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1 Einleitung

1.1 Die Funktionsweise des Immunsystems

Das Immunsystem dient hauptsachlich der Abwehr in den Wirtsorganismus eingedrungener,
korperfremder Strukturen und schutzt somit vor Infektionen. Weiterhin dient das System,
welches sich aus einer komplexen Vielzahl von Geweben, Zellen und Botenstoffen zusam-
mensetzt, der Erkennung krankhaft veranderter, korpereigener Zellen [1]. Wenn der Begriff
,Immunitit auch sehr weitlaufig ist, wird prinzipiell zwischen angeborener und adaptiver
Immunantwort differenziert [2].

Zu den Zellen, die dem angeborenen Immunsystem zugeordnet werden, gehdren unter ande-
rem dendritische Zellen, Monozyten/Makrophagen, natlrliche Killerzellen sowie neutrophile,
basophile und eosinophile Granulozyten [3]. Die angeborene Immunabwehr zeichnet sich
dadurch aus, dass sie sehr schnell ablauft und eine Reaktion bei erneutem Kontakt mit dem
gleichen Pathogen keine verénderte Kinetik aufweist. Diese ,,unspezifischere” Art der Ab-
wehr erkennt lediglich bestimmte, weit verbreitete Strukturen von Mikroorganismen. Multi-
zellulédre Organismen detektieren Pathogene mit Hilfe bestimmter Rezeptoren, den PRRs
(Pattern Recognition Receptors), welche auf den Pathogenen befindliche molekulare Struk-
turmotive, die sogenannten PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) erkennen [4].
PRRs werden von Zellen des angeborenen Immunsystems, wie den dendritischen Zellen,
Makrophagen und Neutrophilen exprimiert [5]. Kirzlich wurden vier verschiedene Klassen
von PRR-Familien identifiziert: Transmembranproteine wie Toll-Like Rezeptoren (TLRs), C-
Typ Lektin Rezeptoren (CLRs), zytoplasmatische Proteine wie die Retinoic Acid Inducible
Gene (RIG)-I-Like Rezeptoren und NOD-Like Rezeptoren (NLRs) [6]. Nach Rezeptorbindung
kommt es zur Aktivierung komplexer Signalkaskaden im Wirtsorganismus, welche die Ex-
pression inflammatorischer Mediatoren initiieren und dadurch die Eliminierung der Pathogene
koordinieren [6]. In der Regel sind PAMPs hochkonservierte Strukturen [7] unterschiedlicher
Art, wobei es sich um Komponenten der duBeren Zellmembran gramnegativer Bakterien (Li-
popolysaccharide), Peptide oder virale/bakterielle Nukleinsauren handeln kann.

Eine weitere, von Pattern Recognition Receptors erkannte Gruppe von Strukturmotiven stel-
len die DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) dar. Da die Nomenklatur der
DAMPs in der Literatur nicht durchgéngig eindeutig definiert ist, unterteilten Kaczmarek et
al. diese in zwei Gruppen [8]: 1) Molekiile, welche tblicherweise keine entzlindungsrelevan-
ten Funktionen in lebenden Zellen tbernehmen (HMGB-1, ATP, DNA), jedoch immunmodu-




latorische Eigenschaften aufweisen, sobald sie sezerniert, modifiziert oder auf Grund von zel-
luldrem Stress oder Zellschaden an der Zelloberflache exprimiert werden [9] und 2) ,,Alarmi-
ne®, wozu in der Zelle gespeicherte Molekiile mit zytokinartiger Wirkung (z.B. IL-1a und IL-
33) gezahlt werden, welche nach Zelllyse freigesetzt und daraufhin an der Immunreaktion
beteiligt sein konnen [10].

Die adaptive Immunitat hingegen ist nicht angeboren und zeichnet sich durch héhere Spezifi-
tat aus. Hierbei dient die Produktion von Antikérpern (Immunglobulinen) gegen spezifische
Antigene eines Erregers der Erkennung und Bekampfung des Pathogens. Diese Immunitat
wird im Laufe der Zeit erworben und bildet eine Art ,,Gedédchtnis® aus, welches dazu dient,
bei wiederholtem Kontakt mit dem gleichen Pathogen eine effizientere und schnellere Ant-
wort zu initiieren. Zu den relevanten Zellen dieses Teils der Immunantwort zéhlen die B- und
T-Lymphozyten. Die Hauptaufgabe der B-Lymphozyten ist die Produktion von Antikdrpern
[11]. T-Lymphozyten hingegen erkennen uber ihre Rezeptoren (T-Zell-Rezeptoren, T-Cell
Receptors, TCR) kurze Peptidfragmente von Proteinantigenen des Pathogens, die an mem-
brangebundene Glycoproteine, den MHC (Major Histocompatibility Complex)-Molekilen auf
der Oberfldache sogenannter ,,antigenprisentierender Zellen* gebunden sind [12]. Wé&hrend B-
Lymphozyten also fur die Produktion von Immunglobulinen gegen im Organismus zirkulie-
rende Pathogene zusténdig sind, tragen T-Lymphozyten tber direkte Wechselwirkungen mit
infizierten Zellen zu deren Eliminierung bei.

Neben den bereits genannten Zellen spielen viele weitere Faktoren eine wichtige Rolle bei der
Regulation der komplexen Mechanismen der Immunantwort. Hierzu gehort beispielsweise
eine Vielzahl von Faktoren des Komplement- und diverse Botenstoffe des Immunsystems, zu
denen unter anderem die Zyto- und Chemokine gez&hlt werden. Letztere tben ihre Wirkung
uber spezifische Rezeptoren auf ihren Zielzellen aus. Wie sich aus ihrer Bezeichnung ableiten
lasst, handelt es sich um die Gruppe der chemotaktischen Zytokine, welche auf einen be-
stimmten inflammatorischen Anreiz hin synthetisiert werden und chemoattraktive Wirkung
auf reaktive Zellen wie Leukozyten, Monozyten, natiirliche Killerzellen und weitere Effektor-
zellen ausliben koénnen [13]. Alle Chemokine weisen dhnliche Primér- und Sekundarstruktu-
ren auf und leiten ihre Signalwege fast immer Uber die Bindung an G-Protein gekoppelte
Membranrezeptoren weiter [14]. Abhé&ngig von Anzahl und Lage ihrer Cysteinreste werden
Chemokine in vier Gruppen unterteilt (CC, CXC, CX3C und C). Wéhrend die CC-Familie
zwei direkt benachbarte Cysteinreste aufweist, werden diese bei der CXC-Familie durch eine




und bei der CX3C-Familie durch drei weitere Aminoséuren getrennt. Die Gruppe der C-
Chemokine hingegen weist nur einen einzigen Cysteinrest auf [15].

Ein wichtiger zur CC-Familie gehdrender Regulator immunologischer Prozesse stellt das
Chemokin CCL5 dar, welches auch als RANTES (Regulated Upon Activation, Normal T-Cell
Expressed and Secreted) bezeichnet wird. Es wird von verschiedenen Zellen, wie den Makro-
phagen, glatten Muskelzellen (SMCs, Smooth Muscle Cells), Endothelzellen, Thrombozyten
und aktivierten T-Zellen sezerniert [16] und induziert im Zuge einer Entziindungsreaktion die
Infiltration durch die Blutbahn zirkulierender Immunzellen ins Gewebe [17, 18], wodurch ihm
eine elementare Rolle bei der Bekd&mpfung von Pathogenen im Organismus zukommt. Wan-
dern immunkompetente Zellen, wie beispielsweise Monozyten hierbei entlang eines
chemotaktischen CCL5-Gradienten ins betroffene Gewebe ein, so differenzieren sie zu Mak-
rophagen aus [19]. Dieses Einwandern, ein auch als ,,Extravasation® bezeichneter Prozess,
vollzieht sich in mehreren Schritten. Hierbei kommt es zunéchst zu adhé&siven Interaktionen
von Immunzellen mit dem Geféallendothel, welche durch Wechselwirkungen zwischen auf
Endothelzellen des Gewebes befindlichen Selektinen und Kohlenhydratliganden auf den Im-

munzellen vermittelt werden.

Interaktion
Adhasion
d L Extravasation
(\

Dm GefiRendothel

interstitielle Zellen % proinflammatorisches

Abbildung 1.1: CCL5 rekrutiert Immunzellen vom Blutstrom zum Entziindungsherd. Im Zuge einer Ent-
zundungsreaktion sezernieren u. a. interstitielle Zellen das Chemokin CCL5, was die Entstehung eines
chemotaktischen Gradienten innerhalb des Gewebes mit sich zieht. Infolgedessen kommt es zu Wechselwirkun-
gen zwischen Leukozyten (gelb gekennzeichnet) und dem GeféRendothel, woraufhin das Einwandern (Extra-
vasation) ins Gewebe erfolgt. Abbildung modifiziert nach Song et al. [20].




Diese Interaktionen allein sind jedoch nicht stark genug, um den Scherkréften des Blutstroms
zu widerstehen, sodass weitere Mechanismen in Gang gesetzt werden mussen, um das Durch-
dringen durch die GefaBwand zu ermdglichen. Wird eine Entzliindungsreaktion induziert, bei-
spielsweise durch Beschadigung des Gewebes, so sezernieren residente (ortsstandige) Makro-
phagen Zytokine, wie Interkeukin-1 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a, welches wiederum
interstitielle Zellen zur Ausschittung von CCL5 anregt. Infolgedessen entsteht ein chemotak-
tischer CCL5-Gradient innerhalb des Gewebes, welcher die Rekrutierung verschiedener
CCL5-Rezeptor exprimierender Zellen aus dem Blutstrom veranlasst. Weiterhin bindet das
Chemokin an Glycosaminoglycane auf der Oberflache des Endotheliums und fungiert somit
als ,,Wegweiser* fir CCL5-Rezeptor tragende Immunzellen, welche durch diese Interaktion
die Adhasion ans Epithel festigen, somit die GefaRwand passagieren kdnnen und nachfolgend
weiter ins Gewebe eindringen [20]. Mit Hilfe von Matrix-Metalloproteinasen werden Proteine
der Basalmembran zuvor proteolytisch gespalten und somit die Passage durch die Gefallwand,
die sogenannte ,,Diapedese erleichtert [21, 22]. Am Entziindungsherd angekommen, produ-
zieren T-Lymphozyten drei bis finf Tage nach ihrer Aktivierung groRe Mengen an CCLS5,
was die zentrale Rolle des Chemokins bei der Erhaltung und Verlangerung der Immunantwort
unterstreicht [20]. Abbildung 1.1 gibt eine Ubersicht iiber die beschriebenen Prozesse.

Die CCL5-vermittelte Anlockung sdmtlicher immunrelevanter Zellen ins Gewebe ist ein not-
wendiger und ndtzlicher Abwehrmechanismus zur Beseitigung von Pathogenen oder korper-
eigenen, entarteten Zellen. In manchen Féllen jedoch kdnnen Immunabwehrreaktionen auch
negative Folgen nach sich ziehen, beispielsweise wenn sie gegen korpereigene, gesunde
Strukturen gerichtet sind, z.B. bei Autoimmunerkrankungen. Auch nach Transplantationen
kann es zu unerwiinschten akuten oder chronischen AbstolRungsreaktionen kommen, wobei
auch hier dem Chemokin CCL5 als Chemoattraktor bei der Immunzellinfiltration ins trans-
plantierte Gewebe eine zentrale Rolle zukommt. So ist bereits bekannt, dass es wahrend der
akuten AbstoRungsreaktion hochreguliert wird [23]. Mit Hilfe eines murinen Modells der Nie-
rentransplantation konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Applikation von Met-RANTES,
einem spezifischen CCL5-Antagonisten, die akute und chronische AbstoBungsreaktion ver-
mindern konnte [24, 25]. Folglich konnen CCL5-vermittelte entzlindliche Prozesse, wie sie
sich beispielsweise im Falle einer Transplantatabstoliungsreaktion vollziehen, durchaus uner-
winscht sein. Es ist daher von groRem Interesse, die genauen Regulationsmechanismen der

Expression dieses Chemokins zu verstehen.
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Als ein weiterer Schlusselfaktor der Immunantwort fungiert die kalzium- und calmodulinab-
héngige Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin (CN), oft auch als PP2B bezeichnet. Hierbei
handelt es sich um ein heterodimeres Protein, welches sich aus einer katalytischen Unterein-
heit (Calcineurin A) und einer Ca®*-lonen-bindenden Untereinheit (Calcineurin B) zusam-
mensetzt. Die Primarstruktur beider Untereinheiten ist von Hefen bis zu Sdugern stark kon-
serviert [26]. Die Phosphatase ist an einer Vielzahl zellularer Prozesse und kalziumabhéngiger
Signaltransduktionswege, insbesondere in Immun-, Nerven- und Muskelzellen beteiligt. Am
besten charakterisiert ist jedoch ihre zentrale Rolle bei der T-Zell-Aktivierung: Steigen intra-
zelluldre Kalziumkonzentrationen auf Grund extrazellul&rer Stimuli, so bildet sich ein Kom-
plex aus Kalzium und Calmodulin aus, welcher die Aktivierung der Phosphatase vermittelt.
Infolgedessen dephosphoryliert und aktiviert Calcineurin Proteine der zytoplasmastandigen
NFAT (Nuclear Factor of Activated T Cells) Familie, woraufhin diese im Komplex mit Cal-
cineurin in den Zellkern translozieren und in ihrer Funktion als Transkriptionsfaktoren die
Expression proinflammatorischer Gene transaktivieren (dargestellt in Abbildung 1.2) [27, 28].
Zu den entzindungsrelevanten Proteinen, welche infolgedessen vermehrt synthetisiert und
sezerniert werden, gehoren unter anderem Zytokine wie TNF-a, IL-4 oder IL-2. Letzteres
bindet bei vermehrter Ausschiittung an seine entsprechenden auf T-Lymphozyten befindli-
chen Rezeptoren, was in einer Aktivierung der T-Zelle resultiert. Die Calcineurin-vermittelte
Infiltration dieser Immunzellen ins entziindete Gewebe stellt ein Schliisselereignis bei diver-
sen inflammatorischen Prozessen dar, was die zentrale Rolle der Phosphatase aufzeigt.

Das in Abbildung 1.2 links dargestellte Immunsuppressivum Cyclosporin A (CsA) gehért zur
Substanzklasse der Calcineurin-Inhibitoren. Nach Bindung an Cyclophilin A (CyA), welches
als Rezeptor fur Immunsuppressiva fungieren kann [29], kann es seine hemmende Wirkung
auf die Phosphatase austiben und somit die Synthese proinflammatorischer Proteine unterbin-
den. Daher wird das Immunsuppressivum héaufig nach Organtransplantationen eingesetzt, um
unerwiinschte inflammatorische Reaktionen des Immunsystems, wie sie bei AbstoRungsreak-

tionen hadufig eintreten, zu unterbinden.
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Abbildung 1.2: Stark vereinfachtes Schema der Calcineurin-vermittelten Dephosphorylierung von NFAT.
Bei intrazelluldr erhéhten Kalziumkonzentrationen kommt es zur Ausbildung eines Kalzium-Calmodulin-
Komplexes, welcher Calcineurin aktiviert, woraufhin die Phosphatase Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie
dephosphoryliert. Dephosphorylierte NFAT-Proteine translozieren in den Zellkern und transaktivieren die Ex-
pression proinflammatorischer Gene. Dieser Prozess kann durch den Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A unter-
bunden werden. CnA: Calcineurin A; CnB: Calcineurin B; Cam: Calmodulin; CsA: Cyclosporin A; CyA: Cyclo-
philin A. Abbildung modifiziert nach Molkentin et al. [30].

1.2 Das Kalteschockprotein YB-1

1.2.1 Struktur und Aufgaben des Kalteschockproteins YB-1

Das Y-Box bindende Protein-1 (Y-Box Binding Protein-1, YB-1) gehort zur Familie der Kal-
teschockproteine und damit zu den evolutionar am starksten konservierten Proteinen. Proteine
dieser Familie zeichnen sich durch eine hochkonservierte Domane aus, welche als Kélte-
schockdomane (Cold-Shock Domain, CSD) bezeichnet wird. Charakteristisch fiir dieses struk-
turelle Element ist sein Potential, sowohl mit DNA als auch mit RNA zu interagieren [31] und
so vermag YB-1 als Transkriptions- [32] und als Translationsfaktor zu agieren [33]. In der
Kélteschockdomane ist der Serinrest 102 (S102) lokalisiert, welcher sowohl durch die Se-
rin/Threonin-Kinase AKT/PKB [34] als auch von der p90 Ribosomal S6 Kinase (RSK) [35]
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posttranslational phosphoryliert werden kann. Oftmals geht diese Phosphorylierung mit einer
Translokation des Proteins vom zytoplasmatischen Kompartiment in den Zellkern einher, wo
YB-1 als Transkriptionsfaktor die Expression vieler Proteine steuert. Eine Transregulation der
Expression krebsrelevanter Gene wie EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) durch YB-
1 konnte bereits gezeigt werden [36]. Die Kernstandigkeit wurde insbesondere im Zuge der
Karzinogenese beschrieben, wobei im Zellkern lokalisiertes YB-1 als ,,negativer prognosti-
scher Marker* identifiziert werden konnte. Das Wissen um den Einfluss verschiedener YB-1-

Lokalisationen auf Entziindungsreaktionen in vivo ist sehr begrenzt.

Neben der zentral lokalisierten Kalteschockdomane weist YB-1 zwei weitere funktionelle
Domanen auf: N-terminal liegt eine 60 Aminoséuren lange Alanin/Prolin-reiche Region, wel-
che mit Aktinfilamenten des Zytoskeletts interagieren und somit die Lokalisation von YB-1
innerhalb der Zelle beeinflussen kann [37]. Der Carboxyterminus setzt sich aus einer alternie-
renden Abfolge basischer und saurer Aminosauren zusammen (Charged Zipper-Domane) und
ist fur die Interaktion mit anderen Proteinen mal3geblich [38]. Ebenso ist dieser Bereich fur
die nukleo-zytoplasmatische Verteilung von YB-1 innerhalb der Zelle von Bedeutung, da er
sowohl eine Kernlokalisierungssignal-Sequenz (Nuclear Localisation Signal, NLS) als auch
ein entsprechendes zytoplasmatisches Riickhaltesignal (Cytoplasmatic Retention Site, CRS) in
sich birgt, welches normalerweise funktionell dominiert. Daher ist YB-1 in der Homgostase in
vielen Zellen hauptséachlich im Zytoplasma lokalisiert [39]. In der folgenden Abbildung von

YB-1 sind die beschriebenen Domanen schematisch dargestellt.

1 51 129 186 205 267 293 324

e S e e bbbt m e

S102

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Y-Box bindenden Protein-1 (YB-1). Dargestellt sind die drei
Doménen des Proteins: Am N-Terminus (N) liegt die Alanin- und Prolin-reiche Doméne (A/P). Die zentral loka-
lisierte Cold-Shock Domain (CSD) birgt den Serinrest 102 (S102) in sich, welcher von verschiedenen Kinasen
phosphoryliert werden kann. Die C-terminale Region (C-Terminal Domain, CTD) setzt sich aus einer alternie-
renden Abfolge basischer und saurer Aminosauren zusammen (Charged Zipper-Domane) und beinhaltet eine
Kernlokalisierungssignal-Sequenz (Nuclear Localisation Signal, NLS) und ein entsprechendes zytoplasmatisches
Rickhaltesignal (Cytoplasmatic Retention Site, CRS). Die Abbildung ist aus folgender Publikation entnommen:
[40].

YB-1 ist ubiquitdr exprimiert und an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt. So Uber-

nimmt es wichtige Funktionen bei der Zellproliferation und -differenzierung, DNA-Reparatur
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und Stressantwort auf extrazelluldre Signale [41], sowie bei Spleiling-Prozessen von pra-
MRNA [42]. Seine essentielle Rolle spiegelt sich ebenfalls in der Tatsache wider, dass YB-1-
defiziente knockout-Mé&use bereits wéhrend der Embryonalentwicklung versterben [43].

Im Zellkern agiert YB-1 als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression zahlreicher
Gene durch Bindung an bestimmte regulatorische Sequenzen [44-48]. In Abhangigkeit des
zellularen Kontext und des Differenzierungsstatus der Zelle kann YB-1 hierbei sowohl einen
transaktivierenden als auch einen reprimierenden Effekt auf den Promotor desselben Zielgens
austiben [46, 49].

Im Zytoplasma hingegen interagiert YB-1 mit messenger RNA (mRNA) und kann hierbei als
RNA-Stabilisierungsprotein dienen [50]. Ahnlich seiner Funktion im Zellkern dient es auch in
diesem Kompartiment als wichtiger Regulator, hier jedoch auf Translationsebene. So kann
das Protein Uber die Bindung der 5°-Cap-Struktur die Translation zahlreicher mRNASs repri-
mieren oder aktivieren, wobei der Phosphorylierungsgrad des Proteins hierbei eine entschei-
dende Rolle spielt. Erfolgt die Phosphorylierung von YB-1 durch die Serin/Threonin-Kinase
AKT, fuhrt dies zu einer verringerten Bindungsaffinitat an die RNA und folglich zur Freiset-
zung von YB-1 aus dem Komplex, wodurch der Zugang von Translationsinitiatoren elF-
4E/elF-4G) ermdglicht und somit die Proteinbiosynthese initiiert wird [51].

YB-1 Gbernimmt jedoch nicht nur multiple Funktionen innerhalb der Zelle, sondern spielt
auch extrazellulér eine Rolle. Unsere Arbeitsgruppe konnte sowohl in vitro [52] als auch in
vivo [53] eine Sekretion des Proteins nachweisen. YB-1 wird Uber einen nicht-klassischen
Sekretionsweg aus der Zelle geschleust und kann anschliefend mit den extrazellularen Doma-
nen des Notch3-Rezeptors interagieren und Notch3-vermittelte Signalwege aktivieren [54].
Seit YB-1 erstmalig im Jahre 1988 als negativer Regulator der Genexpression von Haupthis-
tokompatibilitatskomplex Klasse Il (MHC-11) beschrieben wurde [55], hat es sich im Laufe
der Jahre als multifunktionelles Protein erwiesen, welches eine Vielzahl biologischer Prozesse

zu steuern vermag [41].

1.2.2 Die Rolle von YB-1 im Entztindungsgeschehen

Als ein DNA- und RNA-bindendes Protein steuert YB-1 die Expression vieler intrazellulérer
Proteine, wobei seine regulatorischen Eigenschaften in der Literatur meist im Zusammenhang
mit der Tumorgenese und Zellproliferation beschrieben werden [34, 56-58]. In den letzten
Jahren hat sich YB-1 jedoch auch zunehmend als wichtiger Regulator inflammatorischer Pro-

zesse herausgestellt. Wie bereits beschrieben, (bt das Protein auf transkriptioneller Ebene
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einen negativ-regulatorischen Effekt auf das Human Leukocyte Antigen (HLA-DR) Typ II-
Gen aus [55]. Ein analoger Effekt auf den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-
Promotor, einem Wachstumsfaktor mit proinflammatorischen Eigenschaften, konnte ebenfalls
gezeigt werden [59]. Weiterhin ist bekannt, dass YB-1 die Expression des Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) sowohl auf transkriptioneller als auch auf
translationaler Ebene vermittelt. So ubt es in aktivierten eosinophilen Granulozyten durch
direkte Bindung an GM-CSF-mRNA eine protektive Wirkung auf diese aus [60]. Der YB-1-
vermittelte Schutz vor mMRNA Degradation resultiert folglich in einer erhéhten Proteinexpres-
sion. Im Gegensatz dazu beschreiben andere Studien das Protein als einen negativen Regula-
tor der GM-CSF-Gentranskription. So konnte in humanen embryonalen Lungenfibroblasten
und auch in Jurkat T-Zellen gezeigt werden, dass YB-1 an Promotorsequenzen des GM-CSF-
Gens bindet und hierdurch seine Expression reprimiert [61]. Auch das Zytokin Interleukin-2
(IL-2) wird in T-Zellen auf translationaler Ebene reguliert, indem YB-1 an die 5°-
untranslatierte Region (5’UTR) bindet und einen stabilisierenden Einfluss auf die IL-2-mRNA
austbt [62].

Bei der transkriptionellen Regulation bindet YB-1 an ein in vielen seiner Zielgenene enthalte-
nes Sequenzmotiv, die sogenannte ,,Y-Box*. Sie enthélt eine ,,inverted CAAT-Box‘“ und weist

folgende Nukleotidabfolge auf:

5-CTGATTGG(C/T)(C/T)AA-3.

Nicht unerwahnt bleiben sollte, dass die Sequenzen der Y-Boxen der verschiedenen Gene
stark differieren konnen und das Vorhandensein einer solchen CAAT-Box nicht zwangslaufig
fiir das Binden von YB-1 an einen Promotor notwendig sein muss [63]. Als ein weiteres wich-
tiges Element fungiert eine Inverted Repeat-Sequenz, die der Y-Box nachgeschaltet ist.

In einem experimentellen Entziindungsmodell der Niere (anti-Thy-1-Nephritis) konnte eine
gesteigerte Expression von YB-1 im Verlauf der mesangioproliferativen Glomerulonephritis
in der Ratte aufzeigt werden, wobei immunhistologische Féarbungen eine Lokalisation des
Proteins auch aulRerhalb der Zelle nahe legten [64]. Nachfolgend konnte von unserer Arbeits-
gruppe gezeigt werden, dass neben seiner Funktion als Transaktivator und Repressor diverser
entziindungsrelevanter Gene, extrazellulares YB-1 selbst chemotaktisches Potential besitzt
[52].
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1.2.3 YB-1 als Regulator der CCL5-Expression

Die Expression des in Abschnitt 1.1 beschriebenen Entziindungsmediators CCL5 wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst. Als Hauptregulator gilt hierbei der Transkriptionsfaktor
RANTES Factor of Late-Activated T Lymphocytes-1 (RFLAT-1), welcher die CCL5-Synthese
in T-Lymphozyten im Zuge der Stressantwort reguliert [65].

