®. Fiir die systematische Suche nach langen, STAT3-
regulierten, nicht-kodierenden RNAs wurden Tiling Arrays benutzt. Diese Arrays bilden das
gesamte, nicht-repetitive menschliche Genom unverfalscht ab und ermdéglichen somit die

Untersuchung von neuen unbekannten Transkripten.

RNA wurde aus INA-6-Zellen in drei verschiedenen Zustdanden prapariert. Ein Ansatz wurde
fiir 13 Stunden ohne Interleukin-6 kultiviert und somit der fiir das Uberleben dieser Zellen
essentielle STAT3-Signalweg ausgeschaltet. Die INA-6-Zellen kdonnen zu diesem Zeitpunkt
durch die erneute Zugabe von Interleukin-6 noch vor der Apoptose bewahrt werden. In
einem zweiten Ansatz wurden die Zellen nach 12-stiindigem IL-6-Entzug fiir eine Stunde mit
dem Zytokin restimuliert, sodass in diesen Zellen friilhe und transiente STAT3-Zielgene
induziert sind. Der dritte Ansatz beinhaltete permanent mit Interleukin-6 kultivierte INA-6-
Zellen, bei denen STAT3 ein kontinuierliches anti-apoptotisches Signal vermittelt. Die RNA-
Qualitat wurde mit einem Agilent Bioanalyzer Uberprift und die erfolgreiche Aktivierung
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des STAT3-Signalwegs lber die Induktion von Zielgenen (JUNB, PIM1 und SOCS3) mittels
quantitativer real-time PCR kontrolliert. Die Fluoreszenzmarkierung und Hybridisierung der
Proben sowie das Auslesen der Fluoreszenzsignale und eine bioinformatische Aufarbeitung
der Daten wurde von der RNomics Arbeitsgruppe des Fraunhofer Instituts fir Immunologie
und Zelltherapie durchgefihrt. Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Tiling Arrays eine rege
IL-6-abhdngige Transkriptionsaktivitdt sowohl von Protein-kodierenden Genen als auch in
intronischen Bereichen und aulRerhalb bekannter Gene. Die Tiling Array-Daten wurden von
Professor Horn weitergehend manuell im Integrated Genome Browser ausgewertet (siehe
2.1.1). Dabei wurden 20 sehr lange, differentiell exprimierte macroRNAs entdeckt, die nicht
mit bekannten Genen der RefSeg-Annotation zusammenfallen (Genomversion hgl8, Marz
2006). Diese Transkripte umfassen intergenische oder intronische Bereiche von bis zu
400 Kilobasen und wurden STAT3-induced RNAs (STAIRs) genannt.

3.1.1.1 Charakterisierung der STAIRs

Sechs der mittels Tiling Array-Analyse identifizierten STAIRs wurden ausgewahlt und im
Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht (Tab. 1). Fir die weitere Charakterisierung dieser
STAIRs wurden von Dr. Kristin Reiche (AG RNomics) generierte bigBed-Dateien der stark
exprimierten Intervalle sowie die normalisierten Expressionsdaten im UCSC Genome
Browser dargestellt (siehe auch 2.1.1). Zuséatzlich wurde der RefSeq Genes Track, der
humane Protein-kodierende und nicht-kodierende Gene der NCBI RNA reference sequences
collection (RefSeq) beinhaltet, benutzt, um bekannte Gene in der Umgebung der
ausgewahlten Transkripte anzuzeigen. Bei der visuellen Betrachtung ist zu erkennen, dass
die STAIRs nach IL-6-Entzug in INA-6-Zellen nur schwach exprimiert sind (Abb. 3.1_B —
3.6_B; Seite 59 - 64). Nach einstiindiger Restimulation wurden dann auf den Tiling Arrays
starke Signale Uber Intervalle von bis zu 120 Kilobasen detektiert. Aufgrund der
Ungenauigkeiten der Tiling Array-Daten und der repetitiven Bereiche, die auf diesen Arrays
nicht abgebildet sind, lasst sich anhand der Fluoreszenzsignale nicht eindeutig feststellen,
ob es sich um kontinuierliche macroRNAs handelt. Bei permanenter Kultivierung mit
Interleukin-6 verlangert sich das transkribierte Intervall bei STAIR1 und STAIR2 noch weiter
(Abb. 3.1 B und 3.2_B), wobei der Transkriptionsstart mit dem nach Restimulation
Ubereinzustimmen scheint. Da die RNA-Polymerase Il zwischen 1,3 und 4,3 Kilobasen pro
Minute synthetisieren kann'®, was einem Transkript von 80 bis 275 Kilobasen pro Stunde
entsprechen wirde, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den STAIRs um
kontinuierliche Transkripte handelt, deren Lange von der Geschwindigkeit der Polymerase
begrenzt ist. Somit entsprechen die nach permanenter IL-6-Stimulation detektierten
Bereiche der Gesamtlange der STAIRs.
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Des Weiteren zeigen die STAIRs einen Abfall der Signalintensitat Gber die Linge des
Transkriptes, wodurch sich das exakte 3-Ende der macroRNAs nur schwer bestimmen lasst.
Dieses Phanomen lasst sich ebenfalls bei den Fluoreszenzsignalen langerer intronischer
Bereiche Protein-kodierender Gene beobachten'®®, sodass man auch demzufolge darauf
schlieBRen kann, dass die STAIRs kontinuierliche macroRNAs mit einem einzigen
Transkriptionsstart darstellen.

Vergleicht man die differentiell exprimierten Bereiche mit den Genen der RefSeg-
Annotation (Abb. 3.1_C — 3.6_C), zeigt sich, dass finf der Transkripte in intergenischen
Regionen liegen, das heildt sie tiberlappen nicht mit bekannten Protein-kodierenden Genen,
nur STAIR2 (Abb. 3.2) befindet sich im Intron des Protein-kodierenden Gens DCC (deleted in
colorectal carcinoma). AulRerdem fallt STAIR3 mit dem vorhergesagten Gen C200rf103
zusammen (Abb. 3.3). Die hypothetische mRNA erstreckt sich genau Uber die Lange des
STAIR3 und liegt auf dem Plusstrang von Chromosom 20. C200rf103 weist sechs Exons auf
und besitzt einen potentiellen offenen Leserahmen, der ein 281 aminosaurelanges Protein
kodieren kdnnte. Im 3‘ Bereich von STAIRG6 liegt die noch nicht validierte microRNA 138-1.
Des Weiteren Uberlappt STAIR15 (Abb. 3.5) mit der annotierten nicht-kodierenden RNA
myocardial infarction associated transcript (MIAT). Allerdings lassen die Tiling Array-Signale
die Exon-Intron-Struktur der gespleiRten MIAT RNA nicht deutlich wiederkennen, sodass
nicht bestimmt werden kann, ob STAIR15 mit MIAT identisch ist oder es sich um ein
alternatives Transkript handelt. Im Bereich von STAIR18 ist auf dem Minusstrang von
Chromosom 2 die vorhergesagte, nicht-kodierende RNA LOC541471 annotiert (Abb. 3.6).
Der vermerkte Transkriptionsstart dieser gespleiRten ncRNA fallt genau mit einem Ende von
STAIR18 zusammen, das sich anhand des pl6tzlich ansteigenden Fluoreszenzsignals deutlich
von der Umgebung abgrenzt. Die kiirzere Transkriptvariante 2 dieser hypothetischen nicht-
kodierenden RNA liegt innerhalb des differentiell exprimierten Bereiches, die langere
Isoform 1 ragt (iber STAIR18 hinaus.

Eine mogliche Prozessierung der STAIRs kann anhand der Tiling Array-Daten nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Auch die Orientierung der differentiell exprimierten Bereiche lasst
sich an den Tiling Array-Signalen normalerweise nicht ablesen, nur die abnehmende
Fluoreszenzintensitat der Gber 100 Kilobasen langen Transkripte gibt einen Hinweis auf den
codogenen Strang. Wie in den Abbildungen 3.1_B, 3.2_B und 3.4_B ersichtlich nimmt das
Fluoreszenzsignal von STAIR1, STAIR2 und STAIR6 von links nach rechts ab. Demnach liegen
diese Transkripte wahrscheinlich auf dem Plusstrang. Darauf weist auch die zunehmende
Transkriptldange von STAIR1 und STAIR2 in diese Richtung nach permanenter IL-6-
Stimulation hin. Das Tiling Array-Signal von STAIR18 nimmt in Abbildung 3.6_B hingegen
von rechts nach links ab, was darauf hindeutet, dass die Transkription vom Minusstrang
erfolgt wie auch das Uberlappende LOC541471. Bei den nur 17 und 20 Kilobasen langen
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Transkripten von STAIR3 und STAIR15 lasst sich kein Abfall der Fluoreszenzintensitat tGber
die Lange beobachten, somit ergibt sich auch kein Hinweis auf deren Orientierung.

Tab. I: Charakterisierung der STAIRs.

Transkript Position Linge | Genomische | Ableitung der Orientierung
. Regi
(Genomversion hg18) eslon Fluoreszenz- Histon-
intensitat modifikation
STAIR1 Chr18:39.841.200 - 40.261.200 | 400 kb | intergenisch + k. A.
STAIR2 Chr18: 48.174.300 - 48.474.300 | 300 kb intronisch + k. A.
STAIR3 Chr20: 9.443.000- 9.460.000 17 kb | intergenisch k. A. +
STAIR6 Chr3: 44.009.300 - 44.139.300 | 130kb | intergenisch + +
STAIR15 Chr22:25.382.800 - 25.402.800 20kb | intergenisch k. A. k. A.
STAIR18 Chr2:111.869.700-111.969.700 | 100 kb | intergenisch - -

Evolutionare Konservierung

Im nachsten Schritt wurde die Sequenzdhnlichkeit in verschiedenen Wirbeltieren analysiert.
Dazu wurde der Vertebrate Multiz Alignment & Conservation Track des UCSC Genome
Browsers, der die evolutiondre Konservierung in 17 Vertebraten darstellt, verwendet. Die
Exons wichtiger Protein-kodierender Gene sind meist stark konserviert, da eine einzige
Mutation ein Protein wesentlich verandern kann und dies meist einen negativen Einfluss
auf dessen Funktion hat. Nicht-kodierende RNAs sind hingegen meist durch eine schwache
Sequenzkonservierung gekennzeichnet, da sie oft eine strukturabhingige Funktion
ausfiihren und die RNA-Struktur weitaus weniger anfillig fiir Sequenzunterschiede ist*. Die
STAIRs beinhalten einige kurze in Mammalia konservierte Domanen, allerdings sind sie
insgesamt nicht stark konserviert (Abb. 3.1_E — 3.6_E). Im STAIR3-Locus féllt auf, dass sich
genau an den Positionen der Exons des hypothetischen C200rf103 Gens kurze konservierte
Bereiche befinden (Abb. 3.3 C+E).
vorhergesagten Gens. Die Tiling Array-Signale konnten die Exon-Intron-Struktur von

Dies ist ein Hinweis auf die Existenz dieses
C200rf103 erahnen lassen (Abb. 3.3 _B). Da das Fluoreszenzsignal jedoch tber das gesamte
Transkript sehr hoch ist, wird STAIR3 vermutlich eine kontinuierliche macroRNA darstellen.
STAIR3 kénnte demnach das Primartranskript der potentiellen C200rf103 mRNA sein. Eine
mogliche Prozessierung der macroRNA zur mRNA Idsst sich aus den Tiling Array Daten nicht
eindeutig ableiten. Analysiert man die Konservierung im Bereich von STAIR15, fallt auf, dass
die Exons der lberlappenden nicht-kodierenden RNA MIAT nicht gut erhalten sind (Abb.