Auch YB-1 ist maligeblich an der Regulation der CCL5-Produktion beteiligt, wie von unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte. Ein Nukleotidsequenzvergleich der proximalen CCL5-
Promotorregion mit bereits bekannten YB-1-Bindungsmotiven der Matrixmetalloproteinase-2
(MMP-2) und DNA-Polymerase-o. (DPA)-Gene zeigte drei potentielle YB-1-Bindungstellen

innerhalb des proximalen CCL5-Promotors auf (Y-Box I, 11, 111).

bp -1000 -500 1 nom+
CCLS5 Promotor

R Y-Boxen S — e

-205 -174 -185 -163 -28 -10
— -— e -
CCLS 5. GT?CIZTT(I;?TC?AAGAGGAAACTGATGAGCTCA(;' 5 ?T(I;Awmcmmmms 35 Icuﬂ'ﬁclccmrmmccccacccm 3
MMP-2 RE-1  CTGCTGGGCAAGTCTGAACTTGTCAGA CTGCTGGGCAAGTCTGAACTTGTCAG CTGCTGGGCAAGTCTGAACTTGTCAG
N T— Mp— s e S Tt HI™™ p—
DPA RE-1  CTGATTGGCTTTCAGGCTGGCGCCTGT CTGATTGGCTTTCAGGCTGGCGCCTG CTGATTGGCTTTCAGGCTGGCGCCTG
—— - e - R -

Abbildung 1.4: Nukleotidsequenzvergleich des CCL5-Promotors mit bekannten YB-1-Bindugsmotiven.
Promotorsequenzen der Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2) und der DNA-Polymerase-o. (DPA) wurden mit
denen des CCL5-Gens verglichen. Es zeigten sich drei mutmaRliche YB-1-Bindungsstellen mit hoher Sequenz-
homologie auf (Y-Boxen I, 11, 111). Die Abbildung ist aus folgender Publikation entnommen: [46].

In vaskulédren glatten Muskelzellen (Vascular Smooth Muscle Cells, vSMCs) konnte eine phy-
sikalische und funktionelle Interaktion von YB-1 mit der Y-Box | gezeigt werden. Hierbei (bt
das Protein eine transregulatorische Funktion auf den CCL5-Promotor aus und vermittelt
dadurch die erhéhte Ausschiittung des Chemokins in vivo [44]. Analoge Effekte konnten in
der humanen, monozytaren Zelllinie THP-1 beobachtet werden, wobei YB-1 in diesen Zellen
seine regulatorischen Funktionen durch Interaktion mit der Y-Box I1l ausiibt. Wéhrend es in
undifferenzierten Monozyten als Transaktivator der CCL5-Expression fungiert, tbt es interes-
santerweise in ausdifferenzierten Makrophagen einen genau gegenteiligen, also reprimieren-
den Effekt aus. Somit l&sst sich zusammenfassen, dass die YB-1-vermittelte Regulation der

CCL5-Expression zellspezifisch und abhéngig vom Differenzierungsstatus der Zelle ist [46].
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Abbildung 1.5: Entstehung eines hochmolekularen DNA-Protein-Komplexes am CCL5-Promotor spezi-
fisch in Makrophagen. Gelretardations-Analyse von Kernextrakten von Monozyten (THP-1) und ausdifferen-
zierten Makrophagen (RAW264.7) (A) bzw. PMA-stimulierten THP-1-Zellen (B) und der die Y-Box Il enthal-
tenden antisense-Region des CCL5-Promotors. Pfeilspitzen: Protein-DNA-Komplexe, SS*: Supershift, NS: nicht
spezifische Komplexe. Abbildungen entnommen aus folgenden Publikationen: [46] [66].

Zur genaueren Untersuchung der molekularen Hintergriinde dieser kontréren Effekte wurden
Promotoranalysen mit aus monozytaren THP-1-Zellen oder RAW264.7-Makrophagen ge-
wonnenen nukledren Extrakten durchgefiihrt. Hierbei bildeten sich unterschiedliche DNA-
Protein-Komplexe an der proximalen YB-1-Bindungsstelle (Y-Box Ill) innerhalb des CCL5-
Promotors aus. Bei Vergleich von Spur 1 und Spur 4 in Abbildung 1.5 A wird ersichtlich,
dass der DNA-Protein-Komplex bei Einsatz von Kernextrakten aus THP-1-Zellen wesentlich
starker erscheint (schwarze Pfeilspitzen, Spur 1), als beim entsprechenden Ansatz mit
RAW264.7-Zellen (schwarze Pfeilspitzen, Spur 4). Bei Einsatz nukleérer Extrakte aus Mak-
rophagen konnten jedoch héher molekulare Komplexe detektiert werden (offene Pfeilspitzen,
Spur 4). Eine Supershift-Analyse bestétigte die Beteiligung von YB-1 an dem hochmolekula-
ren Komplex: Bei Einsatz eines YB-1-spezifischen- (Spur 5), nicht jedoch eines unspezifi-
schen Antikorpers (Spur 6) war dieser nicht mehr zu detektieren, was mit einer verlangsamten
Wanderung des Komplexes im Gel auf Grund der Antikdrperbindung zu begriinden ist. Die
Ausbildung des hochmolekularen Komplexes am CCL5-Promotor konnte nachfolgend in ei-

nem Phorbolester (PMA)-induzierten Monozytendifferenzierungsmodell bestéatigt werden
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(Abbildung 1.5 B, offene Pfeilspitze). Ob dieser Proteinkomplex den reprimierenden Effekt
von YB-1 auf die CCL5-Expression in Makrophagen vermittelt und welche Proteine an ihm
beteiligt sind, ist bisher noch unbekannt.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit wird die Rolle von YB-1 im entziindlichen Geschehen in vivo und in vitro
untersucht. Insbesondere werden die molekularen Mechanismen der YB-1-vermittelten
CCL5-Expression wahrend des Differenzierungsprozesses von Monozyten zu Makrophagen
charakterisiert. Zielgebend hierbei ist zu ermitteln, welche Prozesse fur die kontrére, durch
YB-1-vermittelte Regulation der CCL5-Expression in Monozyten und Makrophagen verant-
wortlich sind. Ein hochmolekularer Protein-DNA-Komplex, welcher sich in der YB-1-
bindenden Region des CCL5-Promotors wéhrend des Prozesses der Monozytendifferenzie-
rung ausbildet, deutet auf andere hieran beteiligte Kofaktoren hin, die nachfolgend identifi-
ziert werden sollen.

Es wird zunéchst der Frage nachgegangen, ob YB-1 im Laufe der Monozytendifferenzierung
posttranslational durch Phosphorylierung modifiziert wird und welche Enzyme hierflr ver-
antwortlich sind. Weiterhin soll mit verschiedenen molekularen Verfahren, wie ChIP- und
Gelretardations-Analysen, geklart werden, ob diese Modifikation das Bindeverhalten von Y B-
1 an den CCL5-Promotor beeinflusst und inwiefern sich dies auf die CCL5-Produktion aus-
wirkt.

Ebenso ungeklart ist, ob diese posttranslational stattfindende Modifikation in der Zelle rever-
tiert wird. Erste in vitro Hinweise deuten auf einen Einfluss der Serin/Threonin-Phosphatase
Calcineurin auf die Funktionen von YB-1 hin und so soll in vitro und in vivo gepruft werden,
ob Calcineurin den Phosphorylierungsgrad von Y B-1 beeinflusst.

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, welche molekularen Me-
chanismen die zellspezifische, transkriptionelle CCL5-Genregulation durch YB-1 vermitteln.
Mit Hilfe von in vivo-Interventionsmodellen soll die posttranslationale Phosphorylie-
rung/Dephosphorylierung von YB-1 in der Entziindung bestatigt und der Einfluss dieser Pro-

zesse auf seine Funktion im Gesamtorganismus ergriindet werden.
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2 Material

2.1 Gerate

7300 real time PCR-System
Agarose-Gel-Apparatur

Agarose-Gel-UV-Auswertungssystem,
ImaGo Compact Imaging System
Apparatur Western-Blot

Brutschrank Hera Cell

Centrifuge 5417R

Dampfsterilisator Varioclav
Entwicklungsmaschine AGFA Curix60

EVOS™ f] Digital Inverted Fluorescence Mi-

croscope
Fluoreszenzspektrometer QuantaMaster™ 4()

Gene Pulser 11 Electroporation System
Komplettriihrer RZR2020
Kihlzentrifuge Sigma 4K15C
Lichtmikroskop Diavert

LSM Laserscanning Mikroskop 710
Luminometer SIRIUS

Magnetrihrer IKA-CombiMAG RCT
ND-1000 Photospektrometer
pH-Meter MP220

Pipetten

Pipetus-Akku

Préazisionswaage

Rotor: 244H

Life Technologies (Darmstadt)
Bio-Rad (Miinchen)

B&L Systems (Maarssen, Niederlanden)

Bio-Rad (Miinchen)

Thermo scientific (Waltham, MA, USA)
Eppendorf (Hamburg)

H&P Labortechnik (Miinchen)

AGFA (Mortsel, BE)

AMG (Mill Creek, WA, USA)

PTI (Birmingham, NJ, USA)

Bio-Rad (Miinchen)

Heidolph (Schwabach)

Sigma Chemie (Steinheim)

Leitz (Wetzlar)

Zeiss (Jena)

Berthold Detection Systems (Pforzheim)
Janke und Kunkel (Staufen)
NanoDrop (Wilmington, DE, USA)
Mettler Toledo (Greifensee, CH)
Eppendorf (Hamburg)

Hirschmann Laborgeréate (Eberstadt)
Sartorius (Gottingen)

Sigma Chemie (Steinheim)
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Rotor: FA-45-24-11

Schiittler Vortex-Genie2

Sterile Arbeitsbank Hera safe
Stratalinker® UV Crosslinker

Tecan Sunrise, Microplate Reader
Thermoblock Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D
Transistor/Ultrasonic T-7
Trockenschrank Heraeus 6030

Ultraschallgerat Sonopuls HD 200

2.2 Verbrauchsmaterialien

5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube
Amersham HyperfilmTM ECL
Cellstar Centrifuge Tubes (Falkons)
Elektroporationskivetten
Eppendorfreaktionsgefalie

Mr. Frosty™ Gefrierbehilter
Neubauer Z&hlkammer
Nitrozellulosemembran

Parafilm M

Petrischalen

Pipettenspitzen

Prézisions-Klvette Quarzglas SUPRASIL
Spritzenfilter (28 um Porengrofe)

Stripette (10 ml)

Eppendorf (Hamburg)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Heraeus (Hanau)

Stratagene (Heidelberg)

Tecan (Maennedorf, Schweiz)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

L&R manufacturing company (Kearny, NJ, USA)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Bandelin (Berlin)

BD Biosciences (Bedford, MA, USA)

GE Healthcare (Buckinghamshire, UK)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Bio-Rad (Minchen)

Eppendorf (Hamburg)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Braun (Melsungen)

Protran, Schleicher und Schuell (Dassel)
Bemis (Neenah, WI, USA)

Nunc (Nlrtingen)

Eppendorf (Hamburg)

Hellma Analytics (Millheim)

Corning Incorporated (Corning, NY, USA)

Costar (Corning, NY, USA)
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Whatman-Filterpapier Bio-Rad (Minchen)

Zellkulturflaschen, 150 cm? Wachstumsflache Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Zellkulturflaschen, 75 cm2 Wachstumsflache Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Zellkulturplatten, 6 Vertiefungen Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)
Zellschaber Greiner Bio-One (Frickenhausen)

2.3 Reagenzien

2-[4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl] AppliChem (Darmstadt)
ethansulfonsaure (HEPES), (C8BH18N204S)

Acryl-/Bisacrylamid 30 % Serva (Heidelberg)

Acrylamid 40 K-Losung 40 % AppliChem (Darmstadt)

Agarose AppliChem (Darmstadt)
Ammoniumpersulfat (APS), ((NH,4),S,0s) Bio-Rad (Minchen)

Ampicillin (C15H19N304S) Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
Beta-Mercaptoethanol (C,HgOS) Bio-Rad (Minchen)

Borsaure (H3BO3) AppliChem (Darmstadt)

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
Bromphenolblau (C19H;0Br,05S) Bio-Rad (Minchen)

ChlP-grade Protein A/G Plus-agarose Thermo scientific (Waltham, MA, USA)
Desoxyribonukleosidtriphosphate Life Technologies (Darmstadt)
(dNTPs), 10 mM

Dimethylsulfoxid (DMSQO), (C,H¢OS) AppliChem (Darmstadt)
Dithiothreitol (DTT), (C4H100,S,) Bio-Rad (Minchen)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) Life Technologies (Darmstadt)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)  Life Technologies (Darmstadt)
(Low Glucose)
Entwickler G153A und G153B AGFA (Mortsel, BE)
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Erststrang-Puffer 5x Life Technologies (Darmstadt)

Essigséaure (C,H40,) Carl Roth (Karlsruhe)
Ethanol (C,H¢0), 70 % Apotheke des Universitatsklinikums
der RWTH Aachen

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), (C10H16N20g) Merck Millipore (Darmstadt)

Fetales Kalberserum (FKS) Life Technologies (Darmstadt)
Fixierer G354 AGFA (Mortsel, BE)

Formaldehyde Solution 37 wt. % in H,O Sigma-Aldrich (Steinheim)

FUGENE 6, Transfektionsreagenz Promega (Mannheim)

GelRed™ Biotium (Hayward, CA,USA)

Glyzerin (C3HgO3) Roth (Karlsruhe)

Glyzin (C,HsNOy) AppliChem (Darmstadt)

Immu-Mount Thermo Electron Corporation (Pittsburgh, PA,USA)
Isopropanol (2-Propanol), (C3HgO) VWR (Langenfeld)

Kaliumchlorid (KCI) AppliChem (Darmstadt)
Kalziumchlorid (CaCl,) AppliChem (Darmstadt)

LB (Lysogeny Broth) Agar Life Technologies (Darmstadt)
Lumi-Light Western Blotting-Substrat Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Magnesiumacetat (C4HsMgO,) AppliChem (Darmstadt)
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck Millipore (Darmstadt)

Malstab fur Acrylamid-Gele: Life Technologies (Darmstadt)

Bench Mark Prestained

Malstab fiir Agarose-Gele:

100 bp-Ladder Life Technologies (Darmstadt)

Methanol (CH40) Apotheke des Universitatsklinikums
der RWTH Aachen

Moloney Murine Leukemia Virus Life Technologies (Darmstadt)

(M-MLV) reverse Transkriptase
Natriumazid (NaN3) AppliChem (Darmstadt)
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Natriumborat (Nay[B4Os(OH),4]-8H20)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS), (NaC12H25S0,)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO53)
Natriumorthovanadat (NazVVOy)

Natronlauge (NaOH,g), 10 M

Nonidet P-40 (CgsH184041)

Paraformaldehyd

Penicillin/Streptomycin
Phosphatase-Inhibitor ,,PhosSTOP Cocktail*
Poly-L-Lysin

Protein A-Sepharose-Beads
(50 % Suspension)
Proteinase K

Proteinase-Inhibitoren ,,Complete Mini
(Serin-, Cystein-, Metalloproteasen)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Medium mit L-Glutamin

Salzsdure (HCl(g), 10 M

TagMan®-Gene Expression Master Mix
Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-
propandiol) (C4H11NO3)

Tris-HCI

Triton X-100

Trypsin-EDTA (0,25 % Trypsin,

1 mM EDTA)

Tween-20 (C58H114026)

Wasser fir die Molekularbiologie

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
AppliChem (Darmstadt)

Bio-Rad (Munchen)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)

Life Technologies (Darmstadt)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Biochrom (Berlin)

Life Technologies (Darmstadt)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Life Technologies (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)
Life Technologies (Darmstadt)

Bio-Rad (Minchen)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)

Life Technologies (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
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2.4 Inhibitoren und Stimulanzien

Cyclosporin A (CsA) BioVision Inc. Milpitas, CA, USA

Ly294002 (Phosphoinositid-3-Kinasen (P13K) Calbiochem (Darmstadt)
Inhibitor)
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim)

Rat Insulin-like Growth Factor (rIGF) Prospec (Rehovot, Israel)

Recombinant Human Epidermal Growth Factor  Immunotools (Friesoythe)
(rhEGF)

Sandimmune® Konzentrat Novartis (Basel, Schweiz)
SLO0101 (ribosomal S6 kinase (RSK)-Inhibitor)  Calbiochem (Darmstadt)

Staurosporin Biaffin GmbH & Co KG (Kassel)

2.5 Reaktionskits

Acetyl-Histone H3 Immunoprecipitation (ChIP) Upstate (Temecula, CA, USA)
Assay Kit

BC Assay Protein Quantitation Kit Interchim (Montlugon, Frankreich)
Biotin 3' End DNA Labeling Kit Thermo Fisher Scientific, Schwerte

CCL5/RANTES DuoSet ELISA Development Kit R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module  Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Dual-Luciferase Reporter Assay System Promega (Mannheim)

HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit Life Technologies (Darmstadt)
LightShift Chemiluminescent EMSA Kit Thermo Fisher Scientific, Schwerte
my-Budget RNA Mini Kit Bio-Budget (Krefeld)

QlAamp DNA Mini Kit QIAgen (Hilden)

gPCR Core Kit for SYBR® Green | Eurogentec (KdIn)
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2.6 Antikorper

Folgende Antikorper wurden zur Western Blot-Analyse verwendet:

Antikorper Klonalitat | Verdinnung Verwendung Hersteller
a-AKT polyklonal 1:1.000 Primarantikorper (Bgf;:y&&rflgg A)
a-rabbit-19G Dako

HRP (Peroxidase | polyklonal 1:5.000 Sekundarantikorper
gekoppelt)

(Glostrup, DK)

a-Maus-1gG HRP

(Peroxidase ge- | monoklonal 1:5.000 Sekundérantikorper Amersham_
(Braunschweig)
koppelt)
. : _ T Cell Signaling
a-Calcineurin A | polyklonal 1:1.000 Priméarantikorper (Bevely, MA, USA)
) o Cell Signaling
a-CREB polyklonal 1:1.000 Priméarantikorper (Bevely, MA, USA)
Novus Biologicals
a-GAPDH monoklonal 1:2.000 Primarantikorper (Littleton, CO,
USA)
BD Biosciences
a-GFP monoklonal 1:10.000 Priméarantikorper (San Jose, CA,
USA)
. Priméarantikorper . .
a-Histon H3 ) . Cell Signaling
(3H1) monoklonal 1:1.000 (Peromgzlsg gekop- (Bevely, MA, USA)
-p-YB-15102 : PRI Cell Signaling
a-p-YB-1 polyklonal 1:1.000 Priméarantikorper (Bevely, MA, USA)
\/R_1C-term. _ ST Sigma-Aldrich
a-YB-1 polyklonal 1:1.000 Priméarantikorper (Steinheim)
Folgende Antikorper wurden zur Koimmunprazipitation verwendet:
Antikorper | Klonalitat | Menge [ug] Verwendung Hersteller
unspezifischer Protein A-Sepharose- Santa Cruz

Polyklonal 20

a-rabbit-19G Kopplung (Heidelberg)
a-Calcineurin Protein A-Sepharose- Cell Signaling
A Polyklonal 20 Kopplung (Bevely, MA, USA)
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Folgende Antikorper wurden zur ChIP-Analyse verwendet:

Antikorper | Klonalitat | Menge [pl] Verwendung Hersteller
unspezifischer olvklonal 25 Protein A/G Plus- Merck Millipore
a-rabbit-19G poly ' Agarose-Kopplung (Darmstadt)

L \/R_15102 Protein A/G Plus- Cell Signaling
o-p-YB-1 polyklonal > Agarose-Kopplung (Bevely, MA, USA)

Folgende Antikorper wurden zur Gelretardations-Analyse verwendet:

Antikorper | Klonalitat | Menge [pl] Verwendung Hersteller
unspezifischer olvklonal 1 Supershift-Analvse Merck Millipore
a-rabbit-19G poly P y (Darmstadt)
a-Calcineurin . Cell Signaling
A polyklonal 1 Supershift-Analyse (Bevely, MA, USA)
a-p-YB-1%1 | polyklonal 1 Supershift-Analyse Cell Signaling
(Bevely, MA, USA)
Folgende Antikdrper wurden zur FACS-Analyse verwendet:
Antikérper | Klonalitat | Menge [ul] Verwendung Hersteller
unspezifischer
a-human- R&D Systems
Fluorescein | polyklonal 7 Isotypenkontrolle (Minneapolis, MN,
gekoppelter USA)
lgG1
a-hICAM-
1/CD54, Flu- Analyse der ICAM- R&D Systems
orescein ge- | polyklonal 7 1/CD54 Oberflachen- (Minneapolis, MN,
koppelter expression USA)
lgG1
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2.7 Primer und Sonden

Die fir quantitativen real time PCR-Analysen verwendeten Sonden werden von der Firma

Life Technologies (Darmstadt) bezogen. Die Sonden sind an ihrem 5°-Ende mit dem Fluores-

zenzfarbstoff FAM, und am 3‘-Ende mit dem nicht-fluoreszierenden Quencher (NFQ) mar-

kiert. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Sonden verwendet:

Gen Spezies Identifikationsnummer
eukaryotische 18S rRNA (18S) Human Hs99999901 sl
Chemokine (C-C motif) Ligand 5 (CCL5) Human Hs00174575 ml
Y-Box Binding Protein-1 (YBX1) Human Hs02742754 m1l
Calcineurin Human Hs00917458 m1

Die im Rahmen der ChIP-Analysen durchgefiihrten real time PCR-Reaktionen werden mit

selbst designten Primer-Paaren, welche von der Firma Life Technologies (Darmstadt) synthe-

tisiert werden, durchgefiihrt. Die Sequenzen sind Abschnitt 3.3.4 zu entnehmen.
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2.8 Plasmide

. . . Gro-
Bezeich- Vektor Insert Antibiotikaresis- Quelle Re
nung tenz
[bp]
YB-1 mit Genescript corpora-
pbream2.1- | pDream2. C Ampicillin tion (Piscataway 8700
YB-1-CFP 1 terminalem Township, NJ, USA)
CFP-tag P, 8
EGFP- Clontech Laborato-
pEGFP-C1 P c1 EGFP-Gen Kanamycin ries (Mountain 4731
View, CA, USA)
pPEGFP-C3- EGEP- Calcineu- Prof. Dr. Oliver
Calcineurin P o3 rin A beta- Kanamycin Ritter (Universitats- | 6257
A beta Gen klinikum Wirzburg)
Dr. Mark L.
PEYFP-N2 PEYFP- . Dell’Acqua
N2 Kanamycin (University of 4700
Colorado, USA)
Dr. Mark L.
PEYFP-N2- | pEYFP- | Calcineu- . Dell’Acqua
CaNA N2 rin A-Gen Kanamycin (University of 6400
Colorado, USA)
. Luziferase-
pGL3-basic- | - pGL3- | o (fire- Ampicillin Promega 5010
luc basic (Mannheim)
fly)
CCL5-
Prof. Dr. rer. nat.
pGL3- pGL.3- PromoFor Ampicillin Peter J. Nelson 5794
CCL5-luc basic (-976 bis 0 )
(LMU Minchen)
bp)
Luziferase- Promega (Mann-
PRL-TK | pRL-TK | Gen (renil- Ampicillin hgeim) 4045
la)
pSG5 pSG5 i Ampicillin Stratagene (Heidel- |,
berg)
Dr. Jenny P.-Y.Ting
pSG5-YB-1 pSG5 YB-1-Gen Ampicillin (University of North | 5100

Carolina, USA)
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2.9 Zelllinien

2.9.1 HEK 293 T-Zellen (Human Embryonic Kidney 293 T-Cells)

Bei HEK 293 T-Zellen handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen, welche mit
DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5 und dem SV40-Antigen (T-Antigen) transformiert
worden sind. Die Kultivierung erfolgt in DMEM Medium, welches mit 10 % hitzeinaktivier-

tem FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin-Losung versetzt wird.

2.9.2 Ratten-Mesangialzellen (Rat Mesangial Cells, rMCs)

Ratten-Mesangialzellen wurden erstmals aus den Glomeruli ménnlicher Sprague Dawley-
Ratten isoliert und in vitro zur Reinkultur geziichtet [67]. Bei den in dieser Arbeit verwende-
ten rMCs handelt es sich um adhdrente, immortalisierte Mesangialzellen, welche in RPMI
1640 Medium (versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml

Streptomycin-Lésung) kultiviert werden.

2.9.3 THP-1-Zellen

Bei THP-1-Zellen handelt es sich um humane Monozyten in einem frihen Differenzierungs-
stadium [68], welche aus einem mannlichen Patienten mit akuter monozytarer Leuk&mie iso-
liert worden sind [69]. Die als Suspensionskultur wachsenden Zellen werden in RPMI 1640
Medium, welchem 10 % hitzeinaktiviertes FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Strepto-

mycin-Ldsung zugesetzt werden, kultiviert.

2.10 Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue
Der E. coli XL1-Blue Bakterienstamm wird zur Amplifikation der in Abschnitt 2.8 erwéhnten
Plasmide verwendet, da er sich effizient mit Plasmid-DNA transformieren lasst.

29



2.11 Software

ABI Prism 7700 Sequence Detection
Adobe Photoshop CS3

Magellan Version 6

Microsoft Office 2007® (Word, Excel)

ImageJ

Applied Biosystems (Darmstadt)

Adobe (San José, CA, USA)

Tecan (Newcastle, UK)

Microsoft Corporation (Redmond, WI, USA)

Wayne Rasband, NIH (Bethesda, MD, USA)
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 (Sub-)kultivierung und Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Die Zelllinien THP-1, rMC und HEK 293 T werden bei 37 °C in einer Atmosphare mit 5 %
Kohlenstoffdioxidgehalt und geséttigter Luftfeuchtigkeit in 75 cmz2-Zellkulturflaschen kulti-
viert. Wahrend des Wachstums befinden sie sich in ihrem jeweiligen Medium, welchem 10 %
fetales Kélberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin-Ldsung zuge-
setzt werden. Alle 3 bis 4 Tage werden die Zellen passagiert. Bei den adhdrent wachsenden
Zelllinien rMC und HEK 293 T wird hierzu das Medium abgesaugt, der Zellrasen mit 10 ml
PBS gewaschen und das Ablosen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche mit 20 %
Trypsin-EDTA eingeleitet. AnschlieRend werden die Zellen in ithrem Medium verdinnt und
in eine neue Zellkulturflasche tberfuhrt. Bei der Passage der Suspensionszelllinie THP-1 wird
je nach gewinschter Zellkonzentration ein definiertes Volumen der Suspension in eine weite-
re Zellkulturflasche uberfuhrt und anschlieend auf 30 ml mit frischnem Medium aufgefiillt.
Die Anzahl der subkultivierten Zellen liegt hierbei zwischen 2 und 4 x 10° Zellen pro ml. Er-
reicht die Zellkonzentration eine Dichte von 8 x 10° Zellen pro ml, werden die Zellen erneut
passagiert.

Zur Langzeitlagerung werden die Zellen in PBS gewaschen, pelletiert, in Einfriermedium (70
% Grundmedium, 20 % FKS, 10 % DMSO) aufgenommen und bei -80 °C eingefroren. Um
optimale Kuhlraten von -1 °C pro Minute zu gewahrleisten, erfolgt der Einfrierprozess in ei-
nem mit Isopropanol gefillten Gefrierbehalter (Thermo Fisher Scientific, Schwerte). Nach

einem Tag werden die Zellen in flussigen Stickstoff Gberfiihrt und langfristig darin gelagert.

3.1.2 Zellzadhlung

Die Zellzahl wird mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer der folgenden Abmessung bestimmt:
0,05 cm x 0,05 cm x 0,10 cm (Hohe x Breite x Tiefe). Die Anzahl (n) der Zellen wird in 4 X
16 Quadraten unter dem Durchlichtmikroskop ausgezéhlt und anschlieend die Zellzahl pro
ml Medium mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl = n x 10* x Verdiinnungsfaktor
ml

=
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3.1.3 Stimulation eukaryotischer Zellen

Zur Stimulation mit verschiedenen Substanzen wird, abhangig vom Verwendungszweck, eine
mittels Neubauer-Zahlkammer definierte Anzahl von Zellen in Zellkulturschalen ausgesit.
Zur Induktion der Phosphorylierung/Dephosphorylierung von YB-1 werden rMCs (1 x 10°%)
oder HEK 293 T-Zellen (2 x 10°% in 75 cm?-Zellkulturflaschen ausgesét und 24 Stunden vor
der Stimulation in serumreduziertem Medium (1 % FKS) inkubiert. Zur Phosphorylierung
von YB-1 in den Zellen werden diese jeweils eine Stunde mit 100 ng/ml rekombinantem hu-
manem EGF (Immunotools, Friesoythe) oder rekombinantem Ratten-IGF (Prospec, Rehovot,
Israel) stimuliert, wahrend eine Dephosphorylierung des Proteins durch Inkubation mit 1 uM
Staurosporin (Merck Millipore, Darmstadt) fur eine Stunde, sofern nicht anders angegeben,
bewirkt wird.

Um die PMA-induzierte Phosphorylierung von YB-1 zu unterbinden, werden THP-1-Zellen
mit 10 uM Ly294002 (Calbiochem, Darmstadt) oder mit 38 pM SL0101 (Calbiochem,
Darmstadt) prainkubiert. Um eine Differenzierung von Monozyten zu adhédrenten, makropha-
genartigen Zellen zu induzieren, werden 1 x 10" THP-1-Zellen mit 0,1 pM PMA (Sigma-

Aldrich, Steinheim) stimuliert.

3.1.4 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

3.1.4.1 Transiente Transfektion von Ratten-Mesangialzellen mit FUGENE 6
2 x 10° Ratten-Mesangialzellen werden in 75 cm?-Zellkulturflaschen ausgesat und mit dem
lipidbasierten Transfektionsreagenz FUGENE 6 (Promega, Mannheim) nach Angaben des

Herstellers transfiziert, wobei das VVerhaltnis von Reagenz zur eingesetzten DNA 3:1 betréagt.

3.1.4.2 Transiente Transfektion von THP-1-Zellen mittels Elektroporation

1 x 107 nicht-adharente THP-1-Zellen werden pelettiert und in 1 ml antibiotikafreiem RPMI
1640 mit 20 % FKS resuspendiert. 250 pl der Zellsuspension (5 x 10° Zellen) werden in
Elektroporationsklvetten tberfuhrt (Bio-Rad, Munchen) und eine Gesamtmenge von 20 pg
Plasmid DNA dazugegeben. Das Gemisch wird 5 Minuten auf Eis inkubiert und THP-1-
Zellen bei 250 /1100 pF im Gene Pulser Il Elektroporationssystem (Bio-Rad, Miinchen)
elektroporiert. Anschlielend werden die Zellen weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert, in 2 ml
antibiotikafreiem RPMI 1640 (versetzt mit 20 % FKS) resuspendiert und in 6-Lochplatten
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transferiert. Wenn nicht anders angegeben, werden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO, fur 6

Stunden inkubiert und anschlieBend geerntet.

3.1.4.3 Transiente Transfektion von HEK 293 T-Zellen mit Kalzium-Phosphat

24 Stunden vor der Transfektion werden 2 x 10° Zellen in 75 cm?Zellkulturflaschen in 10 ml
FKS-haltigem Medium ausgesat. Unmittelbar vor der Transfektion wird ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Um Kalzium-Phosphat-DNA-Koprazipitate herzustellen, werden pro Transfek-
tionsansatz 20 pg Plasmid-DNA (in 210 ul TE-Puffer) mit 30 pl CaCl, (2 M) vermengt und
ein Volumen des Gemisches tropfenweise zu einem Volumen 2 x HBS gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 45 Minuten bei RT wird der Ansatz langsam zu den Zellen gegeben und
20 pl 25 mM Chloroquin (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) direkt ins Medium pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; erfolgt erneut ein Medi-
umwechsel. 24-48 Stunden nach der Transfektion werden die Zellen fir nachfolgende Expe-

rimente verwendet.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung und Lagerung von E. coli XL1-Blue

Die Bakteriensuspensionen werden unter ausreichender Beliftung und Schiitteln bei 120 rpm
und 37 °C in 250 ml LB-Vollmedium (1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 %
(w/v) NaCl) Gber Nacht kultiviert. Je nach Plasmid-vermittelter Antibiotikumsresistenz wer-
den die Medien mit Ampicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim) in einer Endkonzentration von 100
ug/ml oder Kanamycin (Life Technologies, Darmstadt) in einer Endkonzentration von 50
ug/ml supplimiert.

Das Animpfen der Medien erfolgt durch die Ubertragung entsprechender Vorkulturen ins
Medium. Zur Herstellung einer Vorkultur werden 3 ml ampicillinhaltiges LB-Medium mit
einer Bakterienkolonie oder 10 pl einer Glyzerinkultur angeimpft und bei 37 °C ca. 8 Stunden
schittelnd inkubiert.

Zur Langzeitlagerung wird 1 ml der Bakteriensuspension mit einigen Tropfen Glyzerin in ein

Kryordhrchen gegeben, mehrfach invertiert und bei -80 °C gelagert.
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3.2.2 Transformation von E. coli XL1-Blue mittels Hitzeschock

100 ul kompetente Bakterien werden auf Eis aufgetaut, mit 1 ul Plasmid-DNA (1 pg/pl) ver-
setzt und unter vorsichtigem Ruhren mit der Pipettenspitze gemischt. Nach einer 30-
mindtigen Inkubationszeit auf Eis erfolgt der Hitzeschock fur 2 Minuten bei 42 °C. Anschlie-
Rend werden die Bakterien fur 2 Minuten auf Eis inkubiert und dann mit 1 ml antibiotikafrei-
em LB-Medium versetzt. Nach einer Regenerationsphase von 1 Stunde bei 37 °C im Heiz-
block werden jeweils 100 ul auf einer selektiven LB-Agarplatte ausgestrichen und die Platten
bei 37 °C im Brutschrank tber Nacht inkubiert, bis sich deutlich sichtbare Bakterienkolonien
bilden.

3.2.3 Plasmid-Préparation aus E. coli XL1-Blue (Maxipraparation)
Die Aufreinigung der Plasmide erfolgt aus einer Ubernachtkultur (250 ml) mit Hilfe des

QIAprep® Spin Maxi-Prep Kit (QIAgen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen

Die Aufreinigung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgt mit Hilfe des my-
Budget RNA Mini Kit (Bio-Budget, Krefeld). Hierzu werden 1 x 10" THP-1-Zellen 8 Stunden
nach Stimulation bzw. 5 x 10° Zellen 6/24 Stunden nach Elektroporation pelletiert und nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

3.3.2 Synthese komplementarer DNA (complementary DNA, cDNA)

Zur Herstellung komplementarer DNA wird zunéchst die bei -80 °C gelagerte RNA auf Eis
aufgetaut und 1 pg davon in 20 ul A. dest. aufgenommen. Zur Auflésung von Sekundérstruk-
turen erfolgt zunéchst eine Hitzedenaturierung fir 10 Minuten bei 75 °C. Zur RNA-L6sung
wird dann ein vorher angesetzter Reaktionsansatz hinzupipettiert. AnschlieRend wird die Sus-
pension 10 Minuten bei 25 °C und daraufhin 60 Minuten bei 42 °C inkubiert. Die Lagerung
der synthetisierten cDNA erfolgt bei -80 °C.
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Reaktionsansatz

dNTPs (10 mM) 1,5 ul
Random Primer (250 ng/ul) [T
5 x Erststrang-Puffer 6 ul
RNAsin (30 U) 0,7 ul

M-MLV Reverse Transkriptase (200U) 1 ul

3.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren (DNA, RNA) in Ldsung wird anhand der Absorption
bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dies geschieht mit dem ND-1000 Photospekt-
rometer der Firma NanoDrop (Wilmington, DE, USA), welches aus 1 pl Losung die Absorpti-
on misst und automatisch die Nukleinsdure-Konzentration errechnet. Die Bestimmung der

Reinheit erfolgt Gber den Quotient der Absorption bei Ezg nm und Ezgo nm (1,8-2,0).

3.3.4 Chromatin Immunprazipitation (ChlP)

ChlIP-Assays werden mit Hilfe des Chromatin Immunprazipitations-Assay Kit der Firma
Merck Millipore (Darmstadt) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. 1 x 10" THP-1-Zellen
werden hierzu in 10 cm Zellkulturschalen ausgesat, mit 1 % Formaldehyd behandelt (Cross-
link) und fur 10 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert, um eine kovalente Bindung der
Proteine an die DNA herzustellen. Nach 2-maligem Waschen der Zellen in eiskaltem PBS,
welches mit Proteaseinhibitoren versetzt wird (1 Protease Inhibitor Cocktail Tablette (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) gel6st in 50 ml PBS) erfolgt der Zellaufschluss in 550 pl
SDS Lyse-Puffer. Im Anschluss werden die Zellen zunéchst fiinfmal fir je 10 Sekunden mit
dem Ultraschallgerdt Sonopuls HD 200 (Bandelin, Berlin) beschallt und zwischenzeitlich je
fur 20 Sekunden auf Eis inkubiert. Es folgt eine weitere Beschallung im eiskalten Ultraschall-
bad fir dreimal 10 Sekunden, mit zwischenzeitlich jeweils 10 Sekunden Pause. Nach dem
Entfernen von Zelltrimmern durch 10-minttige Zentrifugation (4 °C und 14.000 rpm) werden
die Proben mit einem p-YB-1-spezifischen Antikorper (Cell Signaling, Bevely, MA, USA)
oder unspezifischem 1gG als Negativontrolle (Merck Millipore, Darmstadt) bei 4 °C uber
Nacht inkubiert. Ein reprasentativer Anteil von 20 % des Lysats wird hierbei als ,,Input-
Kontrolle* fiir die quantitative real time PCR-Amplifikation (siehe Abschnitt 3.3.5) abge-
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nommen und zur spéteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Prézipitation der Immun-
komplexe erfolgt mit Hilfe der ChIP-Grade Protein A/G Plus-Agarose (Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte). Zur Aufreinigung der DNA werden die Proben eine Stunde bei 45 °C mit 2 pl
Proteinase K (10ug/pl, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) inkubiert, die DNA mit Hilfe
des QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen, Hilden) isoliert und nach Elution in 50 pl A.dest. an-
schlieRend zur real time PCR-Analyse verwendet. Folgendes Primer-Paar wurde zur Amplifi-
kation des CCL5-Promotors verwendet:

Primer forward:
5-CTCTGAGGAGGACCCCTTCC-3°
Primer reverse:
3“-TTCCTCTTTGACCAAGCACCA-5¢

Zur Analyse der Ergebnisse wird die Menge der immunprézipitierten DNA von der DNA-
Menge, welche vom unspezifischen 1gG-Antikdrper gebunden wird, subtrahiert und in Relati-
on zu der jeweiligen ,,Input-DNA*“ gesetzt. Die Visualisierung der real time PCR-Produkte

erfolgt wie unten beschrieben (3.3.6).

3.3.5 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (TagMan®)

Die quantitative real time PCR, welche auf dem Prinzip der Standard-Polymerase-
Kettenreaktion basiert, stellt eine Amplifikationsmethode fiir Nukleinsduren dar, die zusétz-
lich mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen eine Quantifizierung der DNA-Synthese zuldsst.
Die Messungen werden mit dem 7300 real time PCR-System (Life Technologies, Darmstadt)
durchgefiihrt, der verwendete TagMan®-Master Mix und die jeweiligen TagMan®-Gene Ex-
pression Assays werden ebenfalls von der Firma Life Technologies (Darmstadt) bezogen. Als
interner Standard dient die 18S rRNA. Die relative Quantifizierung der real time PCR-
Ergebnisse erfolgt mit Hilfe eines mathematisches Modells nach Pfaffl [70]. Folgende Ansét-

ze werden pro Reaktion pipettiert:

36



Reaktionsansatz
Gene Expression
Assay

PCR Master Mix
cDNA in A. dest.

1wl
10 ul
ou

Die im Rahmen der ChIP-Analysen durchgefiihrten real time PCR-Reaktionen werden mit

Hilfe eines Systems durchgefiihrt, welches auf der Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs

SYBR® Green | basiert. Dieser Farbstoff wird interkalierend in die DNA eingebaut und emit-

tiert wahrend der Bindung Licht einer Wellenlange von 520 nm, sodass die Menge der ampli-

fizierten DNA proportional anhand des zunehmenden Fluoreszenzsignals gemessen werden
kann. Die Reaktion wird mit Hilfe des qPCR Core Kit for SYBR® Green | (Eurogentec, Kéln)

durchgefuhrt. Hierbei wird zunéchst ein Mastermix aus den im Folgenden aufgefiihrten Kom-

ponenten hergestellt. Die angegebenen Mengenangaben werden mit der jeweiligen Anzahl der

Proben multipliziert, wobei der durch das Pipettieren entstehende Verlust einkalkuliert wird.

Komponente
A. dest.

10 x Reaction-buffer

MqgCl,

dNTP

1 pmol 3' Primer
1 pmol 5' Primer
Taq Polymerase
SYBR® Green |
DNA

(1]
14,375
2,5
1,75

1

1,25
1,25
0,125
0,75

2
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Real time PCR-Bedingungen:

Zeit [Minuten] | Temperatur [°C] | Vorgang
2 50 Dekontaminationsschritt
10 95 Denaturierung
0,25 95 Denaturierung
. . 40 Zyklen
1 60 Annealing und Elongation

3.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der real time PCR-Produkte werden diese auf ein 2 %-Agarosegel, dem 10
ul/100 ml GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA) zugesetzt wird, aufgetragen, mittels UV-
Licht visualisiert und anschlieBend analysiert. Die Proben werden vorher mit 5 x Ladepuffer
versetzt und gemeinsam mit einem 100 bp Ladder (Life Technologies, Darmstadt) als Lan-
genstandard aufgetragen. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgt bei einer Spannung von
100 V flr mindestens 2 Stunden in 1 x TAE-Puffer.

TAE-Puffer (50 x) Ladepuffer (5 x)

Tris2 M Glyzerin 30 %
Essigsdure 5,71 % (w/v) SDS 1%

EDTA 0,5 M (pH 8) 10 % (w/v) Bromphenolblau (0,1 %)
ad A. dest. 1| EDTA 50 mM (pH 8)

ad A. dest. 100 ml

3.3.7 Biotinylierung von Oligonukleotiden

Die Biotinylierung des in Abschnitt 3.3.8 angegebenen Oligonukleotids erfolgt mit Hilfe des
Biotin 3' End DNA Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) nach Herstellerangaben.

3.3.8 Gelretardations-Analyse (EMSA)

Eine Methode, mit der die Interaktion von Proteinen mit bestimmten DNA-Sequenzen unter-
sucht werden kann, stellt die Gelretardations-Analyse dar. In dieser Arbeit werden DNA-
Bindungsstudien verschiedener Proteine (YB-1, p-YB-1, Calcineurin, AKT-Kinase) mit bioti-
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nylierten Oligonukleotiden der in Abschnitt 3.3.4 beschriebenen Sequenz des CCL5-
Promotors durchgefuhrt. Die Proteine stammen aus Kernextrakten unterschiedlich behandelter
THP-1-Zellen. Fir die Bindungsreaktion werden die folgenden Komponenten des LightShift
Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) zusammenpipettiert, an-
schlieend 10 pg Kernextrakt und 2 ul der biotinylierten Oligonukleotide (10 fmol/ul) hinzu-
geben und das Gemisch 20 Minuten lang bei RT inkubiert.

Komponente [ul]
A. dest. 2
10 x Bindepuffer 1
1 pg/ul Poly (d1*dC) 1
50 % Glyzerin 1
1 % Nonidet P-40 1
1 M KCI 1
100 mM MgCl, 1
200 mM EDTA 1

Bei Durchfuhrung einer Supershift-Analyse wird zundchst der Antikdrper mit dem Proteinex-
trakt hinzugegeben und fur 20 Minuten bei RT préinkubiert. Es ist darauf zu achten, dass die
Proben nun nicht mehr mit Hilfe des Vortex gemischt werden, da dies eine Aufhebung der
Bindung zwischen Protein und biotinylierter DNA mit sich ziehen kann. Anschlielend wer-
den 5 pl Ladepuffer hinzugefugt und die Taschen eines 6 %-Polyacrylamidgels mit 20 pl
Probe beladen, sodass die Protein-Oligonukleotid-Komplexe entsprechend ihrer GroRe aufge-
trennt werden (100 V, ca. eine Stunde).

Das Gel wird folgendermaRen gegossen und durchlduft nach Auspolymerisierung eine Vor-
Elektrophorese in 0,5 x TBE als Laufpuffer bei 100 V fur 30-60 Minuten.

6 %-Gel

A. dest. 7,4 ml
Acrylamid-Bis (19:1) 40 % 1,5ml
5x TBE 1ml
10 % APS 100 pl
TEMED 5 pl
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AnschlieBend werden die Protein/DNA-Komplexe elektrophoretisch auf eine Hybond N*-
Nylonmembran (Amersham, Braunschweig) tbertragen (50 Minuten, 385 mA). Zur kovalen-
ten Bindung der DNA/Proteinkomplexe an die Membran (Crosslinking) wird diese bei 120
mJ/cm? fiir 25-50 Sekunden bei einer Wellenldnge von 254 nm bestrahlt. Dies geschieht mit
Hilfe der ,,Autocrosslink-Funktion® des Stratalinker® UV Crosslinker (Stratagene, Heidel-
berg). Die Detektion der DNA-Protein-Komplexe erfolgt durch Chemilumineszenz mit Hilfe
des Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (Thermo Fisher Scientific, Schwerte),
wobei im letzten Schritt die Membran in Folie eingeschweil3t und auf einen Rontgenfilm (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) gelegt wird, auf welchem nach Entwicklung die Komple-
xe verschiedener Grof3e zu sehen sind.

Das fiir die Retardationsanalyse verwendete biotinylierte Oligonukleotid des CCL5-Promotors

hat folgende Nukleotidsequenz:
5-GCAGATCTCAGGCTGGCCCTTTATAGGGCCAGTTGAGGGGGGTACCGG-3°

TBE-Puffer (5 x)
450 mM Tris

450 mM Borsaure
10 mM EDTA

Ad 1.000 ml A. dest.
pH-Wert 8,3

3.3.9 Luziferase-Reporter-Assay

Die durchgefiihrten Luziferase-Reporterstudien erfolgen mit Hilfe des Dual-Luciferase® As-
say Systems der Firma Promega (Mannheim) geméald den Herstellerangaben. Dieses System
lasst eine gleichzeitige Quantifizierung der Firefly-Luziferase des Reportervektors und der
Renilla-Luziferase des Kontrollvektors zu. THP-1-Zellen werden nach der oben beschriebe-
nen Methode (Abschnitt 3.1.4.2) mit Luziferase-Konstrukten (10 pg Firefly-Luziferase-
Vektor und 10 ng Renilla-Luziferase-Vektor) und den angegebenen Plasmiden (10 ug, je-
weils) kotransfiziert, nach 6 bzw. 24 Stunden geerntet und direkt im Anschluss mit 50 pl Pas-
sive Lysis Buffer lysiert. Nach einer 15-minutigen Inkubation auf Eis und anschlieRender
Zentrifugation (5 Minuten, 14.000 rpm, 4 °C) werden 20 pl des Lysats mit 50 pl Luciferase

Assay Reagent Il (LAR II) versetzt und somit die von der Luziferase katalysierte Reaktion
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gestartet. Die hierbei entstehende Lumineszenz wird am Sirius Luminometer (Berthold Detec-
tion Systems, Pforzheim) in Form von Relative Light Units (RLU) gemessen. Um die Firefly-
Luziferase Reaktion zu beenden und gleichzeitig die Renilla-Luziferase Reaktion zu initiie-
ren, werden 50 pl des Stop&Glo Reagenz hinzugegeben, und die Lumineszenz erneut gemes-

sen.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Préaparation von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten werden 1 x 10" Suspensionszellen direkt durch Zentrifugation
bei 1.200 rpm fir 5 Minuten pelletiert, wahrend adharente Zellen (4 x 10°) zuvor mit Hilfe
eines Zellschabers vom Kulturflaschenboden abgeltst werden mussen. Nach einmaligem Wa-
schen mit PBS wird das Zellpellet in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und die Suspension 15
Minuten bei 4 °C unter Schitteln inkubiert. Um bei der Lyse entstandene Zellmembranbe-
standteile zu beseitigen, erfolgt eine Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C fir 15 Minuten.
Nun wird der Uberstand in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefaR tiberfiihrt und die Proteinly-
sate bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Lysepuffer
RIPA-Puffer 10 ml
Proteinaseinhibitor ,,Complete Mini* 1 Tablette

Phosphataseinhibitor ,,PhosphoSTOP cocktail“ 1 Tablette

Natriumorthovanadat 1 mM
RIPA-Puffer [mM]
Tris-HCI, pH 7,4 50
Nonidet P-40 150
Natriumdeoxycholat 1
EDTA 1
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3.4.2 Herstellung nukledrer Extrakte und zytosolischer Fraktionen

Die Praparation zytoplasmatischer und nukleérer Extrakte erfolgt nach der Methode von Dig-
nam et al. [71]. Hierzu wird nach der Zellernte das Zellpellet zur osmotischen Lyse der Zell-
membran in 200 pl des hypotonischen Puffers A resuspendiert und fir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wird jedes Eppendorf-Reaktionsgefal 10 Sekunden mit Hilfe des
Vortex gemischt und die Zellkerne bei 2.000 rpm und 4 °C flr 5 Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand, welcher die zytoplasmatische Fraktion darstellt, wird in ein neues ReaktionsgefaR
uberflihrt und bei -80 °C gelagert. Zur Entfernung zytoplasmatischer Reste wird die Kernfrak-
tion noch funfmal mit Puffer A gewaschen, anschlieBend in 50 pl Puffer C resuspendiert, 20
Minuten auf Eis inkubiert und das Kerngerust bei 14.000 rpm abzentrifugiert (4 °C, 5 Minu-
ten). Die nun gewonnenen Kernextrakte, welche sich im Uberstand befinden, werden abge-

nommen und bei -80 °C gelagert.

Puffer A

HEPES, pH 7,9 10 mM
MgCl, 1,5 mM
KCI 10 mM
DTT 0,5 mM
Natriumorthovanadat 1 mM
Proteinaseinhibitor ,,Complete Mini* 2%

(1 Tablette in 1 ml A. dest.)

Puffer C

HEPES, pH 7,9 20 mM
MgCl, 1,5 mM
NaCl 420 mM
EDTA 0,2 mM
Glyzerin 25%
DTT 0,5 mM
Natriumorthovanadat 1 mM
Proteinaseinhibitor ,,Complete Mini‘ 2%

(1 Tablette in 1 ml A. dest.)
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3.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay

Die Bestimmung des Proteingehalts der Zelllysate erfolgt photometrisch mittels Bicinchonin-
saure (Bicinchoninic Acid, BCA)-Assay [72] nach Angaben des Herstellers (Interchim, Mont-
lugon, Frankreich). Die Absorption der entstehenden Farbkomplexe wird bei einer Wellen-
lange von 595 nm mit Hilfe eines Microplate Reader (Tecan, Maennedorf, Schweiz) gemes-
sen. Als Proteinstandard dient bovines Serumalbumin in Konzentrationen von 0,031; 0,062;
0,125; 0,25; 0,5; 1 und 2 mg/ml.

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse elektrophoretisch aufzutrennen, wird eine
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [73]
durchgefuhrt. Das hierbei verwendete Gelelektrophorese-System wird von der Firma Bio-Rad
(Minchen) bezogen. Das zwei-Phasen Polyacrylamid-Gel setzt sich aus einem Sammel- und
einem Trenngel zusammen. Je nach molekularer Masse der zu detektierenden Proteine wer-
den Trenngele unterschiedlicher Konzentration gegossen (10-12 %-Polyacrylamid-Gele). Vor
dem Auftrag werden die Zelllysate im Verhaltnis 1:2 mit Probenpuffer (2 x) versetzt und zur
Proteindenaturierung 5 Minuten bei 95 °C im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) erhitzt.
Bei Auftrag von bis zu 18 pl des Zelllysat-Puffergemischs werden 0,75 mm dicke Polyac-
rylamid-Gele verwendet. Liegt die Menge der aufgetragenen Probe bei 18-60 pl, so benutzt
man 1,5 mm-dicke Gele. Die jeweils eingesetzte Proteinmenge liegt bei 10-30 pg. Als Lan-
genstandard werden 8 pl Bench Mark Prestained (Life Technologies, Darmstadt) aufgetragen.
Nach ca. einer Stunde wird die Elektrophorese (150 V) beendet.