Ergebnisse | 53



3.5_C+E). Konserviert sind lediglich der Promotor sowie ein Teil des letzten Exons von MIAT.
Gleiches lasst sich fur das mit STAIR18 Uiberlappende LOC541471 feststellen — auch hier ist
die Sequenz des Promotors, nicht aber die der Exons der vorhergesagten, ncRNA
konserviert. Demnach zeigt sich auch anhand der hier untersuchten Transkripte, dass die
Sequenz nicht-kodierender RNAs kaum konserviert wird und keinem groRen Selektions-
druck unterliegt.

Histonmodifizierungen

Hinweise zur Transkriptionsregulation der STAIRs wurden mit Hilfe bekannter Histon-
modifizierungen der ENCODE Tracks analysiert. Das einfach methylierte Lysin 4 (H3K4Me1l)
sowie ein acetyliertes Lysin 27 von Histon 3 (H3K27Ac) deuten auf eine aktiv transkribierte
Region hin. Ist Lysin 4 des Histons hingegen trimethyliert (H3K4Me3), lasst dies auf einen
Promotorbereich schliefen. Allerdings betrdgt die Auflosung dieser Histonmarkierungen
nur etwa 200 Basen und nicht alle Gene weisen diese Kennzeichnung auf. Fir die sehr
langen Regionen von STAIR1 und STAIR2 zeigen die ENCODE Tracks keine deutlichen
Histonmodifikationen, sodass keine weiteren Rickschlisse (ber die Regulation der
Transkription in diesen Bereichen gezogen werden kénnen (Abb. 3.1_D und 3.2_D).
Hingegen findet man an einem Ende von STAIR3 einen Bereich von zwei Kilobasen, der
durch eine H3K4Me3-Markierung gekennzeichnet ist (Abb. 3.3_D). Dies deutet auf einen
Promotor hin und wiirde dafir sprechen, dass STAIR3 von diesem Ende aus transkribiert
wird und somit auf dem Plusstrang liegt. Des Weiteren findet man innerhalb des
exprimierten Bereiches auch H3K4Mel- und H3K27Ac-Modifikationen, die auf
Transkriptionsaktivitat hindeuten. Auch STAIR6 besitzt die charakteristischen Histon-
markierungen eines RNA-Polymerase-lI-Genes, die Promotor-assoziierte Modifikation
H3K4Me3 am Anfang und H3K4Mel sowie H3K27Ac lber den gesamten transkribierten
Bereich (Abb. 3.4_D). Neben dem abnehmenden Tiling Array-Signal in diese Richtung ist
dies ein weiterer Hinweis, dass STAIR6 auf dem Plusstrang von Chromosom 3 kodiert ist. Bei
STAIR15 existieren an beiden Enden konservierte Bereiche, die die H3K4Me3-Markierung
aufweisen (Abb. 3.5 D). Auf der einen Seite kennzeichnet diese den Promotor der
Uberlappenden nicht-kodierenden RNA MIAT. Die Modifikation am anderen Ende von
STAIR15, im letzten Exon von MIAT lokalisiert, konnte auf einen weiteren Promotor
moglicherweise eines Antisense-Transkriptes hindeuten. Die Histonmarkierung fiir aktive
Transkription, H3K4Mel, findet sich im gesamten Bereich von MIAT und dariber hinaus.
Die aktive H3K27Ac-Modifikation ist hingegen im 3‘-Bereich von MIAT konzentriert,
Uberlappend mit der H3K4Me1l-Kennzeichnung. Hieraus ergeben sich zwei Moglichkeiten.
STAIR15 koénnte das Primartranskript von MIAT reprasentieren oder aber eine antisense
RNA zu MIAT darstellen, deren Promotor im 3‘-Exon von MIAT lokalisiert ist. STAIR18 ist an
einer Seite durch eine H3K4Me3-Markierung gekennzeichnet (Abb. 3.6_D). An dieser
Position wird der exprimierte Bereich durch das Tiling Array-Signal auch deutlich von der
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Umgebung abgegrenzt, somit liegt die Vermutung nahe, dass hier der Promotor und der
Transkriptionsstart von STAIR18 liegen. Demzufolge wiirde STAIR18 wie das Uberlappende
LOC541471-Gen vom Minusstrang transkribiert werden, worauf bereits das in diese
Richtung abfallende Fluoreszenzsignal hingedeutet hat. Die mit aktiver Transkription
assoziierten Histonmodifikationen H4K4Me3 und H3K27Ac wurden (ber den gesamten
Bereich von STAIR18 und auch dariiber hinaus sehr haufig detektiert, sodass die macroRNA
die charakteristische Kennzeichnung eines RNA-Polymerase-ll-Genes tragt.

Uberlappende ESTs

Zur weiteren Charakterisierung der STAIRs wurden diese im UCSC Genome Browser mit
gespleilRiten und ungespleiften humanen expressed sequence tags (EST) verglichen. ESTs
sind kurze sequenzierte cDNAs, die normalerweise Fragmente transkribierter Gene
reprasentieren. Ungespleillite ESTs, die nur einmal sequenziert wurden, haben an sich noch
keine grofRe Aussagekraft. Findet man sie hingegen in einem Locus konzentriert, deutet dies
auf eine rege Transkription in diesem Bereich hin. Des Weiteren kénnten mit den STAIRs
Uberlappende gespleiite ESTs Hinweise auf eine mogliche Prozessierung der macroRNAs
geben.

Im Bereich von STAIR1 findet man drei gespleildte ESTs, die antisense zu der vermuteten
Orientierung der macroRNA liegen (Abb. 3.1_F). Diese ESTs erstrecken sich nicht Gber einen
wesentlichen Teil des differentiell exprimierten Bereiches beziehungsweise beschrianken
sich nicht auf diesen. Des Weiteren gibt es einige ungespleilfte ESTs in diesem Locus, die
meisten davon konzentrieren sich in einem konservierten Bereich im 5'-Teil von STAIRL.
Untersucht man diese Region genauer, stellt sich heraus, dass es sich hierbei wahrscheinlich
um ein durch Retrotransposition entstandenes Pseudogen von Keratin 8 (KRT8) handelt,
das sich mehrfach im Genom wiederfinden lasst. Deutliche Hinweise auf eine Prozessierung
von STAIR1 ergeben sich aus diesen Beobachtungen nicht.

Bei der Analyse vorhandener ESTs im Bereich von STAIR2 findet man gespleiRte ESTs, die
mit der DCC mRNA Ubereinstimmen (Abb. 3.2_F). Zuséatzlich existieren im ersten Intron von
DCC ungefahr 20 einzelne ungespleilte ESTs, die sich Gber die gesamte Lange von STAIR2
verteilen. Auf eine moglich posttranskriptionelle Modifizierung von STAIR2 ldsst dieses
Ergebnis nicht schlieRen.

Im STAIR3-Locus existieren mehrere gespleillte ESTs, die mit der vorhergesagten C200rf103
MRNA (ibereinstimmen (Abb. 3.3_F). Ein weiteres gespleilites EST beginnt am 5‘-Ende des
potentiellen Gens, wird allerdings vom Antisense-Strang transkribiert und liegt gréRten
Teils auRerhalb des Bereiches von STAIR3. Zusétzlich gibt es ein ungespleiites ESTs kurz vor
dem letzten Exon des vorhergesagten Gens sowie mehrere lberlappend mit der 5‘- und
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3‘-UTR von C200rf103. Deutliche Hinweise auf Transkription in diesem Bereich neben dem
hypothetischen C200rf103 Gen ergeben sich aus diesen Beobachtungen nicht.

Analysiert man die sequenzierten cDNAs im Bereich von STAIR6, findet man nur kurze
ungespleifte Sequenzen (Abb. 3.4_F). Diese verteilen sich Gber die gesamte Region mit
einer Haufung am potentiellen Transkriptionsstart, Uberlappend mit der H3K4Me3-
Markierung (Abb. 3.4_D), sowie einem noch grofReren EST-Cluster am 3‘-Ende der
macroRNA, der auch ein etwas starkeres Tiling Array-Signal (Abb. 3.4 _B) aufweist.
Demzufolge scheint vor allem der elf kilobasenlange 3‘-Bereich von STAIR6, in dem sich
insgesamt 70 ESTs befinden, stark exprimiert zu werden. Die darin lokalisierte potentielle
microRNA 138-1 (Abb. 3.4_C) deutet darauf hin, dass es sich hierbei um deren
Primartranskript handeln kdnnte.

Im STAIR15-Locus lassen sich gespleiSte ESTs finden, die Fragmente von MIAT
reprasentieren, sowie ungespleiRte ESTs lberlappend mit dem letzten Exon dieses Gens
(Abb. 3.5_F). Ausgehend von der H3K4Me3-Histonmodifikation (Abb. 3.5_D) im 3‘-Exon der
annotierten ncRNA, die einen potentiellen Promotor kennzeichnet, existieren gespleiRte
ESTs in 5'- sowie 3‘-Richtung. Es gibt keinen Hinweis auf Antisense-Transkripte zur
annotierten ncRNA, die einen wesentlichen Teil von STAIR15 Uberspannen. Demzufolge
reprasentiert die differentiell exprimierte macroRNA am wahrscheinlichsten das
Primartranskript von MIAT.

Im Bereich von STAIR18 existieren zahlreich ESTs (zusammengefasst in Abb. 3.6_F). Es
wurden fast 80 cDNAs sequenziert, die mit der kurzen gespleillten Transkriptvariante 2 der
LOC541471 ncRNA (ibereinstimmen. Gut 30 ESTs entsprechen der langeren Isoform 1 und
weitere 30 gespleilRte cDNAs zeigen diese Transkriptvariante noch um zwei bis drei 3'-Exons
verlangert. Des Weiteren findet man zwei gespleiRte ESTs, die innerhalb des Introns im
5‘-Teil des putativen LOC541471 Gens beginnen und in antisense Richtung liber das Gen
hinaus transkribiert werden. Diese Resultate zeigen, dass die vorhergesagte ncRNA
LOC541471 tatsachlich in verschiedenen Transkriptvarianten exprimiert wird. STAIR18
kénnte das Primartranskript dieser nicht-kodierenden RNA reprasentieren.