Trenngel, 10 % Sammelgel

Anzahl der Gele 2 Anzahl der Gele 2
Volumen ca.10 ml Volumen ca.10 ml
A. dest. 4 mi A. dest. 2,4 ml
Trenngelpuffer 2,5ml Sammelgelpuffer 1,0ml
SDS 10 % 100 pl SDS 10 % 40 pl
Acryl-/Bisacrylamid 30 % 3,4 mi Acryl-/Bisacrylamid 30 % 520 pl
TEMED 10 pl TEMED 5ul
APS 10 % 100 pl APS 10 % 50 pl
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3.4.5 Western Blot

Um die mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinfraktionen
spezifisch detektieren zu kénnen, wird eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt. Hierbei ge-
schieht zunédchst der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran in gekihltem
Transferpuffer (50 Minuten, 100 V). Nach einmaligem Waschen in TTBS-Puffer wird die
Membran zur Absattigung fiir eine Stunde bei 37 °C in 2 %-BSA-L6sung inkubiert und an-
schlielend erneut in TTBS-Puffer gewaschen (dreimal, 5 Minuten) woraufhin die Inkubation
der Membran in Erstantikorper erfolgt. Je nach Herstellerangaben des Antikorpers variiert die
Inkubationszeit zwischen einer und 13 Stunden. Die Inkubation des Erstantikorpers erfolgt in
TTBS-Puffer und die Konzentration der jeweiligen Antikérperverdinnungen ist der Tabelle in
Abschnitt 2.6 zu entnehmen. Die Membran wird nun erneut finfmal mit TTBS-Puffer jeweils
5 Minuten gewaschen und fiir eine Stunde bei RT unter leichtem Schutteln in mit Peroxidase-
gekoppeltem, in TTBS verdiinntem Sekundarantikorper inkubiert. Nach erneutem Waschen
(finfmal 5 Minuten) erfolgt die Detektion der Proteine mit Hilfe des Lumi-Light bzw. Lumi-
Light™ ™ Western Blotting-Substrat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), indem die
Membran in Folie eingeschweil3t und auf einen Rontgenfilm gelegt wird. Die Expositionszei-
ten sind sowohl abh&ngig von den verwendeten Antikdrpern bzw. deren Konzentrationen als
auch von dem verwendeten Detektionssystem und variieren zwischen einer Sekunde und einer
Stunde.

2 x-Probenpuffer fir SDS-PAGE (reduzierend)

Bromphenolblau 1% (wiv)
EDTA 500 mM
Glyzerin 20 % (wiv)
SDS 10 % (w/v)
Tris-HCI pH 6,8 500 mM

beta-Mercaptoethanol 10 % (w/v)

Transfer-Puffer
Glyzin 190 mM
Methanol 20 % (v/v)
Tris 25 mM
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TTBS (Tris-gepufferte Salzlésung/Tween-20)
Tris-HCIpH8,0 1M

NaCl 5M

Tween-20 25 % (vIv)

3.4.6 Kopplung von Antikdrpern an Protein A-Sepharose

Die Durchfiihrung der Koimmunprézipitation von YB-1 und Calcineurin (Abschnitt 3.4.7)
erfolgt mit Hilfe kovalent an Protein A-Sepharose gebundener Antikorper.

Hierzu werden ein polyklonaler Calcineurin-Antikorper (Cell Signaling, Beverly, MA, USA)
und ein unspezifischer a-rabbit-1gG-Antikorper als Negativkontrolle (Santa Cruz, Heidel-
berg) verwendet. Um eine kovalente Bindung dieser Antikdérper an Protein A-Sepharose zu
erzielen, werden 20 pg Antikorper mit 300 ul Protein A-Sepharose-Beads-Losung (Life Tech-
nologies, Darmstadt) unter Schitteln inkubiert (eine Stunde, RT), im Anschluss pelettiert und
mit 0,9 M Natriumborat-Ldsung (pH 9,0) gewaschen. Nach Zugabe von Dimethylpimelimidat
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) mit einer Endkonzentration von 20 mM, darauffolgender
Inkubation (30 Minuten, RT) und Zentrifugation (2.500 rpm, 5 Minuten), erfolgt die Zugabe
von 1 ml 0,2 M Ethanolamin-Ldsung (pH 8,0) und eine weitere Inkubation von 2 Stunden bei
RT. Die kovalent an Sepharose-Beads gebundenen Antikdrper werden pelletiert, anschlie3end
in 120 pl PBS mit 0,03 % Natriumazid resuspendiert und bei 4 °C gelagert.

3.4.7 Koimmunprazipitation von YB-1 und Calcineurin

Mit Hilfe der Koimmunprézipitation lassen sich Protein-Protein-Interaktionen, wie beispiels-
weise zwischen YB-1 und Calcineurin nachweisen. Hierzu werden 40 pl der in Abschnitt
3.4.6 beschriebenen Antikorper-Sepharose-Beads-Suspension mit 500 pul Immunprézipitati-
ons-Puffer (IPP) und 200 pg Gesamtzelllysat (HEK 293 T) bzw. 200 pg Zytoplasma- oder
100 pg Kernfraktion (THP-1) versetzt und 1,5 Stunden bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert. Im
Anschluss folgen sechs Waschschritte der Sepharose-Beads mit IPP und ein Waschschritt mit
PBS-Puffer. Das prézipitierte Material wird in 50 pl Western Blot-Probenpuffer resuspendiert
und 10 pl der Gesamtzelllysat-Proben bzw. 12 pl der Zytoplasma-Kernlysat-Proben auf ein
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen.
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Immunprazipitations-Puffer

DTT 1 mM
HEPES pH 7,4 2 mM
KCI 100 mM
Magnesiumacetat 5mM
Proteinaseinhibitor ,,Complete Mini* 2%
(1 Tablette in 1 ml A. dest.)

Triton X-100 0,025 %

3.4.8 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA)

Zur Quantifizierung der sezernierten CCL5-Proteine in konditionierten Medien von THP-1-
Zellen wird ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest durchgeftihrt. Die hierbei verwende-
ten Reagenzien stammen von der Firma R&D Systems (DuoSet ELISA Development Kit
DY278 Minneapolis, MN, USA) und die Methode wird nach Herstellerangaben durchgefihrt,
wobei jeweils 100 pl unverdiinnte Probe eingesetzt wird. In einem Microplate Reader (Tecan,

Maennedorf, Schweiz) wird die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 450 nm bestimmit.

3.5 Fluoreszenzbasierte Methoden

3.5.1 Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie

Mit Hilfe der immunfluoreszenzbasierten konfokalen Mikroskopie lassen sich Proteine in der
Zelle visualisieren. Dies ermdglicht unter anderem die Beobachtung der Lokalisationséande-
rung von Proteinen zwischen den Zellkompartimenten nach Behandlung mit bestimmten Rea-
genzien. Um eine Lokalisationsanderung von YB-1 nach Behandlung mit IGF (Insulin-like
Growth Factor) zu veranschaulichen, werden 2 x 10° HEK 293 T-Zellen einen Tag vor Trans-
fektion mit einem YB-1-CFP Expressionsvektor auf Poly-L-Lysin gecoatete, sterile Deck-
glaschen ausgesat und in 6-Lochplatten mit 2 ml Medium ausgelegt. Das Coaten der Deck-
gléschen erfolgt, indem diese 30 Minuten mit 500 pl Poly-L-Lysin (Biochrom, Berlin) inku-
biert und nach Absaugen der Lésung anschlieRend zweimal mit PBS gewaschen werden. 24
Stunden nach der Transfektion erfolgt die einstiindige Stimulation mit 100 ng/ml IGF (Pros-

pec, Rehovot, Israel). Dann werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 30 Minuten in 4
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%-iger Paraformaldehydl6sung fixiert (bei 37 °C, in einer Atmosphére mit 5 % Kohlenstoff-
dioxidgehalt und geséttigter Luftfeuchtigkeit) und erneut zweimal in PBS-Puffer und einmal
in A. dest. gewaschen. AnschlieBend werden die Deckglaschen mit Immu-Mount (Thermo
Fisher Scientific, Schwerte) eingebettet. Die Lagerung erfolgt bei 4 °C im Dunkeln. Die kon-
fokale Laserscanning-Mikroskopie wird am LSM 710 (Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Die Anre-
gung des eCFP-Proteins erfolgt bei einer Wellenldange von 405 nm, die Detektion erfolgt mit
Hilfe eines FITC-Filters bei einem Wellenldngenbereich zwischen 454 nm < ACFP <515 nm.

3.5.2 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS)
wird in dieser Arbeit zur Untersuchung aus Blut isolierter, humaner Monozyten hinsichtlich
der Expression des Oberflachenproteins ICAM-1/CD54 verwendet. Bei diesem Verfahren
werden nach Passage eines Laserstrahls von der Zelle ausgehende, optische Signale gemes-
sen. Anhand der emittierten Fluoreszenzsignale und des Streulichts, welches von der Zellgro-
Re (Forward Scatter, FSC) und deren Granularitét (Side Scatter, SSC) abhangt, kdnnen Riick-
schlusse auf die unterschiedlichen Eigenschaften der Zellen gezogen werden. Mit Hilfe fluo-
reszenzmarkierter Antikorper, die gegen die zu untersuchenden Proteine gerichtet sind, und
unter Verwendung verschiedener Laser und Filter kdnnen Zellen hinsichtlich der Expression
ihrer Oberflachenproteine untersucht werden.

Es werden 3 x 10° primare humane Monozyten pro Ansatz pelletiert (1.200 rpm, 5 Minuten,
4° C), einmal in 1 ml FACS-Puffer gewaschen und in 25 pl desselben Puffers aufgenommen.
AnschlieBend werden den Proben 7 pl eines Fluorescein-konjugierten a-ICAM-1/CD54-
Antikorpers (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) bzw. der entsprechenden Negativkon-
trolle (Fluorescein-konjugierter-Maus-1gG1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) hinzuge-
geben und der Ansatz fiir 30 Minuten im Dunkeln bei 4° C inkubiert. Die Zellen werden er-
neut einmal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen, in 500 pl des Puffers resuspendiert und in
ein FACS-Rdéhrchen berfuhrt. Die Analyse der Zellen erfolgt mit dem FACS-Canto Il Flow
Cytometer (BD Bioscience, Heidelberg).

FACS-Puffer

PBS 500 ml
FKS 5%
Natriumazid 1M
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3.5.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Eine Methode, mit der Protein-Protein-Interaktionen untersucht werden konnen, stellt der
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) dar. Es handelt sich hierbei um eine fluores-
zenzbasierte Methode, bei der man sich die Eigenschaft der Energieiibertragung eines ,,Do-
nor-*“ auf ein ,,Akzeptormolekiil* zu Nutze macht. Wird ein Molekiil durch die Aufnahme von
Lichtenergie in einen angeregten Zustand tberfiihrt, so kann diese Energie auf verschiedene
Weise wieder abgegeben werden. Eine dieser Mdglichkeiten liefert die Energielibertragung
auf ein weiteres Molekull durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, wobei die spektrale
Uberlappung der Fluoreszenz des Donors mit der Absorption des Akzeptors eine hierfiir not-
wendige Voraussetzung darstellt. Die Molekile eCFP (Donor) und eYFP (Akzeptor) weisen
eine solche Uberlappung zwischen Donorfluoreszenz und Akzeptoremission auf und dienen
in der vorliegenden Arbeit als ,,FRET-Paar*.

Zur Untersuchung einer Interaktion von Calcineurin und YB-1 werden 2 x 10° HEK 293 T-
Zellen in 75 cm*Zellkulturflaschen ausgesat, am folgenden Tag jeweils mit fiir YB-1-CFP
bzw. YFP-Calcineurin kodierenden Plasmiden mit Kalzium-Phosphat (Abschnitt 3.1.4.3)
transfiziert und nach 48 Stunden geerntet. Das Zellpellet wird einmal in PBS gewaschen und
anschlieBend in 200 pl RIPA-Puffer, welchem zur Vermeidung einer Calcineurininhibition
lediglich Proteinase-, jedoch keine Phosphataseinhibitoren zugesetzt werden, wie oben be-
schrieben lysiert. Nachfolgend werden die Fluoreszenzemissionsspektren der Lysate be-
stimmt, indem jeweils 100 pl Probe in eine Quarzkuvette gegeben und anschlielend mit Hilfe
eines Fluoreszenzspektrometers (QuantaMaster™ 40, PTI, Birmingham, NJ, USA) vermessen
wird. Die Messungen erfolgen in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jorg Fitter
am Physikalischen Institut der RWTH Aachen (Arbeitsgruppe Biophysik).

Zur Auswertung werden die Proben, welche den Donor enthalten, je entweder mit Akzeptor-
enthaltenden Proteinextrakten, oder zur Kontrolle mit RIPA-Puffer im Verhéltnis 1:1 ge-
mischt. Auch der Akzeptor wird im selben Verhaltnis mit Puffer versetzt und anschlieRend
alle Proben vermessen. VVon den gemessenen Einzelwerten der Donor/Akzeptor-Probe werden
anschlieBend die jeweiligen Einzelwerte der Akzeptor/Puffer-Probe abgezogen. Diese korri-
gierten Werte werden gemeinsam mit den Werten der Donor/Puffer-Probe in einem Graphen

dargestellt.
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3.6 Tierexperimentelle Methoden

Die in dieser Arbeit vorgenommenen tierexperimentellen Eingriffe wurden von Herrn Priv.-
Doz. Dr. Peter Boor und Frau Dr. rer. nat. Lydia HanBen durchgefiihrt (Medizinische Klinik

I1, Universitatsklinikum Aachen).

3.6.1 Haltung der Versuchstiere

Die vorliegenden Tierexperimente sind von der lokalen Ethikkommission genehmigt worden.
Alle Tiere weisen einen Gesundheitszustand auf, wie er entsprechend den Federation of Eu-
ropean Laboratory Animal Science Association (FELASA)-Richtlinien gefordert wird. Die
Experimente werden an 16-Wochen alten weiblichen Wildtyp-Mé&usen mit genetischem
C57BL/6-Hintergrund durchgefiihrt, welche freundlicherweise von Herrn Prof. Timothy J.
Ley (Washington University School of Medicine, St. Louis, USA) zur Verfligung gestellt wur-
den. Es werden jeweils vier Mause in transparenten Plastikkafigen mit Weichholzgranulat bei
einer Temperatur von 20 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % + 10 % und einem 12
Stunden Tag- und Nacht-Rhythmus gehalten. Die Versuchstiere haben ad libitum Zugang zu

Woasser und Futter.

3.6.2 Fibrosemodell der chronischen Cyclosporin A-Nephropathie

Eine Woche vor und wahrend des Experiments werden die Versuchstiere auf Niedrigsalz-Diat
und destilliertes Wasser gesetzt. Den Méausen wird taglich 30 mg/kg Korpergewicht CsA
(Sandimmune®, Novartis) oder ein identisches Volumen einer Kontrolllosung (27 % Cremo-
phor® EL, 33 % Ethanol und 40 % einer 0,9 % NaCl-Losung) subkutan appliziert. Nach 5
Wochen werden die Tiere getotet, die Nieren entnommen, auf Trockeneis eingefroren und

daraus Zytoplasma- und Kernextrakte wie unten beschrieben (Abschnitt 3.6.5) hergestellt.

3.6.3 LPS-induziertes Entziindungsmodell

Den Versuchstieren wird eine einmalige LPS-Dosis (geldst in PBS) mit einer Konzentration
von 1,5 mg/kg Koérpergewicht intraperitoneal appliziert. Die Kontrolltiere werden mit dem
entsprechenden VVolumen PBS injiziert. Die Totung der Tiere erfolgt 6 bzw. 24 Stunden nach

Injektion, woraufhin die Nieren entnommen und auf Trockeneis eingefroren werden. Die Her-
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stellung von Gesamtproteinlysaten aus Nierengewebe erfolgt wie in Abschnitt 3.6.4 beschrie-

ben.

3.6.4 Praparation von Gesamtproteinlysaten aus Nierengewebe

Zur renalen Proteinextraktion wird kortikales Nierengewebe mit 1 ml Lysepuffer versetzt und
mit dem Komplettrihrer RZR2020 (Heidolph, Schwabach) homogenisiert. Zum Zellauf-
schluss folgt eine Sonifizierung der Suspension (dreimal, 10 Sekunden). Anschlielend wird
die Probe zentrifugiert (14.000 rpm, 4 °C, 15 Minuten). Der Uberstand wird abgenommen, die
Proteinkonzentration bestimmt und die kortikalen Nierenlysate bei -80 °C gelagert.

3.6.5 Préaparation von Zytoplasma- und Kernlysaten aus Nierengewebe

Um renale Zytoplasma- und Kernextrakte herzustellen, wird das Nierengewebe zunéchst grob
zerkleinert und nach Zugabe von 400 pl Puffer A (Abschnitt 3.4.2) homogenisiert. Im An-
schluss wird die Probe dreimal fur je 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt, die Suspension
fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert und die Zellkerne anschlielend bei 2.000 rpm und 4 °C pel-
letiert. Die Lagerung des Uberstands (zytosolische Fraktion) erfolgt bei -80 °C. Nach 5-
maligem Waschen des Pellets in Puffer A wird dieses in 100 ul Puffer C (Abschnitt 3.4.2)
resuspendiert, 20 Minuten auf Eis belassen und bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand (nukleare Fraktion) wird bei -80 °C eingefroren.

3.7 Isolierung humaner Monozyten aus peripherem Blut

Humane monozytare Zellen werden aus peripherem Blut gesunder Blutspender mittels Dich-
tegradientenzentrifugation aus Buffy Coats isoliert. Die Blutproben stammen aus der Blutbank
der Uniklinik Aachen. CD14-positive Zellen werden mit Hilfe magnetischer Beads MACS-
Verfahren (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) nach Herstellerangaben isoliert. Die Zellen
werden umgehend bei -80 °C eingefroren oder in RPMI 1640 Medium, welchem 5 % huma-
nes Serum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin-Ldsung zugesetzt werden, re-
suspendiert und 24 Stunden bei 37 °C zur Differenzierung inkubiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Transiente Phosphorylierung des Y-Box bindenden Protein-1

im LPS-vermittelten Entziindungsmodell

Um die Rolle von YB-1 als Mediator im Entziindungsgeschehen in vivo zu untersuchen, wur-
de in unserer Arbeitsgruppe ein reversibles Lipopolysaccharid (LPS)-induziertes Entziin-
dungsmodell der Niere in Mausen durchgefuhrt [53]. Die direkten Eingriffe am Tier wurden
hierbei durch Priv.-Doz. Dr. Peter Boor/Dr. Lydia HanRen vorgenommen. In diesem Modell
wurde den Versuchstieren (iber einen Zeitraum von 6 und 48 Stunden LPS bzw. PBS als Kon-
trolllésung intraperitoneal injiziert.

Nach 6 Stunden war zun&chst ein leichter, nach 48 Stunden dann ein starker Anstieg des rena-
len Gesamt-YB-1-Gehalts via Western Blot-Analyse zu identifizieren. Weiterhin wurde der
Phosphorylierungsstatus des Proteins im Verlauf der Immunantwort in den Nieren der Mause
untersucht, wobei eine transiente YB-1-Phosphorylierung an Serinrest 102 detektiert werden
konnte (Abbildung 4.1). Zum Nachweis von phosphoryliertem YB-1 wurde ein spezifisch
gegen den phosphorylierten Serinrest 102 gerichteter polyklonaler Antikérper eingesetzt (a-p-
YB-1°1%), wahrend der Gesamt-Proteingehalt mit einem den C-Terminus von YB-1 erken-
nenden Antikorper bestimmt wurde (a-YB-1“""™). Um zu gewahrleisten, dass gleiche Pro-
teinmengen aufgetragen wurden, wurde ein Abgleich mit dem Protein GAPDH durchgefihrt.
Da das phosphorylierte YB-1-Protein nach 48 Stunden nicht mehr detektierbar, die Gesamt-
menge jedoch erhoht war, stellte sich die Frage, ob eine spezifische Dephosphorylierung von
p-YB-1%%2im Zuge des Entziindungsprozesses stattgefunden hat.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass YB-1 in der LPS-induzierten Entziindung

vermehrt exprimiert und posttranslational modifiziert wird.
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Abbildung 4.1: Phosphorylierungsstatus von YB-1 in Proteinextrakten aus Nierengewebe von Méausen im
LPS-induzierten Entzindungsmodell. Western Blot-Analyse des Gehalts an phosphoryliertem- und Gesamt-
YB-1-Protein in Nierenlysaten von WT-C57BL/6-Mausen nach 6- bzw. 48-stiindiger Injektion von PBS bzw.
LPS (1,5 mg/kg). Die Detektion von phosphoryliertem YB-1-Protein erfolgte mit Hilfe eines a-p-YB-1%1%%
Antikérpers wahrend das YB-1-Protein mit einem o-YB-1“"™-Antikérper detektiert wurde. Zur Gewahrleis-
tung gleich aufgetragener Proteinmengen wurde ein Proteinabgleich mit GAPDH durchgefhrt.

4.2 Der Einfluss der Phosphatase Calcineurin auf YB-1

4.2.1 Der Calcineurin-Inhibitor CsA erhéht den Gehalt an phosphorylier-
tem YB-1 in der Niere

In einem weiteren Maus-Modell unserer Arbeitsgruppe, der chronischen Cyclosporin A
(CsA)-Nephropathie, erhielten die Tiere 5 Wochen lang taglich 30 mg/kg Korpergewicht CsA
oder eine Kontrolllésung, die subkutan appliziert wurde. Hierbei wurde eine Erhéhung des
Gesamt-YB-1-Gehalts nach CsA-Behandlung sowohl im renalen Zytoplasma als auch in den
renalen Kernen beobachtet. Das Immunsuppressivum CsA inhibiert die Serin/Threonin Phos-
phatase Calcineurin/PP2B, welche wiederum fiir die Dephosphorylierung einer Vielzahl von
Proteinen verantwortlich ist [74-77].

Nachfolgend wurde der Phosphorylierungsgrad von YB-1 in diesem Modell untersucht, wobei
ein erhohter Gehalt an phosphoryliertem YB-1 spezifisch in Kernlysaten der Niere nachge-
wiesen werden konnte. Abbildung 4.2 zeigt die entsprechende Western Blot-Analyse der zy-
toplasmatischen (links) und nukledren Extrakte (rechts), die aus Nierengewebe der Mause
gewonnen wurden. Um zu gewahrleisten, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden
und gleichzeitig auszuschlieRen, dass bei der Proteinextraktion Kontaminationen zytoplasma-

tischer- mit nukledren Extrakten oder umgekehrt aufgetreten sind, wurden Proteinabgleiche
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mit dem zytoplasmastandigen Protein GAPDH und dem ausschlie3lich im Kern lokalisierten
Histon H3 durchgefihrt.

kDa Zytoplasma Kern

50 - — — < n-YB-15102

50 - S——— .- -— e S < YB-1
35 - i . < GAPDH
17 - - amee dEn e== < HistonH3

Kontrolle CsA Kontrolle CsA

Abbildung 4.2: Phosphorylierungsstatus von YB-1 im Zytoplasma und in Kernextrakten aus Nierengewe-
be von Mé&usen im Modell der chronischen CsA-Nephropathie. Western Blot-Analyse des Gehalts an phos-
phoryliertem- und Gesamt-YB-1-Protein zytoplasmatischer und nukleérer Nierenlysate von WT-C57BL/6-
Mausen nach 5-wdchiger Injektion von Kontroll- bzw. CsA-Ldsung (30 mg/kg). Die Detektion von phosphory-
liertem YB-1-Protein erfolgte mit Hilfe eines a-p-YB-1%'"%-Antikérpers wéhrend das YB-1-Protein mit einem o-
YB-1¢"™ detektiert wurde. Zur Gewahrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen und Uberpriifung der
Reinheit der hergestellten Extrakte wurde ein Proteinabgleich mit dem im Zytoplasma lokalisierten Protein
GAPDH und dem kernstandigen Protein Histon H3 in beiden Zellkompartimenten durchgefiihrt.

Die Tatsache, dass die CsA-vermittelte Inhibition der Phosphatase eine Erhéhung des Phos-
phorylierungsgrads von YB-1 in Kernlysaten der Niere zur Folge hat, lasst den Schluss zu,
dass auch YB-1 als putatives Zielprotein der Phosphatase fungieren konnte. Dies wird zusatz-
lich durch in vitro Experimente unserer Arbeitsgruppe in Ratten-Mesangialzellen gestitzt, bei
denen ein erhdhter Gehalt an p-YB-1%1%? nach Stimulation mit CsA gezeigt worden war [78].
Um zu untersuchen, ob Calcineurin YB-1 zu dephosphorylieren vermag, wurden zunéchst in
vitro Versuche mit den Nierenzelllinien rMC und HEK 293 T durchgefuhrt. Zur Etablierung
geeigneter Zellsysteme wurde in einem ersten Schritt ermittelt, welche Substanzen die Phos-

phorylierung des Proteins in diesen Zellen hervorrufen.

4.2.2 IGF, EGF und Staurosporin modifizieren den Phosphorylierungssta-
tus von YB-1

In der Literatur ist beschrieben, dass die Wachstumsfaktoren IGF und EGF die Phosphorylie-
rung von YB-1 an Serinrest 102 induzieren kénnen. Dies wurde fur IGF unter anderem in der
Mausfibroblasten-Zelllinie NIH3T3 [51] und fur EGF in verschiedenen humanen Prostatakar-

zinom-Zelllinien gezeigt [79].
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Um zu untersuchen, ob dieser Prozess analog auch in Nierenzellen abl&uft, wurden rMCs und
HEK 293 T-Zellen ausgesat und darauffolgend uber einen Zeitraum von einer Stunde mit re-
kombinantem Ratten-IGF oder humanem EGF stimuliert. Da es sich hierbei um hochkonser-
vierte Proteine handelt, konnten diese Reagenzien auch speziestibergreifend eingesetzt wer-
den. AnschlieBend wurden Gesamtzelllysate hergestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
via Western Blot-Analyse auf ihren Gehalt an phosphoryliertem YB-1 hin untersucht. Eben-
falls wurde die Gesamtmenge an YB-1-Protein ermittelt. Wie Abbildung 4.3 zu entnehmen
ist, induzierte die Stimulation mit beiden Agenzien sowohl in rMCs (Abbildung 4.3 A) als
auch in HEK 293 T-Zellen (Abbildung 4.3 B) die Phosphorylierung von YB-1. Der Gesamt-
gehalt an YB-1 blieb in beiden Zelllinien unveréndert, was die Spezifitat der Phosphorylie-

rung unterstreicht.
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Abbildung 4.3: Phosphorylierungsstatus von YB-1 nach Inkubation mit den Wachstumsfaktoren EGF
und IGF in rMCs und HEK 293 T. Western Blot-Analyse der Zelllysate von rMCs (A) und HEK 293 T (B)
nach einstiindiger Inkubation mit 100 ng/ml EGF/IGF. Phosphoryliertes YB-1 wurde mit Hilfe eines a-p-YB-
1'% Antikorpers detektiert, wahrend der Gesamtproteingehalt von YB-1 mit einem o-YB-1°""™-Antikérper
ermittelt wurde. Die Gewdhrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit
GAPDH.

54



Weiterhin wurde der Einfluss des Kinase-Inhibitors Staurosporin auf den Phosphorylierungs-
grad von YB-1 ermittelt. Hierzu wurden rMCs zun&chst fiir eine Stunde mit zwei verschiede-
nen Staurosporin-Konzentrationen stimuliert. Zellen, welche analog mit dem Ldsungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO) inkubiert wurden, dienten als Negativkontrolle. Die Western Blot-
Analyse der Gesamtzelllysate dieser Zellen zeigte, dass die Stimulation mit Staurosporin eine
Dephosphorylierung von YB-1 bewirkte. Diese erfolgte bereits bei Einsatz einer Konzentrati-
on der Substanz von 0,1 uM. Der Gesamt-YB-1-Gehalt hingegen blieb nach Inkubation mit
Staurosporin unveréndert, was beweist, dass es sich um einen spezifischen Mechanismus han-

delt, der nicht etwa durch Degradation des Proteins hervorgerufen wurde.
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Abbildung 4.4: Phosphorylierungsstatus von YB-1 nach Inkubation mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen von Staurosporin in rMCs. Western Blot-Analyse der Zelllysate von rMCs nach einstlndiger Inkubation
mit 0,1 bzw. 1 pM Staurosporin. Phosphoryliertes YB-1 wurde mit Hilfe eines a-p-YB-13'%-Antikorpers detek-
tiert, wahrend der Gesamtproteingehalt von YB-1 mit einem o-YB-1°""™-Antikorper ermittelt wurde. Die Ge-
waéhrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit GAPDH.

Um den zeitlichen Ablauf dieser Reaktion genauer einzugrenzen, wurden rMCs Uber Zeit-
raume von 5 bis 60 Minuten mit 1 uM Staurosporin stimuliert. Hierbei war die Staurosporin-
induzierte Dephosphorylierung bereits nach 5-minutiger Inkubation mit dem Agens zu be-

obachten. Auch in diesem Fall blieb die Konzentration von YB-1-Protein konstant.
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Abbildung 4.5: Phosphorylierungsstatus von YB-1 nach Inkubation mit Staurosporin Uber verschiedene
Zeitraume in rMCs. Western Blot-Analyse der Zelllysate von rMCs nach Inkubation mit 1 uM Staurosporin zu
verschiedenen Inkubationszeiten. Phosphoryliertes YB-1 wurde mit Hilfe eines a-p-YB-131%-Antikorpers detek-
tiert, wahrend der Gesamtproteingehalt von YB-1 mit einem a-YB-1°""™-Antikorper ermittelt wurde. Die Ge-
wahrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit GAPDH.

Nachfolgend wurde untersucht, ob die Phosphatase Calcineurin die durch Staurosporin indu-
zierte Dephosphorylierung von Y B-1 vermittelt. Hierzu wurden rMCs ausgesét, 4 Stunden mit
dem Calcineurin-Inhibitor CsA vorinkubiert und anschlieBend 10 Minuten mit Staurosporin
stimuliert. Zur Kontrolle wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen oder jeweils mit
CsA oder Staurosporin allein inkubiert. Wie oben erwahnt, fiihrt die Behandlung von rMCs
mit CsA zu einem erhohten Gehalt an (phosphoryliertem) YB-1 in der Zelle [78], was in Ab-
bildung 4.6 bestatigt werden konnte. Nach paralleler Stimulation mit beiden Agenzien unter-
schied sich die Menge an phosphoryliertem YB-1 jedoch nicht wesentlich von dem der unbe-
handelten bzw. lediglich mit Staurosporin stimulierten Zellen, was auf eine Calcineurin-

unabhdangige Dephosphorylierung hinwies.
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Abbildung 4.6: Phosphorylierungsstatus von YB-1 nach Inkubation mit CsA und Staurosporin in rMCs.
Western Blot-Analyse der Zelllysate von rMCs nach Inkubation mit jeweils 1 uM CsA und 1 pM Staurosporin.
Phosphoryliertes YB-1 wurde mit Hilfe eines a-p-YB-1%'%-Antikérpers detektiert, wahrend der Gesamtprotein-
gehalt von YB-1 mit einem a-YB-1“""™-Antikérper ermittelt wurde. Die Gewahrleistung gleich aufgetragener
Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit GAPDH.
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4.2.3 Die Phosphatase Calcineurin interagiert mit YB-1 in vitro

4.2.3.1 Analyse der Interaktion von YB-1 und Calcineurin mittels FRET-
Verfahren
Um unsere Hypothese der Dephosphorylierung von YB-1 durch Calcineurin zu tberpriifen,
wurde nachfolgend untersucht, ob eine direkte physikalische Interaktion zwischen den beiden
Proteinen stattfinden kann. Dies wurde zunéchst in HEK 293 T-Zellen mit Hilfe von FRET-
Experimenten versucht. Wie in Abschnitt 3.5.3 beschrieben, beruht diese fluoreszensbasierte
Technik auf der Energietbertragung eines YB-1-CFP auf ein YFP-Calcineurin Molekdl, vo-
rausgesetzt die hierfir notwendige optimale Distanz zwischen Donor und Akzeptor ist gege-
ben. Ist dies der Fall, so kann von einer Interaktion zwischen YB-1 und Calcineurin ausge-
gangen werden. Diese Methode wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Jorg Fitter (Physikalisches Institut RWTH Aachen, Arbeitsgruppe Biophysik) durchgefiihrt.
Zur Optimierung der Ausgangsbedingungen wurden in unserem Labor zunéchst Vorversuche
durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden HEK 293 T mit verschiedenen Mengen eines YFP-
Calcineurin-kodierenden Expressionsplasmids transfiziert, um zu bestimmen, bei welcher
Konzentration des Vektors die héchste Transfektionseffizienz erreicht wird. Um die jeweilige
Gesamtmenge an DNA im Reaktionsansatz trotz Einsatz unterschiedlicher Mengen des YFP-
Calcineurin-Plasmids konstant zu halten, wurden jeweils zur Kontrolle entsprechende Men-
gen eines pcDNA3-Kontrollvektors kotransfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde
das Uberexprimierte YFP-Calcineurin am Durchlichtmikroskop visualisert. Hierbei zeigte
sich, dass mit steigender Menge des in die Reaktion eingesetzten YFP-Calcineurin-
kodierenden Vektors die Effizienz der Transfektion zunahm, wobei die maximale Leuchtin-
tensitéat bei Einsatz einer Menge von 10 pg erreicht wurde (Abbildung 4.7). Eine erfolgreiche
Expression und Visualisierung von YB-1-CFP ist in Abbildung 4.14 gezeigt.
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Abbildung 4.7: YFP-Calcineurin-Uberexpression in HEK 293 T nach Transfektion mit unterschiedlichen
Mengen des Expressionsvektors. HEK 293 T wurden transient mit den angegebenen Mengen eines YFP-
Calcineurin-kodierenden Vektors (YFP-CN) transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die Detektion der Fluores-
zenz am Durchlichtmikroskop.

YFP-CN [ug]

Zur weiteren Kontrolle wurden die Zellen im Anschluss lysiert und im Western Blot mit Hilfe
eines polyklonalen a-Calcineurin-Antikorpers analysiert. Wie Abbildung 4.8 zeigt, konnten
die zuvor gezeigten Ergebnisse auch mit dieser Methode bestatigt werden: Je hoher die Men-
ge in die Transfektionsreaktion eingesetzter DNA, desto stérker die Bandenintensitat der Cal-
cineurin-Proteinbande. In nachfolgende Reaktionen wurde daher stets eine Menge von 10 g

des Expressionsvektors eingesetzt.
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Abbildung 4.8: YFP-Calcineurin-Uberexpression in HEK 293 T nach Transfektion mit unterschiedlichen
Mengen des Expressionsvektors. Western Blot-Analyse der Zelllysate von HEK 293 T 24 Stunden nach tran-
sienter Transfektion mit verschiedenen Mengen eines YFP-Calcineurin-kodierenden Expressionsplasmids. YFP-
Calcineurin wurde mit einem o-Calcineurin-Antikoérper detektiert. Die Gewahrleistung gleich aufgetragener
Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit GAPDH.

Damit ein Energietransfer von YB-1-CFP auf YFP-Calcineurin stattfinden kann, muss sich
die Fluoreszenz des Donors mit der Absorption des Akzeptors spektral Gberlappen. Um zu

Uberprifen, ob diese VVoraussetzungen in unserem Zellsystem gegeben sind, wurden HEK 293
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T-Zellen entweder mit einem YB-1-CFP oder YFP-Calcineurin-Plasmid transfiziert und nach
Zelllyse am Fluoreszenzspektrometer vermessen. Zur Sicherstellung einer erfolgreichen
Transfektion wurde zuvor eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt, bei der die Zelllysate
hinsichtlich ihres Gehalts an jeweiligem tUberexprimiertem Protein analysiert wurden. Erwar-
tungsgeman lieR sich lediglich in den mit YB-1-CFP-Vektor transfizierten Zellen eine Pro-
teinbande eines Molekulargewichts von 70 kDa erkennen (Abbildung 4.9). Entsprechend
konnte in Zellen, welche mit einem YFP-Calcineurin-Plasmid transfiziert worden waren, eine
Proteinbande mit einem erwarteten Molekulargewicht von 80 kDa detektiert werden. Folglich

wurden beide Proteine in unserem Zellsystem erfolgreich tberexprimiert.

HEK 293T
kDa ————
80 - s < YFP-Calcineurin
70 - —— < CFP-YB-1
35- < e < GAPDH

YB-1-CFP + 5
YFP-Calcineurin - +

Abbildung 4.9: Proteinexpressionsnachweis von YB-1-CFP und YFP-Calcineurin nach Transfektion in
HEK 293 T. Western Blot-Analyse der Zelllysate von HEK 293 T 24 Stunden nach transienter Transfektion mit
einem YB-1-CFP- oder YFP-Calcineurin-kodierenden Expressionsvektor. YFP-Calcineurin wurde mit einem a-
Calcineurin-Antikérper detektiert, wahrend der Proteingehalt von YB-1-CFP mit einem a-YB-1¢"™-Antikorper
ermittelt wurde. Die Gewahrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit
GAPDH.

Abbildung 4.10 zeigt die Ergebnisse der darauffolgenden Vermessung der Proteinlysate am
Fluoreszenzspektrometer. Dargestellt sind die normalisierten Absorptions- und Emissions-
spektren der YB-1-CFP- bzw. der YFP-Calcineurin-tberexprimierenden Zelllysate. Wie bei
Betrachtung der Donor-Emissionskurve (griin) und der Akzeptor-Absorptionskurve (gelb)
ersichtlich wird, war die spektrale Uberlappung der Fluoreszenz von YB-1-CFP (Donor) und
der Absorption von YFP-Calcineurin (Akzeptor) existent und somit in unserem Zellsystem

die Energielibertragung von Donor auf Akzeptor prinzipiell méglich.

59



1,0

2 = YB-1-CFP ex

§ s YB-1-CFP em

[=

g 0,5 YFP-Calcineurin ex
@ wes= YFP-Calcineurin em
©

£

o

=

350 400 450 500 550 600 650 700

Wellenldnge [nm]

Abbildung 4.10: Normalisierte Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektren YB-1-CFP- bzw. YFP-
Calcineurin exprimierender HEK 293 T. Es wurden die Spektren von HEK 293 T-Zelllysaten 24 Stunden
nach transienter Transfektion mit einem YB-1-CFP- oder YFP-Calcineurin-kodierenden Expressionsvektor fluo-
reszenzspektrometrisch bestimmt. X-Achse: normalisierte Fluoreszenzintensitét; Y-Achse: Wellenlénge. Blau:
Absorbtionspektrum YB-1-CFP transfizierter Zellen, griin: Emissionspektrum YB-1-CFP transfizierter Zellen,
gelb: Absorbtionspektrum YFP-Calcineurin transfizierter Zellen, rot: Emissionspektrum YFP-Calcineurin trans-
fizierter Zellen.

Da damit eine der notwendigen Voraussetzungen fir einen FRET gegeben war, wurde im
Anschluss die Messung durchgefiihrt. Es wurden zu diesem Zweck Zelllysate, welche den
Donor YB-1-CFP enthielten, entweder mit YFP-Calcineurin-enthaltenden Proteinextrakten,
oder mit RIPA-Puffer als Negativkontrolle im Verhaltnis 1:1 gemischt. Nach Vermessung der
Emissionsspektren und entsprechender Auswertung (wie in Abschnitt 3.5.3 beschrieben)

ergaben sich folgende Kurven:
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Abbildung 4.11: Untersuchung des Energietransfers zwischen YB-1-CFP und YFP-Calcineurin. Fluores-
zenzspektrometrische Bestimmung der Emissionsspektren von YB-1-CFP Uberexprimierenden HEK 293 T-
Zelllysaten, welche entweder im Verhéltnis 1:1 mit RIPA-Puffer (,,Donor*) oder im selben Verhéltnis mit YFP-
Calcineurin-Uberexprimierenden Zelllysaten (,,Donor + Akzeptor*) gemischt wurden. X-Achse: Fluoreszenzin-
tensitét; Y-Achse: Wellenlénge.

Findet ein Energietransfer statt, so sollte eine Verminderung der Donor- bei gleichzeitiger
Erhdhung der Akzeptorfluoreszenz eintreten. Vergleicht man die Emissionsmaxima (Peaks
bei 476 und 500 nm) der beiden Kurven, so zeigt sich erwartungsgemal bei diesen Wellen-
langen eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei Vorhandensein des Akzeptors (,,Donor +
Akzeptor<-Kurve). Gleichzeitig ist jedoch keine Zunahme der Intensitét bei einer Wellenldnge
von 527 nm, welches dem Emissionsmaximum des Akzeptors (YFP-Calcineurin) entspricht,
zu beobachten. Somit ergaben sich zwar erste Indizien fur eine Interaktion zwischen YB-1
und Calcineurin, jedoch musste eine direkte Interaktion der beiden Proteine nachfolgend mit

Hilfe weiterer molekularbiologischer Methoden verifiziert werden.

4.2.3.2 Nachweis einer direkten Interaktion von YB-1 und Calcineurin mittels
Koimmunprazipitation
Um zu untersuchen, ob YB-1 und Calcineurin direkt aneinander binden, wurden Koimmun-

prazipitations-Experimente durchgefihrt. Hierzu wurden HEK 293 T-Zellen mittels Kalzium-
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Phosphat-basierter Transfektion entweder jeweils mit einem YB-1- oder GFP-Calcineurin
exprimierenden Vektor alleine oder mit beiden Plasmiden parallel transfiziert. Mit den aus
diesen Zellen gewonnen Zelllysaten wurden anschlielend Koimmunprazipitationen durchge-
fiihrt, wobei entweder ein unspezifischer 1gG- oder ein a-Calcineurin-Antikdrper eingesetzt
wurde. Wie die Western Blot-Analyse in Abbildung 4.12 zeigt, konnte eine distinkte YB-1-
Proteinbande in den koexprimierenden Zellen detektiert und somit eine direkte Interaktion
beider Proteine nachgewiesen werden (Spur 6). Weder in GFP-Protein- bzw. nur YB-1-
Protein Uberexprimierenden Zellen (Spur 4, 5) noch bei Prazipitation mit einem unspezifi-

schen IgG-Antikorper (Spuren 1-3) konnte eine YB-1-Proteinbande detektiert werden.

IgG a-Calcineurin
kDa
1 2 3 4 5 6
50 - : ' <YB-1
s B o bd I
YB-1 + - + + - +
GFP-Calcineurin - + + - + +

Abbildung 4.12: Direkte physikalische Interaktion von YB-1 und Calcineurin. Koimmunprazipitation von
Calcineurin und damit interagierendem YB-1-Protein aus Zelllysaten von HEK 293 T. Die Zellen wurden 48
Stunden vor Zelllyse entweder transient mit einem pSG5-YB-1-Plasmid bzw. einem Calcineurin-GFP-
kodierenden Vektor alleine oder mit beiden Plasmiden kotransfiziert. Die Prézipitation erfolgte mit einem o-
Calcineurin-Antikdrper, als Kontrolle wurde ein unspezifischer 1gG-Antikdrper eingesetzt. Dargestellt ist die
Western Blot-Analyse der Prézipitate, wobei YB-1 mit einem a-YB-1°""™-Antikérper detektiert wurde.

Im Anschluss wurde Uberprift, ob auch endogenes YB-1 in vergleichbarer Weise wie das
Uberexprimierte Protein an Calcineurin binden kann. Hierzu wurden HEK 293 T-Zellen mit
einem flr YFP-Calcineurin kodierenden Expressionsplasmid transfiziert. Parallel wurden
nicht transfizierte Zellen kultiviert und nach der Zelllyse anschlielend auf gleiche Weise im-
munprézipitiert. Um den unspezifischen Hintergrund zu reduzieren und somit langere Exposi-
tionszeiten des Western Blots zu ermdglichen, wurde bei dieser IP ein zusétzlicher Wasch-
schritt der Proteinprazipitate mit PBS durchgefiihrt. Endogenes YB-1 konnte nach IP mit ei-
nem a-Calcineurin-Antikdrper, nicht jedoch bei Einsatz eines unspezifischen 19G-Antikdrpers
visualisiert werden (Abbildung 4.13, Spuren 1, 2). Erwartungsgeméal war die Menge an de-
tektiertem YB-1 in Calcineurin-Uberexprimierenden Zellen erhdht (Spur 4). Um weiterhin zu
analysieren, ob ein erhéhter Phosphorylierungsgrad von YB-1 die Interaktion mit Calcineurin

beeinflusst, wurden YFP-Calcineurin tberexprimierende HEK 293 T-Zellen in einem paralle-
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len Ansatz eine Stunde vor Zelllyse mit IGF inkubiert. Spur 6 zeigt, dass ein Anstieg an phos-
phoryliertem YB-1 in einen erhohten Gehalt an koimmunprazipitiertem YB-1 resultierte,
wenn mit einem a-Calcineurin-Antikorper gezogen wurde. Im Gegensatz dazu wurden keine
Protein-Protein Interaktionen bei Einsatz der Kontrollantikdrper nachgewiesen, wie die Spu-
ren 3 und 5 aufzeigen.

+CN +CN
+IGF

kDa 1 2 3 4 5 6

50 - —- — - < YB-1
50 - — — - < p-YB-1512
80 - - w= < YFP-Calcineurin
IgG + - + - + -
a-Calcineurin - + = + - +

Abbildung 4.13: Direkte physikalische Interaktion von YB-1 und Calcineurin nach Induktion der Phos-
phorylierung von YB-1. Koimmunprézipitation von Calcineurin und damit interagierendem endogenem YB-1-
Protein aus YFP-Calcineurin-iberexprimierenden Zelllysaten von HEK 293 T. Zur Induktion der Phosphorylie-
rung von YB-1 wurden die Zellen fir eine Stunde mit IGF (100 ng/ml) inkubiert. Die Prazipitation erfolgte mit
einem a-Calcineurin-Antikorper, als Kontrolle wurde ein unspezifischer 1gG-Antikdrper eingesetzt. Dargestellt
ist die Western Blot-Analyse der Prazipitate, wobei YB-1 mit einem a-YB-1°™™-Antikérper detektiert wurde,
wahrend die Visualisierung von phosphoryliertem YB-1 mit Hilfe eines a-p-YB-15%-Antikérpers erfolgte. Zur
Transfektionskontrolle wurde das tiberexprimierte Protein mit einem a-Calcineurin-Antikérper sichtbar gemacht.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die AKT-vermittelte YB-1 Phosphorylierung an Serinrest
102 die Translokation des Proteins vom zytoplasmatischen Kompartiment in den Zellkern
auslosen kann [34]. Um mdgliche Erklarungen fiir die in Abbildung 4.13 beschriebenen Be-
funde zu finden, wurde mittels konfokaler Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert, ob die-
ser Effekt auch analog in HEK 293 T-Zellen beobachtet werden kann. Hierzu wurde die Zell-
linie zuvor mit einem YB-1-CFP-Expressionsplasmid transfiziert und 24 Stunden spater fiir
eine Stunde mit IGF stimuliert oder unbehandelt belassen. Wie in Abbildung 4.14 (links) zu
sehen, konnte das Protein in unbehandelten Zellen im zytoplasmatischen Kompartiment vi-
sualisiert werden, wéhrend in einigen der IGF-inkubierten Zellen eine Translokation in den
Kern zu sehen war (Abbildung 4.14, rechts (Pfeile)).
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Abbildung 4.14: Subzellulére Lokalisation von YB-1 in HEK 293 T nach Inkubation mit IGF. YB-1-CFP
exprimierende HEK 293 T-Zellen wurden eine Stunde mit IGF (100 ng/ml) inkubiert (rechts) oder unbehandelt
belassen (links). Nach Fixierung auf Deckglaschen erfolgte die Detektion der Fluoreszenz am konfokalen La-
serscanning-Mikroskop im CFP-Kanal (untere Abbildungen). Obere Abbildungen: Durchlicht.

Nachfolgend stellte sich die Frage, in welchem Zellkompartiment die Calcineurin/YB-1-
Interaktion vornehmlich stattfindet und inwiefern der Phosphorylierungsgrad von YB-1 hie-
rauf einen Einfluss nimmt. Es wurden zu diesen Zwecken aus nicht transfizierten Zellen nach
einstiindiger Stimulation mit IGF zytoplasmatische und nukledre Zellextrakte hergestellt und
mit den separierten Proteinen der Zellkompartimente jeweils weitere Immunprazipitationen
durchgefiuhrt. Hierbei zeigte sich, dass Calcineurin-koimmunprazipitiertes endogenes YB-1
fast ausschlieBlich in nukledren Proteinextrakten zu detektieren war und hierbei hauptsachlich
in den Zellen, welche vorher mit IGF stimuliert worden waren (Abbildung 4.15, Spuren 6, 8).
Im zytoplasmatischen Kompartiment hingegen, konnte lediglich nach langerer Expositionszeit

des Immunblots eine geringe Menge an koimmunprazipitiertem YB-1 detektiert werden (Spu-
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ren 2, 4). Auch in diesem Fall konnte kein YB-1-Protein bei Einsatz eines unspezifischen

IgG-Antikorpers nachgewiesen werden (Spuren 5, 7).

Zytoplasma Kern
+IGF +IGF
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8
50 - ' -4 <YB-1
60 - — - - ' < Calcineurin
IgG + - + - + g + “
a-Calcineurin - + - + - + - +

Abbildung 4.15: Direkte physikalische Interaktion von endogenem YB-1 und Calcineurin in Kernextrak-
ten von HEK 293 T nach Induktion der Phosphorylierung von YB-1. Koimmunprézipitation von endogenem
Calcineurin und damit interagierendem endogenem Y B-1-Protein aus zytoplasmatischen- und Kernextrakten von
HEK 293 T. Zur Induktion der Phosphorylierung von YB-1 wurden die Zellen fir eine Stunde mit IGF (100
ng/ml) inkubiert. Die Prazipitation erfolgte mit einem a-Calcineurin-Antikdrper, als Kontrolle wurde ein unspe-
zifischer 1gG-Antikdrper eingesetzt. Dargestellt ist die Western Blot-Analyse der Prazipitate, wobei YB-1 mit
einem a-YB-1°"™-Antikorper detektiert wurde. Zur Uberpriifung der spezifischen Prazipitation von Calcineu-
rin wurde das Protein mit einem a-Calcineurin-Antikorper sichtbar gemacht.

Zusammenfassend konnte folglich gezeigt werden, dass die IGF-induzierte Phosphorylierung
und darauffolgende Translokation von YB-1 in einer erhdhten Protein-Protein-Interaktion von

YB-1 und Calcineurin resultieren.