Protein-kodierendes Potential

Zur Starkung der Hypothese, dass es sich bei den STAIRs um nicht-kodierende RNAs
handelt, wurden bioinformatische Methoden angewandt, um deren Protein-kodierendes
Potential abzuschéatzen. Viele Programme untersuchen open reading frames (ORF) lediglich
Uber das Vorhandensein moglicher Start- und Stoppcodone. Auf diese Weise werden vor
allem kleine ungespleiRte ORF gefunden, die kurze Peptide kodieren kénnten. Da die STAIRs
sehr lange Bereiche umfassen, werden mit dieser Methode nur aufgrund der Sequenzléange
zahlreiche potentielle ORF angezeigt. Die Ergebnisse liefern daher keine zusatzlichen
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Erkenntnisse, solange sie nicht mit weiteren Daten abgeglichen werden. Fir die STAIRs
wurde daher eine GENSCAN-Analyse durchgefiihrt. Der dabei verwendete Algorithmus
untersucht Sequenzen auf das Vorhandensein von ORFs unter Beachtung potentieller Exon-
Intron-Strukturen®®’. Die Resultate der Analyse wurden im UCSC Genome Browser
dargestellt (Abb. 3.1 G — 3.6_G). Die mittels GENSCAN-Algorithmus ermittelten
potentiellen Protein-kodierenden Transkripte im Bereich von STAIR1 und STAIR2 (Abb.
3.1_G und 3.2_G) erstrecken sich nicht Gber einen wesentlichen Teil der differentiell
exprimierten Bereiche beziehungsweise sind antisense zur angenommenen Orientierung
der macroRNAs, auch mit den annotierten ESTs (Abb. 3.1_F und 3.2_F) stimmen sie nicht
Uberein. Daher scheinen in den Regionen von STAIR1 und STAIR2 keine Proteine kodiert zu
sein. Im Bereich von STAIR1 sind die Transkripte E (vorhergesagtes Peptid 200 Aminosauren
lang) und H (vorhergesagtes Peptid 467 Aminosduren lang) am interessantesten (Abb.
3.1_G), da sie die gleiche Orientierung wie die macroRNA besitzen und eine potentielle
Kozak-Sequenz aufweisen, die moglicherweise von Ribosomen erkannt werden kann und
die Proteinbiosynthese initiiert. Innerhalb der STAIR2-Region wurde nur das kurze
Transkript D (vorhergesagtes Peptid 88 Aminosduren lang) vorhergesagt, dessen
Orientierung mit der der macroRNA (bereinstimmt und eine potentiell Kozak-Sequenz
besitzt (Abb. 3.2_G). Im STAIR3-Locus findet man mit der GENSCAN-Analyse ein Transkript,
das bis auf das erste Exon mit den vorhandenen gespleiten ESTs und somit auch mit der
vorhergesagten C200rf103-mRNA identisch ist (Abb. 3.3_G). Dies zeigt, dass der
verwendete Algorithmus sehr gut geeignet ist, um ORFs zu finden. Des Weiteren liegt die
Vermutung nahe, dass die STAIR3 macroRNA weiter zur C200rf103-mRNA prozessiert
werden kann, eine putative Kozak-Sequenz ist vorhanden. Die im Bereich von STAIR6
ermittelten GENSCAN-Transkripte A, C und D sind antisense zur vermuteten Orientierung
(Abb. 3.4_G). Transkript B wiirde auf dem gleichen Strang wie die STAIR6 macroRNA liegen,
allerdings gleicht die Sequenz um das Startcodon keiner Kozak-Sequenz und bisher wurde
noch keine passende cDNA sequenziert, sodass es keinen Hinweis darauf gibt, dass dieser
offene Leserahmen wirklich abgeschrieben und translatiert wird. Im STAIR15-Locus lassen
sich mit der GENSCAN-Analyse zwei potentielle offene Leserahmen ermitteln (Abb. 3.5_G).
Transkript A umspannt einen groRen Teil von STAIR15 und kdnnte ein 46 Aminosaure langes
Peptid kodieren. Allerdings weiRt dieser ORF keine Kozak-Sequenz auf und es wurde auch
noch kein passendes EST detektiert. Zusatzlich findet man mit GENSCAN im 3‘-Exon von
MIAT ein Antisense-Transkript B mit einem 153 Nukleotide-langen offenen Leserahmen, das
moglicherweise ausgehend von der dort lokalisierten Promotor-assoziierten Histon-
kennzeichnung transkribiert werden kénnte. Ein annotierter EST, der dieser vermeintlichen
MRNA entspricht, wurde zuerst als Hinweis auf die Existenz des Protein-kodierenden
Transkriptes interpretiert, allerding stellte sich heraus, dass dieser EST durch Exon-

% und somit die tatsachliche Expression noch nicht

Amplifikation generiert wurde
nachgewiesen worden ist. Selbst fiir den Fall, dass dieses Transkript eventuell sehr Zelltyp-

spezifisch exprimiert wird, ist eine Translation in ein Peptid unwahrscheinlich, da die
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Sequenz kein Startcodon aufweist und somit auch keine Kozak-Sequenz vorhanden ist, die
von den Ribosomen erkannt werden kann und die Proteinbiosynthese initiiert. Im Bereich
von STAIR18 lassen sich mit dem GENSCAN-Algorithmus drei potentielle offene Leserahmen
finden (Abb. 3.6_G), aber bei detaillierterer Betrachtung stimmt keines dieser drei
Transkripte mit Exons sequenzierter ESTs (iberein. Zudem weist lediglich Transkript A
(vorhergesagtes Peptid 373 Aminosaduren lang) die gleiche Orientierung wie STAIR18 und
eine putative Kozak-Sequenz auf. Ob Transkript A wirklich exprimiert und translatiert wird,
sollte noch experimentell Gberpriift werden, aber bis jetzt gibt es dafiir keine konkreten
Hinweise, daher wird weiter davon ausgegangen, dass STAIR18 eine nicht-kodierende RNA
reprasentiert und dessen Transkription nicht zur Synthese eines Proteins dient.
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3.1.2 Validierung der IL-6-Tiling Array-Daten

Induktion der STAIRs durch IL-6

Um die Validitat des Tiling Array-Experimentes zu untersuchen, wurde die Expression der
STAIRs mittels real-time PCR nachgemessen. Dazu wurden TagMan-Primerpaare fiir die
macroRNAs designt. Aus INA-6-Zellen wurde RNA nach 13-stiindigem IL-6-Entzug,
einstiindiger Restimulation oder permanenter Anwesenheit des Zytokins isoliert. Da fir die
Untersuchung der ungespleiRten Transkripte keine exoniibergreifenden Primer genutzt
werden konnten, wurden die RNA-Proben mit DNase behandelt, um DNA-Verunreinigungen
zu entfernen, die die Ergebnisse der nachfolgenden PCR-Analyse verfalschen wiirden. Nach
erfolgter cDNA-Synthese wurde eine quantitative real-time PCR mit Hydrolyse-Sonden
durchgefuhrt (siehe 2.2.4). Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Haushaltsgens GAPDH
standardisiert. AnschlieRend wurde die Induktion der Transkription bezogen auf die
gehungerte Probe berechnet und in einem Diagramm dargestellt (Abb. 3.7). Die
erfolgreiche Stimulation durch Interleukin-6 wurde zudem durch die Induktion etablierter
STAT3-Zielgene bestatigt (Daten nicht gezeigt). Eine Stunde nach Zugabe von IL-6 ist die
Expression aller untersuchten STAIRs in INA-6-Zellen erhéht. Am starksten wurden STAIR1
(3,5-fach) und STAIR3 (2,4-fach) induziert. Die Expression der lbrigen STAIRs hat sich knapp
verdoppelt. Nach permanenter IL-6-Stimulation stieg die Expression von STAIR1, STAIR2,
STAIR6 und STAIR15 weiter an. Die Induktion von STAIR3 war hingegen transient und fiel
nach andauernder IL-6-Behandlung der Zellen wieder ab. Die Expression von STAIR18 blieb
nach einstlindiger und permanenter IL-6-Stimulation konstant 1,4-fach erhéht. Da es sich
bei STAIR2 um eine intronische macroRNA handelt wurde auch die IL-6-abhangige
Expression der DCC-mRNA analysiert. Diese Experimente wurden von Dr. Katja Schramedei
durchgefiihrt und die Daten in ihrer Diplomarbeit veréffentlicht'®. Die reife DCC-mRNA
wird demnach erst nach permanenter IL-6-Stimulation um den Faktor zwei induziert. Dass
eine Stunde nach Zytokingabe noch kein Effekt zu beobachten war, wurde aufgrund der
enormen Lange des Gens von Uber einer Millionen Basenpaaren so erwartet. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass eine permanente IL-6-Stimulation in INA-6-Zellen zu einer
Verdopplung der Proteinmenge von DCC fiihrt'®. Demnach kénnten STAIR2 und DCC
koreguliert werden. Weiter wurde untersucht, ob die Abnahme der Fluoreszenzintensitat
Uber die Lange von STAIR1, wie sie in den Tiling Array-Daten zu sehen ist (Abb. 3.1_B), die
wirkliche Transkription widerspiegelt oder nur ein Artefakt der Mikroarrays darstellt.
Hierfir wurden zusatzlich zu dem existierenden Primerpaar fir STAIR1 zwei weitere designt
und fur die Quantifizierung mittels real-time PCR mit SYBR Green verwendet. Das
Primerpaar STAIR1_1 ist das am weitesten stromaufwaérts gelegene, ungefahr 20 Kilobasen
stromabwadrts vom vermuteten Transkriptionsstart. An dieser Position wird die
Transkription auch am starksten durch Interleukin-6 induziert (11-fach nach einer Stunde,
6,5-fach nach permanenter Stimulation). Als nachstes folgt 60 Kilobasen stromabwarts
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hinter dem ersten Primerpaar der real-time PCR-Ansatz mit Hydrolysesonde. Hier liegt die
Induktion wie bereits beschrieben bei 3,5-fach nach einer Stunde und 4,1-fach nach
permanenter IL-6-Stimulation (Abb. 3.7). Misst man die Expression von STAIR1 mit dem
Primerpaar STAIR1_2 110Kilobasen stromabwarts des Transkriptionsstarts liegt die
Erhéhung nach einer Stunde nur bei 2,3-fach und bei 3,1-fach nach permanenter
Aktivierung des IL-6-Signalweges. Demnach ist die in den Tiling Array-Daten beobachtete
Abnahme der Fluoreszenzintensitdit mit zunehmender Liange des STAIRs ein reelles
Phanomen und kein systematischer Fehler der Methode.

Zusammenfassend bestatigen diese Ergebnisse die Daten des Tiling Array-Experiments und
zeigen, dass die IL-6-abhangige Induktion von Genen in diesem Zellsystem eine sehr gute
Reproduzierbarkeit aufweist. Demzufolge ist die genomweite Analyse des Transkriptoms
mittels Tiling Arrays ein geeignetes Verfahren, um unbekannte, differentiell exprimierte
RNAs zu finden.

mw/oIL-6
5 * %
m1hlIL-6
4 4 perm IL-6
%k sk k
<
= %k %k
2 27 x T ] *
1 I ‘ “'
0 I T T T T T 1
STAIR1 STAIR2 STAIR3 STAIRG STAIR15 STAIR18

Abb. 3.7: Induktion der STAIRs in INA-6-Zellen nach IL-6-Stimulation. INA-6-Zellen wurde fir
13 Stunden IL-6 entzogen (w/o IL-6), IL-6 wurde nach 12-stiindigem Entzug fir 1 Stunde wieder
zugegeben (1h IL-6) oder die Zellen wurden permanent mit IL-6 kultiviert (perm IL-6). IL-6 wurde in
einer Konzentration von 1ng/ml verwendet. Die RNA der Zellen wurde prépariert, in cDNA
umgeschrieben und die RNA-Menge durch real-time PCR mit Hydrolyse-Sonden quantifiziert.
Standardisiert wurde auf GAPDH. Die RNA-Menge der STAIRs wurde auf die jeweilige gehungerte
Probe normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung aus 6 unabhangigen
Experimenten.