4.3 Der Einfluss des Phosphorylierungsstatus von YB-1 auf die
Regulation der CCL5-Expression wahrend der Monozytendif-

ferenzierung

4.3.1 YB-1 wird im Zuge der PMA-induzierten Monozytendifferenzierung
transient phosphoryliert

Wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, konnte YB-1 von unserer Arbeitsgruppe als Regulator der
CCL5-Expression identifiziert werden. Hierbei zeigte sich, dass die YB-1-vermittelte Produk-

tion des Chemokins abhangig vom Differenzierungsstatus der Zelle ist. Wéhrend YB-1 in
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Monozyten als Transaktivator der CCL5-Expression fungiert, reprimiert es diese wiederum in
ausdifferenzierten Makrophagen. Eine mdgliche Begrundung fir diese kontraren Prozesse
konnten posttranslationale Modifikationen am YB-1-Protein liefern, welche wahrend des Dif-
ferenzierungsprozesses stattfinden und somit den gegenlaufigen Effekt erklaren kénnten. So-
mit war es von Interesse herauszufinden, ob sich solche Modifikationen am YB-1-Protein im
Verlauf der Monozytendifferenzierung vollziehen und ob Calcineurin auf diese Prozesse Ein-
fluss nimmt.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Phosphorylierung von YB-1 an Serinrest 102 wahrend
der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen beobachtet werden kann. Dies erfolgte
mit Hilfe eines PMA-induzierten Differenzierungsmodells [46], in dem die monozytére Zell-
linie THP-1 jeweils Uber Zeitrdume von 6 bis 48 Stunden mit PMA stimuliert wurde. Zur Un-
tersuchung des Phosphorylierungsstatus von YB-1 wurden zytoplasmatische und nukleare
Extrakte hergestellt und diese mittels Immunblot-Verfahren auf ihren p-YB-15%-Gehalt hin
analysiert. Nach 6-stindiger PMA-Inkubation wiesen sowohl zytoplasmatische als auch nuk-

lesre Extrakte einen deutlich erhdhten Gehalt an p-YB-13'%2

auf, welcher im weiteren Zeitver-
lauf wieder abnahm und nach 48 Stunden nicht mehr sichtbar war. Weiterhin konnte nach 6
Stunden, ebenfalls in beiden Kompartimenten, ein phosphoryliertes YB-1-Fragment mit ei-
nem Molekulargewicht von 30 kDa detektiert werden. Der Gesamtgehalt an YB-1-Protein im
Zytoplasma verringerte sich nach 6-stiindiger PMA-Stimulation und war nach 48 Stunden
kaum noch zu detektieren (Abbildung 4.16, links). Kernextrakte hingegen wiesen nach 6-
stindiger PMA-Inkubation zundchst einen leicht erhdhten YB-1-Gehalt auf, der im Zuge fort-
schreitender Differenzierung abnahm, aber auch nach 48 Stunden noch deutlich detektierbar
war (rechts). Die Tatsache, dass in Kernextrakten zu diesem Zeitpunkt lediglich das Gesamt-
nicht jedoch das phosphorylierte Protein noch visualisiert werden konnte, wies auf einen spe-
zifisch in diesem Kompartiment stattfindenden reversiblen Phosphorylierungsprozess hin. Mit
CREB und GAPDH als Ladekontrolle konnte die gleichmaRige Gesamtproteinbeladung des

Gels verifiziert werden.
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Abbildung 4.16: Phosphorylierungsstatus von YB-1 im Zytoplasma und in Kernextrakten von Monozyten
(THP-1) wahrend des Differenzierungsprozesses. Western Blot-Analyse der Zytoplasma- und Kernextrakte
von THP-1-Zellen nach Inkubation mit 0,1 pM PMA zu den angegebenen Zeitpunkten. Phosphoryliertes YB-1
wurde mit einem a-p-YB-15'"%-Antikorper detektiert, wahrend der Gesamtproteingehalt von YB-1 mit einem o-
YB-1“"™_Antikérper ermittelt wurde. Zur Gewahrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen und Uberprii-
fung der Reinheit der hergestellten Extrakte wurde ein Proteinabgleich mit dem im Zytoplasma lokalisierten
Protein GAPDH und dem kernstandigen Protein CREB in beiden Zellkompartimenten durchgefihrt.

Im Folgenden stellte sich die Frage, durch welche Kinase diese transiente YB-1-
Phosphorylierung wahrend der Differenzierungsphase von THP-1-Zellen vermittelt wird. Da
bekannt ist, dass unter anderem die AKT-Kinase YB-1 an Serinrest 102 phosphorylieren kann
[34], wurde untersucht, ob dies auch im Zuge der PMA-induzierten Monozytendifferenzie-
rung geschieht. Hierzu wurden THP-1-Zellen 2 Stunden vor PMA-Stimulation mit dem Inhi-
bitor des PIP3/AKT-Signalwegs Ly294002 prainkubiert. Wie Abbildung 4.17 zeigt, konnte
die PMA-induzierte Phosphorylierung von YB-1 spezifisch im Kernkompartiment (rechts,
oben) gréRtenteils durch den Inhibitor unterbunden werden. Im Gegensatz dazu war der Phos-
phorylierungsgrad von YB-1 im Zytoplasma nach vorhergegangener Inkubation mit
Ly294002 unbeeinflusst, was auf eine spezifisch im Kern stattfindende AKT-vermittelte YB-
1 Phosphorylierung hinwies.
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Abbildung 4.17: Phosphorylierungsstatus von YB-1 im Zytoplasma und in Kernextrakten PMA- und
Ly294002-inkubierter Monozyten (THP-1). Western Blot-Analyse der Zytoplasma- und Kernextrakte von
THP-1-Zellen nach 6-stiindiger Inkubation mit 0,1 uM PMA bzw. 8-stiindiger Inkubation 10 pM Ly294002.
Phosphoryliertes YB-1 wurde mit einem a-p-YB-1%'%-Antikérper detektiert, wahrend der Gesamtproteingehalt
von YB-1 mit einem a-YB-1“"™-Antikérper ermittelt wurde. Zur Gewahrleistung gleich aufgetragener Pro-
teinmengen und Uberpriifung der Reinheit der hergestellten Extrakte wurde ein Proteinabgleich mit dem im
Zytoplasma lokalisierten Protein GAPDH und dem kernstandigen Protein CREB in beiden Zellkompartimenten
durchgefiihrt.

Um anschlie3end die subzellulére Lokalisation der AKT-Kinase wéhrend der Differenzierung
in PMA-stimulierten THP-1-Zellen zu ermitteln, wurde ihr Proteingehalt jeweils im Zyto-
plasma und Kern untersucht. Wie Abbildung 4.18 zu entnehmen ist, blieb die AKT-Kinase-
Expression nach 6-stiindiger PMA-Inkubation im Vergleich zu Ethanol-stimulierten Kontroll-
zellen im Zytoplasma unverdndert. Im Gegensatz dazu war in Kernextrakten eine deutliche
Erhoéhung der Proteinmenge zu sehen, was die zuvor gezeigten Hinweise auf eine spezifisch

in diesem Kompartiment stattfindende AKT-vermittelte YB-1 Phosphorylierung untermauert.
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Abbildung 4.18: Subzellulédre Lokalisation der AKT-Kinase in PMA-inkubierten Monozyten (THP-1).
Western Blot-Analyse der Zytoplasma- und Kernextrakte von THP-1-Zellen nach 6-stiindiger Inkubation mit 0,1
uM PMA. Die AKT-Kinase wurde mit einem polyklonalen a-AKT-Antikdrper detektiert. Zur Gewéhrleistung
gleich aufgetragener Proteinmengen und Uberpriifung der Reinheit der hergestellten Extrakte wurde ein Pro-
teinabgleich mit dem im Zytoplasma lokalisierten Protein GAPDH und dem kernstandigen Protein CREB in
beiden Zellkompartimenten durchgefuhrt.
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Eine weitere h&ufig in der Literatur beschriebene Kinase, welche YB-1 zu phosphorylieren
vermag, stellt die p90 ribosomal S6 kinase (RSK) dar [35]. Zur Klarung der Frage, ob diese
fur die PMA-induzierte Phosphorylierung von YB-1 im Zytoplasma verantwortlich ist und
welchen Einfluss sie auf den Phosphorylierungsstatus des Proteins im Kern austibt, wurden
THP-1-Zellen vor PMA-Stimulation fur 2 Stunden mit dem RSK-Inhibitor SL0101 behandelt.
Im Gegensatz zur Inhibierung mit Ly294002 wurde die PMA-induzierte Phosphorylierung in
diesem Fall sowohl im Kern als auch im Zytoplasma beeinflusst (Abbildung 4.19, oben). So-
mit konnte gezeigt werden, dass auch die RSK die PMA-induzierte Phosphorylierung von
YB-1 vermittelt. Im Gegensatz zur AKT-abhéngigen Phosphorylierung geschieht dies jedoch

hierbei in beiden Zellkompartimenten.

Zytoplasma Kern
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Abbildung 4.19: Phosphorylierungsstatus von YB-1 im Zytoplasma und in Kernextrakten PMA- und
SL0101-inkubierter Monozyten (THP-1). Western Blot-Analyse der Zytoplasma- und Kernextrakte von THP-
1-Zellen nach 3-stiindiger Inkubation mit 0,1 uM PMA bzw. vorhergegangener 2-stiindiger Inkubation mit 38
UM SL0101. Phosphoryliertes YB-1 wurde mit einem a-p-YB-15%-Antikorper detektiert, wahrend der Gesamt-
proteingehalt von YB-1 mit Hilfe eines a-YB-1°™™-Antikorpers ermittelt wurde. Zur Gewahrleistung gleich
aufgetragener Proteinmengen und Uberpriifung der Reinheit der hergestellten Extrakte wurde ein Proteinab-
gleich mit dem im Zytoplasma lokalisierten Protein GAPDH und dem kernstdndigen Protein CREB in beiden
Zellkompartimenten durchgefihrt.

4.3.2 Die Phosphorylierung von YB-1 erhéht sein Bindungsvermdgen an
den CCL5-Promotor und die CCL5-Expression

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich im Verlauf der PMA-induzierten Monozytendiffe-
renzierung eine transient stattfindende Phosphorylierung am YB-1-Protein vollzieht, sollte im
Folgenden geklart werden, ob diese Modifikation einen Einfluss auf sein Bindungsvermdogen
an den CCL5-Promotor hat.
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Dazu wurden Chromatin-Immunprézipitations-Analysen mit PMA-stimulierten THP-1-Zellen
durchgefuhrt. Um die Bindung von (phosphoryliertem) YB-1 an die CCL5-Promotorregion in
PMA-behandelten THP-1- und Kontrollzellen im Anschluss zu quantifizieren, wurden quanti-
tative real time PCR-Analysen mit der koimmunprazipitierten DNA durchgefiihrt, wobei die
CCL5-Promotorregion mit den in Abschnitt 3.3.4 angegebenen Oligonukelotiden amplifiziert
wurde. Anhand der vervielfachten DNA-Menge konnte somit eine quantitative Aussage Uber
das Bindungsverhalten von phosphoryliertem YB-1 an die CCL5-Promotorregion getroffen
werden. Die dabei entstehenden PCR-Produkte wurden im Anschluss auf ein Agarosegel auf-
getragen, welches in Abbildung 4.20 A dargestellt ist.

Das PCR-Produkt der PMA-stimulierten Probe, welche mit einem p-YB-13"%%Antikorper
immunprazipitiert worden war, zeigte eine deutliche DNA-Bande (Spur 6). In den PCR-
Produkten der mit Kontrolllésung stimulierten Zellen hingegen liel3 sich keine DNA im Aga-
rosegel visualisieren (Spur 4). Diese Befunde zeigen, dass es nach 6-stindiger PMA-
Stimulation in THP-1-Zellen zu einer verstarkten Bindung von phosphoryliertem YB-1 an die
CCL5-Promotorregion kommt.

Bei Einsatz eines a-YB-1°"™-Antikorpers hingegen (Spur 5) ist die Bandenintensitat der im
Agarosegel visualisierten DNA verglichen mit der der Kontrollprobe (Spur 3) vermindert,
was die verringerte Interaktion des Gesamtproteins nach PMA-Stimulation an diese Region
zeigt.

Abbildung 4.20 B zeigt die relative Bindung von phosphoryliertem YB-1 an die CCL5-
Promotorregion PMA-behandelter THP-1-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen dreier sepa-

rat durchgefuhrter Experimente.
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Abbildung 4.20: Bindung von phosphoryliertem YB-1 an die CCL5-Promotorregion PMA-stimulierter
Monozyten (THP-1). (A) Chromatin Immunprazipitations-Analyse der CCL5-Promotorregion von THP-1-
Zellen, welche 6 Stunden mit 0,1 uM PMA oder Ethanol zur Kontrolle stimuliert wurden. Die Préazipitation
erfolgte mit einem o-p-YB-1%'%- bzw. mit einem a-YB-1“"™-Antikorper, als Kontrolle wurde ein unspezifi-
scher 1gG-Antikdrper eingesetzt. Aus den Zellen isolierte DNA, welche keiner Immunprézipitation unterzogen
wurde, diente als ,,Input-Kontrolle* fiir die quantitative real time PCR-Amplifikation. Dargestellt ist die elektro-
phoretische Auftrennung der ChIP- und entsprechenden Input-PCR Produkte der amplifizierten CCL5-
Promotorregion in einem 1 %-Agarosegel. (B). Die relative Bindung von phosphoryliertem YB-1 an die CCL5-
Promotorregion wurde anhand der CT-Werte ermittelt, wobei der Wert der unstimulierten Probe gleich 1 gesetzt
und der Wert der PMA-stimulierten Probe auf diesen bezogen wurde. Der Graph zeigt die Ergebnisse dreier
unabhéngig voneinander durchgefihrter Experimente (n = 3).

Nachdem mittels ChiP-Assays gezeigt werden konnte, dass phosphoryliertes YB-1 in PMA-
stimulierten THP-1-Zellen direkt an den CCL5-Promotor binden kann, sollte dieses Ergebnis
mit Hilfe von Gelretardations-Analysen bestatigt werden. Hierzu wurden nukleare Proteinex-
trakte PMA-stimulierter bzw. unstimulierter Zellen mit Biotin-markierten Oligonukleotiden
der die Y-Box Il enthaltenden antisense-Region des humanen CCL5-Promotors inkubiert und
die entstehenden Protein-DNA-Komplexe im nativen Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt. Um mittels Supershift-Analyse zu beweisen, dass phosphoryliertes YB-1 an dem
sich aushildenden Protein-DNA-Komplex beteiligt ist, wurde jeweils ein a-p-YB-151%-
Antikorper (Abbildung 4.21, Spuren 5,6) mitinkubiert. Zur Sicherstellung der Spezifitéat eines
solchen Shifts erfolgte jeweils parallel die Inkubation mit einem unspezifischen rabbit 1gG-
Antikorper (Spuren 3,4). Als weitere Kontrolle dienten Ansétze ohne Zugabe eines Antikor-
pers (Spuren 1,2).
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Abbildung 4.21: Gelretardations-Analyse von Kernextrakten unstimulierter bzw. 6 Stunden PMA-
stimulierter THP-1-Zellen und der die Y-Box |11 enthaltenden antisense-Region des CCL5-Promotors. Die
Entstehung eines Supershifts bei Anwesenheit eines a-p-YB-1%'%-Antikérpers ist lediglich bei Einsatz PMA-
stimulierter Kernextrakte zu beobachten (*). Die Proben wurden auf ein 6 %-Polyacrylamidgel aufgetragen.

Bei Betrachtung der Protein-DNA-Komplexe aller PMA-stimulierter Proben fallt auf, dass es
ausschlieBlich bei Vorhandensein eines phosphospezifischen YB-1-Antikorpers zu einer Ab-
schwachung der Signalintensitat kommt (Spur 6). Bei Einsatz von Kernextrakten unstimulier-
ter Zellen oder Inkubation mit einem unspezifischen IgG-Antikorper ist dies jedoch nicht zu
beobachten (Spuren 1-5). Somit zeigte sich auch mit dieser Methode, dass in THP-1-Zellen
nach PMA-Stimulation phosphoryliertes YB-1 verstarkt an den CCL5-Promotor bindet.

Von unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression von YB-1
in THP-1-Zellen zu einer signifikant gesteigerten CCL5-Promotoraktivitat fihrt [46].

Die in dieser Arbeit beobachtete Erhéhung der Bindungsaffinitat von phosphoryliertem YB-1
an den CCL5-Promotor warf folglich die Frage auf, ob die gesteigerte, YB-1-induzierte
CCL5-Promotoraktivitat im Umkehrschluss durch das Blockieren der Phosphorylierung ver-
hindert werden kann. Um dies zu untersuchen, wurden THP-1-Zellen mit einem ein CCL5-
Promotor-Luziferasekonstrukt enthaltenden Vektor transfiziert. Gleichzeitig wurde jeweils ein
pSG5-Leervektor oder ein YB-1-Expressionsplasmid in die Zellen eingebracht. Unmittelbar
nach Transfektion erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor des PIP3/AKT-
Signalwegs Ly294002 oder DMSO zur Kontrolle. Nach Zelllyse und Messung der Lumines-

zenz der Proben zeigte sich, dass der YB-1-vermittelte Effekt auf den CCL5-Promotor bei
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Vorhandensein des Inhibitors komplett aufgehoben wurde (Abbildung 4.22 A, rechter Bal-
ken).

Um auch auf RNA- und DNA-Ebene zu bestétigen, dass die CCL5-Expression vom Phospho-
rylierungsgrad des YB-1-Proteins abhéngig ist, wurden THP-1-Zellen zunachst mit PMA sti-
muliert, da bekannt ist, dass dies zu einer Hochregulation der CCL5-Expression fiihrt [46]. In
einem weiteren Ansatz erfolgte vor PMA-Behandlung eine 2-stiindige Prainkubation mit dem
Inhibitor Ly294002. Betrachtet man die Menge der CCL5-Transkripte (Abbildung 4.22 B)
bzw. der sezernierten Proteine (Abbildung 4.22 C), so féllt auf, dass es auf RNA- und DNA-
Ebene nach Ly294002-Behandlung dosisabhéngig zu einer verminderten Produktion des
Chemokins CCL5 kommt.
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Abbildung 4.22: CCL5-Expression in Monozyten (THP-1) nach Inkubation mit Ly294002. (A) THP-1-
Zellen wurden transient mit einem ein CCL5-Promotor-Luziferasekonstrukt enthaltenden Vektor und einem
pSG5-YB-1- bzw. pSG5-Kontrollplasmid kotransfiziert und anschlieBend mit 10 uM Ly294002 oder DMSO als
Kontrolllésung stimuliert. 6 Stunden nach Transfektion wurde die Lumineszenz der Zelllysate gemessen. Der
Wert der mit Kontrollplasmid transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt und die anderen Werte darauf bezo-
gen. (B) THP-1-Zellen wurden 6 Stunden mit 0,1 uM PMA allein oder 2 Stunden vor PMA-Stimulation mit 10
UM Ly29004 prainkubiert, bzw. mit den Kontrolllésungen DMSO und Ethanol behandelt. Die RNA wurde iso-
liert, in cDNA umgeschrieben und mittels quantitativer TagMan®-Analyse untersucht. Die gemessene CCL5-
mMRNA-Konzentration wurde gegen den 18S rRNA-Gehalt normalisiert, der Wert der DMSO/Ethanol-
behandelten Kontrollzellen gleich 1 gesetzt und die anderen Werte darauf bezogen. (C) Mittels ELISA-
Verfahren ermittelter CCL5-Proteingehalt der konditionierten Medien von THP-1-Zellen, welche 6 Stunden mit
0,1 uM PMA allein oder 2 Stunden vor PMA-Stimulation mit den angegebenen Konzentrationen von Ly29004,
bzw. mit DMSO préinkubiert wurden. Der Wert der PMA bzw. DMSO-behandelten Kontrollzellen wurde gleich
1 gesetzt und die anderen Werte darauf bezogen. Die Versuche wurden mindestens dreimal unabhéngig vonei-
nander wiederholt (n > 3), dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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4.4 Der Einfluss des Phosphorylierungsstatus von YB-1 auf die
CCL5-Promotorbindung in differenzierenden, primaren Mo-

nozyten

4.4.1 Erhohte Phosphorylierung von YB-1 nach Induktion der Differenzie-
rung in primaren humanen Monozyten
Im Folgenden war es das Ziel, die bisherigen mit Hilfe der monozytéaren Zelllinie THP-1 ge-
wonnenen Kernergebnisse dieser Arbeit auch in priméaren Zellen zu verifizieren. Hierzu wur-
den humane Monozyten via Dichtegradientenzentrifugation aus Buffy Coats gepoolter Blut-
proben dreier Donoren mittels MACS-Verfahren isoliert. Die gewonnenen Zellen wurden
entweder umgehend pelettiert und eingefroren oder zuvor zur Induktion der Differenzierung
fur 24 Stunden in serumhaltigem Zellkulturmedium inkubiert. Um sicherzustellen, dass der
Differenzierungsprozess der Zellen eingeleitet wurde, wurden zuvor sowohl unstimulierte als
auch seruminkubierte Zellen abgenommen und einer FACS-Analyse unterzogen. Hierbeli
wurde die Expression des Oberflachenmarkers ICAM-1/CD54 analysiert, da dieses Protein im
Differenzierungsprozess der Monozyten hochreguliert wird [68]. Zur Detektion des Proteins

wurde ein Fluorescein-konjugierter a-ICAM-1/CD54-Antikorper verwendet.

Abbildung 4.23 zeigt die Resultate der FACS-Analyse. Die Histogramme stellen die gemesse-
ne Fluoreszenzintensitat gegen die Zellzahl dar: Die graue Kurve zeigt die Fluoreszenz unsti-
mulierter Zellen, welche mit einem Fluorescein-konjugierten-Isotypenkontroll-Antikorper
angefarbt wurden. Die blaue Kurve reprasentiert analog die Expression des ICAM-1/CD54-
Markers dieser Zellen, wahrend die rote Kurve die Expression desselben Proteins in serumbe-
handelten Zellen darstellt. Die Verschiebung dieser Kurve nach rechts zeigt die Zunahme der
Fluoreszenzintensitat und somit die erh6hte Expression des Proteins auf der Oberflache der
Zellen. Es konnte somit sichergestellt werden, dass nach 24 Stunden Seruminkubation der

Differenzierungsprozess erfolgreich eingeleitet worden war.
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Abbildung 4.23: Histogramme der FACS-Analyse zur Oberflachenexpression von ICAM-1/CD54. Primére
humane Monozyten wurden unmittelbar nach der Isolation bzw. 24 Stunden nach Inkubation in serumhaltigem
Medium hinsichtlich der ICAM-1/CD54-Expression analysiert. X-Achse: Fluoreszenzintensitét; Y-Achse: Zell-
zahl. Grau unterlegte Kurve = Fluoreszenz der Zellen, welche mit einem Fluorescein-konjugierten Isotypenkon-
troll-Antikorper gefarbt wurden; blaue Kurve = Fluoreszenz unbehandelter Zellen, welche mit einem Flu-
orescein-konjugierten a-ICAM-1/CD54-Antikorper gefarbt wurden; rote Kurve = Fluoreszenz der seruminku-
bierten Zellen, welche mit einem Fluorescein-konjugierten a-ICAM-1/CD54-Antikdrper gefarbt wurden.

Nachfolgend sollte auch in diesen primaren Zellen bestatigt werden, dass es wahrend der Dif-
ferenzierung zu einer verstarkten Phosphorylierung und Fragmentierung des YB-1-Proteins
kommt.

Hierzu wurden zytoplasmatische und nukledre Extrakte aus unbehandelten und serumstimu-
lierten Zellen mittels Western Blot-Verfahren untersucht. Wéhrend im Zytoplasma kein phos-
phoryliertes YB-1-Protein zu detektieren war, erschien in der nuklearen Fraktion ein phospho-
ryliertes, 30 kDa-groRes YB-1-Fragment 24 Stunden nach Inkubation in serumhaltigem Me-
dium (Abbildung 4.24). Bei Betrachtung der Gesamtmenge an YB-1-Protein fallt auf, dass

diese nach Serum-Stimulation in beiden Zellkompartimenten erhoht ist.
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Abbildung 4.24: Phosphorylierungsstatus von YB-1 im Zytoplasma und in Kernextrakten primérer hu-
maner Monozyten nach 24 Stunden Differenzierung. Western Blot-Analyse der Zytoplasma- und Kernextrak-
te humaner Monozyten 24 Stunden nach Inkubation in serumhaltigem Medium. Phosphoryliertes YB-1 wurde
mit einem a-p-YB-15'%%-Antikorper detektiert, wahrend der Gesamtproteingehalt von YB-1 mit einem a-YB-1¢
m_Antikérper ermittelt wurde. Zur Gewdhrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen und Uberpriifung der
Reinheit der hergestellten Extrakte wurde ein Proteinabgleich mit dem im Zytoplasma lokalisierten Protein
GAPDH und dem kernstandigen Protein CREB in beiden Zellkompartimenten durchgefihrt.

4.4.2 Erhohtes Bindungsvermdgen von phosphoryliertem YB-1 an den
CCL5-Promotor in primaren humanen Monozyten

Um die direkte Bindung des phosphorylierten YB-1-Fragments an den CCL5-Promotor auch
in diesen priméren Zellen zu bestatigen, wurde eine Gelretardations-Analyse mit den Kern-
fraktionen dieser primdren Zellen durchgefuhrt. Wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, erfolgte
auch hier die Inkubation der Extrakte mit Biotin-markierten Oligonukleotiden der die Y-Box
Il enthaltenden antisense-Region des humanen CCL5-Promotors. Die Koinkubation mit ei-
nem a-YB-1%'%-Antikérper diente zur Supershift-Analyse. Wie Abbildung 4.25 zeigt, konn-
ten die Ergebnisse aus Abschnitt 4.3.2 auch in primaren Monozyten bestatigt werden: Bei
Einsatz eines phosphospezifischen YB-1-Antikorpers ist der gekennzeichnete Komplex in
serumstimulierten Zellen nicht mehr zu detektieren (*, Spur 7). In Kernextrakten unstimulier-
ter Zellen (Spur 2-4) und bei vorheriger Inkubation mit einem unspezifischen IgG-Antikorper
(Spur 6), ist dieser Effekt jedoch nicht zu beobachten, was die verstarkte Bindung des phos-
phorylierten YB-1-Fragments nach seruminduzierter Differenzierung der Zellen an den

CCL5-Promotor zeigt.
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Abbildung 4.25: Gelretardations-Analyse von Kernextrakten unstimulierter bzw. seruminkubierter pri-
marer humaner Monozyten und der die Y-Box Il enthaltenden antisense-Region des CCL5-Promotors.
Die Entstehung eines Supershifts bei Anwesenheit eines a-YB-1%%-Antikorpers ist lediglich bei Einsatz von
Kernextrakten, welche aus Zellen die 24 Stunden in serumhaltigem Medium inkubiert wurden, zu beobachten
(*). Die Proben wurden auf ein 6 %-Polyacrylamidgel aufgetragen.

4.5 Der Einfluss von Calcineurin auf die YB-1-regulierte CCL5-

EXxpression

4.5.1 Calcineurin moduliert den Phosphorylierungsstatus von YB-1 in Nie-
ren- und Immunzelllinien

Im Abschnitt 4.2.3.2 dieser Arbeit konnte mittels Immunprézipitation eine direkte Interaktion
der Phosphatase Calcineurin mit YB-1 gezeigt werden. Nachfolgend sollte geklart werden, ob
Calcineurin Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von YB-1 in Nieren- und Immunzellen
nimmt. Um dies zu untersuchen, wurde zunéchst der Einfluss der Phosphatase auf die Menge
an phosphoryliertem YB-1 in Nieren- und Immunzellen untersucht. Ratten-Mesangialzellen
und die monozytare Zelllinie THP-1 wurden hierzu mit einem fur GFP-Calcineurin-
codierenden Plasmid transfiziert. Nach erfolgter Uberexpression des Proteins und darauffol-
gender Zelllyse wurde der intrazelluldre Gehalt an phosphoryliertem YB-1 ermittelt. Wie aus

der Western Blot-Analyse in Abbildung 4.26 ersichtlich ist, zeigten sowohl Calcineurin-
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uberexprimierende THP-1 als auch Ratten-Mesangialzellen eine mehr als halbmaximale Re-
duktion an phosphoryliertem YB-1 auf, wahrend der Gesamtgehalt des Proteins unverandert
blieb.

A kDa___MC B kDa_ THP1
50 - S s < p.YB-15'2 50 - W s < .YB-15102
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Abbildung 4.26: Phosphorylierungsstatus von YB-1 in Calcineurin-tberexprimierenden rMCs und THP-
1. Western Blot-Analyse der Zelllysate von rMCs (A) und THP-1 (B) 48 Stunden nach transienter Transfektion
mit einem GFP-Calcineurin-kodierenden Expressionsvektor oder Kontrollplasmid. Phosphoryliertes YB-1 wurde
mit einem a-p-YB-15%%-Antikorper detektiert, wahrend der Gesamtproteingehalt von YB-1 mit einem a-YB-1¢
m_Antikérper ermittelt wurde. Die Gewidhrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen erfolgte durch den
Abgleich mit GAPDH. Die Bandenintensititen der abgebildeten Western Blots wurden densitometrisch mittels
ImageJ-Software ausgewertet und gegen GAPDH normalisiert (jeweils als Balkendiagramm in der unteren Ab-
bildung dargestellt). Der Wert der mit Kontrollvektor transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt und der Wert
der GFP-Calcinerin-exprimierenden Zellen darauf bezogen.

Auch in HEK 293 T-Zellen war ein analoger Effekt zu beobachten (Abbildung 4.27). Da in
diesen Zellen jedoch auch nach Einsatz grofRerer Proteinmengen in die SDS-Page kein phos-
phoryliertes YB-1 zu detektieren war, wurden zur Induktion der Phosphorylierung sowohl die
Kontroll- als auch die Calcineurin-berexprimierenden Zellen eine Stunde vor Zellernte mit
EGF stimuliert oder unbehandelt belassen. Zellen mit erhdhtem Gehalt der Phosphatase wie-
sen trotz Stimulation mit dem Wachstumsfaktor keine gesteigerte Menge an phosphoryliertem
YB-1 auf.

Diese Ergebnisse, welche in zwei weiteren Zelllinien bestétigt werden konnten, bestarkten die

Theorie der Calcineurin-vermittelten Dephosphorylierung von YB-1.
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Abbildung 4.27: Phosphorylierungsstatus von YB-1 in Calcineurin-uberexprimierenden HEK 293 T-
Zellen nach Stimulation mit EGF. Western Blot-Analyse der Zelllysate von HEK 293 T-Zellen 48 Stunden
nach transienter Transfektion mit einem GFP-Calcineurin-kodierenden Expressionsvektor oder Kontrollplasmid.
Eine Stunde vor der Zellernte wurden die Zellen entweder mit 100 ng/ml EGF stimuliert oder unbehandelt belas-
sen. Phosphoryliertes YB-1 wurde mit einem a-p-YB-15-Antikorper detektiert, wahrend der Gesamtproteinge-
halt von YB-1 mit einem a-YB-1¢"™-Antikérper ermittelt wurde. Zur Transfektionskontrolle wurde iiberexpri-
miertes GFP-Calcineurin mit Hilfe eines monoklonalen, a-GFP-Antikdrpers sichtbar gemacht. Die Gewéhrleis-
tung gleich aufgetragener Proteinmengen erfolgte durch den Abgleich mit GAPDH. Die Bandenintensitaten der
abgebildeten Western Blots wurden densitometrisch mittels ImageJ-Software ausgewertet und gegen GAPDH
normalisiert (als Balkendiagramm in der unteren Abbildung dargestellt). Der Wert der mit Kontrollvektor trans-
fizierten, unstimulieten Zellen wurde gleich 1 gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen.
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4.5.2 Die Calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung von YB-1 fihrt zu
geringerer CCL5-Expression in Monozyten

In den Abschnitten 4.3.2 und 4.4.2 konnte gezeigt werden, dass phosphoryliertes YB-1 ein
erhdhtes Bindungsvermdgen an den CCL5-Promotor aufweist. Weiterhin wurde nachgewie-
sen, dass die Uberexpression von Calcineurin in Nieren- und Immunzellen zu einem verrin-
gerten Gehalt an phosphoryliertem YB-1 fiihrt.

Im Kontext der YB-1-vermittelten CCL5-Expression war es im Folgenden von Interesse her-
auszufinden, ob eine erhéhte Menge der Phosphatase Konsequenzen auf das Bindeverhalten
des modifizierten Proteins an den CCL5-Promotor hat. Zu diesem Zweck wurden ChIP-
Analysen mit PMA-stimulierten THP-1-Zellen durchgefiihrt, welche am Vortag mit einem
GFP-Calcineurin-kodierenden Plasmid oder mit einem GFP-Kontrollvektor transfiziert wor-
den waren.

Zum Nachweis einer effektiven Calcineurin-Transfektion und daraus resultierender Uberex-
pression wurde zundchst der Gehalt der Phosphatase in den THP-1-Zellen auf RNA-Ebene

ermittelt:
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300 1
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200 1
150 -
100 -
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Abbildung 4.28: Calcineurin-mRNA-Expression in Monozyten (THP-1). THP-1-Zellen wurden mit einem
GFP-Calcineurin-Expressionsplasmid oder Kontrollvektor transient transfiziert. Nach 6 Stunden wurde die RNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und der Gehalt an Calcineurin-mRNA mittels quantitativer TagMan®-Analyse
bestimmt. Die gemessene Calcineurin-mRNA-Konzentration wurde gegen den 18S rRNA-Gehalt normalisiert,
wobei der Wert der mit Kontrollvektor transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt wurde. Der Versuch wurde dreimal
unabhdngig voneinander wiederholt (n = 3), dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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Wie Abbildung 4.29 zeigt, fuhrte ein erhéhter Calcineuringehalt in THP-1-Zellen auch nach
PMA-Stimulation zu keiner Bindung von phosphoryliertem YB-1 an die CCL5-
Promotorregion (Spur 4). Im Gegensatz dazu war in Kontrollzellen eine deutliche DNA-

Bande im Agarosegel visualisierbar (Spur 3).

CCL5-Promotor

Abbildung 4.29: Bindung von YB-1 an die CCL5-Promotorregion Calcineurin-tberexprimierender Mo-
nozyten (THP-1). Chromatin Immunprézipitations-Analyse der CCL5-Promotorregion von THP-1-Zellen, wel-
che transient mit einem GFP-Calcineurin-kodierenden Vektor bzw. mit entsprechendem Kontrollplasmid trans-
fiziert und zur Induktion der Phosphorylierung 6 Stunden mit 0,1 uM PMA stimuliert wurden. Die Prazipitation
erfolgte mit einem a-p-YB-15%2-Antikorper, als Kontrolle wurde ein unspezifischer 1gG-Antikorper eingesetzt.
Aus den Zellen isolierte DNA, welche keiner Immunprazipitation unterzogen wurde, diente als Input-Kontrolle
fur die quantitative real time PCR-Amplifikation. Dargestellt ist die elektrophoretische Auftrennung der ChiP-
und entsprechenden Input-PCR Produkte der mittels quantitativer real time PCR amplifizierten CCL5-
Promotorregion in einem 1 %-Agarosegel. Der Versuch wurde zweimal unabhéngig voneinander wiederholt (n =
2).

Um die daraus resultierenden Auswirkungen auf die Promotoraktivitat des Chemokins zu un-
tersuchen, wurden, wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, CCL5-Luziferase-Reporterstudien
durchgefuhrt, wobei in diesem Fall neben YB-1 gleichzeitig GFP-Calcineurin in den Zellen

Uberexprimiert wurde.
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Abbildung 4.30: CCL5-Expression in Monozyten (THP-1) nach Uberexpression von Calcineurin. (A)
THP-1-Zellen wurden transient mit einem ein CCL5-Promotor-Luziferasekonstrukt enthaltenden Vektor, einem
pSG5-YB-1- und einem GFP-Calcineurin-kodierenden Vektor, bzw. mit entsprechenden Kontrollplasmiden
kotransfiziert. 6 Stunden nach Transfektion wurde die Lumineszenz der Zelllysate gemessen. Der Wert der mit
Kontrollplasmiden transfizierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt und die anderen Werte darauf bezogen. (B) THP-
1-Zellen wurden mit einem GFP-Calcineurin-kodierenden Vektor oder entsprechendem Kontrollplasmid tran-
sient transfiziert. Nach 6 bzw. 24 Stunden wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels quantita-
tiver TagMan®-Analyse untersucht. Die gemessene CCL5-mRNA-Konzentration wurde gegen den 18S rRNA-
Gehalt normalisiert, der Wert der mit Kontrollvektor transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt und die anderen Werte
darauf bezogen. (C) Mittels ELISA-Verfahren ermittelter CCL5-Proteingehalt der konditionierten Medien der in
(B) beschriebenen THP-1-Zellen. Die Versuche wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt
(n > 3), dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung.

Wie Abbildung 4.30 A zu entnehmen, fiihrte die Koexpression von Calcineurin und YB-1 zur
Aufhebung des YB-1-vermittelten Effekts auf den CCL5-Promotor (schwarzer Balken). Um
weiterhin den Einfluss der Phosphatase auf die Anzahl der CCL5-Transkripte und auf die
Menge des sezernierten Proteins zu untersuchen, wurden THP-1-Zellen wie beschrieben mit
einem GFP-Calcineurin-kodierenden Plasmid transfiziert und der Gehalt an CCL5 mRNA
mittels quantitativer real time PCR jeweils 6 bzw. 24 Stunden nach der Transfektion gemes-
sen (Abbildung 4.30 B, schwarze Balken). Weiterhin wurde die Menge des Chemokins im
konditionierten Medium dieser transfizierten Zellen mittels ELISA quantifiziert (Abbildung
4.30 C). Sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene war eine Reduktion der CCL5-

Expression auf Grund der erhohten Calcineurin-Menge in den Zellen zu beobachten.
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4.5.3 Im Verlauf der Monozytendifferenzierung transloziert Calcineurin in
den Zellkern und bindet verstarkt an den CCL5-Promotor

Die in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass es sich bei der Phosphorylie-
rung von YB-1 im Verlauf der Monozytendifferenzierung um einen reversiblen Prozess han-
delt, da nach 24 Stunden PMA-Behandlung der Gehalt von p-YB-1%% im Kern wieder ab-
nimmt, wohingegen Gesamt-YB-1 noch deutlich detektierbar ist. Zudem legen die Ergebnisse
eine aktive Beteiligung der Phosphatase Calcineurin an diesem Prozess nahe. Im Folgenden
sollte untersucht werden, inwieweit Calcineurin selbst transloziert und an der Regulation der
CCL5-Expression beteiligt ist.

Zunachst wurde analysiert, ob es wéhrend der PMA-induzierten Monozytendifferenzierung zu
einer Veranderung der subzelluldren Lokalisation der Phosphatase kommt. Nachdem THP-1-
Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten mit PMA stimuliert wurden, erfolgte die Analyse der
Zytoplasma- und Kernextrakte hinsichtlich ihres Calcineuringehalts im Western Blot-
Verfahren, wobei ein a-Calcineurin-Antikorper eingesetzt wurde. Sowohl in Kontrollzellen,
als auch nach 6-stiindiger PMA-Inkubation war Calcineurin lediglich im Zytoplasma lokali-
siert. Mit fortschreitender Differenzierung jedoch verringerte sich der Gehalt des Proteins in
dem Kompartiment, bis die Konzentration nach 48 Stunden im Zytoplasma unter der Detekti-
onsgrenze lag. Simultan stieg der Calcineurin-Gehalt im Kern nach 24 Stunden zuné&chst
leicht, und nach 48 Stunden drastisch an, obwohl in letzteren Proben der Gesamtproteingehalt

wesentlich niedriger war, wie die CREB-Ladekontrolle zeigt.

kDa Zytoplasma Kern
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Abbildung 4.31: Subzellulédre Lokalisation von Calcineurin in PMA-inkubierten Monozyten (THP-1).
Western Blot-Analyse der Zytoplasma- und Kernextrakte von THP-1-Zellen nach Stimulation mit 0,1 uM PMA
zu den angegebenen Zeitpunkten. Calcineurin wurde mit einem o-Calcineurin-Antikorper detektiert. Zur Ge-
wahrleistung gleich aufgetragener Proteinmengen und Uberpriifung der Reinheit der hergestellten Extrakte wur-
de ein Proteinabgleich mit dem im Zytoplasma lokalisierten Protein GAPDH und dem kernstdndigen Protein
CREB in beiden Zellkompartimenten durchgefihrt.
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Im nachsten Schritt wurde die direkte Partizipation der Phosphatase am zuvor beschriebenen,
hochmolekularen DNA-Protein-Komplex (siehe Abschnitt 1.2.3) untersucht, welcher sich
wéhrend der Monozytendifferenzierung am CCL5-Promotor ausbildete. Wie die Gelretarda-
tions-Analysen in Abbildung 4.32 zeigen, war 48 Stunden nach PMA-Stimulation in den Pro-
ben, welchen ein a-Calcineurin-Antikdrper hinzugegeben worden war, der hochmolekulare
Komplex kaum noch detektierbar (Pfeilspitze), was die Beteiligung von Calcineurin am
Komplex aufzeigt. Im Gegensatz dazu hatten weder der phosphospezifische a-YB-1, noch der
unspezifische IgG-Antikorper einen Einfluss auf den Komplex. Nach 24 Stunden der PMA-
Inkubation hingegen konnte sowohl die Beteiligung von phosphoryliertem YB-1, als auch von
Calcineurin an dem niedrigmolekulareren Komplex (**) mittels Supershift-Analysen gezeigt
werden, was die verminderte Signalintensitét dieser Proben zu erkennen gibt.

Sowohl die Translokation von Calcineurin in den Zellkern als auch die Beteiligung der Phos-
phatase am sich am CCL5-Promotor ausbildenden DNA-Protein-Komplex weisen auf eine

Calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung von YB-1 im Laufe der Monozytendifferenzie-

rung hin.
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Abbildung 4.32: Gelretardations-Analyse von Kernextrakten unbehandelter bzw. 24 oder 48 Stunden
PMA-stimulierter THP-1-Zellen und der die Y-Box Ill enthaltenden antisense-Region des CCL5-
Promotors. In Proben, welche 48 Stunden mit PMA inkubiert wurden, lasst sich ein hochmolekularer Komplex
erkennen (<), welcher nicht bei Einsatz eines a-Calcineurin-Antikorpers erscheint, was die Beteiligung des Pro-
teins an dem Komplex zeigt. In Proben, welche 24 Stunden mit PMA behandelt wurden, konnte sowohl eine
Beteiligung von phosphoryliertem YB-1 als auch von Calcineurin an dem niedrigmolekulareren Komplex (**)
mittels Supershift-Analyse aufgezeigt werden. Die Proben wurden auf ein 6 %-Polyacrylamidgel aufgetragen.
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5 Diskussion

Durch ihre F&higkeit, Immunzellen wie Monozyten zum Entziindungsherd zu locken, fungie-
ren Chemokine wie CCL5/RANTES als Schlisselfaktoren inflammatorischer Prozesse. Die in
das Gewebe infiltrierenden Monozyten sezernieren im Zuge eines selbstverstarkenden Regel-
kreislaufes fortlaufend proinflammatorische Molekule. Wandern monozytéare Zellen entlang
eines chemotaktischen CCL5-Gradienten in das betroffene Gewebe ein, durchlaufen sie einen
Differenzierungsprozess zu Makrophagen [19], der mit einem verdnderten Proteinexpressi-
onsprofil einhergeht. In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Mechanismen der
YB-1-vermittelten reifungsassoziierten CCL5-Expression in Monozyten/Makrophagen in
vitro analysiert, wobei die Hypothese einer Calcineurin-induzierten Dephosphorylierung von

YB-1 untersucht wurde.

5.1 Einfluss des Phosphorylierungsstatus von YB-1 auf die CCL5-

Genexpression wahrend der Monozytendifferenzierung

Der Transkriptionsfaktor YB-1 vermag abhdngig vom zelluldren Kontext als Aktivator oder
Repressor desselben Gens zu agieren [38, 49]. So vermittelt YB-1 eine Steigerung der MMP-
2-Expression in glomeruldren Mesangialzellen, wohingegen das Protein diese in viszeralen
Epithelzellen hemmt [47]. Dartiber hinaus konnte eine differenzielle Genregulation durch YB-
1 in Abhéngigkeit des Differenzierungsgrads von Zellen gezeigt werden: Wahrend YB-1 in
undifferenzierten monozytaren Zellen die CCL5-Expression transaktiviert, tibt es in ausdiffe-
renzierten Makrophagen einen reprimierenden Effekt auf die Transkription des Chemokins
aus [46]. Doch welche molekularen Mechanismen liegen diesen gegenlaufigen Funktionen
zugrunde?

Posttranslationale Proteinmodifikationen erhdhen die funktionelle Diversitdt des Proteoms
und tragen zum Fine-tuning multipler biologischer Prozesse bei. Oftmals gehen solche Modi-
fikationen, wie Phosphorylierungen, mit einer nachfolgenden intrazelluldren Translokation
des entsprechenden Proteins einher [80, 81]. Zur Identifikation der molekularen Mechanis-
men, die die gegenldufigen Funktionen von YB-1 in Monozyten/Makrophagen verursachen,
wurden zundchst die Phosphorylierung, die zelluldre Lokalisation und die CCL5-

Gentranskription sowohl in einem PMA-induzierten Differenzierungsmodell als auch wah-
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rend des Reifungsprozess primarer Monozyten untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die diffe-
renzielle Regulation der CCL5-Genexpression in Monozyten und Makrophagen vom Phos-
phorylierungsstatus des YB-1-Proteins abhangt. Im Verlauf des Differenzierungsprozesses
von Monozyten zu Makrophagen war sowohl im Zytoplasma als auch im Kern eine erhéhte
Phosphorylierung von YB-1 an Serinrest 102 zu beobachten, welche sich in beiden Kompar-
timenten transient vollzog. Eine Phosphorylierung von YB-1 durch Kinasen wie die Se-
rin/Threonin-Kinase AKT/PKB und die RSK ist bereits in anderen Zellen beschrieben [34,
35]. Wahrend letztere sowohl im zytoplasmatischen als auch im Kernkompartiment der THP-
1-Zellen Aktivitat aufzeigte, erfolgte die AKT-vermittelte Phosphorylierung von YB-1 spezi-
fisch in den Zellkernen. Hiermit tbereinstimmend war auch eine erhohte Prasenz der AKT-
Kinase nach PMA-induzierter Zelldifferenzierung im Zellkern zu beobachten.

Wie oben erwéhnt, erfolgt oftmals nach posttranslationaler Modifikationen eine Translokation
des entsprechenden Proteins [80, 81]. Ausloser fir ein solches intrazelluldres Shuttling von
YB-1 ist unter anderem Zellstress, induziert z.B. durch UV-Bestrahlung [82, 83] oder Hyper-
thermie [84]. Zudem sind unterschiedliche extrazellulare molekulare Induktoren bekannt, die
eine Translokation von YB-1 in den Zellkern zu induzieren vermdgen. IFN-y (Interferon-y)
kann die nukledre Translokation von YB-1 auslésen [85] und Zhang et al. beobachteten, dass
in Cisplatin-behandelten Zellen die YB-1-Translokation in den Zellkern eine antagonistische
Wirkung auf den Apoptose-induzierenden Effekt des Tumorsupressorproteins p53 ausubt
[86]. Ein YB-1 Shuttling in den Zellkern kann in Interaktion mit dem SpleiRing-Faktor
SRp30c erfolgen, wobei die subzellulare YB-1-Lokalisation abhdngig vom SRp30c-Gehalt in
der Zelle ist [87]. Der oben beschriebene, IFN-y-induzierte Effekt wird wiederum ber Casein
Kinase 11-abhéngige Signalwege vermittelt, wie von Higashi et al. beschrieben wurde [85].
Wéhrend in der Literatur meist die durch verschiedene Ursachen induzierte YB-1 Transloka-
tionsédnderung vom Zytoplasma in den Zellkern aufgezeigt wird, wurde in einem Tiermodell
der anti-Thyl-induzierten mesangioproliferativen Glomerulonephritis nach Injektion von
PDGF ein kontrarer Effekt beobachtet: Hierbei erfolgte die Relokalisierung des Proteins in
der Entziindung vom Kernkompartiment ins Zytoplasma [64]. Aufféllig hierbei ist, dass in
Mesangialzellen in Homdoostase YB-1 im Zellkern lokalisiert ist, wohingegen eine zytoplas-
matische Lokalisation in der Mehrzahl der tbrigen Nierenzellen beobachtet wird. Im Zyto-
plasma vermag YB-1 iiber die Bindung der 5°-Cap-Struktur der RNA die Translation zahlrei-
cher mRNAs abhéngig von seinem Phosphorylierungsgrad entweder zu reprimieren oder zu

aktivieren. Induziert die Serin/Threonin-Kinase AKT die Phosphorylierung von YB-1 an Se-
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rinrest 102, verringert sich die Bindungsaffinitat des Proteins an die 5°‘-Cap-Struktur der
MRNA, was wiederum eine erhohte Translationsrate zur Folge hat [51]. Diese Phosphorylie-
rung fuhrt zudem zu einer Translokation des Proteins in den Zellkern [34, 88, 89], welche
oftmals mit einer verstarkten Bindung an die Promotorregion seiner Zielgene einhergeht. So
konnte gezeigt werden, dass die Bindungskapazitidt von YB-1 an den EGFR-Promotor vom
Phosphorylierungsgrad an Serinrest 102 abhangt [90].

Ein hoherer Phosphorylierungsgrad, eine gesteigerte Menge an YB-1 im Zellkern und letzt-
endlich eine erhdhte Bindungsaffinitiat von YB-1 an die regulatorische Region seines Zielge-
nes CCL5 konnten nach PMA-induzierter Monozytendifferenzierung mittels Western Blot-
Verfahren (Abbildung 4.16), ChIP- und Gelretardations-Analysen (Abbildungen 4.20 und
4.21) in THP-1-Zellen in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Auf Protein- und mRNA-Ebene
zeigte sich nach Inhibition des PIP3/AKT-Signalwegs eine signifikant verringerte Expression
von CCL5, welche mit der unterbundenen Phosphorylierung und einer damit einhergehenden
erniedrigten Bindungsaffinitat des Proteins an den CCL5-Promotor begriindet werden kann.
Das Shuttling von YB-1 konnte zudem mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie gezeigt
werden: Nach IGF-induzierter Phosphorylierung von YB-1 lie3 sich in HEK 293 T-Zellen das
Protein vermehrt im Kern visualisieren (Abbildung 4.14). Hiermit Gbereinstimmend zeigten
Studien, dass nach Austausch der Aminoséure Serin 102 gegen einen Alaninrest an entspre-
chender Position im Protein, eine solche Lokalisationsdnderung vom Zytoplasma in den Zell-
kern unterbunden werden konnte, was eine verminderte Zellproliferation zur Folge hatte [34].
Law et al. designten ein zellpermeables Peptid (CPP, Cell Permeable Peptide), welches durch
Nachahmung der S102-YB-1-Phosphorylierungsstelle kompetitiv die Phosphorylierung von
YB-1 unterbinden konnte [91]. Der Einsatz dieses Peptids verhinderte die Bindung von YB-1
an den EGFR-Promotor, wie mittels Gelretardations-Analysen bewiesen wurde und flhrte in
Krebszellen zu einer verminderten HER-2- und EGFR-Expression auf RNA- und Proteinebe-
ne. Weiterhin wurde hierdurch die Proliferation von Brust- und Prostatakrebszellen in Zell-
kultur inhibiert [91].

Auch in primédren humanen Monozyten liel} sich nach seruminduzierter Zelldifferenzierung
eine erhéhte Phosphorylierung von YB-1 an Serinrest 102 beobachten. Hierbei wurde jedoch
ein phosphoryliertes Fragment des Proteins mit einer GroRe von 30 kDa mittels Western Blot-
Analyse visualisiert. Die proteolytische Spaltung von YB-1 ist bereits beschrieben: Zum einen
kann das Protein nach vorhergegangener Ubiquitinylierung entweder vollstdndig vom 26S

Proteasom degradiert [92] oder vom 20S Proteasom durch limitierte Proteolyse prozessiert
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werden [93]. Im letztgenannten Fall vollzieht sich die ATP- und Ubiquitin-abhangige Spal-
tung von YB-1 in zwei Fragmente zwischen den Aminoséureresten 219 und 220 [94]. Ob die
vollstandige oder die limitierte Proteolyse des Proteins eingeleitet wird, hdngt von den physio-
logischen Konditionen ab: Wahrend die proteasomale Degradation des Proteins bei beginnen-
der Apoptose ablauft [92], findet die 20S Proteasom-vermittelte Prozessierung nach Behand-
lung von Zellen mit DNA-schadigenden Xenobiotika [94] statt. Weiterhin ist beschrieben,
dass YB-1 diese Form der Prozessierung in endothelialen Zellen nach Stimulation mit
Thrombin durchlaufen kann [95]. Wie Abschnitt 1.2.1 zu entnehmen, ist der Carboxyterminus
von YB-1 fiir die subzellulére Lokalisation des Proteins innerhalb der Zelle von Bedeutung,
da er sowohl eine Kernlokalisierungssignal-Sequenz (NLS) als auch ein zytoplasmatisches
Ruckhaltesignal (CRS) enthalt, wobei letzteres funktionell dominiert. Dies fiihrt dazu, dass
YB-1 unter physiologischen Bedingungen zumeist im Zytoplasma der Zelle lokalisiert ist
[39]. Kommt es zur 20S Proteasom-vermittelten, proteolytischen Prozessierung, so geht dies
mit der Abspaltung des C-terminalen Parts des Proteins einher. Der restliche Teil des Proteins
enthdlt die Kernlokalisierungssignal-Sequenz (NLS), welche daraufhin die Translokation in
den Zellkern initiieren kann [35]. Jingste Analysen der intrazellularen Lokalisation verschie-
dener YB-1-Doménen erbrachten die Erkenntnis, dass neben dem N-terminalen auch das C-
terminale Fragment in den Kern zu translozieren vermag [96].