Orientierung der STAIRs

Um die aus den Tiling Array-Daten abgeleitete Orientierung der STAIRs (Tab. 1) zu
Uberprifen, wurde RNA von INA-6-Zellen mit dem jeweiligen Vorwarts- beziehungsweise
Rickwartsprimer eines STAIRs spezifisch in cDNA umgeschrieben. Anschliefend wurden die
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auf diese Weise synthetisierte cDNA Uiber PCR mit den spezifischen STAIR-Primerpaaren
(for + rev) amplifiziert. Eine vom Plusstrang transkribierte RNA wiirde nur mit dem
Rickwartsprimer in cDNA umgeschrieben und danach amplifiziert werden kénnen. Liegt
das Gen hingegen auf dem Minusstrang, erhalt man nur nach cDNA-Synthese mit dem
Vorwartsprimer ein PCR-Produkt. Die Ergebnisse bestdtigen die Vermutungen zur
Orientierung der STAIRs (Daten nicht gezeigt). Alle STAIRs mit Ausnahme von STAIR18 sind
auf dem Plusstrang des jeweiligen Chromosoms lokalisiert.

3.1.3 Intrazellulire Lokalisation der STAIRs

Aufgrund ihrer enormen Linge ist davon auszugehen, dass die IL-6/STAT3-regulierten
macroRNAs im Zellkern lokalisiert sind. Diese Hypothese sollte experimentell Gberprift und
die subzelluldare Verteilung der STAIRs untersucht werden. In einem ersten Schritt wurde
die Expression der Transkripte in Zellkern- und Zytoplasma-Extrakten aus INA-6-Zellen
analysiert. Hierfir wurde eine Zellfraktionierung durchgefihrt (siehe 2.2.1) und
anschlieRende die relative RNA-Menge in den einzelnen Zellkompartimenten im Vergleich
zu GAPDH bestimmt. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Abbildung 3.8 dargestellt.
Die Verteilung der STAT3 mRNA ist als Beispiel einer Uberwiegend im Zytoplasma
lokalisierten Boten-RNA abgebildet. MALAT1 hingegen zeigt die Distribution einer
nukledaren RNA. Im Vergleich zu diesen beiden Kontroll-Transkripten zeigt sich deutlich, dass
das die macroRNAs sowie MALAT1 fast ausschlieBlich im Zellkern von INA-6-Zellen zu
finden sind (Abb. 3.8).

M nuklear

1.5 - zytoplasmatisch
[45]
[sTo)
=
e8]
= 1.0 -
<
=
o
[45]
= 0.5 ~ 1
=
48]
&= *
0.0 = T T ]- T ‘l' T 1 T T T I T -l- 1

STAT3 MALATL  STAIR1 STAIR2 STAIR3 STAIR6  STAIR15 STAIR18

Abb. 3.8: Intrazelluldre Lokalisation der STAIRs. Zytoplasmatische und nukleare Zellbestandteile von

INA-6-Zellen wurden separiert. AnschlieBend wurde die RNA aus den Extrakten der

Zellkompartimente getrennt voneinander prapariert, in cDNA umgeschrieben und die RNA-Menge

durch real-time PCR mit SYBR Green quantifiziert. Es wurde auf GAPDH standardisiert und auf die

nukledre Probe normalisiert. Dargestellt ist das Ergebnis aus zwei unabhadngigen Experimenten.
. . . . . .. 170

(Diese Daten wurden bereits in einer anderen Darstellungsform von mir publiziert )
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3.1.4 Expressionsprofile der STAIRs

Die Expression der STAIRs zu untersuchen, ist eine schwierige Aufgabe, da die Struktur der
extrem langen Transkripte nicht bekannt ist. Ob es sich um eine lange durchgdngige RNA
handelt, die eventuell posttranskriptionell prozessiert wird, oder mehrere kurze Transkripte
existieren, die vielleicht auch unabhangig voneinander transkribiert werden kénnen, war
zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen nicht bekannt. Entsprechend der bioinformatischen
Analyse konnte STAIR3 zur hypothetischen C200rf103 mRNA, STAIR15 zu der bereits
beschriebenen nicht-kodierenden RNA MIAT und STAIR18 zu der vorhergesagten ncRNA
LOC541471 prozessiert werden. Um einen Uberblick iiber die Expression der STAIR
macroRNAs zu bekommen, wurden jeweils drei Primerpaare konstruiert, die tGber das ganze
Transkript verteilt sind (Abb. 3.1_A -Abb. 3.6_A). Fir STAIR3 und STIAR18 wurden diese
Primer so gewahlt, dass diese in den Introns der vorhergesagten gespleilliten RNAs liegen
und dementsprechend nur deren Primartranskripte amplifizieren wiirden (Abb. 3.3_A und
Abb. 3.6_A). Das fur die Detektion von STAIR15 verwendte Primerpaar STAIR15 1 liegt im
zweiten Intron von MIAT (Abb. 3.5_A). STAIR15_2 und _3 Uberlappen mit dem 3‘-Exon der
gespleiRten ncRNA, sodass bei der Analyse aller drei Primerpaar moglicherweise
Rickschiisse auf die Verteilung des gespleiften MIAT-Transkriptes und der STAIR15
macroRNA abgeleitet werden kénnen.

3.1.4.1 Expression der STAIRs in Tumorzelllinien

Die Expression der STAIRs wurde in verschiedenen humanen Krebszelllinien untersucht
(Abb. 3.9). STAIR1 konnte dabei auBer in den INA-6-Zellen nur noch in JK6E-Zellen
nachgewiesen werden. Auch die Expression von STAIR2 und STAIR3 ist spezifisch fir
Multiple Myelom-Zelllinien (INA-6, XG-1, JK6E, MM.1S). In MM.1S-Zellen ist fir STAIR2
allerdings nur ein Signal mit dem Primerpaar STAIR2_1 nachweisbar, die weiter
stromabwarts gelegenen Fragmente konnten bei dieser Zelllinie nicht amplifiziert werden.

STAIR6 wird in einigen der untersuchten Zellen mit B-Zell-Ursprung exprimiert (INA-6, JK6E,
MM.1S, SU-DHL4), Ausnahmen sind die Zelllinien XG-1 und KM-H2. AuBerdem konnen in
den Glioblastomzellen A172 mit den Primerpaaren STAIR6_1 und Stair6_3 passende
Fragmente amplifiziert werden. Da STAIR6_2 hier aber kein Signal liefert, wird das
durchgangige Transkript wohl nicht exprimiert.

STAIR15 kann mit Ausnahme der KM-H2-Zellen in allen untersuchten Tumorzelllinien, deren
Ursprung Leukozyten waren, mit allen drei Primerpaaren nachgewiesen werden. STAIR15_3
wie auch STAIR15_2 liegen hierbei im letzten Exons der annotierten nicht-kodierenden RNA
MIAT, STAIR15_1 befindet sich in einem Intron (Abb. 3.5_A), sodass beim Nachweis aller
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drei Fragmente von der Expression der macroRNA ausgegangen werden kann. Auch in den
Glioblastomzellen A172 wird STAIR15 offensichtlich exprimiert.

STAIR18 scheint ubiquitar exprimiert zu werden, wobei das Primerpaar STAIR18_3 nur in
den Multiplen Myelom- (INA-6, XG-1, JK6E, MM.1S) und A172-Zellen ein Signal liefert.
STAIR18 3 liegt von den drei Primerpaaren am weitesten stromaufwarts innerhalb der
10 Kilobasen
Demzufolge kdnnte STAIR18 in den Zelllinien, wo dieses Primerpaar kein Signal liefert,

macroRNA, ungefihr hinter dem angenommen Transkriptionsstart.

prozessiert worden sein, einen alternativen Transskriptionsstart haben oder es handelt sich
doch um alternative Uberlappende Transkripte, die hier mit den Primerpaaren STAIR18_1
und STAIR18_2 amplifiziert werden. Eine genauere Aussage lassen diese Daten nicht zu.
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Abb. 3.9: Expression der STAIRs in humanen Tumorzelllinien. RNA der angegebenen Zellen wurde
prapariert, in cDNA umgeschrieben, mittels PCR amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Fiir die Detektion jeder macroRNA wurden drei verschiedene Primerpaare verwendet. Dargestellt
sind jeweils die spezifischen, detektierten DNA-Banden nach Farbung der 1,5%-tigen Agarosegele mit
Ethidiumbromid.
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3.1.4.2 Expression der STAIRs in humanen Geweben

Die STAIRs sollten im Folgenden hinsichtlich ihrer Gewebsspezifitdat untersucht werden.
Dazu wurden gepoolte RNA Proben (FirstChoice® Human Total RNA Survey Panel von
Ambion) von neun verschiedenen humanen Geweben verwendet. Die Expression wurde
mittels PCR mit jeweils drei verschiedenen Primerpaaren bestimmt.

Die Bilder zeigen in den Proben teilweise unterschiedliche Muster der drei PCR-Produkte,
die jeweils ein STAIR reprédsentieren sollen (Abb. 3.10). Oft kann beispielsweise nur eines
der PCR-Produkte nachgewiesen werden. Manchmal liefen sich zwei der Regionen
amplifizieren, aber die dritte brachte kein Signal. Dies konnte auf unabhéangige
Uberlappende Transkripte oder aber kiirzere oder gespleillite Varianten des STAIRs
hindeuten. Mit den vorhandenen Daten lasst sich dies leider nicht genauer analysieren. Die
Expression eines STAIRs wird angenommen, wenn alle drei PCR-Produkte in einer Probe
nachgewiesen werden konnen. STAIR1 lasst sich in seiner kompletten Lange in keinem
Gewebe nachweisen. Die Gelbilder deuten weiter an, dass STAIR2 und STAIR3 im Gehirn
exprimiert werden. Auch die Fragmente von STAIR6 lassen sich im Gehirn und zudem noch
in Nierengewebe amplifizieren. STAIR15 wird in Gehirn, Darm, Herz, Milz und Thymus
exprimiert. In Nieren- und Hodengewebe konnte STAIR15_3 nicht nachgewiesen werden.
STAIR18 1 und STAIR18 2 werden wie in den humanen Tumorzelllinien auch in den
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Abb. 3.10: Expression der STAIRs in humanen Geweben. RNA der angegebenen Gewebe wurde in
cDNA umgeschrieben, mittels PCR amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fir die
Detektion jeder macroRNA wurden drei verschiedene Primerpaare verwendet. Dargestellt sind
jeweils die spezifischen, detektierten DNA-Banden nach Farbung der 1,5%-tigen Agarosegele mit
Ethidiumbromid.
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untersuchten Geweben ubiquitdr exprimiert. STAIR18_3 ist wieder nur in einigen Proben
(Darm, Herz, Niere, Milz) nachweisbar. Mdoglicherweise wird STAIR18 nicht in allen
Geweben in seiner ganzen Lange exprimiert.

3.1.4.3 Expression der STAIRs in Patientenproben

Um einen Einblick zu bekommen, ob STAIR1, STAIR2, STAIR3 und STAIRG6, die fast nur in
Multiplen Myelom-Zelllinien exprimiert wurden (siehe 3.1.4.1), als Tumormarker fir die
Diagnose dieser Erkrankung dienen kdénnten, wurden mononukledre Zellen des peripheren
Blutes (PB) und Knochenmarkproben (KM) von gesunden Spendern und Patienten mit
Multiplen Myelom bzw. Plasmazellleukdmie untersucht (siehe 2.3.7) (Abb. 3.11). Aufgrund
des begrenzten Probenmaterials konnten hier nur zwei Primerpaare fiir STAIR6 untersucht
werden. STAIR1, STAIR2 und STAIR6 kénnen weder in Zellen des Blutes (PB) noch im
Knochenmark (KM) der gesunden Probanden nachgewiesen werden (Ausnahme STAIR2_2
in KM 3). Hingegen findet man in den Patientenproben (auBer bei Patient 8) eines oder
mehrere dieser drei STAIRs exprimiert. In den Gewebeproben von Patient 2, 11 und 12 sind
sogar alle analysierten STAIRs detektierbar.