Solche Mechanismen konnten auch die mittels Gelretardations-Analyse gezeigte verstarkte
Bindung von YB-1 an den CCL5-Promotor in primdren humanen Monozyten erklaren. Es ist
denkbar, dass YB-1 nach Seruminkubation im Zuge des Differenzierungsprozesses zunachst
phosphoryliert und anschlieBend proteasomal gespalten wird. Der N-terminale, NLS enthal-
tende Part transloziert daraufhin in den Zellkern und bindet auf Grund der Phosphorylierung
mit erhohter Affinitat an den CCL5-Promotor, wodurch die bereits von Raffetseder et al. be-

schriebene Expressionssteigerung des Chemokins hervorgerufen wird [46].

5.2 Die Calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung von YB-1

wahrend der Monozytendifferenzierung

Die Tatsache, dass YB-1 wéhrend der Monozytendifferenzierung nur transient phosphoryliert
vorliegt, gab erste Hinweise auf einen zum spéateren Zeitpunkt der Differenzierung stattfin-
denden, Phosphatase-vermittelten Dephosphorylierungsprozess. Das Wissen uber die Phos-
phorylierung und die nachfolgenden Signaltransduktionswege von YB-1 waéchst stetig [34,
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35, 97, 98]. Massenspektroskopische Untersuchungen des Phosphoproteoms zeigten, dass
YB-1 an folgenden Aminosdureresten phosphoryliert werden kann: S165 und/oder S167,
S174 und/oder S176, S313 und/oder S314, und Tyr162 [99]. Neben den bereits genannten
Kinasen AKT und RSK [34, 35] vermogen auch ERK2 und GSK3 YB-1 zu phosphorylieren,
was eine erhdhte Bindung an den VEGF-Promotor zur Folge hat [59]. Weiterhin zeigten Strat-
ford et al. mit Hilfe des oben beschriebenen zellpermeablen Peptids, dass auch die Protein-
kinase Ca (PKCa) eine die Phosphorylierungsstelle von YB-1 imitierende, kurze Aminosau-
reabfolge phosphorylieren kann. Hierbei zeigte die PKCa im Vergleich zu AKT sogar eine
hohere Kinaseaktivitét auf [35].

Mittels eines reversiblen LPS-induzierten Entzindungsmodells an M&usen konnte gezeigt
werden, dass YB-1 zu Entzindungsbeginn posttranslational an Serinrest 102 phosphoryliert
wird (Abbildung 4.1). Diese Phosphorylierung war jedoch zu spateren Zeitpunkten nicht mehr
detektierbar, was auf eine spezifische Dephosphorylierung von YB-1 schlieRen lie. Wahrend
das Wissen (ber die Phosphorylierungsprozesse von YB-1 und die daraus resultierenden Kon-
sequenzen immer groRer wird, gab es bisher keine Erkenntnisse tber die Dephosphorylierung
des Proteins. Zwar ist bereits gezeigt, dass die Serin/Threonin-Phosphatase PP2Cy mit YB-1
interagieren kann [100], dennoch wurde ein Einfluss auf den YB-1-Phosphorylierungsstatus
in Abhangigkeit einer Phosphatase bisher noch nicht untersucht.

Kirzlich konnten wir zeigen, dass das Immunsuppressivum Cyclosporin A, welches als po-
tenter Inhibitor der Phosphatase Calcineurin wirkt, eine starke Hochregulation von YB-1 in
Mesangialzellen induziert. Dieser Prozess war abhéngig von MAPK/ERK und PI3K/AKT
Signalwegen, wie Experimente mit spezifischen Kinase-Inhibitoren aufzeigten [78, 79]. In der
vorliegenden Arbeit konnte nun dariiber hinaus gezeigt werden, dass in einem Maus-Modell
der chronischen Cyclosporin A-induzierten Nephropathie spezifisch in den Kernen renaler
Zellen ein erhdhter Gehalt an phosphoryliertem YB-1-Protein vorliegt. Diese Befunde deute-
ten auf eine Calcineurin-vermittelte YB-1 Dephosphorylierung hin.

Zur Uberprifung dieser These wurden zunachst einige Vorversuche durchgefiihrt, in denen
verschiedene Zelllinien mit unterschiedlichen Substanzen (IGF, EGF und Staurosporin) sti-
muliert wurden. Diese dienten der Untersuchung ihres Einflusses auf den Phosphorylierungs-
status von YB-1. Die Wachsstumsfaktoren IGF und EGF induzierten erwartungsgemal eine
Phosphorylierung des Proteins, was fir andere Zelllinien in der Literatur bereits beschrieben
worden war [51, 79]. Die Bindung von IGF an seinen Rezeptor (IGF-1R) aktiviert unter ande-

rem PISK/AKT Signalwege, wobei Botenstoffe (Second Messenger) freigesetzt werden, wel-
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che dann die Rekrutierung der AKT-Kinase zur Plasmamembran initiieren. Daraufhin wird
AKT von der PDK-1 (Phosphatidylinositol-dependent Kinase-1) am Threoninrest 308 phos-
phoryliert, was wiederum die Phosphorylierung von Serinrest 473 mit sich zieht. Letzteres
geschieht entweder durch Autophosphorylierung [101] oder wird durch Interaktion mit weite-
ren Kinasen initiiert, wie beispielsweise der ILK (Integrin-linked Kinase) [102] oder DNA-
PK (DNA-dependent Protein Kinase) [103]. Nach Aktivierung bindet und phosphoryliert
AKT Substrate, wozu Transkriptionsfakoren und Zellzyklusproteine wie Forkhead L1 [104],
p21 [105], p27 [106] und YB-1 [34] gehdren.

Die Stimulation von Ratten-Mesangialzellen mit Staurosporin bewirkte die Dephosphorylie-
rung von YB-1 (Abbildungen 4.4 und 4.5). Bei dieser Substanz handelt es sich um ein Alkalo-
id, welches in erster Linie als Apoptose-Induktor Verwendung findet [107-109]. Mechanis-
tisch fungiert es als potenter, jedoch unspezifischer Inhibitor zahlreicher Proteinkinasen [110-
113] wozu unter anderem die EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor)-Tyrosinkinase
[114], als auch die RSK zdahlen [115]. Da letztere YB-1 zu phosphorylieren vermag [35], ist
es naheliegend, dass bei Einsatz des Kinase-Hemmers Staurosporin der Phosphorylierungs-
prozess nicht mehr erfolgen kann, was eine Erklarung fur den verringerten Gehalt an phos-
phoryliertem YB-1 sein kdnnte. Zwar kdnnen diese Ansétze die ausgebliebene Phosphorylie-
rung erkléren, dennoch konnte nicht nachgewiesen werden, dass eine aktive Staurosporin-
induzierte Dephosphorylierung durch Calcineurin stattfand (Abbildung 4.6).

Um die Theorie einer Calcineurin-vermittelten YB-1-Dephosphorylierung weitergehend zu
uberprifen, wurde die direkte physikalische Interaktion beider Proteine mittels zwei verschie-
dener molekularbiologischer Methoden untersucht: Dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) und der Immunprazipitation (IP). Das FRET-Verfahren beruhte hier auf der
Messung der Energielibertragung eines YB-1-CFP (Donor) auf ein YFP-Calcineurin (Akzep-
tor) Molekil, wobei HEK 293 T-Zelllysate, in denen jeweils das eine oder andere Protein
uberexprimiert wurde, vereinigt und am Fluoreszenzspektrometer vermessen wurden. Zwar
zeigte sich eine leichte Verminderung der Donorfluoreszenz, dennoch liel3 sich gleichzeitig
keine Erh6éhung der Akzeptorfluoreszenz beobachten. Somit konnte eine Interaktion von Cal-
cineurin und YB-1 mit dieser Methode nicht eindeutig bewiesen werden. Damit sich ein Fluo-
reszenz-Resonanz-Energie-Transfer ereignen kann, mussen einige Kriterien erfullt sein. Eine
Grundvoraussetzung ist die spektrale Uberlappung der Fluoreszenz des Donors mit der Ab-
sorption des Akzeptors. Unter den fluoreszierenden Proteinen gibt es zahlreiche potentielle
FRET Paare, wobei das erste entdeckte ein BFP/GFP (Blue Fluorescent Protein/Green Flu-
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orescent Protein)-Paar war, welches jedoch auf Grund der geringen photophysikalischen Ei-
genschaften des BFP keinen groBen Nutzen erbrachte [116]. Das spater von Miyawaki et al.
erstmalig identifizierte effiziente FRET-Paar setzte sich aus einem CFP als Donor und YFP
als Akzeptor zusammen [117]. Mittlerweile gelten CFP und YFP als gut etablierte Do-
nor/Akzeptor Kombination und die spektrale Uberlappung der Donorfluoreszenz mit der Ak-
zeptorabsorption der beiden kovalent an YB-1/Calcineurin gekoppelten Fluorophore konnte in
Abbildung 4.10 sichergestellt werden. Um einen Energietransfer zu ermdoglichen, muss als
weiteres Kriterium die optimale Distanz zwischen Donor und Akzeptor gegeben sein, welche
ublicherweise im Bereich von 10 nm liegt [118].

Befinden sich die beiden Fluorophore nicht in unmittelbarer Nachbarschaft, so kann kein
FRET gemessen werden, trotz einer eventuell stattfindenden Interaktion der Proteine YB-1
und Calcineurin. Ob dies der Fall ist, wurde in unserem System nicht Uberpriift und es ist
denkbar, dass auf Grund der nicht optimalen rdumlichen Orientierung von CFP und YFP eine
Energieubertragung unmoglich war. Ein weiterer Faktor, welcher theoretisch die Detektion
eines solchen Energietransfers limitieren kann, ist ein Verhaltnis von Donor zu Akzeptormo-
lekiilen welches auflerhalb der Bereiche 10:1 bis 1:10 liegt [119]. Diese Problematik konnte
jedoch ausgeschlossen werden, da die per Western Blot-Verfahren durchgefuhrten Proteinex-
pressionsnachweise von YB-1-CFP und YFP-Calcineurin in den jeweiligen Zelllysaten eine
ahnliche Expression beider Proteine aufzeigten.

Da mittels FRET-Analyse Wechselwirkungen von YB-1 und Calcineurin nicht eindeutig si-
chergestellt werden konnten, wurde die Interaktion der beiden Proteine zusétzlich mit Hilfe
von Immunprézipitationen untersucht. Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dass sie die
Untersuchung zwischen endogenen Proteinen unter physiologischen Bedingungen in der Zelle
ermdoglicht. Eine direkte Interaktion von Calcineurin und YB-1 konnte mit dieser Methode
sowohl mit Uberexprimierten als auch mit endogenen Proteinen in HEK 293 T-Zellen nach-
gewiesen werden (Abbildungen 4.12, 4.13, 4.15). Weiterhin zeigte sich, dass die Interaktion
hauptséachlich im nukledren Kompartiment und insbesondere nach Stimulation mit IGF statt-
fand (Abbildung 4.15). Wie bereits erwahnt, zieht die IGF-induzierte Phosphorylierung von
YB-1 die Translokation des Proteins vom Zytoplasma in den Zellkern mit sich (Abbildung
4.14), die dann eine verstarkte Interaktion mit Calcineurin ermdglicht. In einem né&chsten
Schritt wurde untersucht, ob eine erhéhte Prasenz der Phosphatase direkt Einfluss auf den

Phosphorylierungsgrad von YB-1 nimmt. Die transiente Uberexpression von Calcineurin

91



fihrte in verschiedenen Zelllinien (rMCs, THP-1, HEK 293 T) zu einer signifikanten Ver-
minderung des Gehalts an phosphoryliertem YB-1 (Abbildungen 4.26 und 4.27). Dies ging
mit einer verringerten Bindungsaffinitat von YB-1 an den CCL5-Promotor einher, die wiede-

rum in einer erniedrigten CCL5-Expression auf RNA- und Proteinebene resultierte.

Spezifisch in differenzierten Makrophagen zeigte sich ein hochmolekularer DNA-Protein-
Komplex an der Y-Box Il des CCL5-Promotors, an dem YB-1 direkt beteiligt war [46, 66].
Dieser Komplex konnte in undifferenzierten Monozyten nicht detektiert werden. Die Identifi-
kation weiterer, zu diesem Zeitpunkt noch unbekannter Komponenten dieses Komplexes soll-
te Aufschluss dartiber geben, welche Proteine den YB-1-vermittelten, reprimierenden Effekt
auf die CCL5-Genexpression regulieren. Gelretardations-Experimente zeigten, dass die Phos-
phatase Calcineurin Bestandteil dieses bei fortschreitender Monozytendifferenzierung entste-
henden DNA-Protein-Komplexes ist. Dies bestétigte zum einen die Theorie einer Calcineurin-
vermittelten YB-1 Dephosphorylierung und lieferte zum anderen eine Begriindung flr den
reprimierenden Effekt von YB-1 auf den CCL5-Promotor in ausdifferenzierten Makrophagen:
Durch die Dephosphorylierung des direkt an den CCL5-Promotor gebundenen YB-1s wandelt
sich das Protein von einem Aktivator zu einem Repressor der CCL5-Expression. Hiermit
ubereinstimmend liel sich eine Beteiligung von phosphoryliertem YB-1 am DNA-Protein-
Komplex nach 24-stiindiger PMA-induzierter Differenzierung kaum und nach 48 Stunden
nicht mehr nachweisen, was im Einklang mit der sich in Abschnitt 4.3.1 gezeigten transient

vollziehenden Phosphorylierung steht.

Weiterhin war mit fortschreitender PMA-induzierter Differenzierung in THP-1-Zellen eine
Calcineurin-Translokation vom Zytoplasma in den Zellkern zu beobachten (Abbildung 4.31),
was ebenfalls konform mit den zuvor gezeigten Resultaten ist: Die Interaktion von YB-1 und
Calcineurin vollzieht sich hauptsachlich im Zellkern (wie mit Hilfe von Immunprazipitationen
gezeigt wurde) und erfolgt im Zuge der PMA-induzierten Monozytendifferenzierung erst mit
fortgeschrittenem Differenzierungsgrad der Zellen und zwar dann, wenn die zuvor initiierte
Entzlindungsreaktion wieder abklingt. Eine nukleére Translokation der Phosphatase im Kom-
plex mit dem Transkriptionsfaktor NFAT, seiner Dephosphorylierung und damit einherge-
henden Aktivierung wurde in der Literatur bereits beschrieben [120]. Im Gegensatz zu NFAT,
kommt es im Falle einer Calcineurin-induzierten Dephosphorylierung von YB-1 zu einer De-
aktivierung des Proteins, was ein verringertes Bindungsverhalten an den CCL5-Promotor und

eine Erniedrigung der CCL5-Expression nach sich zieht.
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Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Resultate geben Aufschluss tber die Bedeutung des
Kélteschockproteins YB-1 bei der Koordination inflammatorischer Prozesse. Es liegt nahe,
dass dem Protein eine duale Rolle im Entzundungsgeschehen zukommt: Zum einen fungiert
es, unter anderem durch Hochregulation von CCL5, als Initiator der Entzlindungsreaktion,
zum anderen lasst es die inflammatorischen Prozesse im spateren Entziindungsverlauf wieder
abklingen, indem es in ausdifferenzierten Makrophagen die CCL5-Produktion herunterregu-
liert. Diese Prozesse werden in Abh&ngigkeit seines Phosphorylierungsstatus gesteuert, wobei
ein erhdhter Phosphorylierungsgrad mit einer verstarkten Bindung an den CCL5-Promotor
und gleichzeitiger Erhéhung der CCL5-Expression in Monozyten einhergeht. Die Phosphata-
se Calcineurin vermag diesen Prozess zu revertieren und hierdurch zur Beendigung der Ent-
zundungsreaktion beizutragen.

Inwieweit YB-1 in Zukunft als potenzielles therapeutisches Zielmolekul fungieren kann, mus-
sen weitere Untersuchungen zeigen. Denkbar ware, dass die Hemmung seiner Phosphorylie-
rung als Interventionsstrategie gegen unerwinschte bzw. chronische Abwehrreaktionen des
Immunsystems angewendet werden konnte. Eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit ge-

wonnenen Ergebnisse ist in folgender Abbildung schematisch dargestellt.

akute Inflammation

o ° o
°
[ ] Y [ ]
® °
— g N .
~ —~
Monozyten infiltrierende Makrophagen

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der YB-1-vermittelten CCL5-Genexpression in der Monozy-
tendifferenzierung. Aktivierte Monozyten infiltrieren ins Gewebe und differenzieren zu Makrophagen. Zu Be-
ginn der akuten Entziindung wird YB-1 phosphoryliert, transloziert daraufhin in den Zellkern und transaktiviert
die CCL5-Genexpression in einem selbstverstarkenden Regelkreislauf, was in einer erhdhten Produktion des
Chemokins resultiert. Mit fortschreitender Inflammation und Makrophagendifferenzierung shuttelt die Phospha-
tase Calcineurin in den Kern und dephosphoryliert YB-1, was den reprimierenden Effekt auf den CCL5-
Promotor vermittelt (und durch den Calcineurin-Inhibitor CsA unterbunden werden kann). Infolgedessen wird
die Expression des Chemokins wieder heruntergefahren. Abbildung modifiziert nach [46].
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6 Zusammenfassung

Die Infiltration von Immunzellen in den Entziindungsherd stellt ein Schliisselereignis bei in-
flammatorischen Prozessen dar. Das Einwandern wird beispielsweise von durch Monozy-
ten/Makrophagen sezernierten chemotaktischen Zytokinen wie CCL5/RANTES induziert,
dessen Genregulation unter anderem durch das Y-Box Binding Protein-1 (YB-1) gesteuert
wird. Aus Zellkulturanalysen ist bekannt, dass das Protein eine differenzielle CCL5-
Expression in Monozyten und Makrophagen vermittelt: In monozytéren Zellen transaktiviert
YB-1 das Gen, wohingegen es in Makrophagen die CCL5-Transkription reprimiert. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden die molekularen Mechanismen dieser kontréren Effekte wéhrend
des Differenzierungsprozesses von Monozyten zu Makrophagen in vitro entschlisselt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass YB-1 im Verlauf der Monozytendifferenzierung von den Kina-
sen AKT und RSK phosphoryliert und dadurch seine Bindungsaffinitdt an den CCL5-
Promotor erhoht wird. Infolgedessen lieR sich sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
eine signifikant gesteigerte Expression des Chemokins nachweisen. Im Zeitverlauf der Diffe-
renzierung wurde diese Phosphorylierung wieder revertiert. Dieser transiente Prozess der YB-
1-Phosphorylierung konnte zudem in der Niere in einem Endotoxin-vermittelten Nephritis-
modell in vivo bestétigt werden.

Mit Hilfe von Koimmunprazipitationen konnte eine direkte physikalische Interaktion zwi-
schen der Phosphatase Calcineurin und YB-1 nachgewiesen werden, was eine Calcineurin-
vermittelte Dephosphorylierung des Proteins vermuten lieR. Zudem flhrte die Hemmung die-
ser Phosphatase durch Cyclosporin A zu einer vermehrten Phosphorylierung von YB-1 im
Kern renaler Zellen in vivo. Verschiedene Zelllinien, in denen die Phosphatase Uberexprimiert
wurde, wiesen einen verringerten Gehalt an phosphoryliertem YB-1 auf und der geringere
Phosphorylierungsgrad von YB-1 fiihrte in Monozyten zur verminderten Bindung an den
CCL5-Promotor, was eine erniedrigte Expression des Chemokins zur Folge hatte.

In Makrophagen, nicht jedoch in monozytaren Zellen, konnte in friheren Arbeiten ein hoch-
molekularer Protein-DNA-Komplex an der YB-1-bindenden Region des CCL5-Promotors
detektiert werden. Die Vermutung war, dass dieser Komplex den repressiven Effekt von YB-1
auf die Transkription des CCL5-Gens in Makrophagen vermittelt. Mittels Supershift-Analysen
wurde im Rahmen dieser Arbeit Calcineurin als eine Komponente dieses Komplexes identifi-
ziert und der Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad von YB-1 bestatigt.

Diese Resultate lassen auf eine duale Rolle von YB-1 im inflammatorischen Geschehen

schliefen: Zu Entzindungsbeginn férdert es, durch Hochregulation von CCL5, die Immun-
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zellinfiltration in Monozyten, im spateren Entzindungsverlauf ist es jedoch mafgeblich an
der Beendigung der Inflammation beteiligt, indem es die Expression von CCL5 in ausdiffe-
renzierten Makrophagen reprimiert.
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8 Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

5’UTR 5‘-untranslatierte Region

A Ampere

A. dest. Destilliertes Wasser

AKT-Kinase Proteinkinase B

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchoninic Acid, Bicinchoninséure
BFP Blue Fluorescent Protein

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin, Rinderalbumin
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CacCl; Kalziumchlorid

Cam Calmodulin

CCL5 Chemokine Ligand 5

cDNA Complementary DNA, komplementére DNA
ChiP Chromatin Immunprazipitation

CLR C-Typ Lektin-Rezeptor

cm Zentimeter

CN Calcineurin

CnA Calcineurin A

CnB Calcineurin B

CO; Kohlenstoffdioxid

CREB CAMP Response Element-Binding Protein
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CRS

CsA

CSD

CTD
C-terminal
CyA

Da

DAMP
DMEM
DMSO
DNA

DNA-PK

dNTP
DPA
DTT
E.coli
eCFP
ECL
EDTA

EGF

EGF-R

ELISA
EMSA

ERK

Cytoplasmatic Retention Site,
zytoplasmatisches Ruckhaltesignal
Cyclosporin A

Cold-Shock Domain, Kalteschockdoméne
C-Terminal Domain, C-terminale Region
carboxyterminal

Cyclophilin A

Dalton

Damage Associated Molecular Pattern
Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure

DNA-dependent Protein Kinase,
DNA-abhéngige Proteinkinase
Desoxyribonukleosidtriphosphat

DNA-Polymerase-a.

Dithiothreitol

Escherischia coli

Enhanced Cyan Fluorescent Protein
Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure

Epidermal Growth Factor,

Epidermaler Wachstumsfaktor
Epidermal Growth Factor Receptor,
Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Electrophoretic Mobility Shift Analysis

Extracellular-Signal Regulated Kinase
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http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure

ERK?2

et al.
f

FACS

FELASA
FITC
FKS
FRET
FSC
GAPDH
GFP
GM-CSF
GSK3p
HBS
HCl
HEK

HLA

HMGB-1
HRP

ICAM/CD54

IFN-y

Ig
IGF

IgG

Extracellular-Regulated Kinase 2,
extrazellular regulierte Kinase 2

et alteri
femto

Fluorescence Activated Cell Sorting,
fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie

Federation of European Laboratory Animal Science Association
Fluorescein Isothiocyanate

fetales Kélberserum
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Forward Scatter, Vorwaértsstreulicht
Glyercinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Green Fluoreszent Protein

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
Glykogensynthase-Kinase-3p

HEPES Buffered Saline

Salzséure

Human Embryonic Kidney

Human Leukocyte Antigen,
humanes Leukozytenantigen
High Mobility Group Box 1

Horseradish Peroxidase, Meerrettichperoxidase

Intercellular Adhesion Molecule/
Cluster of Differentiation 54

Interferon-gamma
Immunglobulin

Insulin-like Growth Factor,
insulindhnlicher Wachstumsfaktor

Immunglobulin G
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IL Interleukin

ILK Integrin-linked Kinase

IP Immunprazipitation

IPP Immunprazipitations-Puffer

J Joule

k Kilo

kb Kilobasen

KCI Kaliumchlorid

I Liter

LAR Luciferase Assay Reagent

LB Lysogeny Broth

LPS Lipopolysaccharid

LSM Laserscanning Mikroskop

luc Luciferase, Luziferase

M molar

MACS Magnetic Activated Cell Sorting

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase

MqCl, Magnesiumchlorid

MHC Major Histocompatibility Complex,
Haupthistokompatibilitatskomplex

ml Milliliter

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus

MMP-2 Matrix Metalloproteinase-2,
Matrixmetalloproteinase-2

MRNA messenger-RNA

n Anzahl

NaCl Natriumchlorid
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NaOH Natronlauge

NFAT Nuclear Factor of Activated T-Cells,
Nukleérer Faktor aktivierter T-Zellen

NFQ nicht-fluoreszierender Quencher

NLR NOD-Like Rezeptor

NLS Nuclear Localisation Signal,

Kernlokalisierungssignal-Sequenz

nm Nanometer

N-terminal aminoterminal

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern
PBS Phosphate Buffered Saline,

Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
PCR Polymerase Chain Reaction,

Polymerase-Ketten-Reaktion

PDGF Platelet-derived Growth Factor
PDK-1 Phosphoinositide-dependent Kinase 1
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
pra-mRNA precursor mRNA, Vorlaufer-mRNA
PRR Pattern Recognition Receptor
RANTES Regulated Upon Activation,
Normal T-Cell Expressed and Secreted
RFLAT-1 RANTES Factor of Late-Activated T Lymphocytes-1
RIG Retinoic Acid Inducible Gene
RLU Relative Light Units, relative Lichteinheiten
rMC Rat Mesangial Cells, Ratten-Mesangialzellen
RNA Ribonukleinséure
RNase Ribonuklease
rpm Revolutions per Minute, Rotationen pro Minute
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RPMI
rRNA
RSK

RT
S102
SDS
SDS-PAGE
SMCs
SSC
Taq
TCR
TEMED
TLR
TNF-a
Tris

TTBS

Tyr
uv

\Y
VEGF

vSMCs

WT
YB-1
YFP

Z.B.

Roosvelt Park Memorial Institute

ribosomale RNA

p90 Ribosomal S6 Kinase

Raumtemperatur

Serinrest 102

Sodium Dodecyl Sulfate, Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Smooth Muscle Cells, glatte Muskelzellen

Side Scatter, Seitwartsstreulicht

Thermus aquaticus

T-Cell Receptors, T-Zell-Rezeptoren
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Toll-Like-Rezeptor

Tumor Necrosis Factor-o, Tumornekrosefaktor-o
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Tween Tris Buffered Saline,
Tween-20 Tris-gepufferte Salzldsung

Tyrosin

ultraviolett

Volt

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Smooth Muscle Cells,
glatte Muskelzellen
Wildtyp

Y-Box bindendes Protein-1
Yellow Fluorescent Protein

zum Beispiel
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anti
Lamda, Wellenldnge

mikro
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