STAIR3 wird bei gesunden Spendern und Patienten mit Multiplem Myelom in den
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PB) sowie im Pleuraerguf® (PE) und einigen
Kochenmarkproben (KM) der Krebspatienten exprimiert. Allerdings ldsst es sich nicht
komplett in gesundem Knochenmarkgewebe nachweisen. In den aus dem Knochenmark
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Abb. 3.11: Expression der STAIRs in Patientenproben des Multiplen Myeloms. RNA wurde aus
Patientenproben pradpariert, in cDNA umgeschrieben, mittels PCR amplifiziert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die Detektion jeder macroRNA wurden soweit moglich drei
verschiedene Primerpaare verwendet. Dargestellt sind jeweils die spezifischen, detektierten DNA-
Banden nach Farbung der 1,5%-tigen Agarosegele mit Ethidiumbromid. PB =peripheres Blut;
KM = Knochenmark; PE = Pleuraerguss
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von Patienten gewonnenen Proben kénnen alle drei Fragmente von STAIR3 nur bei den
Patienten 10 und 11 nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse geben Grund zu der Annahme, dass die Expression von STAIR1, STAIR2
und STAIR6 mit dem Multiplen Myelom assoziiert sein konnte. Demzufolge kdnnten diese
macroRNAs geeignete Marker fiir die Diagnose oder den Verlauf der Erkrankung darstellen.

3.2 Identifizierung regulierter ncRNA-Gene wihrend
der T-Zellaktivierung

Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit war die Identifizierung nicht-kodierender RNAs, die
durch die Aktivierung naiver T-Helferzellen reguliert werden. Die Aktivierung von T-Zellen
spielt bei der Regulation des Immunsystems eine zentrale Rolle. Naive T-Zellen zirkulieren
in Blut und Lymphe. Erkennen sie mit ihrem T-Zell-Rezeptor Fremdantigen auf dem major
histocompatibility complex |l (MHCII) von professionellen antigenprdsentierenden Zellen
und sind weitere kostimulatorische Signale vorhanden, werden die T-Zellen aktiviert. Sie
proliferieren und differenzieren zu Effektor-Zellen und wandern zu den Entziindungsstellen,
wo sie zur Immunabwehr beitragen, indem sie Zytokine ausschiitten und andere
Immunzellen regulieren. Die Aktivierung naiver T-Helferzellen kann in vitro auch
antigenunabhangig durch die Stimulation von Oberflachenproteinen mit Antikérpern
simuliert werden. Die simultane Stimulation der T-Zell-Rezeptor-Komplexe mit anti-CD3-
Antikérpern und der kostimulatorischen Glykoproteine CD28 mit anti-CD28-Antikdrpern
I6st die Aktivierungskaskade der T-Zellen aus. Somit kdnnen die Verdanderungen der
T-Helferzellen nach Aktivierung untersucht und der Einfluss bestimmter Faktoren auf den
Ablauf analysiert werden.

3.2.1 Etablierung der in vitro Aktivierung primirer T-Zellen

Fiir die Untersuchungen der T-Zellaktivierung wurden naive T-Helferzellen aus Buffy Coats
isoliert (siehe 2.3.1). Hierfiir wurden die mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) der Spender durch eine Dichtegradientenzentrifugation von den restlichen
Blutbestandteilen separiert und die T-Helferzellen mit Hilfe von Antikérper-gekoppelten
magnetischen Mikropartikeln negativ selektioniert. AnschlieBRend wurden die Gedachtnis-
und Effektor-T-Zellen (Effektor) mit magnetischen Mikropartikeln gegen die auf der
Oberflache dieser Zellen exprimierte Isoform der Proteintyrosinphosphatase CD45 von den
naiven T-Helferzellen (naiv) getrennt. Die Effektorzellen stellen eine T-Zellpopulation dar,
die zu einem friheren Zeitpunkt in vivo aktiviert wurde. Ein Teil der naiven T-Helferzellen
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wurde mit anti-CD3- und anti-CD28-Antikorpern aktiviert (siehe 2.3.2.3) und die Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Aktivierung (2h, 24h, und 72h) analysiert. Die
erfolgreiche Stimulation der Zellen wurde durch die Induktion etablierter
Oberflachenmarker (CD25, CD69 und CD71) mit Hilfe der Durchflusszytometie bestatigt
(siehe 2.3.3). Als besonders problematisch bei der in vitro Aktivierung stellte sich die
Fixierung der anti-CD3-Antikérper auf dem Boden der ZellkulturgefiBe dar. Zur
Optimierung der Beschichtung der Plastikoberflichen mit anti-CD3-Antikérpern wurden
verschiedene Antikorperklone (UCHT1 vs. Okt3), Antikdrperkonzentrationen, Puffer,
Inkubationstemperaturen und Inkubationszeiten gepriift, um eine bessere Adhasion der
Antikorper zu erreichen. Erst die Verwendung von 6-Well-Platten mit advanced surface
flihrte zu einer guten Anheftung der anti-CD3-Antikorper am Boden der Zellkulturgefalie
und somit zu einer effektiven Aktivierung der T-Helferzellen.

Ein Problem bei der Verwendung von Primérkulturen anstelle von Zelllinien ist der geringe
RNA-Gehalt der primaren Zellen, zudem ist die Zellzahl, die man pro Spender erhilt,
limitiert. Da fir die Durchfihrung der Array-Experimente eine groflere Menge RNA
eingesetzt werden muss, war es notig, die RNA von mehreren Spendern fir die
Genomanalysen zu poolen. Eine weitere Erkenntnis der Voruntersuchungen war, dass die
RNA-Menge der T-Zellen nach Aktivierung zunimmt (10-fach nach 72 Stunden), somit
konnten fiir die spateren Zeitpunkte der Kinetik weniger Zellen eingesetzt werden. Dies war
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Abb. 3.12: Induktion von Haushaltsgenen nach T-Zellaktivierung. Effektor-T-Helferzellen und naive
CD4" T-Zellen wurden aus Buffy Coats isoliert (Effektor und naiv). Naive T-Helferzellen wurden mit
1ug/ml platten-gebundenen anti-CD3- und 1pug/ml anti-CD28-Antikérper aktiviert und nach 2, 24
und 72 Stunden geerntet (2h, 24h und 72h). Die RNA der Zellen wurde prapariert, in cDNA
umgeschrieben und die Expression der Haushaltsgene mittels real-time PCR mit SYBR Green |
quantifiziert. Normalisiert wurde auf naive T-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.

Ergebnisse | 73



weniger durch die Proliferation der Zellen begriindet, da sich nach drei Tagen nur die Halfte
der Zellen geteilt hat, als vielmehr durch einen massiven Anstieg der Transkriptionsrate.
Eine weitere Problematik war, dass das routinemaRig in unsere Arbeitsgruppe verwendete
Haushaltsgen GAPDH wiahrend der T-Zellaktivierung induziert wird (Abb. 3.12). Daher
wurden verschiedene Haushaltsgene untersucht, um einen geeigneten Kandidaten fir die
Normalisierung der Genexpression zu finden. U6 snRNA, welche Bestandteil des
SpleiBosoms ist, erwies sich als geeignetes Haushaltsgen, da dessen Expression wahrend
der T-Tellaktivierung konstant ist (Abb. 3.12).

3.2.2 Genomweite Untersuchung regulierter RNAs wahrend
der T-Zellaktivierung

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Proteomics des Helmholtz-Zentrums fir
Umweltforschung, insbesondere der Nachwuchsgruppe Bioinformatics & Transcriptomics,
wurden Tiling Array-Experimente (siehe 2.1.1) durchgefiihrt, um nicht-kodierende RNAs zu
identifizieren, die bei der Aktivierung von T-Helferzellen reguliert werden. Dafiir wurden
direkt aus dem Blut isolierte Effektor- und naive T-Helferzellen sowie fir zwei, 24 oder
72 Stunden in vitro aktivierte T-Zellen verwendet (siehe 2.3.1 und 2.3.2.3). Reinheit und
Viabilitat der Zellpopulationen sowie die erfolgreiche Aktivierung der naiven T-Helferzellen
wurden nach der Farbung mit den entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern
im Durchflusszytometer kontrolliert (siehe 2.3.3). Die RNA der Zellen wurde prapariert und
deren Qualitat mit Hilfe eines Bioanalyzers lberprift (siehe 2.2.2). Da fir die Tiling Array-
Experimente eine groRere Menge RNA (140 ug pro Probe) verwendet werden muss, war es
notig, die RNA von 15 Spendern zu poolen. Die Fluoreszenzmarkierung und Hybridisierung
der Proben sowie das Auslesen der Fluoreszenzsignale und die bioinformatische
Aufarbeitung der Daten wurde von der Bioinformatics & Transcriptomics Arbeitsgruppe des
Helmholtz-Zentrums fir Umweltforschung durchgefiihrt.

Zusatzlich wurden die RNA-Proben dreier Spender mit Hilfe der Hochdurchsatz-
Sequenzierung analysiert (siehe 2.1.2). Hierflr hat die Arbeitsgruppe Bioinformatics &
Transcriptomics die ribosomale RNA aus den Proben entfernt und Strang-spezifische cDNA-
Bibliotheken hergestellt. Die Hochdurchsatz-Sequenzierung wurde anschlieBend mit dem
HiSeq2000-System von Illumina am Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung durchgefiihrt
und die Daten bioinformatisch aufgearbeitet. Die Ergebnisse der Hochdurchsatz-
Sequenzierung liefern weitere Informationen lber die detektierten Transkripte zusatzliche
zu den Tiling Array-Daten. Es kann bestimmt werden, ob der Plus- oder Minusstrang
transkribiert wurde, und SpleiRereignisse werden genauer angezeigt.
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Die Evaluierung der Transkriptomdaten zeigt, dass eine Vielzahl von Genen nach der
Aktivierung der naiven T-Helferzellen reguliert wird (Abb. 3.13_A und B). Bereits zwei
Stunden nach Aktivierung ist die Expression von 1269 Genen im Vergleich zu naiven
T-Zellen verdandert (Abb. 3.13_A). Die modifizierte Genexpression bleibt flr ungefahr die
Halfte dieser Transkripte auch nach 24 Stunden bestehen (Abb. 3.13_A). Zuséatzlich wurden
1684 weitere Gene 24 Stunden nach Aktivierung reguliert (Abb. 3.13_A). 72 Stunden nach
Aktivierung hat sich die Expression von 1193 Transkripten wieder normalisiert und es lassen
sich noch einmal 530 bis dahin konstant exprimierte Gene detektieren, deren Expression
erst spat im Verlauf der T-Zellaktivierung verandert wurde (Abb. 3.13_A). Insgesamt
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Abb. 3.13: Ubersicht regulierter Gene wihrend der T-Zellaktivierung. Effektor-T-Helferzellen und
naive CD4" T-Zellen wurden aus Buffy Coats isoliert und naive T-Zellen fiir 2, 24 und 72h in vitro
aktiviert. Die RNA der Zellen wurde isoliert und mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung analysiert. A)
Die Ellipsen zeigen die Anzahl der regulierten Gene 2h, 24h und 72h nach Aktivierung im Vergleich zu
naiven T-Helferzellen. In den Schnittflachen ist die Anzahl an regulierten Genen angegeben, die in
den jeweiligen Proben (iberlappen. (B) Anteil der annotierten, hoch- und herunterregulierten
Protein-kodierenden und nicht-kodierenden Gene. (C) Dargestellt ist der Anteil der verschieden RNA-
Typen der gesamten regulierten Gene. (D) Abgebildet sind die differentiell exprimierten Gene der
Effektor-T-Zellen im Vergleich zu naiven T-Helferzellen und deren Uberlappung mit regulierten
Genen der aktivierten T-Zellproben.
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scheinen sich die aktivierten T-Zellen unter den gewahlten Bedingungen auch ohne Zugabe
zusatzlicher Zytokine in Thl-Helferzellen zu differenzieren, worauf die Induktion von Genen,
die den Th1-Phanotyp festlegen, wie TBX21, Interferon-y, Tumornekrosefaktor (TNF) und
dem IL-12-Rezeptor-B2 hinweist (Daten nicht gezeigt). Die Anteile hoch- und
herunterregulierter Gene sind insgesamt wahrend der Aktivierung sehr ausgeglichen (Abb.
3.13_B). Zwei Stunden nach Stimulation der naiven T-Helferzellen ist die Menge
herunterregulierter Gene etwas geringer (40 Prozent), was anscheinend im verzégerten
Abbau von mRNAs begriindet ist. Ungefdahr drei Viertel der bei der T-Zellaktivierung
differentiell exprimierten Gene kodiert Proteine (Abb. 3.13 B und C). Ein Viertel der
regulierten Transkripte sind nicht-kodierende RNAs, wobei 139 kleine ncRNAs wie miRNAs,
snRNAs und snoRNAs, 89 Pseudogene und eine heterogene Gruppe von 587 langen nicht-
kodierenden RNAs (IncRNAs) identifiziert wurden (Abb. 3.13_C). Bei der Untersuchung
differentiell exprimierter Gene zwischen naiven und Effektor-T-Zellen zeigt sich, dass tber
die Halfte der verdnderten Transkripte auch wahrend der T-Zellaktivierung reguliert
werden. Dies verdeutlicht noch einmal, dass es sich bei den aus dem Blut isolierten
Effektor- und Gedachtnis-T-Helferzellen um eine Population handelt, die bereits friiher in
vivo aktiviert wurde. Interessant ist ebenfalls, dass in Effektor-T-Zellen hauptsachlich Gene
im Vergleich zu naiven Zellen herunterreguliert sind und nur 13,6 Prozent der
differentiellen Transkripte nicht-kodierende RNAs reprasentieren (Abb. 3.13 B und D). Es
hat den Anschein, dass viele nicht-kodierende RNAs wahrend der T-Zellaktivierung reguliert
werden, um die erforderlichen transkriptionellen und post-transkriptionellen Ereignisse, die
mit dem dramatischen Wechsel des Transkriptionsprogramms einhergehen, zu
koordinieren. Hat die T-Helferzelle ihren Effektorphdanotyp ausgebildet, sind wahrscheinlich
viele der Regulatormolekiile nicht mehr von Noéten, da die verdnderte Genexpression
epigenetisch festgeschrieben wurde.

Identifizierung neuer unbekannter Transkripte

Um neue Transkripte zu identifizieren, die wahrend der T-Zellaktivierung reguliert werden,
wurde von der Arbeitsgruppe Bioinformatics & Transcriptomics eine Intervallanalyse® der
Tiling Array-Daten durchgefiihrt und so stark und differentiell exprimierte Bereiche des
Genoms detektiert (siehe 2.1.1). Die Ergebnisse wurden von mir stichprobenartig im UCSC
Genome Browser untersucht. Dabei konnten neben bekannten Genen auch neue
unbekannte Transkripte identifiziert werden, die wahrend der T-Zellaktivierung reguliert
werden und nicht mit bekannten Genen der RefSeg-Annotation zusammenfallen. Diese
Transkripte umfassen reprimierte oder induzierte, intergenische oder intronische Bereiche
von 300 Basenpaaren bis zu 91 Kilobasen und wurden transcripts regulated by activation in
T cells (TREATs) genannt. Sechs TREATs wurden weiteruntersucht und sind im Anhang
zusammen mit den normalisierten Tiling Array-Daten im genomischen Kontext dargestellt
(Anhang Abb. VI -XI). Eine weitere interessante Beobachtung war, dass zwei der in dieser
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Arbeit identifizierten, durch Interleukin-6 induzierten nicht-kodierenden RNAs, STAIR15 und
STAIR18, auch wahrend der Aktivierung von T-Helferzellen heraufreguliert werden (Anhang
Abb. [, Il und IV). STAIR18 wird dabei bereits zwei Stunden nach Stimulation der T-Zellen
induziert und fallt danach langsam wieder ab (Anhang Abb. | und Il). In Effektor-T-Zellen
wird STAIR18 starker exprimiert als in naiven T-Helferzellen. Die Expression von STAIR15
steigt erst 72 Stunden nach Aktivierung an und ist in den Effektor-T-Zellen deutlich starker
als in naiven T-Zellen (Anhang Abb. IV). Anhand der Daten der Hochduchsatz-Sequenzierung
lasst sich zudem feststellen, dass das kirzlich annotierte MIATNB (MIAT neighbor), dessen
Transkription im 5-Exon von MIAT beginnt und die selbe Orientierung aufweist, ebenfalls
wahrend der Aktivierung der T-Zellen reguliert wird, allerdings unterschiedlich zu MIAT
(Anhang Abb. IV). MIATNB ist in naiven T-Zellen am starksten exprimiert und wird nach
Stimulation der Zellen reprimiert (Daten nicht gezeigt). STAIR15 und STAIR18 werden
demnach durch zwei unterschiedliche Prozesse in verschiedenen Lymphozyten reguliert
und spielen daher womoglich eine entscheidende Rolle im Immunsystem.

Im ndchsten Schritt wurden die neu identifizierten TREATs mithilfe der
Sequenzierungsdaten weiter analysiert. Die Sequenzierung liefert strangspezifische
Expressionsdaten. Zusatzlich gibt sie Aufschluss liber die Prozessierung der Transkripte,
indem sie Informationen (ber SpleiRereignisse Ubermittelt. Bei der Untersuchung von
TREAT1 zeigte sich, dass in diesem Bereich hauptsachlich der Minusstrang transkribiert wird
(Abb. 3.14). Es hat den Anschein, dass es fiir das Protein-kodierende Gen ARRDCS5 (arrestin
domain containing5) einen noch nicht annotierten, weiter 5‘-gelegenden
Transkriptionsstart gibt, der mit dem UHRF1-Gen (ubiquitin-like with PHD and ring finger
domains 1) auf dem Gegenstrang Uberlappt (Abb. 3.14). Hier weillt auch eine moderate
H3K4Me3-Histonmodifizierung auf einen moglichen Promoter hin (Abb. 3.14). Zusétzlich
wurden bereits viele ESTs in diesem Bereich detektiert. Die sequenzierten Transkripte
(sT1-1 und sT1-2) bestehen aus dem annotierten ARRDC5 3‘-Exon, sowie einem alternativen
5’-Exon, teilweise mit (sT1-1) oder ohne das zweite ARRDC5-Exon (sT1-2) (Abb. 3.14). Beide
Varianten des Transkriptes (sT1-1 und sT1-2) wiirden wenn Uberhaupt nur fiir eine stark
verkirzte Form des AARDCS5-Proteins kodieren (bestehend aus den 204 bzw. 148
carboxyterminalen Aminosduren des 343 Aminosduren langen Proteins), fraglich ist
allerdings ob Ribosomen die entsprechenden Startcodone erkennen und die Translation
initiieren kdnnen. Soweit dies die Sequenzierungsdaten zulassen scheinen die Transkripte
sT1-1 und sT1-2 auf die gleiche Weise wie auch ARRDC5 reguliert zu werden und nach der
Aktivierung der T-Helferzellen ausgeschalten (Abb. 3.14). Die Expression von UHRF1 wird
hingegen erst 24 Stunden nach der T-Zellaktivierung induziert (Abb. 3.14). TREAT1 ist im
ersten Intron dieser putativen ARRDC5-Transkripte lokalisiert (Abb. 3.14). Demnach kénnte
es Bestandteil dessen Primartranskriptes sein oder eine selbstiandige, ungespleiRte RNA
darstellen. Die tatsdchliche Lange von TREAT1 lasst sich anhand der Sequenzierungsdaten
nicht genau bestimmen. Die maximale Liange entspricht vermutlich dem Primartranskript
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Abb. 3.14 Sequenzierungsdaten im genomischen Kontext — TREAT1. Transcript regulated by
activation in T cells 1 (chr19: 4 904 700 - 4 905 000 (hg19) Turkis hinterlegt) scheint ein Transkript
antisense zu UHRF1 darzustellen. Gezeigt sind aus dem UCSC Genome Browser
Chromosomenkoordinaten und die Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierungen fiir den Plus-
und Minusstrang von RNA-Proben primarer, naiver und Effektor-T-Zellen sowie die 2, 24 und 72h in
vitro aktivierter T-Zellen. Darunter folgt eine Darstellung welche Transkripte sequenziert wurden.
Weiter sind annotierte Gene (RefSeq), Histonmodifikationen (ENCODE), die Konservierung in
Vertebraten (Vertebrate Cons) sowie gespleiSte und ungespleiRte ESTs im ausgewahlten Bereich.
ARRDC5= arrestin domain containing 5; UHRF1=ubiquitin-fold modifier conjugating enyme 1

Ergebnisse | 78



der zwei putativen ARRDC5-Isoformen (sT1-1 und sT1-2) und wirde 28,5 Kilobasen
betragen.

Bei der Analyse der Sequenzierungsdaten im Bereich von TREAT2 stellte sich heraus, dass
hier die Transkription hauptsdchlich vom Plusstrang und somit antisense zu
phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1 (PIK3IP1) erfolgt (Abb. 3.15). Ein Anstieg der
Expression vom Plusstrang ist im Bereich des PIK3IP1-Promoters zu verzeichnen und
umfasst einen Bereich von ungefdhr 14 Kilobasen (Abb. 3.15). Des Weiteren wurden zwei
gespleifte Transkripte (sT2-1 und sT2-3) sequenziert, die Uberlappend mit dem
Transkriptionsstart von PIK3IP1 beginnen und antisense zu diesem Protein-kodierenden
Gen transkribiert werden (Abb. 3.15). Zusatzlich wurde in gleicher Orientierung ein weiteres
prozessiertes Transkript (sT2-2) detektiert, das aus dem zweiten Exon von sT2-1 und dem
zweiten Exon von sT2-3 besteht (Abb. 3.15). Vermutlich handelt es sich demnach um zwei
gleich lange Transkripte (sT2-1+sT2-2 und sT2-3) mit einem fakultativen mittleren Exon, die
ungefahr einen Bereich von 45 Kilobasen umspannen. Das Transkript sT2-3 ist mit einem
annotierten EST identisch und wurde bereits einmal in neuroendokrinen Tumorgewebe
detektiert (Abb. 3.15). Weiter ist ersichtlich, dass das zweite Exon von sT2-2 und sT2-3 mit
dem zweiten Exon des annotierten PIK3IP1-AS1-Gens (PIK3IP1 antisense RNA1)
Ubereinstimmt, das in der validierten RefSeqg-Variante nicht in T-Zellen sequenziert werden
konnte (Abb. 3.15). Demzufolge wird es sich bei den sequenzierten Transkripten um
verschiedene Isoformen der PIK3IP1-AS RNA handeln, die vom selben Promotor wie PIK3IP1
transkribiert werden und ebenso wie die sense mRNA wahrend der T-Zellaktivierung
herunterreguliert werden.

Auch bei TREAT3 handelt es sich um ein Transkript, dass vom Promotor eines Protein-
kodierenden Gens, in diesem Fall SATB homeobox1 (SATB1), in Antisense-Richtung
abgeschrieben wird (Abb. 3.16). In der aktualisierten RefSeqg-Annotation (2014) wurde
mittlerweile die gespleiRte SATB1 antisense RNA 1 (SATB1-AS1) vermerkt, die sehr genau
mit dem Bereich von TREAT3 (bereinstimmt (Abb. 3.16). Bei der Sequenzierung der
T-Zellproben wurden Transkripte detektiert, die SATB1-AS1 entsprechen (sT3-1) bzw. ein
zuséatzliches mittleres Exon aufweisen (sT3-2) (Abb. 3.16). Das Vorkommen von sT3-2 ist in
T-Helferzellen dabei deutlich geringer als das von sT3-1. Aber auch diese Isoform von
SATB1-AS1 wurde bereits in zwei ESTs aus Nebenschilddriisentumor detektiert (Abb. 3.16).
Die Transkripte sT3-3, sT3-4 und sT3-5 zeigen an, dass es vereinzelt gespleilSte Transkripte
gibt, die von der SATB1 antisense RNA 1 in 3‘-Richtung noch weiter gehen (Abb. 3.16).
Reguliert wird die Transkription von SATB1-AS1 etwas anders als SATB1. In beide
Richtungen nimmt die Transkription vom SATB1-Promotor nach zwei und 24 Stunden nach
T-Zellaktivierung ab (Abb. 3.16). Auch in Effektor-T-Zellen ist die Expression der sense und
antisense RNA geringer als in den naiven T-Zellen (Abb. 3.16). 72 Stunden nach Stimulation

Ergebnisse | 79



der T-Zellen wird die SATB1-mRNA allerdings wieder verstarkt transkribiert, SATB1-AS1
schein zu diesem Zeitpunkt hingegen fast ganzlich ausgeschalten zu sein (Abb. 3.16).
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Abb. 3.15 Sequenzierungsdaten im genomischen Kontext — TREAT2. Transcript regulated by
activation in T cells 2 (chr22: 31 689 000 - 31 712 000 (hg19) Tirkis hinterlegt) scheint ein antisense-
Transkript von PIK3IP1 zu reprasentieren. Gezeigt sind aus dem UCSC Genome Browser
Chromosomenkoordinaten und die Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierungen fir den Plus-
und Minusstrang von RNA-Proben primarer, naiver und Effektor-T-Zellen sowie die 2, 24 und 72h in
vitro aktivierter T-Zellen. Darunter folgt eine Darstellung welche Transkripte sequenziert wurden.
Dargestellt sind des Weiteren annotierte Gene, Histonmodifikationen, die Konservierung in
Vertebraten sowie gespleifte und ungespleifte ESTs im ausgewdhlten Bereich. PIK3IP1=
phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1; PATZ1= POZ (BTB) and AT containing zinc finger 1
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Abb. 3.16 Sequenzierungsdaten im genomischen Kontext — TREAT3. Transcript regulated by
activation in T cells 3 (chrl: 18 589 400 - 18 680 400 (hg19) Turkis hinterlegt) scheint SATB1-AS1 zu
reprasentieren. Gezeigt sind Chromosomenkoordinaten aus dem UCSC Genome Browser und die
Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierungen fir den Plus- und Minusstrang von RNA-Proben
primarer, naiver und Effektor-T-Zellen sowie die 2, 24 und 72h in vitro aktivierter T-Zellen. Darunter
folgt eine Darstellung welche Transkripte sequenziert wurden. Dargestellt sind des Weiteren
annotierte Gene (RefSeq), Histonmodifikationen (ENCODE), die Konservierung in Vertebraten
(Vertebrate Cons) sowie gespleiRte und ungespleiflite ESTs im ausgewahlten Bereich. SATB1= SATB
homeobox 1
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Die Sequenzierungsdaten von TREAT6 zeigen, dass die Transkription in diesem Bereich vom
Plusstrang erfolgt (Abb. 3.17). Vermutlich wird die gleiche Promoterregion wie von death
effector domain containing (DEDD) benutzt. TREAT6 liegt im Intron eines gespleiliten
sequenzierten Transkriptes (sT6-1) (Abb. 3.17). sT6-1 ist sehr gering exprimiert und stimmt
mit einen EST Uberein, dass in Knochenmarksgewebe detektiert wurde (Abb. 3.17). Es
scheint eine seltene Isoform von ubiquitin-fold modifier conjugating enyme 1 (UFC1)
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Abb. 3.17 Sequenzierungsdaten im genomischen Kontext — TREAT6. Transcript regulated by
activation in T cells 6 (chrl: 161 103 100 - 161 103 900 (hg19) Tirkis hinterlegt) reprasentiert ein
Transkript, das vom Plusstrang transkribiert wird. Gezeigt sind aus dem UCSC Genome Browser
Chromosomenkoordinaten und die Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierungen fiir den Plus-
und Minusstrang von RNA-Proben primarer, naiver und Effektor-T-Zellen sowie die 2, 24 und 72h in
vitro aktivierter T-Zellen. Darunter folgt eine Darstellung welche Transkripte sequenziert wurden.
Dargestellt sind des Weiteren annotierte Gene (RefSeq), Histonmodifikationen (ENCODE), die
Konservierung in Vertebraten (Vertebrate Cons) sowie gespleiBte und ungespleifte ESTs im
ausgewdhlten Bereich. DEDD= death effector domain containing; UFCl= ubiquitin-fold modifier
conjugating enyme 1
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darzustellen, da es drei Exons mit der mRNA gemeinsamt hat. Im Bereich von TREAT6
wurden keine weiteren Spleillereignisse detektiert. Einige ungespleiSte ESTs sind in der
Region annotiert. Demnach handelt es sich anscheinend um eine ungespleiRte RNA —
eventuell ist es auch Bestandteil des Primartranskriptes von sT6-1. Sowohl DEDD als auch
TREAT6 und UFC1 werden anscheinend wahrend der T-Zellaktivierung in der gleichen Art
und Weise reguliert. Ihre Expression ist 24 Stunden nach Stimulation am starksten und nach
72 Stunden bereits wieder gesunken.

3.2.3 Validierung der T-Zellaktivierungs-Genomdaten

Fur die Validierung der Transkriptom-Daten wurden mehrere differentiell exprimierte
Transkripte ausgewahlt und mittels real-time PCR Uberpriift. Dabei wurden Gene analysiert
wie Tumornekrosefaktor (TNF) oder microRNA 155, die bekanntermafen direkt nach

74172 3ber auch nicht-kodierende RNAs wie myocardial

T-Zellaktivierung induziert werden
infarction associated transcript (MIAT), small nucleolar RNA host gene 16 (SNHG16), long
intergenic non-protein-coding RNA 515 (LINCO0515) und 152 (LINC00152 bzw. LOC541471)
(Anhang Abb. |-V), die bisher noch nicht im Zusammenhang mit T-Zellen beschrieben
wurden. Auch die Expression der neu identifizierten transcripts regulated by activation in T
cells (TREATs) (Anhang Abb. VI - XI) wurde mittels qPCR untersucht. Dazu wurden neue
Primer designt, die RNA-Proben von Effektor-, naiven und aktivierten (2h, 24h und 72h)
T-Helferzellen in c¢cDNA umgeschrieben und die Genexpression anschlieRend unter
Verwendung der verschiedenen Transkript-spezifischen Primerpaare mittels real-time PCR
nachgemessen. Die Messwerte wurden gegen die des Haushaltsgens U6 normalisiert und
die veranderte Genexpression bezogen auf die naiver T-Zellen berechnet. Die im Tiling
Array beobachtete Repression oder Induktion aller untersuchten Transkripte konnte mittel
gPCR verifiziert werden, wobei die Verdanderung der Genexpression sogar starker war als in
den urspriinglichen Transkriptom-Daten (Anhang Tab. 1). Dies unterstitzt auch die
Hypothese, dass es sich bei den TREATs um reale Transkripte handelt, die wahrend der
T-Zellaktivierung reguliert werden und moglicherweise eine Rolle bei der Aktivierung und
Differenzierung der T-Helferzellen spielen.

3.3 Untersuchung der nicht-kodierenden RNA
STAIR18 / ncRNA152

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Regulation der macroRNA STAIR18 in gleich zwei
unterschiedlichen Prozessen in verschiedenen Lymphozyten beobachtet. STAIR18 wurde als
knapp 100 Kilobasen lange nicht-kodierende RNA identifiziert, die durch Interleukin-6 in
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Multiplen Myelom-Zellen induziert wird. Uberraschenderweise zeigte sich bei der
Untersuchung differentiell exprimierter Transkripte wadhrend der Aktivierung von
T-Helferzellen, dass STAIR18 auch bei diesem Prozess reguliert wird. Da STAIR18 demnach
durch zwei verschiedene Signalwege induziert wird und daher womoglich eine
entscheidende Rolle im Immunsystem spielt, ist diese macroRNA in den Vordergrund dieser
Arbeit geriickt, und wird im Folgenden eingehender untersucht.

3.3.1 STAIR18 ist im humanen Genom dupliziert

Bei der Untersuchung von STAIR18 fiel auf, dass geblastete Sequenzabschnitte der
macroRNA nicht nur im erwarteten Bereich g13 des langen Armes von Chromosom 2
vorkamen (Abb. 3.18), sondern auch immer wieder in der Region p11.2 auf dem kurzen Arm
dieses Chromosoms zu finden waren (Abb. 3.19). Daraufhin wurde Uberprift, inwieweit
beide Abschnitte des menschlichen Genoms identisch sind. Hierflir wurde die Sequenz von
Chromosom 2 13 im UCSC Genome Browser systematisch in 25 Kilobasen-Segmenten
gegen das menschliche Genom geblastet. Die Analyse ergab, dass ein 460 Kilobasen langes
Fragment (DubA, DubB und DubC) zweimal auf Chromosom 2 vorkommt. Somit sind nicht
nur STAIR18 sondern auch die benachbarten microRNA-Gene (MIR4435-1, MIR4435-2,
MIR4771-1 und MIR-4771-2) dupliziert. Beide Regionen sind bis auf eine Insertion
(zwischen DubA und DubB) und eine Deletion (zwischen DubB und DubC) von jeweils
ungefahr 100 Kilobasen zu 99,3 Prozent identisch. In Abbildung 3.18 E und 3.19 _E ist die
Lage des duplizierten Bereiches im genomischen Kontext an beiden Stellen auf
Chromosom 2 dargestellt. Die Orientierung des duplizierten Fragments ist an den zwei
Positionen entgegengesetzt.

Da die Identitat beider Regionen von STAIR18 dulerst hoch ist, wurde vermutet, dass der
Bereich erst vor kurzer Zeit im Verlauf der Evolution dupliziert wurde. Im nachsten Schritte
wurde analysiert, bei welcher Spezies die Duplikation das erste Mal aufgetreten ist. Hierzu
wurde STAIR18 als erstes gegen verschiedene Genome der nachsten mit dem Menschen
verwandten Hominidae geblastet. Die Sequenz der 100 Kilobasen langen macroRNA ist in
Orang-Utans (zu 97,1% identisch), Gorillas (zu 98,4 % identisch) und Schimpansen (zu 98,7%
identisch) stark konserviert. Dies entspricht der durchschnittlichen genomischen Divergenz
des Menschen zu den jeweiligen anderen Hominidae'’?. Dupliziert ist STAIR18 allerdings in
keiner der anderen Gattungen. Demnach hat die Duplikation erst bei unseren direkten
Vorfahren stattgefunden. Analysiert man die Umgebung von STAIR18 in verschiedenen
Mammalia, so entspricht diese immer der Region des humanen Chromosom 2 q13, in der
die macroRNA von den Genen BCL2L11 (B-cell lymphoma 2 like 11) und ANAPC1 (anaphase
promoting complex subunit 1) flankiert wird (Abb. 3.18). Demnach handelt es sich bei dem
Bereich innerhalb des humanen Chromosom 2 pl1l1.2 um die bei der Entwicklung des
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Menschen neu entstandene Duplikation (Abb. 3.19). Untersucht man die flankierenden
Bereiche des inserierten Fragmentes, stellt man fest, dass diese auf beiden Seiten der
Duplikation identisch sind (Abb. 3.19_E_unten). Auch die PLGLB- (plasminogen-like B1 und
B2) und RGPD-Gene (RANBP2-like and GRIP domain containing 1 und 2) sind dupliziert. Es
ist daher sehr wahrscheinlich, dass hier vor kurzer Zeit wahrend der Evolution des
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Abb. 3.18: Darstellung von STAIR18 im genomischen Kontext. (A) Lage von STAIR18 auf dem langen
Arm von Chromosom 2. (B) Gezeigt sind Chromosomenkoordinaten (hgl8-Version) und Position der
macroRNA. (C) Abbildung der Tiling Array-Daten sowie der stark exprimierten Intervalle gteneriert
aus der RNA von INA-6-Zellen nach 13-stiindigem IL-6-Entzug, einstlindiger und permanenter
Stimulation. Dargestellt sind des Weiteren annotierte Gene (RefSeq) (D) und die duplizierten
Bereiche in der Umgebung von STAIR18 (E).
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Abb. 3.19: Darstellung der Duplikation von STAIR18 im genomischen Kontext. (A) Lage des
duplizierten STAIR18 auf dem kurzen Arm von Chromosom 2. (B) Gezeigt sind Chromosomen-
koordinaten (hg18-Version) und Position der macroRNA. (C) Abbildung der Tiling Array-Daten sowie
der stark exprimierten Intervalle generiert aus der RNA von INA-6-Zellen nach 13-stiindigem IL-6-
Entzug, einstindiger und permanenter Stimulation. (D) Dargestellt sind die annotierten Gene
(RefSeq). (E) Oben sind die duplizierten Bereiche der Umgebung von STAIR18 gezeigt und unten sind
die repetitiven, flankierenden Bereiche des inserierten Fragmentes abgebildet.
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Menschen eine nicht-homologe Rekombination stattgefunden hat, bei der der
450 Kilobasen lange Bereich um STAIR18 auf Chromosom 2 dupliziert wurde. Welche der
beiden Regionen transkribiert wird oder ob tatsachlich beide Abschnitte abgeschrieben
werden, lasst sich anhand der Tiling Array-Signale nicht bestimmen, auch eine
experimentelle Analyse ist aufgrund der Uber 99-prozentigen Sequenzidentitdt sehr
schwierig.

3.3.2 Von beiden STAIR18-Loci werden gespleifdte Transkripte
generiert - ncRNA152

Innerhalb beider STAIR18-Loci sind ncRNA-Gene annotiert. Auf dem kurzen Arm von
Chromosom 2 liegt die vorhergesagte nicht-kodierende RNA LOC541471 (Abb. 3.18_D). Von
LOC541471 gibt es zwei Isoformen, wobei die langere Transkriptvariante 1 noch (iber den
Bereich von STAIR18 hinausragt. Auch auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 ist innerhalb
des STAIR-Locus eine validierte ncRNA annotiert (Abb. 3.19_D). Zur dieser LINC0O0152 sind
drei Isoformen beschrieben, wobei Transkriptvariante 1 und 2 noch zusatzliche interne
Exons zur Variante 3 aufweisen. Bei der weiteren Untersuchung der mit STAIR18 und
dessen Duplikation Uberlappenden ncRNAs zeigte sich, dass die kiirzere LOC541471-
Transkriptvariante 2 zu 99,1 Prozent identisch zu der LINCO0152-Transkriptvariante 3 ist
(Abb. 3.20_A). Betrachtet man die in diesem Bereich sequenzierten ESTs so lasst sich
feststellen, dass es sich bei diesen beiden Transkriptvarianten auch um das jeweils
dominant exprimierte Transkript im entsprechenden Locus handelt. Die beiden ncRNA-

A —
LOC541471 | Exon 1 F—/— Exon2
v v vV v v
CTTTTTTTTTTTT CC TCCCTG CACTGAA TCATCCC ARACTGCC TCTGTGT
FECTLELEITETE T Tl T R N N AR R AR A RN
CTTTTTTTTTTTTTCC TCCTTG CACCGAA TCAGCCC AACCGCC TCTATGT
A A AA A A
LINC00152 [ —F—]
450bp Isoform 1 | ia i |

meint

560bp Isoform

—— |

£ PCR-Primer mshort_for mashort_rev
B———n450_for e« 450_rev
=3 560_for e 560 rev

Abb. 3.20: Schematische Darstellung der ncRNA152-Gene. Gezeigt sind die annotierten Gene
LOC541471 und LINC00152 sowie die im Alignement detektierten Basenabweichungen dieser Gene
(A). Die zwei sequenzierten ncRNA152-Isoformen sind dargestellt (B). Die Position der verwendeten
ncRNA152 PCR-Primer wird gezeigt (C), wobei die Primer 450_rev und 560_rev identisch sind.
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Gene unterscheiden sich in einer Deletion und fiinf Substitutionen jeweils einer Base (Abb.
3.20_A), zudem ist der Transkriptionsstart bei der LINCO0152 38 Basenpaare weiter
stromabwadrts annotiert. Die Identitdt beider ncRNAs ist sehr hoch, aber die sequenzierten
cDNAs, die der jeweiligen annotierten IncRNA entsprechen, indizieren, dass tatsachlich
beide Gene exprimiert werden und demnach beide STAIR18-Bereiche transkriptionell aktiv
sind. Da die ESTs zudem zeigen, dass neben den annotierten LOC541471- und LINC00152-
Isoformen noch weitere Spleilvarianten auftreten kénnen, wurden die Spleilereignisse
innerhalb der beiden STAIR18-Loci mit Hilfe der Sequenzierungsdaten der T-Zellaktivierung
analysiert.

In Abbildung 3.21_E und 3.22_E sind die in T-Zellen detektierten Spleilstellen dargestellt.
Wie héaufig die angegebenen SpleiRstellen sequenziert wurden, ist im Anhang in den
Tabellen Il und IV aufgelistet, dabei ist zu beachten, dass eine Spleillstelle auch mehrmals
auf das menschliche Genom aliniert sein kann. Bei SpleilRereignissen, die auf beide STAIR18-
Loci gemappt wurden, kann in der Regel nicht bestimmt werden von welchem Bereich sie
transkribiert wurden. In diesen Féllen ist es moglich, dass die entsprechenden Transkripte
von nur einem oder beiden Orten generiert wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass von beiden
STAIR18-Bereichen diverse gespleite Transkripte sequenziert wurden (Abb. 3.21 und 3.22).
Es konnten sense und antisense Spleilereignisse zusatzlich zu den annotierten IncRNAs
detektiert werden. Diese entsprechen teilweise publizierten ESTs (angegeben in Anhang
Tab. 1l und IV), aber es wurden auch ganzlich unbekannte SpleiBvarianten nachgewiesen.
Aus den abundanten SpleiBereignissen wurden die haufiger vorkommenden
Transkriptvarianten der beiden STAIR18-Loci abgeleitet (Abb. 3.21_G und 3.22_G). Von
beiden Stellen des Genoms wurden in sense Orientierung die SpleiRereignisse 5‘-2/3‘-7, das
mit der LOC541471 Variante 2 beziehungsweise der LINCO0152 Variante 3 libereinstimmt,
und 5-2/3‘-9, das der LOC541471 Variante1l entspricht, am haufigsten in T-Zellen
sequenziert, wobei die langere der beiden Isoformen vom urspriinglichen STAIR18-Locus
haufiger vorkommt als die kiirzere. Die SpleiRstellen 5-11/3‘-7, 5-11/3‘-9 und 5‘-16/3‘-9
wurden ebenfalls auf beide STAIR18-Bereiche aliniert und konnten auf alternative
Transkriptionsstartstellen hindeuten. Auch die Transkriptvariante 5°-5/3‘-2_5°-7/3'-7
konnte mit einem zusatzlichen Transkriptionsstart assoziiert sein. Diese Isoform wurde
ebenfalls auf beide Orte gemappt, allerdings stimmen die Sequenzierungen haufiger mit
dem LINCO0152-Locus liberein. Es existieren zudem bereits ESTs, die dieses Spleifmuster
aufweisen. Viele gespleiBtes ESTs stimmen auch mit den Transkriptvarianten
5-2/3'-9_5‘-17/3‘10_5'-19/3'-14_5‘-20/3‘-18_ 5‘-24/3‘-22, 5°-18/3-10_5'-19/3‘-14 und
5°-19/3‘-18 Uberein. Sie werden wahrscheinlich vom LOK541471-Locus generiert und ihre
Prozessierung kdonnte eventuelle mit der Expression der microRNA-4435-1 assoziiert sein.
Das Transkript 5-2/3‘-6_5‘-10/3‘-7 ist hingegen spezifisch fir die duplizierte STAIR18-
Region und hat die letzte Spleil3stelle mit der LINCO0152-Varante 1 gemeinsam.
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Abb. 3.21: Spleivarianten der ncRNA152 im LOC541471-Locus. Gezeigt sind Chromosomen-
koordinaten (hgl9-Version) (A), annotierten Gene (RefSeq) (B), die Promotor-assoziierte H3K4Me3-
Histonmodifikation (ENCODE) (C) und die Konservierung in Vertebraten (Vertebrate Cons) (D) im
Ursprungslocus von STAIR18. (E) Abbildung der zusammengefassten, gespleiRten ESTs. (F) Dargestellt
sind die bei der Hochdurchsatz-Sequenzierung der T-Zell-RNA verschiedener Aktivierungszustinde
(naive, 2h, 24h, 72h, Effektor) detektierten sense und antisense Spleilstellen. (G) Abgebildet sind die
abundanten, entsprechend ihrer Haufigkeit geordneten, abgeleiteten, sense und antisense
SpleiBvarianten in T-Zellen. Griin=LOC541471-Variantel (5‘-2/3’-9); Rot=LOC541471-Variante2
(5°-2/3‘-7); Turkis=450bp Isoform der ncRNA152 (5-1/3‘-1); Blau=SpleiRstellen, die fiir diesen
STAIR18-Locus spezifisch sind.
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Abb. 3.22: SpleiBvarianten der ncRNA152 im LINC00152-Locus. Gezeigt sind Chromosomen-
koordinaten (hgl9-Version) (A), annotierten Gene (RefSeq) (B), H3K4Me3-Histonmodifikation (ENCODE)
(C) und die Konservierung in Vertebraten (Vertebrate Cons) (D) im duplizierten Locus von STAIR18. (E)
Abbildung der zusammengefassten, gespleiten ESTs. (F) Dargestellt sind die bei der Hochdurchsatz-
Sequenzierung der T-Zell-RNA (naive, 2h, 24h, 72h, Effektor) detektierten sense und antisense
SpleiBstellen. (G) Abgebilde